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RESUME

La mosaique du niébé transmise par des pucerons est la principale maladie
virale du niébé (Vigna unguiculata (L.) WALP.) en Afrique. Elle est causée par le
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) ou virus de la mosaique du niébé
transmise par des pucerons. Les principales caractéristiques de I'épidémiologie de la
maladie ont été étudiées dans le cas du Burkina Faso.

La détection sérologique du CABMV par le test immunoenzymatique ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) et les tests de transmission ont permis
d'identifier les principales sources d'infection du virus. Trois especes de plantes
cultivées dont le niébé, le voandzou (Vigna subterranea (L.) Verdc.) et le sésame
(Sesamum indicum L.) ont été identifiees comme hétes naturels du CABMV. Douze
nouvelles especes de plantes sauvages (Amaranthus spinosus L.; Brachiaria
disticophylla (Trin.) Stap ; Corchorus olitirius L. ; Corchorus tridens L.; Crotalaria
retusa L. ; Daniellia oliveri (Rolf) Hutch et Dalz ; Diodia sarmentosa Sw. ; Hyptis
suaveolens Poit.; Indigofera hirsuta L.; Leucas martinicensis (Jacq.) R.Br.;
Mitracarpus villosus (Sw.) Dc. ; Tephrosia sp.) ont aussi été identifiées par la gamme
d'hétes naturelles du virus. Cependant, la transmission du virus par les graines de
niébé est la plus importante source d'infection primaire responsable de l'apparition
des premiers plants infectés au champ. La détection sérologique du virus dans les
graines est une méthode rapide mais moins fiable que les tests biologiques de
germination.

L'utilisation d'anticorps monoclonaux anti-CABMV pour déterminer la diversité
sérologique du virus a permis d'identifier quatre sérotypes nommés respectivement
sérotypes |, I, lll et IV, les sérotypes | et IV ayant été identifiés pour la premiere fois
dans le pays. L'espece Ficus exasperata Vahl. a été identifiece comme hoéte
différentiel du sérotype II.

La propagation de la maladie dépend étroitement du génotype de niébé
cultivé, du taux d'infection des semences par le CABMV et de I'année de culture.
Ainsi, en années de fortes épidémies comme 2001 et 2004, la propagation de la
maladie est précoce et rapide chez les variétés de niébé a forte capaciteé de
transmission du virus par les graines. A linverse, chez les variétés de niébé a faible
aptitude de transmission du virus par les graines les épidémies sont beaucoup moins
séveres méme lorsque les semences fortement contaminées (5%) sont utilisées. La
propagation de la maladie dépend aussi de la zone agro écologique. Elle est plus
forte en zone sud—soudanienne avec des conditions agro climatiques plus favorables
aux facteurs épidémiques tels que les populations de pucerons vecteurs.

L'utilisation de semences peu ou pas contaminées provenant de variétés de
niébé a faible capacité de transmission du CABMV par les graines, en association
avec des traitements insecticides bien ciblés peut constituer une stratégie efficace
de gestion intégrée de la maladie.

/////
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SUMMARY

Cowpea aphid-borne mosaic disease caused by Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV) is the most important viral disease of cowpea (Vigna unguiculata (L.)
WALP.) in Africa. The main features of the disease epidemiology were studied in
Burkina Faso.The main sources of infection were identified by serological detection of
CABMYV by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and biological tests. Three
crops i.e. cowpea, Bambara groundnut (Vigna subterranea (L.) Verdc.) and sesame
(Sesamum indicum L.) were identified as natural hosts of CABMV. Twelve wild host
species (Amaranthus spinosus L. ; Brachiaria disticophylla (Trin.) Stap ; Corchorus
olitirius L. ; Corchorus tridens L. ; Crotalaria retusa L. ; Daniellia oliveri (Rolf) Hutch et
Dalz ; Diodia sarmentosa Sw. ; Hyptis suaveolens Poit. ; Indigofera hirsuta L.; Leucas
martinicensis (Jacq.) R.Br. ; Mitracarpus villosus (Sw.) Dc. ; Tephrosia sp.) were also
identified for the first time within the natural host range of the virus. However, seed-
transmission of the virus is the most important primary infection source which is
responsible for the first infected plants in the field. Serological detection of CABMV is
an easier and faster seed testing method but less reliable than germination rate or
sprouting rate growth-out tests.

Anti-CABMV monoclonal antibodies were used to assess the serological
diversity of the virus. Four serotypes namely serotypes I, II, lll and 1V, respectively
were identified. Serotypes | and IV were reported for the first time in the country. A
perennial host species (Ficus exasperate Vahl.) was identified as a differential host
for CABMV serotype II.

The spread of the disease was found to be closely dependant on cowpea
genotypes grown, seed sanitary quality with regard to CABMV contamination and the
year. In years of severe epidemics such as 2001 and 2004, the disease spread
earlier and faster when cowpea varieties with high seed-transmission rates were
used. By contrast, when varieties of low virus transmission through the seeds were
used, epidemics were mild even if plants were grown from highly contaminates seeds
(5% of seed contamination). The disease spread was also found to be dependent on
the agro ecological zone. Epidemics are more likely in the south soudanian zone
where agro climatic conditions may be more favorable to epidemic factors such as
aphid vector populations.

The use of virus-free or low contaminated seeds from cowpea varieties of low
virus transmission rates through the seeds associated to targeted insecticides
treatments are likely an efficient integrated control strategy to combat the disease.

Keywords : Cowpea mosaic disease, CABMV, biodiversity, epidemiology, control
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INTRODUCTION GENERALE

Le niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.) est I'une des légumineuses a
graines les plus importantes cultivées dans le monde, en particulier dans les
zones tropicales semi-aride de basse altitude. La production mondiale de niébé a
été évaluée en 1999 a 3 319 375 tonnes sur une superficie de 8 767 847 hectares
environ (Fao stat, 2000) dont 75% pour I'Afrique soit 3 142 475 tonnes. En plus du
Burkina Faso, les principaux pays africains producteurs de niébé sont le Bénin, le
Malawi, le Mali, le Nigeria, le Niger et le Togo. Selon la FAO (2006), le Burkina
Faso est classé parmi les grands producteurs mondiaux avec 456 600 de tonnes
apres le Nigeria (2 228 000 tonnes), le Brésil (700 000 tonnes) et le Niger (549
035 tonnes). Malgré la part importante des pays africains dans la production
mondiale du niébé, les rendements restent faibles sur le continent et sont en
moyenne de 250-300 kg/ha (Singh et al.,1997). La faiblesse des rendements est
due au systeme de culture traditionnelle dominée par une agriculture de
subsistance et aux contraintes abiotiques (insuffisance et mauvaise répartition des
pluies, pauvreté des sols) et biotiques (insectes, mauvaises herbes, maladies
fongiques bactériennes et virales).

Au Burkina Faso, I'ensemble des régions agricoles du pays se préte bien a
la culture du niébé. La recherche agricole a mis au point et vulgarisé de
nombreuses variétés adaptées aux conditions pédoclimatiques du pays. Il s’agit
notamment des variétés KVX396-4-5-2D, KVX396-4-4, KVX61-1, KVX30-309-6G,
KVX414-22-72, KVX414-22-2, Gorom local, IAR7/180-4-5-1, Moussa local,
TVX3236 etc. Malgré les potentialités offertes par 'ensemble du pays, seules les
régions de l'ouest et du centre sont les plus grandes productrices du niébé.
Ouédraogo et al., (1996) estiment que cette culture pourrait jouer le réle de culture
de rente dans le plateau central et celui de moyen de diversification du systeme
de production de la région Ouest. Selon la direction générale de la prévention et
des statistiques agricoles (DGPSA, 2004), la production nationale de niébé a
évolué de seulement 6 000 tonnes en 1984 a 460 000 tonnes en 2003. Cette
augmentation de la production du niébé concurrence des cultures de base dont le
sorgho et représente environ 95% de la production totale.

Le niébé est largement utilisé en alimentation humaine au Burkina Faso

cependant, une partie de la production est commercialisée et fait de plus en plus
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I'objet d’exportation vers la Cote d'lvoire, le Ghana, le Togo et le Bénin, constituant
ainsi une source importante de revenus pour le pays. Pour satisfaire les besoins
intérieurs et faire face aux besoins d’exportation, il est indispensable d’accroitre
davantage la production. Dans le but d’accroitre la production de niébé de facon
stable, il est indispensable de lever plusieurs contraintes a la culture de cette
légumineuse. Les plus importantes d’entre elles sont : la pauvreté des sols qui
empéche le bon développement des plants ; la mauvaise organisation de la filiere
de commercialisation du niébé, ce qui peut a terme décourager la production ;
I'action de nombreux ravageurs et maladies provoquant d'importantes pertes de
récolte. La majeure partie des ravageurs du niébé appartient a la classe des
insectes dont les effets sont observés aux différents stades de production du
niébé. Au cours de son cycle végétatif, le niébé subit particulierement I'attaque
d’'insectes nuisibles comme les pucerons de la famille des Aphideae (Aphis
craccivora, A.gossypii, A. fabae), les thrips de la famille des Tingideae
(Megalurothrips sjostedti), la foreuse des gousses de la famille des Pyralideae
(Maruca testulalis) et les punaises suceuses de gousses (Vidano et Conti, 1965 ;
Atiri, 1982 ; Atiri et al.,, 1984 . En plus des dégats directs causés sur I'appareil
végeétatif, certains de ces insectes a l'exemple des pucerons, sont aussi
responsables de la propagation de maladies a effet dévastateur sur les récoltes.
Au cours de la conservation des récoltes, les graines de niébé sont régulierement
perforées par les bruches (Callosobruchus maculatus) appartenant a la famille des
Bruchideae et d’autres insectes de stocks.

Une deuxieme catégorie de ravageurs est constituée par les plantes
parasites qui peuvent compromettre la culture du niébé. Il s’agit essentiellement
du Striga dont les espéces identifiees chez le niébé sont S. gesnerioides et
Alectra vogelii. Chez les variétés de niébé sensibles, S. gesnerioides et A. vogelii
occasionnent des pertes de rendement variant entre 30 et 50% au Burkina Faso
(Tignegré, 1988 ; Aggarwal et Ouédraogo,1989 ; Muleba et al., 1997) et peuvent
dans certains cas atteindre 100% (Alonge et al., 2001). Il n’existe aucun moyen
de contréle efficace contre le stiga.

Parmi les maladies de plantes affectant la production de niébé, on distingue
principalement celles d’origines bactériennes, fongiques et virales. Les maladies
d’origine virale sont généralement les plus dévastatrices et les plus difficiles a

gérer en raison de la survenue d’épidémies fréquentes et de l'absence de
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méthodes de lutte curatives applicables a ce type de maladies. Trois maladies
virales du niébé ont été identifiées au Burkina Faso. Il s’agit de la mosaique du
niébé propagée par les pucerons, la mosaique dorée du niébé et la maladie de la
marbrure du niébé (Someé, 1989 ; Konaté et Néya, 1996). Cependant, la mosaique
du niébé propagée par pucerons a de loin été considérée comme la plus
importante maladie virale du niébé dans le pays. C’est une maladie dont I'agent
pathogene est connu sous le nom de Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
ou virus de mosaique du niébé transmis par les pucerons. Le CABMV est
responsable d'importantes pertes de récolte pouvant atteindre 15 et 87 % selon
les variétés de niébé et I'age des plantes au moment de I'infection virale (Aboul
Ata et al., 1982 ; Thottappilly et Rossel, 1992).

En dépit des effets néfastes du CABMV sur les pertes de récolte, tres peu
d’études permettant le choix de stratégies appropriées pour la mise au point de
méthodes de lutte durable ont été consacrées au virus et a la maladie dont il est
'agent pathogéne. Certes, la distribution géographique de la maladie sur le
continent africain est assez bien connue avec une présence dans plus de 23 pays
(Thottappilly et Rossel, 1992). Cependant, comme c’est le cas du Burkina Faso, la
situation a l'intérieur des différents pays est tres peu connue.

Par ailleurs, le CABMV fait partie du groupe des virus de plantes transmis
par semences. La possibilité de transmission par les semences est une propriété
qui tient un role essentiel dans la mise au point des stratégies de lutte contre ce
type de virus. Or cette propriété dépend de différents facteurs dont la variété de
plante cultivée, la souche virale, 'dge des plants au moment de l'infection etc.
(Aboul Ata et al., 1982 ; Johansen et al., 1994 ; Tignégré, 2000).

Un autre parametre jouant un rdle important dans la lutte contre les
maladies virales est la connaissance de leurs caractéristiques épidémiologiques.
Dans le cas du CABMYV, les données épidémiologiques sont fragmentaires méme
si les propriétés de transmission sont assez bien connues. Par exemple, peu
d’attention a été accordée a lidentification des plantes hoétes alternatives et a
I'étude de leur réle dans le maintien et la dissémination du virus en dépit du fait
gue ce rdle soit au moins en partie assurée par les semences de niébé infectées
par le virus.

L’ensemble des acquis sur le CABMV met en évidence une insuffisance

des données écologiques et épidémiologiques. C’est pourquoi les travaux de ce
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mémoire ont été engagés afin de contribuer a combler ces lacunes. L’objectif
principal était d’obtenir une meilleure compréhension des caractéristiques
écologiques et épidémiologiques de la mosaique du niébé transmise par pucerons
dans le cas du Burkina Faso, dans la perspective d'une mise au point de
méthodes de lutte appropriées contre la maladie.

Le travail présenté dans cette thése est structuré en trois parties. Dans la
premiére partie, nous avons procédé a la synthése des travaux antérieurs afin de
dégager les principaux axes de notre étude. Il en est ressorti que la résistance du
niébé a la transmission du CABMYV par les graines n'a pas toujours été étudiée de
facon systématique. Cependant, de nombreux auteurs ont rapporté des
différences importantes (0-55%) de transmission du virus par les graines en
fonction des variétés de niébé (Phatak, 1974; Kaiser et Mossahebi, 1975; Ladipo,
1977; Mali et al., 1983; Bashir et Hampton, 1994; Gillaspie et al., 1993 ; 1994 ;
Hampton et al., 1997). La deuxiéme partie écologie et biodiversité du CABMV est
composée de deux chapitres. Le chapitre identification des sources d’infection a
permis la détermination de la gamme d’hétes du CABMV en condition
d’inoculations artificielle et naturelle. Le deuxieme chapitre de cette partie a
conduit a I'étude des sérotypes du CABMV au Burkina faso. La troisieme partie
propagation et contréle du CABMV est constituée de trois chapitres dont le
premier a étudié le réle des semences contaminées a des taux connus et celui
des pucerons dans la propagation du CABMV selon les années. Le second
chapitre a, en plus des paramétres de dissémination du premier, étudié la
propagation de cette maladie suivant les localités et les zones agro écologiques.
Au troisieme chapitre, I'étude de I'effet du traitement insecticide sur la propagation
du virus de la mosaique du niébé au champ chez huit variétés en éliminant les
pucerons vecteurs a été conduite a Kamboinsé au Burkina Faso. Enfin, la
discussion générale et la conclusion générale des principaux résultats acquis au
cours de nos travaux ont été présentées avant de donnes les principales
perspectives qui sont le séquencage du génome de ce virus et la mise en place

d’'une méthode de lutte intégrée.
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1. Historique et origine du niebé

Selon Vavilov (1951), une zone présentant une diversité maximale pour une
plante cultivée donnée est également susceptible de devenir le centre de
domestication de I'espece. La grande diversité et la large distribution des especes
sauvages de niébé en Afrique constitueraient donc une des preuves les plus
sérieuses quant au fait que le niébé soit originaire du continent africain (Padulosi et
Ng, 1997). Certains auteurs ont situé cette origine en Ethiopie (Vavilov, 1951 ; Steele,
1972) tandis que d’autres la situent en Afrique de I'Ouest (Piper, 1913 ; Rachie et
Roberts, 1974). Cependant, les travaux de Rawal (1975) indiquant une abondance
d’especes sauvages a la fois dans les écologies de savanes et de foréts au Nigeria

sont en faveur d’'une origine ouest africaine et plus vraisemblablement Nigériane.

2. Classification botanique du niébé

Le niébé appartient a I'ordre des Fabales, a la famille des Leguminoseae (ou
encore Fabaceae), et a la sous-famille des Papillionaceae (ou encore Faboideae). Il
est issu de la tribu des Phaseoleae et de la sous tribu des Phaseolineae (Padulosi et
Ng, 1997). Il y a une confusion sur la classification et la nomenclature des taxa intra
spécifiques. Toutefois, les points de vue s'accordent sur le fait que le niébé reléve du
genre Vigna et de l'espéce unguiculata. Selon Ng et Maréchal (1985), il existe
plusieurs sous-espéces de Vigna unguiculata dont cing sont bien identifiées : V.
unguiculata; V. cylindrica; V. sesquipedalis; V. dekindtiana et V. mensensis. Trois
d'entre elles sont cultivées (V. unguiculata; V. cylindrica ; V. sesquipedalis) alors que

les deux autres vivent a I'état sauvage.

3. Description sommaire du niebé

Le plant de niébé a une tige cylindrique légérement striée hélicoidale
quelquefois creuse et glabre. Elle peut étre pigmentée ou non. Les feuilles sont
alternes, trifoliées et de couleur vert foncé ou vert clair. Leur forme est globuleuse a
effilée avec des formes intermédiaires. Le systéme racinaire est pivotant avec une

abondante ramification, ce qui conféere au niébé une certaine tolérance a la
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sécheresse. Les racines portent des nodosités de bactéries fixatrices d'azote. Le
niébé peut fixer efficacement jusqu'a 240 kg/ha d'azote (IITA, 1989). La culture
suivante peut ainsi bénéficier d'un arriere effet de pres de 70 kg/ha d'azote
(Singh, 1985).

L'inflorescence est un racéme axillaire non ramifié portant plusieurs fleurs. Le
rachis est contracté et le pédoncule a une longueur variable. L'inflorescence peut se
situer au dessus du feuillage ou a différents niveaux de la frondaison. La coloration
des fleurs varie du blanc au violet avec des formes intermédiaires. La floraison du
niébé peut étre étalée ou groupée. Le cycle des variétés est déterminé au stade 50%
de floraison (Drabo, 1981). On distingue des variétés a cycle court (60-65 jours), a
cycle intermédiaire (65-85 jours) et les variétés tardives (85-110 jours) (Pandey,
1987).

Les gousses sont rattachées a l'axe du racéme, elles sont de forme linéaire,
spiralée, enroulée ou recourbée. A maturité, elles renferment des graines dont la
couleur, la taille et la forme sont variables. Le poids moyen de 100 graines peut
atteindre 25 grammes. Les caractéristiques de la graine de niébé ciblées par les
programmes d’amélioration variétale sont en général les qualités organoleptiques, la
couleur, la grosseur, la texture, I'aptitude au stockage, et la richesse en protéines.

Chez le niébé, le potentiel de rendement en grain varie de 1,5 a 2 tonnes a I'hectare.

4. Importance de la culture du niébé

Le niébé se cultive entre les isohyétes 300 et 1500 mm sur des sols sableux a
argileux en pluvial, en irrigué, en décrue (Drabo, 1981). Il ne supporte pas
I'engorgement des sols et est considéré comme culture résistante a la sécheresse
(Singh, 1985). En général, le niébé apparait comme une culture de subsistance
souvent associée au mil, au sorgho, au mais ou au coton. Cependant, compte tenu
de son importance et de la demande de plus en plus croissante le niébé est aussi
produit en culture pure. En association avec le mil ou le sorgho, certaines variétés de
niébé permettent de lutter contre le Striga hermonthica qui parasite ces céréales.
Dans ce cas, le niébé sert de piege pour la germination mais ne permet pas le

développement des plants de Striga hermonthica.
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L’importance du niébé réside dans le fait qu'il est utilisé en nutrition humaine
et en alimentation animale et constitue une source importante de revenus pour les
producteurs, grace a la commercialisation des graines et des fanes. Le niébé est d'un
apport trés appréciable en alimentation humaine. Il est consommé sous forme de
feuilles vertes, gousses vertes, grains secs. Comme la plupart des légumineuses,
c’est une plante riche en protéines (24%), en hydrates de carbone (62%) et qui
contient en plus quelques autres éléments nutritifs comme la thiamine, la niacine et la
riboflavine. Un des aspects les plus importants de Il'apport du niébé dans
I'alimentation humaine est la teneur de ses protéines en acides aminés essentiels
comme la lysine, le tryptophane, la phénylalanine, la valine, la thréonine, la
méthionine etc.(USDA , 2004). En cela, le niébé est un supplément important pour les
aliments a base de céréales généralement pauvres en ces éléments nutritifs. Son
association avec les céréales est aussi bénéfique en raison du fait que méme s'il est
riche en hydrates de carbones, ces carbohydrates ont une faible digestibilité
compensée par les céréales (Srinivasa, 1976). Selon Srinivasa (1976), la digestibilité
des hydrates de carbones du niébé peut étre améliorée par les opérations de
cuisson. L’alimentation animale bénéficie aussi des qualités nutritionnelles du niébé
mais seulement dans une moindre mesure. En effet, le niébé est généralement utilisé
sous forme de fanes ce qui joue une part importante dans l'alimentation animale
notamment pendant la saison séche en I'absence de paturage. Cette utilisation du
niébé a encouragé la sélection de variétés fourrageres comme IAR/ 180-4-5-1 et KVX
147-11P permettant d’obtenir 3 & 4 tonnes de fanes par hectare. En raison de son
utilisation dans l'alimentation humaine et animale, le niébé fait I'objet d’échanges
commerciaux tant a [lintérieur des pays producteurs gqu'a l'exportation. Selon
Langyintuo et al., (2003) le volume moyen annuel de niébé commercialisé ou exporté
au Burkina Faso est de 140 000 tonnes générant des revenus de 20 milliards de
francs CFA.
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5. Les contraintes a la production du niébé
5.1. Les contraintes agro climatiques
L’'accroissement de la production de niébé notamment par I'amélioration des

rendements se heurte a plusieurs contraintes qui limitent ou méme anéantissent les
récoltes. Malgré sa plasticité, le niébé est rarement cultivé sous des conditions
eédaphiques et climatiques optimales permettant d’obtenir les rendements potentiels
liés aux variétés utilisées. Dans le cas particulier du Burkina Faso, de forts contrastes
climatiques liés principalement a la pluviométrie, sont distingués selon un axe nord-
sud (Anonyme, 1993). Le pays comporte ainsi trois grandes zones agro-écologiques
(figure 1) caracterisées par les conditions pluviométriques suivantes :

- Une zone sahélienne au nord avec 400 a 600 mm de pluies par an;

- Une zone nord-soudanienne au centre (600 a 900 mm par an);

- une zone sud-soudanienne au sud-ouest (900 & 1200 mm par an).
Certes, des variétés améliorées de niébé adaptées aux différentes zones agro-
climatiques sont disponibles mais elles sont encore peu nombreuses et pas
suffisamment adoptées par insuffisance de vulgarisation. Dans certains pays comme
le Sénégal, plus de 93% des superficies de production du niébé sont occupées par

des variétés locales (Kouakou et al., 2007).

5.2. Les contraintes biotiques

A cause de son adaptation aux zones tropicales, le niébé subit les attaques de
différents insectes ravageurs. Sa production est aussi handicapée par les mauvaises
herbes et il est de plus sensible a plusieurs maladies. Ces facteurs biotiques sont
classés parmi les plus importantes contraintes a la production du niébé dans le
monde (IITA, 1989).

5.2.1. Les mauvaises herbes du niébé

Plusieurs espéces de plantes agissant comme mauvaises herbes ont été recensées
dans les cultures de niébé (Poku et Akobundu, 1985). Il s’agit notamment de
Acanthospermum hispidum Dc., Alectra vogelii, Amaranthus spp, Cynodon dactylon
(L) Pers., Digitaria spp, Euphorbia heteropylla L., Synedrella nodilora Gaertn.,



Synthése bibliographique

sAed np sanbibo]j029 oibe sauoz sloa) Sa| Juenbipul ose4 eupjing np aue) : T ainbi4

g9 :921n0S
£00¢ OI1LO/VY3NI -uonesijeay
auualuepnos pns auoz = AL
auusiuBpNOS piou auoz [ _
auualayes auoz [
ra R
30N39TT . — L
; 5
= e
R 3 .
= _,_._r ._.‘.
- Ww 000T = ]
0401 o WWoos WHYE d — . ¢
Fm s
R 0SSVINOIa cmcmML
—r al ~_|._
- =
a I
i LW
S =
W 008 s —
e ..,.ﬂ.
o - 10900a¥OYIO0 — ?
W00 =y mare—
i
[ L
..... = r
| ¥
— =l
TAATH ] ITM
H
L H]Ik_




Synthése bibliographique

Talinum triangulare, Vernonia galamensis (Cass.) Less. et Striga gesneroides.
Cependant, ces especes n'ont pas le méme degré de nuisance pour la culture du
niébé et celles qui sont particulierement nuisibles peuvent étre rangées dans deux
catégories : espéces difficiles a éliminer des champs de niébé (E. heterophylla et V.
galamensis) et especes qui interférent directement avec les plants de niébé en les

parasitant (S. gesneroides et A. vogelii).

5.2.2. Les insectes ravageurs

Trois principaux groupes d'insectes ravageurs peuvent étre distingués en
fonctions des organes servant de cibles d’attaque chez le niébé (Singh et Jackai,
1985). Un premier groupe est constitué par les insectes qui s’alimentent sur I'appareil
végétatif de la plante. Parmi les espéces d'insectes de ce groupe on peut citer la
cicadelle Empoasca signata, et les coléoptéeres (Ootheca mutabilis, O bennigseni).
Dans un deuxieme groupe, les insectes s’alimentent principalement sur I'appareil
reproducteur. Il s’agit notamment de coléopteres du genre Mylabris, de foreur de
gousse (Maruca testulalis), des larves de Spodoptera littoralis et des thrips
(Megalurothrips sjostedti). Certains insectes comme les pucerons (Aphis craccivora,
A. fabae) s’alimentent a la fois sur I'appareil végétatif et I'appareil reproducteur. Le
troisieme groupe comprend les insectes dits de stocks qui s’attaquent aux graines de
niébé. Il est essentiellement représenté par les bruches (Callosobruchus maculatus et
C. chinensis).

Certains insectes ravageurs du niébé jouent aussi un réle important de
vecteurs de maladies. Il s’agit par exemple des pucerons et des coléoptéres

freguemment impligués dans la transmission de virus.

5.2.3. Les maladies bactériennes et fongiques du niébé

Plus de 35 maladies bactériennes et fongiques ont été identifiées chez le niébé
en Afrigue (Emechebe et Shoyinka, 1985 ; Emechebe et Florini, 1997). Les maladies
bactériennes les plus importantes par leurs dommages sur les récoltes sont la rouille
bactérienne causée par Xanthomonas vignicola (2,7 a 92% de pertes selon les

varietés de niébé) et la pustule bactérienne causée par des especes de
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Xanthomonas non encore suffisamment caractérisées. Elle peut provoquer des
pertes de récolte atteignant 27% a 77% chez les variétés sensibles de niébé (Ekpo,
1978 ; Omotunde, 1987).

Environ 11 maladies majeures d’origine fongique ont été répertoriées chez le
niébé (Sohi et Rawal, 1984 ; Emechebe et Shoyinka, 1985 ; Lin et Rios, 1985 ; Alabi,
1994). Parmi elles on peut citer l'anthracnose causée par Colletotricum
lindemuthianum qui induit des pertes de récolte de 40 a 50%, la maladie des taches
brunes causée par Colletotricum capsici (46-75% de pertes de récolte) et la
Cercosporiose rouge causée par Cercospora canescens et Pseudocercospora
cruenta avec des pertes comprises entre 18 et 42%.

Au Burkina Faso, les maladies bactériennes et fongiques majeures qui
affectent particulierement la production de niébé sont celles causées par
Macrophomina phaseoli, Colletotrichum capsici, Rhizoctonia solani et Xanthomonas
vignicola (Sérémé,1985).

5.2.4. Les maladies virales du niébé

La culture du niébé est affectée par une trentaine de virus ayant de larges
distributions géographiques (Tottappilly et Rossel, 1985). Cependant, neuf de ces
virus sont considérés comme les plus importants (Tableau 1). Méme si deux d’entre
eux appartiennent au genre Potyvirus, ils ont en général une classification
taxonomique assez diversifiée. Excepté le virus de la mosaique dorée du niébé
(Cowpea golden mosaic virus, CGMYV), ils sont tous transmissibles par inoculation
mécanique. En condition naturelle, 'ensemble des neuf virus sont disséminés par
trois groupes d’'insectes vecteurs: les pucerons, les coléoptéres et les mouches
blanches. Un autre moyen important de dissémination naturelle pour la plupart de ces
virus est leur capacité de transmission par les graines.

La possibilité pour plusieurs virus du niébé d'étre transmis par un méme
groupe ou voire une méme espéce dinsectes vecteurs est souvent a lorigine
d’infections mixtes dans les plantes et aussi les graines de niébé (Anderson et al.,

1994). Comme c’est le cas pour la plupart des virus végétaux et plus généralement
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des autres agents pathogénes, de telles infections mixtes conduisent souvent a des
symptémes et des pertes de récoltes plus sévéres, Diallo et al.,, 2008 . Bien que
I'identification des virus du niébé au Burkina Faso et plus généralement dans les
différents pays sahéliens apparaisse incompléte, plusieurs auteurs ont montré que le
CABMV était le plus important (Aboul Ata et al., 1982 ; Somé, 1989 ; Thottappilly et
Rossel, 1992 ; Néya, 2002 ; Kouakou et al., 2007). Au Burkina Faso, deux autres
virus du niébé, le Cowpea golden mosaic virus (CGMV) et le Cowpea mottle virus
(CPMoV) ont été signalés mais semblent avoir une importance trés mineure (Somé,
1989). Au Sénégal, Ndiaye et al., 1993 ont indiqué que le Cowpea mosaic virus
(CPMV) et le Cowpea yellow mosaic virus (CYMV) sont deux virus économiquement

importants apres le CABMV.

6. L'importance de la transmission des virus par les graines

Selon Johansen et al., 1994, 21 groupes de virus représentant environ 18% de
'ensemble des virus végétaux sont capables d'étre transmis par les graines des
plantes gu'ils infectent. Les especes de plantes h6tes sont trés variées et peuvent
étre des céréales (cas du Maize chlorotic mosaic (MCMV) chez le mais et du Barley
stripe mosaic (BSMV) chez I'orge) mais de nombreux cas de transmission de virus
par graines sont fréquemment rencontrés chez les plantes maraicheres et les
légumineuses (Lister et Thresh, 1955 ; Chant, 1959 ; Robertson, 1966 ; Gumedzoé€,
1993).

La transmission des virus par graines est une propriété dont les mécanismes
sont complexes (Johansen et al., 1994 ; Maule et Wang, 1996 ; de Assis Filho et
Sherwood, 2000). Cependant, la capacité de transmission d'un virus par graine
semble dépendre particulierement du couple virus/plante hoéte. Ainsi, parmi les hotes
d’'un méme virus, la transmission par les graines peut étre trés efficace pour certains
hétes mais impossible pour d’autres. Comme indiqué dans le tableau 1, le niébé
apparait comme un héte offrant des conditions favorables a la transmission des virus
qui I'infectent.

La possibilité pour un virus d’étre transmis par graines ou par d’autres types de

13
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semences comme les tubercules et les boutures, a une triple importance
épidémiologique. En premier lieu, c’est un moyen efficace de maintien du virus en
I'absence des plants de I'héte. Dans un deuxieme temps, la présence des virus dans
les graines est un facteur favorable a leur dissémination notamment a longue
distance en raison des mouvements transnationaux de semences. C’est ce qui
expliqgue sans doute la distribution souvent pantropicale des virus transmis par
graines (Frison ,1988). La troisieme importance epidémiologique de la transmissibilité
des virus par graines réside dans le fait que si les graines infectées sont utilisées
comme semences, elles constituent directement la source d’'inoculum primaire pour
les virus impliqués. Or méme si les taux de semences infectés sont faibles, de graves
épidémies peuvent néanmoins survenir si la transmission secondaire des virus se fait

de fagon efficace (Ryder, 1973 ; Dinant et Lot, 1992).

7. La maladie de la mosaique du niébé transmise par les pucerons
7.1. Les symptomes de la maladie

La mosaique du niébé transmise par les pucerons tient son nom des
symptémes de mosaique qui se manifestent par la présence de zones vert-sombre et
vert-clair sur le limbe des feuilles de plants malades (figure 2). La mosaique peut se
présenter sous des formes trés diversifiées en fonction de la sévérité de I'infection, de
la souche virale ou des variétés de niébé affectées (Ladipo, 1976 ; Singh et Rachie,
1985; Tottappilly et Rossel, 1992). Ainsi, la coloration vert-sombre peut étre localisée
seulement le long des nervures. Dans certains cas, les symptdmes de mosaique
s’accompagnent de marbrure, de déformations foliaires et de chlorose (Singh et
Allen, 1979). Les plants affectés subissent en général une réduction de taille et
peuvent étre atteints de rabougrissement ou de nanisme. En conséquence, la
floraison est retardée ou carrément inhibée.

Chez Nicotiana benthamiana L., une plante test que la maladie peut aussi
affecter, on observe des symptémes de mosaique comme chez le niébé mais avec
quelques particularités. Les plants infectés présentent des symptdmes de mosaique

mais les feuilles deviennent trés réduites, généralement effilées et parfois enroulées.
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Figure 2 : Symptédmes de mosaique causeés par le CABMV (photos Néya, 2004) :
A: feuille malade; B: plant sain; C: plant malade rabougri
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Plusieurs maladies virales du niébé se caractérisent par I'observation de symptdomes
de mosaique (tableau 1). Par conséquent, les symptdmes de la maladie de la
mosaique du niébé propagée par les pucerons ne sont pas suffisants pour

I'identification formelle de la maladie.

7.2. L'effet de la maladie sur les pertes de récolte

Parallelement, a la diversité des symptémes, les pertes de récolte causées par
la mosaique du niébé transmise par pucerons sont tres variables. Deux facteurs
principaux semblent déterminants dans I'importance des pertes de récolte. Il s'agit du
génotype de nieébé et de la souche de virus. Ainsi, Selon Raheja et Leleji (1974) cités
par Frison (1988) des pertes de 100% ont été attribuées a cette maladie au Nigéria.
Des pertes similaires ont été rapportées dans le pays par Singh et Rachie (1985).
Des pertes de rendement de 15 a 87% ont été signalées en Iran (Kaiser et
Mossahebi, 1975). Au Burkina Faso, I'évaluation de dix variétés de niébé vis-a-vis de
la maladie a conduit & des pertes situées entre 7% et 60% (Some, 1989). Aucune
relation significative n'a pu étre mise en évidence entre les taux d’infection et les
pertes de récolte. Récemment, Kareem et Taiwo (2007) ont obtenu des pertes totales
de récolte chez trois variétés tres sensibles de niébé (IT86D-719, Olo-Il et Olloyin)

lorsque les plants étaient infectés a I'adge de 10 ou 30 jours.

7.3. La distribution géographique

La mosaique du niébé transmise par pucerons est la maladie virale du niébé la plus
répandue dans le monde. Elle a été signalée sur I'ensemble des cing continents.
Ainsi, elle a été rapportée dans le sud de I'Europe en ltalie (Vidano et Conti, 1965 ;
Lovisolo et Conti, 1966). Elle a aussi été signalée aux Etats Unis par Bock et Conti
en 1974 puis par Lima et al., (1979), en Oceéanie par Singh et Allen (1979), en
Australie (Behncken et Maleevski, 1977), en Asie (Mali et al., 1981) et enfin dans
plusieurs pays d’Afrique tropicale (Bock , 1973; Fisher et Lockhart, 1976; Rossel,
1977 ; Thottappilly et Rossel, 1992). La distribution de la maladie en Afrique se
caractérise globalement par la présence de trois principaux blocs (figure 3). La

plupart des pays a I'ouest du continent sont affectés par la maladie. De méme, la

16



Synthése bibliographique

1
2. Burkina Faso
3. Cameroun -
4, Cote d’'Ivoire
5. Egypte
6. Ethiopie
7. Ghana
8. Kenya
9. Madagascar
10. Malawi
11. Mali
12. Maroc
13. Mozambique
14. Niger
15. Nigéria
16. Ouganda
17. Rwanda
18. Sénégal
19. Sierra Leone
20. Tanzanie
21. Togo
22. Zambie
23. Zimbabwe

Figure 3 : Distribution géographique de la mosaique du ni€bé transmise par

pucerons en Afrique (source : Thottappilly et Rossel, 1992)
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maladie a été signalée dans un grand nombre de pays formant le bloc oriental y
compris Madagascar. Dans la partie nord du continent elle a été signalée seulement

au Maroc et en Egypte. La maladie n’a pas encore été rapportée dans quelques pays
dans les différents blocs et dans la plupart des pays situés sur I'axe nord-sud allant
de la Libye et du Soudan a la Namibie et I'Afrique du Sud. Cela est probablement d{
a un manque d’investigations plutét qu’a une absence réelle d’occurrence, au regard
des mouvements trans-frontaliers des semences par lesquelles la maladie peut se

propager.

7.4. Le virus de la mosaique du niébé transmis par pucerons

Le virus responsable de la mosaique du niébé transmise par pucerons est
connu sous le nom de Cowpea aphid-borne mosaic virus (acronyme : CABMV) par le
Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV). Le CABMYV a été décrit pour la
premiere fois en lItalie par Lovisolo et Conti (1966). En Afrique, il a d’abord été
rapporté au Kenya (Bock, 1973) avant que sa présence ne soit signalée dans les
autres pays du continent. Il appartient a la famille des Potyviridae. La famille des
Potyviridae comprend six genres (Fauquet et al., 2005). Il s’agit des genres Potyvirus
ayant pour virus type le Potato virus Y (PVY), Ipomovirus (avec pour virus type le
Sweet potato mild mottle virus), Macluravirus (virus type : Maclura mosaic virus),
Rymovirus (virus type: Ryegrass mosaic virus), Tritimovirus (virus type: Wheat
streak mosaic virus) et Bymovirus (virus type : Barley yellow mosaic virus). Le genre
Potyvirus est le plus important groupe dans la famille des Potyviridae avec une
centaine de membres (Fauquet et al., 2005). Ces membres ont des particules virales

a structure filamenteuse.

7.4.1. Les caractéristiques biologiques et biophysiques du CABMV

La particule virale du CABMV a 727-765 nm de long et 11 nm de large (figure
4; Pio-Ribeiro et al., 1978 ; Lima et al., 1979).
La température d’inactivation de la particule virale est de 58°C. La longévité in

vitro est de 3 jours a 20°C et de 4 semaines a —12°C (Bock, 1973). La congélation
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Figure 4 : Particules de CABMV observées en microscopie électronique (source: Rossel et
Thotappilly, 1985)
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conduit donc a une perte totale du pouvoir infectieux du virus aprés 4 semaines, ce
qui rend fastidieux la conservation de ce virus in vitro. En général, le CABMV est
moyennement concentré dans la plante infectée mais suffisamment pour étre prélevé
et transmis. Son point de dilution limite est de 1073,

Les particules virales du CABMV peuvent se présenter sous forme libre ou
sous forme agrégée. Le coefficient de sédimentation est de 150 S pour les particules
libres et de 175 S pour les particules agrégées (Bock, 1973). Les particules virales du
CABMYV sont tres sensibles au traitement par le tétrachlorure de carbone utilisé en
combinaison avec le chloroforme comme agents de clarification (Bashir et Hampton,
1995).

7.4.2. La caractérisation moléculaire du CABMV

Faisant partie de la famille des Potyviridae, le CABMV est un virus a ARN
monocaténaire de polarité positive c’est-a-dire de type messager. Depuis une dizaine
d’années, une séquence partielle du génome viral réalisée dans la région 3’-terminal
a été obtenue a partir d'un isolat originaire du Zimbabwe (Sithole-Niang et al., 1996).
Elle comporte une région non codante de 231 nucléotides suivie d’'une queue polyA.
Récemment, la séquence complete du génome du CABMV a été déterminée
toujours a partir d’'un isolat originaire du Zimbabwe (Mlotshwa et al., 2002). Cette
séquence comporte 9465 nucléotides non compris la queue polyA. Elle est
entierement couverte par un seul cadre ouvert de lecture (open reading frame, ORF)
de 9159 nucléotides et codant pour une large polyprotéine de 3053 acides aminés
avec une taille évaluée a 348 kDa. Cette polyprotéine sert de précurseur pour dix
protéines matures qui y sont issues par clivages protéolytigues assurée par trois
enzymes codés par le virus. L'une des dix protéines est la protéine de capside
composeée de 275 acides aminés avec un poids moléculaire estimé a 30,5 kDa sur la
base de sa séquence (Sithole-Niang et al., 1996). Néanmoins, par immunoblotting,

Huguenot et al., (1997) ont rapporté une taille de 32 kDa.
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7.4.3. Les plantes hétes du CABMV

Le tableau 2 donne le réesumé des especes testées.

Tableau 2 : Especes de plantes sensibles a I'infection par le CABMV

Espéece Famille Type de symptomes®
Aeschynomene indica L. Fabaceae S
Amaranthus caudatus L. Fabaceae S
Antirrhinum majus Snapdragon Fabaceae S
Arachis hypogaea L. Fabaceae S
Astragalus sinicus L. Fabaceae S
Calopogonium gladiata DC. Fabaceae S
Canavalia ensiformis (L.) DC. Fabaceae S
Cassia occidentalis L. Fabaceae S
Cassia tora L. Fabaceae S
Centrosema brasilianum Benth. Fabaceae S
Centrosema pubescens Benth. Fabaceae S
Chenopodium album L. Chenopodiaceae LL
Chenopodium amaranticolor Cost. Chenopodiaceae LL
Chenopodium foetidum Schrad. Chenopodiaceae S
Chenopodium quinoa Willd. Chenopodiaceae LL
Chenopodium vulgaria L. Chenopodiaceae LL

Cicer arietinum L.

Crotalaria spectabilis Roth.
Crotalaria usaramoensis Backer
Cucumis sativus L.

Cucumis pepo (L.) Dumort.
Cyamopsis tetragonoloba Taub.
Datura stramonium L.
Desmodium tortuosum (Sw.) DC.
Dolichos lablab L.

Dolichos uniflorus Lam.
Fagopyrum esculentum Moench
Gladiolus sp.

Glycine javanica L.

Glycine max (L.) Merr.
Gomphrena globosa L.
Hippocrepis multisiliquosa L.
Lathyrus odoratus L.

Lotus tetragonolobus L.

Lupinus albus L.

Lupinus luteus L.

Macroptilum atropurpureum L.
Macrotyloma uniflorum Verdc.
Medicago lupulina L.

Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Fabaceae
Solanaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Polygonaceae
Iridaceae
Fabaceae
Fabaceae
Amaranthaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
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Tableau 2 (suite)

Medicago sativa L.

Medicago scutellata (L.) Mill.
Melilotus albus Medik.
Melilotus messanensis (L.) All.

Nicandra physalodes (L.) Gaertn.

Nicotiana benthamiana
Nicitiana clevelandii Gray
Nicotiana glutinosa
Nicotiana rustica

Nicotiana sylvestris
Nicotiana tabacum L.
Ocimum basilicum

Petunia hybrida

Phacelia tanacetifoli a
Phaseolus angularis
Phaseolus aureus
Phaseolus lathyoides
Phaseolus lunatus
Phaseolus (Vigna) mungo
Phaseolus (Vigna) radiata
Phaesolus vulgaris

Physalis alkekengi

Physalis floridana

Pisum sativum

Sesamum indicum Linn.
Sesbania speciosa
Spinacia oleracea
Tetragonia expansa
Trifolium incarnatum Gibelli
Trifolium pratense L.
Trifloim repens L.
Trigonella foenum-graecum
Vicia faba L.

Vigna gracilis (Gill.& Perr.) Hook
Vigna luteola Jacq. Benth.
Vigna membranacea

Vigna mungo (L.) Hepper
Vigna sesquipedalis (L.)verdc.
Vigna sinensis (L.) Savi
Vigna triloba (L.) verdc.
Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi
Vigna unguiculata L. Walp.
Vigna vexillata (L.) A. Rich.

Famille
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Lamiaceae
Solanaceae
Hydrophyllaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Solanaceae
Solanaceae
Fabaceae
Pedaliaceae
Fabaceae
Chenopodiacea
Aizoaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae

Type de symptomes

U)(DU)(DU)U)U)(DU)U)U)U)U)(DU)U)U)(DU)I—U)U)U)(DU)U)U)U),':(DU),':,':U)U)(DU)U)U)(DU)U)U)

% Infection systémique (S), sous forme de lésions locales (LL) ou latente

(L).(Source :Bashir et al., 2002)
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De nombreuses espéces de plantes ont été trouvées sensibles a l'infection par le
CABMV (tableau 2 : Lovisolo and Conti, 1966 ; Bos, 1970 ; Bock 1973). Elles

appartienent essentiellement aux familles suivantes : Fabaceae, Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Lamiaceae et Solanaceae). La majorité des
especes présentent des infections de type systémique. Chez quelques espéces
comme Gomphrena globosa, Nicotiana tabacum, Ocinum basilicum et la plupart des
chénopodiacées, les infections se manifestent par des lésions locales. Le virus est
aussi capable d'induire des infections latentes comme c’est le cas chez Pisum

sativum.

Contrairement a la multitude d’espéces sensibles au CABMV, les hétes
naturels du CABMV sont encore insuffisamment connus notamment parmi les plantes
sauvages. Les hoétes naturels cultivés sont principalement le niébé, le fruit de la
passion, le voandzou et le haricot-riz (Somé, 1989; Bashir et al., 2002 ; Nasciemento
et al., 2004). Parmi les espéces sauvages, on peut citer Centrosema pubescens,
Nauclea latifolia (Gumedzoé, 1993); Crotalaria spp. (Freitas et al., 2002) et
Canavalia rosea (Kitajima et al., 2008).

7.4.4. Les propriétés sérologiques du CABMV et relations avec les autres
potyvirus

Le CABMV a des propriétés immunogénes satisfaisantes, ce qui a permis de
préparer des anticorps polyclonaux et monoclonaux contre plusieurs isolats du virus
(Huguenot et al., 1993; 1994 ; 1996). Rossel et Thottappilly (1985) ont obtenu un
sérum avec un titre de 1/1024 permettant de détecter le virus dans les extraits bruts
de feuilles jusqu'a la dilution 1/625.

Le CABMV partage des relations serologiques avec tres peu de phytovirus. Au
sein méme du genre Potyvirus, ces relations se limitent a celles avec le Blackeye
cowpea mosaic virus (BICMV), le Bean common mosaic virus (BCMV) et le Peanut
stripe virus (PStV) (Zettler et Evans, 1972 ; Bock, 1973; Lima et al., 1979 ; Behncken
et Maleevsky 1977 ; Taiwo et al., 1982 ; Huguenot et al., 1993; 1994 ; 1996 ; Mink et

Silbernagel, 1992). D’ailleurs, le BICMV est maintenant reconnu comme une souche
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du BCMV sous le nom de BCMV-BIC (Huguenot et al., 1997) . Toutefois, les relations
entre CABMV et BCMV ne sont pas absolues car aucune relation sérologique n'a pu
étre mise en évidence entre certaines souches du CABMV et le BCMV (Kaiser et
Mossahebi, 1975; Fisher et Lockhart, 1976). Cette situation a été clarifiee avec
I'utilisation d’anticorps monoclonaux (Mabs) dirigés contre les différents virus (Mink et
Silbernagel, 1992). Sur un lot de 13 Mabs, seuls quatre ont pu détecter a la fois le
CABMV, le BCMV et le BCMV-BIC.

Sur la base de comparaison de séquences partielles de génomes viraux, des
liens étroits de parenté ont été mis en évidence entre un isolat CABMV originaire du
Maroc et lisolat sésame détecté en Georgie (USA), de méme qu’avec le virus de
passiflore isolé en Afrique du sud (McKern et al., 1994 ; Pappu et al., 1997).

Parmi les potyvirus avec lesquels le CABMV n’a montré aucune relation, on
distingue le Bean yellow mosaic virus (BYMV), le Pea seedborne mosaic virus
(PsbMV), le Clover yellow vein virus (CYMV), le Soybean mosaic virus (SbMV), le
Potato virus Y (PVY), le Tobacco severe etch virus (TSEV), le Sugarcane mosaic
virus (SuMV) et I'lris mosaic virus (IrMV) (Bock, 1973 ; Taiwo et Gonzalves, 1982).

7.4.5. Les méthodes de diagnostic du CABMV

Plusieurs techniques ont été utilisées pour détecter la présence du CABMV
dans les échantillons végétaux. Les techniques les moins utilisées a I'heure actuelle
sont entre autres I'immunodiffusion en gel d’agar en présence de sodium dodecyl
sulfate (SDS), 'immunomicroscopie électronique et les tests d’agglutination. D’autres
techniques sont maintenant couramment utilisées a cause de leur performance ou de
leur rapidité. Il s’agit notamment des tests dits de « blotting », la chromatographie
liquide a haute performance, le test immunoenzymatique ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) et les tests moléculaires (essentiellement I'amplification par
RT-PCR et le séquencage de fragments du génome viral). L’ELISA reste la technique
la plus employée pour diagnostiquer le CABMV de fagon routiniére dans les tissus
végétaux ou les graines (Konaté et Néya, 1996).

Les techniques de laboratoire décrites ci-dessus sont souvent associees a des

tests d’inoculation réalisés sur les plantules de niébé ou de plants tests (Tottappilly et
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Rossel, 1992). Par exemple, des variétés de niébé permettant de distinguer
clairement le CABMV et le BCMV-BIC ont été identifiées a I'Institut International
d'Agriculture Tropicale (IITA, Ibadan, Nigeria). Il s'agit notamment de la variété TVU
2657 (immune au BCMV-BIC) pour le CABMV et de TVU 1582 (immune au CABMV)
pour le BCMV-BIC.

7.4.6. La variabilité sérologique du CABMV

La variabilité sérologigue du CABMV a été étudiée surtout a l'aide du test
immunoenzymatique ELISA. L'utilisation de la variante triple anticorps sandwich (ou
TAS-ELISA) du test avec les anticorps monoclonaux couplés ou non a la biotine a
permis de distinguer plusieurs sérotypes a la fois du CABMV et du BCMV-BIC. Il
s’agit des sérotypes I, II, 111, 1V, V et VI pour le CABMV et des sérotypes | et Il pour le
BCMV-BIC (Huguenot et al.,, 1996). Sur le continent africain, les sérotypes du
CABMV semblent étre repartis au hasard dans les différents pays, chaque pays
regroupant au plus trois variants différents. Au Burkina Faso, seuls les sérotypes | et
Il du CABMV ont été identifiés (Huguenot et al., 1996).

8. Les modes de transmission du CABMV

8.1. La transmission mécanique

Chez le niébé et les autres plantes hétes, le CABMV est transmissible par
inoculation mécanique artificielle (Bock, 1973). L'inoculation du virus s’effectue en
appliquant par frottement, I'inoculum (virus purifi€ ou extraits bruts de plantes
infectées) a la surface des feuilles. Les frottements permettent de faciliter la mise en
contact des particules virales avec les cellules foliaires des plantes inoculées. En
général, I'inoculation est réalisée en présence d'une substance abrasive (célite ou

carborundum) additionnée a l'inoculum viral.
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8.2. Latransmission par les vecteurs

En conditions naturelles, la propagation du CABMV est surtout assurée par les
pucerons ou aphides (Aphideae, Homoptera) (Vidano et Conti, 1965; Bock et Conti,
1974; Atiri, 1982, Atiri et al., 1984). Les pucerons appartiennent a la famille des
Aphideae et forment un groupe extrémement répandu dans le monde. lls existent
sous tous les climats et sont phytophages. Leur reproduction se fait par voie sexuée
ou asexuée. Cela leur permet une adaptation large et un élevage facile. Les espéces
de pucerons qui ont été identifites comme vecteurs du CABMV sont: Aphis
craccivora, A. gossypii, A. medicagenis, A. fabae, Macrosiphum euphorbiae et Myzus
persicae (Vidano et Conti, 1965; Bock, 1973; Bock et Conti, 1974 ; Fischer et
Lockhart, 1976; Atiri, 1982 ; Atiri et al., 1984.)

Les virus transmis par insectes vecteurs peuvent étre classés en deux grandes
catégories (Semal et Vanderveken, 1989). Dans le cas des virus dits "circulants”, les
virus sont ingérés par l'insecte et passent dans ’lhémolymphe en traversant les parois
de l'appareil digestif pour se retrouver dans les glandes salivaires d'ou ils peuvent
étre retransmis a une plante. La transmission du virus a une nouvelle plante ne peut
se faire qu'apres une période de latence plus ou moins longue. L'insecte peut retenir
le virus pendant plusieurs semaines ou toute sa vie. Le virus est alors "persistant” et il
y a parfois la possibilité de multiplication dans le cas de virus dits "propagatifs”. Pour
les virus "non circulants", ils sont portés par les piéces buccales de l'insecte et leur
retransmission se fait sans période de latence. lls peuvent étre retenus pour
seulement quelques heures (virus "non persistants”) ou quelques jours ("virus semi
persistants") ,Semal et Vanderveken, 1989

Le CABMV fait partie de la catégorie des virus transmis selon le mode non
persistant. Il peut étre prélevé par les pucerons au cours de période d'alimentation
breve d'une minute.

Chez les virus transmis par pucerons, des tests d’inoculation a partir de
plantes infectées ont été réalisés. Aussi, des technigques permettant aux pucerons de
prélever des préparations virales purifiées en suspension dans des solutions de

saccharose ont été realisées. Celles-ci ont mis en évidence que certains virus purifiés
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n'étaient pas transmissibles en I'absence d’'une protéine de faible poids moléculaire
présente dans les extraits des plantes infectées. Cette protéine nommeée HC-Pro
(Helper component Proteinase) serait un facteur commun aux potyvirus comme le
CABMV, pour leur transmission non persistante par pucerons (Ng et Perry, 2004). Ce
processus implique aussi la protéine de capside des différents potyvirus. Selon
Stenger et al., 2005, la protéinase HC-Pro est aussi indispensable a la transmission
de Tritimovirus (Potyvirideae) comme le Wheat streak mosaic virus (WSMV) par

['acarien Aceria tosichella.

8.3. La transmission par les graines de niébé

8.3.1. Les principaux facteurs influencant la transmission par les graines

Comme indiqué dans le tableau 1 le CABMV est aussi transmissible par les
graines de niébé. Comme dans le cas de la plupart des virus transmis par graines,
les mécanismes de cette transmission ne sont pas encore completement élucidés. |
a été établi que la transmissibilité du CABMV par graine dépend en grande partie du
cultivar de niébé (Aboul-Ata et al., 1982). En effet, des taux de transmission par
graines d'environ 6% pour les cultivars TVU 22 ou TVU 37 et 18% pour TVU 54 ou
Tvx 309-1G ont été rapportés. D'autres auteurs ont également rapporté des taux
variant entre 0 a 40% selon les cultivars (Phatak, 1974; Kaiser et Mossahebi, 1975;
Ladipo, 1977; Gillaspie et al., 1993, 1994 ; Johansen et al., 1994 ; Hampton et al.,
1997 ; Tignégre, 2000).

Le deuxiéme facteur important ayant une influence sur la transmission du
CABMV par graines est l'isolat viral. Ainsi, la transmission de 12 isolats du virus par
les graines de trois génotypes de niébé a été étudiée (Bashir et Hampton, 1994).
Tandis que l'un des isolats utilisés était transmis a des taux atteignant 55%, trois
autres isolats ont été incapables d'étre transmis par les graines pour les trois
génotypes de niébé testés. Par ailleurs, Aboul-Ata et al., (1982) ont indiqué qu'il y
avait une corrélation positive entre la sévérité des symptdmes et le taux de
transmission du virus par les graines. Or la sévérité des symptdbmes est une

résultante de l'interaction entre l'isolat viral et le génotype de plante infecté.
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8.3.2. Lalocalisation du CABMV dans la graine

La localisation des virus dans les graines est souvent un aspect important pour leur
capacité a étre transmis par ces graines. Chez la plupart des virus transmissibles par
les graines, les particules virales sont localisées dans I'embryon (Bowers et
Goodman, 1979; Johansen et al., 1994). Le CABMV a pu étre détecté dans les
plumules de graines infectées en germination et parfois dans les cotylédons mais pas
dans I'enveloppe des graines (Phatak, 1974). Tsuchizaki et al., (1970) ont aussi pu
détecter le virus dans les anthéres chez les plants infectés a condition que ces plants
aient été infectés au moins 17 jours avant la floraison. Selon ces auteurs, pour que la
transmission du virus par graines soit possible, il est nécessaire que les plants dont

proviendront les graines soient infectés au moins 20 jours avant la floraison.

9. L’épidémiologie de la mosaique du niébé transmise par les pucerons

L’épidémiologie des phytovirus étudie les conditions de développement des
maladies a travers les interactions virus-plante hoéte-environnement au cours du
temps (Browning et al., 1977). La bonne connaissance de chacun de ces éléments
peut permettre d'influencer la propagation des maladies par I'application de mesures
adéquates.

Dans le cas du CABMV, quelques informations sont disponibles mais plusieurs
aspects de I'épidémiologie restent a élucider. Le niébé est le principal hoéte du
CABMV. Du fait que c'est une plante annuelle, l'inoculum présent dans les plants
disparait a la récolte. Par ailleurs, l'insuffisance des connaissances sur les réservoirs
sauvages du CABMV ne permet pas de déterminer leur réle dans la propagation de
la mosaique du niébé transmise par pucerons. Certains réservoirs connus semblent
avoir un réle mineur de source d'inoculum primaire pour la contamination des cultures
de niébé en raison de leur isolement (Kitajima et al., 2008). Par conséquent, la
principale source d'inoculum du CABMV est constituée par les graines infectées.
Elles assurent le maintien du virus d'une culture a l'autre et servent de sources

d'inoculum primaire lors de I'établissement de nouvelles cultures (Allen, 1983; Rossel
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et Thottappilly, 1990). Si les conditions de transmission secondaire du virus par les
pucerons sont réunies, cela peut étre a l'origine de fortes épidémies (Frison, 1988).
De plus, a cause des échanges internationaux de semences, les graines de niébé
sont souvent responsables de la dissémination a longue distance du CABMV ce qui
est certainement a la base de la grande distribution géographique du virus (Hampton
et al., 1992).

Les fluctuations de populations des pucerons vecteurs du CABMV ont été
étudiées dans les conditions du nord du Nigeria (Bottenberg et al., 1997). Elles se
caractérisent par deux principaux pics, I'un en saison humide de juillet a septembre et
l'autre en mars (saison seche). L'influence de ces fluctuations de populations de
pucerons sur l'incidence de la mosaique du niébé transmise par pucerons n'a pas été
établie. Il est cependant probable que les pics formés en saison pluvieuse soient plus
a l'origine d'une importante propagation de la maladie a cause de la grande
disponibilité des cultures de niébé a cette période.

Bien que différents sérotypes du CABMV aient été identifiés, le réle de la
variabilité du virus dans I'épidémiologie de la mosaique du niébé transmise par
pucerons n'a pas été étudié. Les principaux variants du virus impliqués dans les
épidémies et les interactions entre variants viraux et transmission par pucerons ne

sont donc pas connus.

10. Les méthodes de lutte contre le CABMV
En vue de lutter contre les maladies virales du niébé, Thothappilly et Rossel

(1992) ont proposé des mesures tendant a la réduction des sources d’infection. I
s’agit notamment de méthodes de lutte culturale, de la lutte chimique contre le
vecteur et de l'utilisation des variétés résistantes, ce dernier cas étant considérée
comme l'une des meilleures méthodes de lutte, notamment dans le cas des virus de

plantes (Leung et al., 2003).

10.1. Les méthodes de lutte culturale
L'incidence de la maladie peut étre réduite par l'utilisation de méthodes de lutte
culturale comme les semis précoces, I'association du niébé a d'autres plantes comme

les céréales et |'utilisation de semences non infectées par le CABMV (Zettler et
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Evans, 1972; Kannaiyan et Haciwa, 1993). L'utilisation de semences indemnes de
virus apparait cruciale au regard du réle néfaste des graines dans la survie du virus.
De plus, aucun traitement n'est disponible pour éliminer le virus dans les graines
infectées sans endommager leur pouvoir germinatif (Bashir et al., 2002).

La production de semences indemnes de virus peut se faire dans des zones
non affectées ou peu affectées par la maladie. Il est nécessaire d'adjoindre au besoin
I'éradication des plants malades afin de maintenir une population de plantes saines
devant produire les graines. Cette technique n'est cependant pas d'une efficacité
absolue, car des cas de transmissions occasionnelles du virus par graines chez des
plants sans symptdmes ont été rapportés (Aboul-Ata Tet al., 1982). Pour ces raisons,
il est indispensable d'utiliser des méthodes d'indexage permettant de certifier que les
semences sont indemnes du virus. Mais de telles méthodes doivent étre rapides tout

en étant fiables et de codt relativement bas pour une utilisation de routine.

10.2. Lalutte chimique contre les pucerons vecteurs

L'utilisation des insecticides contre les pucerons vecteurs du CABMV a des
moments appropriés afin de maintenir un niveau bas des populations d'insectes peut
permettre d'éviter ou de réduire significativement les infections secondaires (Bashir et
al., 2002). Néanmoins, cette lutte chimique reste onéreuse et la manipulation des
insecticides représente un danger a la fois pour 'homme et I'environnement.

Parce gu'ils se nourrissent de séve, les pucerons constituent eux-mémes une
menace pour la production du niébé. Ces insectes s'attaquent surtout aux plantules et
aux gousses. Leur controle s'est donc vite imposé dans les systemes de culture du
niébé par l'utilisation de variétés résistantes mais surtout d'insecticides (Singh, 1985).
Par la méme occasion, la lutte contre le CABMV a bénéficié de celle contre les
pucerons.

Plusieurs familles d'insecticides sont utilisées pour controler les populations de
pucerons. On distingue ainsi les composés a base de chlore, les esters
phosphoriques, les carbamates et les pyréthrinoides. Cependant, les insecticides a
base de pyréthrinoides comme la deltaméthrine apparaissent comme les plus

adaptés pour limiter la propagation du CABMV par les pucerons. En effet, ils créent
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par contact un effet de choc chez l'insecte qui reste inactif et meurt assez rapidement
avec un minimum de déplacements. Il a été observé dans le cas d'autres Potyvirus
transmis de facon non persistante par les pucerons que certains traitements
insecticides sans effet de choc se sont avérés inopérants ou accroissaient méme
parfois l'extension des épidémies (Semal et Vanderveken, 1989). Dans ce cas, les
insectes étaient plutbt perturbés, suite a l'application des insecticides, ce qui
accentuait alors leurs mouvements de plante a plante. De ce fait, les virus étaient
prélevés et transmis dans des délais courts par suite de plusieurs pigQres

infectieuses avant la mort des insectes.

10.3. Les moyens de lutte génétique

La lutte génétique contre le CABMYV s'est orientée vers trois principaux axes. Il
s'agit de [utilisation de résistances contre les pucerons, linfection virale et la

transmission du virus par les graines.

10.3.1. Larésistance contre les pucerons vecteurs

L'utilisation de plantes résistantes aux insectes est une stratégie efficace de
gestion a la fois saine, économique et respectueuse de l'environnement. Elle
constitue ainsi un des aspects importants des programmes d'amélioration variétale
dirigés vers la lutte contre les ennemis des cultures (Pedigo, 1989). Trois principaux
mécanismes sont a la base de la résistance des plantes aux insectes: (i) la non
préférence qui se manifeste par la possession par une plante d'attributs la rendant
moins attrayante; (ii) l'antibiose par laquelle une plante affecte négativement les
insectes en interférant avec leur processus métaboliques; c'est le type de résistance
qui est le plus recherché dans la gestion des insectes de plantes; (iii) la tolérance par
laquelle une plante arrive a se développer en dépit d'une population d'insectes
suffisamment nombreuse et qui pourrait endommager une variété sensible.

Plusieurs variétés de niébé résistantes a différents insectes sont disponibles
avec généralement l'antibiose comme mécanisme de résistance (IITA, 1983; Marfo,

1985; Ombakho et al., 1987; Alabi et al., 2004). Dans le cas précis des pucerons, les
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variétés produites contre ces insectes sont principalement TVU 36, TVU 62, TVU
310, TVU 408, TVU 410, TVU 2740, TVU 3509, et ICV 11. L'étude de I'nérédité de la
résistance aux pucerons chez TVU 310 et ICV 11 a mis en évidence l'implication de

genes uniques et dominants.

10.3.2. Larésistance a lI'infection virale

La plupart des variétés cultivées de niébé sont sensibles au CABMV mais
guelques sources de résistance ont été identifiées. Les principales variétés de niébé
présentant de la résistance au CABMV appartiennent aux lignées IT générées par
I'I'TA comme IT 82E-16, IT 82E-18, etc. et aux écotypes TVU (TVU 401, TVU 612
etc.) (Singh et Rachie, 1985). Les variétés telles que TVU 401 et TVU 1582 ont été
identifiees comme résistantes au CABMV seul.

Dans certains cas, les variétés de niébé présentent des résistances a plusieurs
virus du niébé (Singh et al., 1987; Hampton et al., 1997). Ainsi, Cissé et al., (1997)
ont identifié de la résistance au CABMV, aux aphides et au flétrissement bactérien
chez une lignée de niébé nommée Pl 596353. La double résistance au CABMV et
aux pucerons a aussi été rapportée chez certaines variétés de niébé par Ladipo et
Allen (1979). Par ailleurs, il a été montré qu'en plus de la résistance au CABMV, les
variétés TVU 408 et TVU 410 d'une part et TVU 612 d'autre part, posseédent aussi la
résistance respectivement au BCMV-BIC et au CPSMV (Hampton et al., 1997).

La résistance du niébé au CABMV est gouvernée par un seul géne rapporté
souvent comme dominant (Taiwo et al., 1981; Fisher et Kyle, 1994 ; 1996) et parfois
associée a des genes mineurs (Patel et al., 1982). Un géne dominant de résistance
au CABMV et nommé Cam2 a été identifié chez le haricot commun Phaseolus
vulgaris. Il a été rapporté qu'un autre géne (Cam3) pourrait étre impliqué dans le
processus de résistance de cette plante vis-a-vis du CABMV (Fisher et Kyle, 1996).

Malgré l'existence de variétés résistantes au CABMV, un probléme de stabilité
des résistances identifiées est posé en relation avec l'insuffisance des connaissances
sur la variabilité du CABMV. Certains auteurs soulignent la nécessité de recourir au
développement de variétés transgéniques résistantes, compte tenu du nombre limité

de sources naturelles de résistance et des problemes de stabilité de cette résistance
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(Van Boxtel et al., 2000; Hampton et Thottappilly, 2003). Cette approche pourra tirer
profit des possibilités offertes par la détermination de la séquence compléte du
génome du CABMV (Mlotshwa et al., 2002).

10.3.3. Larésistance a la transmission du virus par les graines

L'utilisation de semences infectées par les virus méme a des taux faibles peut
conduire a des situations d'épidémies, notamment si de bonnes conditions de
transmissions secondaires y sont associées (Ryder, 1973; Dinant et Lot, 1992). Les
tests d'indexation permettant d'identifier des lots de semences indemnes de virus
constituent un moyen important pour réduire l'inoculum primaire issu de ['utilisation
des semences contaminées. Mais, l'obtention de variétés de niébé ayant une
résistance a la transmission du virus par les graines est un maillon important du
processus en amont.

La résistance du niébé a la transmission du CABMV par les graines n'a pas
toujours été étudiée de facon systématique. Cependant, de nombreux auteurs ont
rapporté des différences importantes (0-55%) de transmission du virus par les
graines en fonction des variétés de niébé (Phatak, 1974; Kaiser et Mossahebi, 1975;
Ladipo, 1977; Mali et al., 1983; Bashir et Hampton, 1994; Gillaspie et al., 1993 ;
1994 ; Hampton et al., 1997). Méme si la variation du taux de transmission du
CABMV par les graines tient tres peu compte de la variabilité du virus, elle dénote au
moins en partie le fait que certaines variétés de niébé présentent une certaine
résistance a ce mode de transmission du virus. Cette hypothése a été vérifiée par
I'inoculation de plus de 400 variétés de niébé avec un méme isolat viral (Tignégre,
2000). Les variétés de niébé ont été rangés dans plusieurs groupes avec pour
extrémes celles a trés faibles taux de transmission du virus par les graines (< 0,9%)

et celles a fort taux de transmission (>20%).
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Chapitre 1 : Sources d'infection du CABMV

1.1. Introduction

A [I'échelle du champ, deux sources d’infection virales peuvent étre
distinguées : les sources primaires a partir desquelles les premiers plants sont
infectés, et les sources secondaires a partir desquelles les infections intra parcelles
sont réalisées. Pour une culture donnée, les sources d’infection primaires peuvent
provenir de cultures identiqgues ou d’autres espéces de plantes hotes du virus (Bos,
1981 ; Thresh, 1981). Dans le cas du virus de la mosaique du niébé transmis par
pucerons (CABMV), linfection primaire peut étre assurée directement par les
pucerons vecteurs a partir de plants malades. Du fait que le virus est transmissible
par graine (Lovisolo et Conti, 1966), I'infection primaire peut aussi étre assurée par
I'intermédiaire de graines infectées.

Au Burkina Faso, des travaux préliminaires ont permis d’identifier le CABMV
chez le niébé et le voandzou (Somé, 1989; Konaté, 1991). Le virus a ainsi été
rapporté dans quelques localités seulement du pays. Par ailleurs, aucune
investigation n'a été faite sur l'identification des hoétes alternatifs du virus, la
transmission par graines étant considérée comme assurant le maintien du virus entre
deux cultures successives. Dans le cas de certains virus transmis par graines, il a
été montré que les plantes hotes réservoirs jouent un rble important de sources
d’infection a c6té de la transmission par graines (Bos, 1981).

L'objectif principal des travaux exposés dans ce chapitre était de rechercher
les sources d’infection du CABMV. Il s'agissait en I'occurrence de dresser l'inventaire
des espéces réservoirs du virus et d'en établir la distribution géographique au
Burkina Faso. Les caractéristiques de la transmission du virus par les graines de
niébé ont aussi été étudiées au regard de I'importance des graines comme sources
d’infection. La connaissance de telles caractéristiques est nécessaire pour une
meilleure gestion du virus, notamment pour ce qui concerne le contréle de I'inoculum

primaire.
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1.2. Matériel et méthodes

1.2.1. La prospection et collecte des échantillons végétaux

Les prospections ont été effectuées en fonction des trois zones agro
écologiques du Burkina Faso suivant 6 axes. Sur chaque axe, des échantillons de
feuilles présentant des symptdmes de mosaique ont été prélevés tous les 50 km
environ dans les champs de niébé ou de voandzou. Ces échantillons ont été placés
dans des sachets plastiques auto-scellables et conservés dans la glace avant leur

acheminement au laboratoire.

L'itinéraire des prospections et de collecte des échantillons a été faite de la

facon suivante:

. Axel: Ouagadougou, Léo, Gaoua, Banfora, Niangoloko, Bobo-Dioulasso, Boromo,
Koudougou, Ouagadougou. Echantillons collectés : 56 de niébé ; 36 de voandzou ; 2
sésames et 6 especes sauvages.
. Axe 2: Ouagadougou, Koupéla, Fada N'Gourma, Diapaga, Koupéla, Tenkodogo,
Zabré, P06, Ouagadougou : 8 échantillons de niébé et 7 de voandzou ont été
collectés.

Axe 3: Ouagadougou, Koudougou, Dédougou, Nouna, Djibasso,Tougan,
Ouagadougou : 31échantillons de niébé et 30 de voandzou ont été collectés.
. Axe 4: Ouagadougou, Kaya, Dori, Gorom-Gorom, Ouagadougou. Echantillons
collectés : 21 de niébé et 10 de voandzou.
. Axe 5: Ouagadougou, Koupéla, Bogandé, Boulsa, Ouagadougou : 14 échantillons
de niébé et 9 de voandzou ont été récoltés.
. Axe 6: Ouagadougou, Kongoussi, Djibo, Ouahigouya, Yako, Ouagadougou : 14
échantillons de niébé et 17 de voandzou ont été collectés.
. Kamboiné : 12 échantillons d’espéces sauvages et 1 sésame sont récoltés

1.2.2. La détection sérologique du CABMV par ELISA

Une partie de chaque échantillon collecté a été testée par la méthode ELISA
double anticorps sandwich indirect. Le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) double anticorps sandwich indirect (DASI-ELISA) a été utilisé pour la

détection du CABMV dans les échantillons collectés et pour la recherche des graines
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contaminées. C’est une technique d’analyse rapide et fiable. Elle comprend 6
principales étapes:

1- La fixation des immunoglobulines G (IgGs) anti-CABMV (5H5) dilué 1/1000 ou
AbRH4 & la dilution de 1/500 (Huguenot et al., 1993) dans les puits de la plaque de

microtitration pendant 2h a 37°C ;

2- La s aturation des sites de fixation de la plaque a l'aide d’'une préparation de BSA
(Bovin Serum Albumin) & 1% ou de lait écrémé a 3% pendant 30 min & 37° C ;

3- L'incubation des extraits 2h a 37°C ; Ces extraits ont été obtenus par le broyage
de 1 g de feuilles a analyser dans 10 ml de PBS-Tween et centrifugés a 5000 rpm
(rotation par minute) pendant 5 min ou décantés pendant 1h au réfrigérateur.
4-L’incubation de I'anti-corps 5H5 couplé a la biotine (5H5biot) a la dilution

1/10 000 (2h & 37°C) ou toute la nuit a 4°C ;

5- Incubation de la streptavidine conjugué a la phosphatase alcaline

(dilution 1/10 000) pendant 2h a 37°C ou 4°C toute la nuit ;

6- L’incubation du substrat ou para-nitrophenyl phosphate (pNPP) a 1mg /ml dans le
tampon diéthanolamine pH 9,8 contenant 3 mM de NaNj et lecture des densités
optiques a 405 nm apres 1h d’incubation a 37°C a l'aide d'un lecteur automatique
de plague METERTECH X960.

Entre deux étapes successives, les puits de la plaque de microtitration sont rincés
trois fois avec la solution tampon PBS-Tween (PBS-T). Les produits ont été fournis
par I'lITA dans le cadre d’'un projet collaboratif régional.

Les résultats sont exprimés en densité optique (DO) ou absorbance (A405 nm).
1.2.3. Latechnique de transmission par inoculation mécanique

Une partie de chaque échantillon collecté a été homogénéisée dans du

tampon phosphate de sodium 0,01 M, PH 7,4 selon un rapport de broyage de 1/10
(p/v). L'extrait a été filtré sur une compresse puis placé dans de la glace fondante.
Avant I'inoculation, les feuilles de jeunes plants de niébé agés d’'une semaine ont été
saupoudrées avec du carborundum 600 mesh. A l'aide d’'un batonnet ouaté trempé
dans l'extrait, la surface supérieure des feuilles a été frottée délicatement. Les
feuilles ont été ensuite rincées avec de I'eau distillée. Chaque isolat a été inoculé a
deux variétés (Gorom local et TVX2657). Le nombre de plants variait entre 3 et 5 par
pot. Les plants inoculés ont été rangés en serre a l'abri des insectes et conserveés

pour I'observation des symptdomes pendant quatre semaines.
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1.2.4. Latechnique de détection du CABMV dans les graines entieres
Les graines provenant de plants infectés par le virus des cultivars de niébé

KVU 150, Suivita-2, KVX 30-309-6G et Ouahigouya local ont été trempées dans du
PBS-T (phosphate buffered saline — tween) pendant 1h a température ambiante (25-
30°c). Elles ont été ensuite broyées individuellement dans 1 ml de PBS-T. L'ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) a été utilisé pour rechercher le CABMV dans

le surnageant.

1.2.5. La méthode de mise en évidence de la graine malade et sa plantule

Un fragment de 60mg environ a été prélevé au scalpel sur chague graine du
cOté opposé a I'embryon sans affecter celui-ci et broyé dans 150ul de tampon
d’extraction puis testé en ELISA. Ainsi, le virus a été recherché dans le surnageant
par 'ELISA. Le reste de la graine a été étiqueté et semeé dans un pot contenant de la
terre étuvée et placé dans une cage. Chaque fragment contenait le méme numéro
que la graine dont il était issu. Apres germination, les plantules ont été
quotidiennement examinées pendant quatre semaines pour [l'apparition des
symptomes de la maladie. Le virus a été recherché dans les extraits de feuilles de
chaque plantule par test ELISA.

1.2.6. Latechnique de larecherche de la localisation du virus dans la graine

Deux cent cinquante (250) graines de chacune des variétés de niébé de
KVU150, Gorom local, Ouahigouya local et KVX30-309-6G ont été trempées dans de
'eau distillée pendant une heure. Elles ont ensuite été disséquées pour séparer la
membrane, I'embryon et les cotylédons. La membrane d’'un poids moyen de 10 mg,
I'embryon (10 mg) et les cotylédons (300 mg) ont été broyés selon un rapport 1/30
poids sur volume (p/v), 1/30 (p/v) et 1/10 (p/v) respectivement dans un tampon
phosphate buffered saline — tween (PBS- T). Les surnageants des broyats ont été

utilisés pour rechercher le virus par I'ELISA aprés 1h de décantation au réfrigérateur.

1.2.7. L’étude des caractéristiques de transmission du CABMYV par les graines
Les variétés de niébé Gorom local, KVX61-1, KVX65-114, KVX396-4-5-2D,

KN1, KVX30-309-6G, KVX414-22-72 et TVX3236 ont été utilisées pour étudier les
caractéristiques de la transmission du virus par les graines. Des graines indemnes
de virus de ces variétés ont été semées et les plantules ont été mécaniquement
inoculées une semaine apres le semis avec des extraits contenant du CABMV. A

la floraison, des fleurs ouvertes le méme jour ont été marquées pour I'ensemble
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des variétés. Des lots de 12 gousses formées a partir de ces fleurs marquées ont
été collectés pour chaque variété successivement a 4, 6, 8, 10, 14, 18 et 22 jours
apres le marquage. Les graines issues de ces gousses ont été analysées en

sérologie par ELISA pour rechercher le virus.

1.2.8. La méthode de recherche du CABMV dans les échantillons de plantes

sauvages naturellement infectées

Dans les champs de niébé fortement contaminés par le CABMV, des
échantillons ont été prélevés sur des especes sauvages présentant des
symptomes. Ces échantillons ont également été divisés en deux parties. Une a
été testée en ELISA - DASI (5H5-Ag-5H5.Biot-Ste.PAL) et I'autre a été inoculée a
des jeunes plants de Gorom local et TVX2657 agés d’'une semaine. La variété de
niébé TVX2657 est un hote différentiel du CABMV. Les plants inoculés ont été
observés quotidiennement pendant 4 semaines. Ensuite les feuilles des plants
présentant des symptémes et celles des plants ne présentant pas des symptémes
ont été prélevées puis analysées par test ELISA pour confirmer ou infirmer la
présence du CABMV.

1.2.9. Les analyses statistiques des résultats

L'analyse de variance a été utilisée pour comparer les taux d’infection. Les
différences entre les taux d’infection (proportions d’échantillons infectés) ont été
testées en utilisant le test Z lorsqu’il s’agissait de comparer deux proportions ou le
test du khi carré (y?) lorsqu’il s’agissait de plus de deux proportions (Stanton, 1996 ;
Zar, 1999). La relation entre la fréquence des graines infectés et leur rang dans la
gousse a été testée par régression linéaire. Toutes les analyses statistiques ont été
réalisées a l'aide du logiciel STATISTICA version 6.0/2002.
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1.3. Résultats
1.3.1 Les observations des symptomes lors des prospections au champ

Les observations dans les champs au cours de la prospection sont groupées
dans le tableau 1. On note au total 274 échantillons de feuilles présentant des
symptomes dont 144 échantillons chez le niébé, le voandzou (109 échantillons), le
sésame (3 échantillons) et 12 especes sauvages de plantes appartenant a sept
familles (18 échantillons). Les symptémes observés ont été essentiellement de type
mosaique jaune ou verte et de seévérité variable avec généralement des
déformations foliaires (Figures 5 et 6). Dans certains cas, les symptbmes de
mosaique ont été accompagnés de rabougrissement plus ou moins sévere chez les
plants de niébé. Chez le voandzou, les plants malades ont souvent présenté une
réduction du nombre de tiges secondaires en plus des symptdmes de mosaique et
de rabougrissement. La proportion de plants de niébé a varié en moyenne entre
9,12% et 37,56% et celle du voandzou entre 18,14% et 62, 31% selon la région.

1.3.2 La détection biologiqgue du CABMV dans les échantillons collectés
L’inoculation mécanique d’extraits bruts préparés a partir des échantillons de

feuilles collectés a la variété de niébé Gorom local a permis d’obtenir les résultats
consignés dans le tableau 3. Les plants inoculés ont été infectés a 100% dans
chaque cas, quelque soit I'espéce de plante utilisée comme source d’inoculum. Les
plants de cette variété de niébé ont été facilement infectés a partir de chacun des

extraits.

L’inoculation des extraits a la variété de niébé TVX2657 a conduit & différents
résultats (tableau 3). On remarque que lorsque les inocula ont été préparés a partir
d’échantillons de niébé et de voandzou, les plants de TVX2657 ont été infectés dans
85,42% et 74,56% des cas, respectivement pour le niébé et voandzou. Ainsi, aucune
infection n’a été obtenue a partir de certains extraits (21/144 pour le niébé et 31/109
pour le voandzou). A I'exception de Indigofera hirsuta (2/4) et Tephrosia sp. (1/2),
tous les extraits de sésame et des autres plantes adventices ont infecté les plants de
TVX2657. Dans les cas de Tephrosia sp., et de I. hirsuta les infections ont été

obtenues a partir d’'un et de deux échantillons, respectivement (Tableau 3).
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La varieté de niébé TVX2657 est un hoéte différentiel du CABMV. Les
échantillons dont les inocula n'ont pas pu infecter cette variété pourraient abriter

d’autre virus causant les mémes symptémes que le CABMV.

Tableau 3: Réactions des variétés de niébé Gorom local et TVX2657 a l'inoculation

mécanique d’extraits bruts de feuilles de plantes collectées.

Plante Famille Nombre Taux d’'infection*
d’échantillons Gorom TVX2657
local

Espéces cultivées

Vigna unguiculata (L.) (Walp.) Leguminosae 123 5/5 5/5
Vigna unguiculata (L.) (Walp.) Leguminosae 21 5/5 0/5
Vigna subterranea Verdc. Leguminosae 78 5/5 5/5
Vigna subterranea Verdc. Leguminosae 31 5/5 0/5
Sesamum indicum L. Pedaliaceae 3 4/4 4/4

Espéces sauvages

Amaranthus spinosus L. Amaranthaceae 1 5/5 4/4
Brachiaria disticophylla (Trin.) Stapf Poaceae 1 4/4 5/5
Corchorus olitorius L Tiliaceae 1 3/3 4/4
Corchorus tridens L. Tiliaceae 1 4/4 4/4
Crotalaria retusa L. Leguminosae 2 6/6 4/4
Daniellia oliveri (Rolf) Hutch et Dalz  Leguminosae 1 5/5 4/5
Diodia sarmentosa Sw. Rubiaceae 1 5/5 5/5
Hyptis suaveolens Poit. Lamiaceae 1 6/6 5/5
Indigofera hirsuta L. Leguminosae 4 6/6 5/5
Indigofera hirsuta L. Leguminosae 2 5/5 0/5
Leucas martinicensis (Jacq.) R.Br. Lamiaceae 1 6/6 5/5
Mitracarpus villosus (Sw.) Dc. Rubiaceae 2 4/4 3/3
Tephrosia sp. Leguminosae 2 5/5 4/5
Tephrosia sp. Leguminosae 1 5/5 0/5

* Nombre de plants infectés/nombre de plants inoculés
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Symptoffies du CABMV sur niébé photo NEYA

Leucas martinicensis photo NEYA

Figure 5: Quelques échantillons de symptémes observés au cours des prospections
sur des plants de niébé, de Voandzou et de Leucas martinicensis (Jacq.)

R.Br.a Kamboinsé
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Symptémes du CABMV sur Daniellia oliveri Symptdries du CABMV sur Corchorus olitirius & droite
Photo NEYA, NIANGOLOKO 2004 Photo NEYA Kamboinsé 2004
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SymptdMmes du CABMV sur N. benthamiana Symptdmes du CABMV sur Crotalaria retusa
Photo NEYA, Kamboinsé , 2004 Photo NEYA, NIANGOLOKO 2004

Figure 6 : Quelques échantillons de symptdmes observés sur Daniellia oliveri,

Corchorus olitirius, Crotalaria retusa et N. benthamiana
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1.3.3. La détection sérologique du CABMYV dans les échantillons collectés
Les résultats de l'analyse sérologigue des échantillons collectés sont

regroupés dans le tableau 4. On constate que l'utilisation du test ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) pour détecter le CABMV dans les échantillons de
feuilles de niébé et de voandzou a conduit a deux types de réactions pour chacune
des deux plantes. Pour un premier type, les données d’absorbance (A405 nm) ont
varié entre 0,021 et 0,070 (échantillons de niébé) et entre 0,015 a 0,042
(échantillons de voandzou). Ces valeurs ont toutes été inférieures aux valeurs seuils
de détection du virus (0,082 et 0, 061 respectivement pour le niébé et le voandzou).
En conséquence, pour chacune des deux plantes, le CABMV n’a pas pu étre détecté
dans les échantillons du premier type. A l'inverse, les analyses d’'un deuxieme type
d’échantillons chez chacune des plantes, les absorbances ont varié entre 0,977 a
2,500 pour le niébé et entre 0,825 a 2,365 pour le voandzou. Ces valeurs étant
toutes largement supérieures aux seuils de détection, les résultats obtenus indiquent
la détection du CABMV dans les échantillons du deuxiéme type a la fois pour le
niébé et le voandzou. Cependant, la comparaison a l'aide du test z, des proportions
d’échantillons positifs au test de détection sérologique a montré que le taux de
détection chez le niébé (123/144) a été significativement supérieur (z = 2,544 ;

P=0,01) a celui obtenu dans le cas du voandzou (78/109).

Les résultats de I'analyse des échantillons de sésame et de plantes sauvages
sont résumeés dans le tableau 4. On note que des réactions fortement positives ont
été obtenues de I'ensemble des espéces testées. Bien que variables, les valeurs
d’absorbance A405 nm ont été de 11 a 41 fois supérieurs aux seuils de détection
pour les échantillons ayant réagi positivement. Malgré la présence de symptémes,
I'analyse de certains échantillons chez deux espéces de plantes (Indigofera hirsuta
et Tephrosia sp.) a conduit & des valeurs d’absorbance inférieures aux seuils de
détection, indiquant ainsi I'absence de détection du virus.

La figure 7 illustre la localisation d’échantillons de plantes ayant réagi
positivement au test de détection du CABMV. Au total, le virus a pu étre identifié
dans les échantillons de plantes collectés dans 25 localités principales réparties sur
'ensemble du pays. La présence de symptbmes et l'absence de détection du

CABMV indiquent que d’autres virus sont responsables de la mosaique observée.
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Tableau 4: Détection sérologique du CABMYV dans les échantillons collectés

Plante Absorbance a 405 nm? Détection Taux de

Echantillon Témoin sain  du CABMV détection®

Vigna unguiculata (L.) (Walp.) 2,734 0,082 + 123/144
Vigna unguiculata (L.) (Walp.) 0,045 0,082 - 0/21
Vigna subterranea Verdc. 1,600 0, 061 + 78/109
Vigna subterranea Verdc. 0,029 0, 061 - 0/31
Sesamum indicum 1,520 +

Sesamum indicum 1,200 0,072 + 3/3
Sesamum indicum 0,988 +

Amaranthus spinosus 1,771 0,055 + 1/1
Leucas martinicensis 1,026 0,091 + 1/1
Hyptis suaveolens 1,320 0,068 + 1/1
Daniellia oliveri 0,896 0,051 + 1/1
Cassia obsitufolia 0,900 0,061 + 1/1
Blumea aurita 1,630 0,080 + 1/1
Ficus exasperata 1,460 0,056 + 1/1
Phyllantus amarus 1,523 0,070 + 1/1
Crotalaria retusa 1,902 0,046 + 2/2
Crotalaria retusa 1,885

Indigofera hirsuta 1,720 +

Ind!gofera h!rsuta 0,041 0,059 - 2/4
Indigofera hirsuta 0,034

Indigofera hirsuta 1,664 +

Tephrosia sp. 1,235 + 1/2
Tephrosia sp. 0,052 0,070 -

Brachiaria disticophylla 0,796 0,033 + 1/1
Diodia sarmentosa 1,695 0,101 + 1/1
Mitracarpus villosus 1,429 0,093 + 2/2
Mitracarpus villosus 1,523 +

Corchorus olitirius 1,275 0,080 + 1/1
Corchorus tridens 1,144 0,076 + 1/1
Vigna unguiculata (temoin 2,038 0,082 + -
positif)

dvaleurs moyennes de trois répétitions pour les échantillons de feuilles testés ;
valeurs seuils de détection pour les témoins négatifs.

® nombre d’échantillons positifs/nombre total d’échantillons
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1.3.4. La détection sérologique du CABMYV dans les graines entiéres

Les résultas des tests de détection du virus dans les graines entiéres
provenant de plants de niébé (KVU 150, Gorom local, KVX 30-309-6G et
Ouahigouya local) préalablement infectés par le CABMV ont abouti a deux types de
réponse. Dans le premier cas, les extraits de graines ont conduit a I'obtention de
valeurs d’absorbance A405 nm similaires a celles obtenues a partir d’extraits de
graines saines ayant servi de témoins négatifs. En effet, les valeurs A405 nm ont
toutes été comprises entre 0,05 et 0,06 unités, largement inférieures au seuil de
détection (0,071) calculé a partir des données de graines saines témoins, indiquant
I'absence de détection du virus.

Dans le deuxieme cas, les valeurs A405 nm obtenues a partir des extraits de
graines testées ont varié entre 0,2 et 2,5 unités. Malgré les différences importantes
de niveau de réaction, les absorbances obtenues ont toutes été au moins deux fois
supérieures au seuil de détection. Pour certaines graines, la détection du virus a
méme été de niveaux comparables au cas de feuilles infectées (A405 nm>1,8).

L’analyse par le test du x2 des proportions de graines infectés par le virus a
révélé des différences hautement significatives (y2=156,7 ; ddI=3 ; P<0,001) entre les
variétés de niébé. En effet, le taux d’'infection le plus élevé (45%) a été obtenu chez
Ouahigouya local. Des taux moyens de 25% et de 30% ont été observés
respectivement pour les graines de Gorom local et KVX 30-309-6G tandis que chez
KVU 150 l'infection a été seulement de 10%.

Le taux de transmission du virus par les graines varie selon la variété du niébé.

1.3.5. Larecherche de la localisation du virus dans la graine

La recherche de localisation du virus dans la graine a donné les résultats
consignés dans le tableau 5. On remarque que tous les téguments de graines
disséquées ont réagi négativement au test de détection sérologique du CABMV. A
I'inverse, des réactions positives ont été obtenues pour les deux autres parties de
graines analysées (cotylédons et embryons). Dans la majorité des cas de détection
simultanée du virus dans les deux parties de graines (90% des cas), les valeurs
d’absorbance A405 nm obtenues a partir des embryons ont été 3 a 10 fois
supérieures a celles des cotylédons. A linstar de la détection du virus dans les

graines entieres, des différences significatives ont été mises en évidence chez les
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quatre variétés de niébé aussi bien pour les cotylédons (¥2=57,3 ; P<0,001 ; ddI=3)
que pour les embryons (y2=71,7; P<0,001 ; ddI=3). Indépendamment de la partie de
la graine testée, les taux d’infection les plus élevés ont été observés chez
Ouahigouya local tandis que KVU150 a présenté les plus faibles niveaux d’infection.

Les taux d'infection obtenus avec les embryons ont été significativement
supérieurs a ceux des cotylédons pour la variété KVX309-6G (z=2,12 ; P=0,034).
Chez toutes les autres variétés, les deux parties de graines ont présenté des niveaux
d’infection similaires (P>0,19). Par ailleurs, les taux d’infection dans les embryons de
graines et dans les graines entiéres, toutes provenant d’'un méme lot de semences
ont été comparés a l'aide du test z. Les analyses n’ont révélé aucune différence
significative (P>0,83) de niveau d’infection quelque soit la variété de niebé.

Ces résultats indiquent d’abord que les membranes des graines de niébé ne
contiennent pas de virus ensuite lI'existence d'une bonne corrélation entre la
détection du CABMV dans les graines entiéres d’'une part et dans les embryons

d’autre part.

Tableau 5. Détection sérologique du CABMV par ELISA dans les graines entieres ou

disséquées chez quatre variétés de niébé

Variété Taux d’infection (%)*

Graines entiéres Cotylédons Embryons Téguments
KVU 150 11,0 9,3 10,0 0
Gorom local 27,6 23,5 26,6 0
Ouahigouya local 44,5 37,5 43,6 0
KVX 30-309-6G 31,2 21,5 30,2 0

*250 graines ont été testées dans chaque cas

1.3.6. La mise en évidence de la graine malade et sa plantule
L'analyse non destructive des graines a permis de tester dans une méme

graine la présence du CABMV par deux techniques complémentaires : la sérologie a
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partir d’'un fragment de cotylédons et I'expression des symptémes apres germination
du fragment complémentaire contenant I'embryon. Les résultats sont regroupés dans
le tableau 6. On constate que toutes les graines dont les fragments de cotylédons
ont été identifies par ELISA comme contenant des particules virales ont donné
naissance a des plantules ayant présenté les symptbmes de mosaique.
Subséquemment, les tests de détection sérologique du CABMV dans les extraits de
feuilles préparés a partir de ces plantules ont confirmé la présence du virus dans
tous les extraits.

Comme les résultats du tableau 6 le montrent, des différences ont été
observées entre proportions de fragments cotylédonaires séropositifs et la détection
biologique du virus dans les plantules. En effet, pour 'ensemble des variétés de
niébé, les proportions de plantules infectées par le CABMV ont été supérieures a
celles des fragments de cotylédons identifiés positifs au test ELISA. Cela indique que
certaines graines séronégatives étaient en réalité infectées par le virus. Néanmoins
bien qu’en nombre variable suivant les variétés de niébé, ce type de graines n'a
représenté que 1% du total de graines testées chez KVU150, 3% chez Gorom local,
2,5% chez Ouahigouya local et 7% chez KVX 30-309-6G. Le test biologique se
révele plus sensible que le test ELISA qui a besoin d’une quantité seuil de virus pour

étre détecté.

Tableau 6. Détection sérologique et biologiqgue du CABMV dans les fragments de
cotylédons et les plantules issues de graines correspondantes chez

guatre variétés de niébé

Variété Fragment de cotylédon Plantule
(ELISA) Symptome ELISA
KVU 150 9,6% 10,4% 10,4%
Gorom local 26,8% 29,6% 29,6%
Ouahigouya local 41,6% 44,4% 44,4%
KVX 30-309-6G 18,4% 26,4% 26,4%
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1.3.7. L’étude des caractéristiques de transmission du CABMV par les graines
1.3.7.1. Le délai de passage du virus dans les graines immatures

Les résultats de cette étude ont montré qu’'a 50 jours aprés le semis (JAS),
I'ensemble des huit variétés de niébé ont présenté des gousses issues de fleurs
marquées quatre jours auparavant. L'analyse sérologique des graines formées a
cette date a permis de détecter le CABMV chez six variétés de niébé. Les taux
d’infection des graines ont varié entre 2% et 11% suivant les variétés : KVX30-
309-6G (10,8%), KVX414-22-72 (8,6%), KVX65-11 (5,4%), KVX396-4-5-2D
(4,3%), KN1 (4,3%) et Gorom local (2,2%). Aucune détection de virus n'a pu étre
faite dans les graines de KVX61-1 et TVX3236 a cette date. La détection du virus
dans les graines chez ces deux variétés n’a été possible que respectivement six et
dix jours apres le marquage des fleurs. Le passage du virus des plants infectés

aux graines immatures se fait a différents délais selon la variété du niébé.

1.3.7.2. L’évolution du taux de contamination des graines au cours de
la formation et la maturation des gousses

L’évolution du taux de contamination des graines dans les gousses en
formation et en maturation a été suivie pendant 18 jours aprés le marquage des
fleurs. Les résultats sont illustrés a la figure 8. lls ont permis de classer les
variétés de niébé en deux principaux groupes. Chez le premier groupe composé
de trois variétés (KVX30-309-6G, KVX414-22-72 et Gorom local) les proportions
de graines contaminées ont augmenté de fagon réguliere depuis la formation des
premiéres gousses. Malgré des taux de contamination variables des graines dans
les premieres gousses formeées, les proportions de contamination des graines a la

récolte ont atteint des niveaux similaires supérieurs a 30%.

Dans le second groupe de variétés de niébé (KVX65-11, KVX396-4-5-2D,
KN1, KVX61-1 et TVX3236), les taux de contamination des graines sont restés a
des niveaux inférieurs a 10% pendant toute la durée du processus de formation et
de maturation des gousses. Hormis TVX3236, les taux de contamination des
graines chez les autres variétés ont Iégerement augmenté a 52 JAS, quatre jours
apres le marquage des fleurs. Chez I'ensemble de ces variétés, le taux de graines
contaminées a ensuite progressivement diminué et n’a été que de 1% environ a la
récolte. Cette baisse du taux de graines contaminées serait liée a une dégradation

du virus dont le mécanisme reste a élucider.
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Figure 8 : Evolution du taux de graines contaminées par le CABMV au cours de la

formation et de la maturation des gousses chez huit variétés de niébé
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1.3.7.3. Relation entre le rang de la graine dans la gousse et son état
sanitaire

La détection sérologique du CABMV a été effectuée chez les graines de la
variété Gorom local. Les résultats sont illustrés par la figure 9. On remarque que la
fréguence de contamination des graines par le virus est en relation avec leurs rangs
dans les gousses. Inversement a I'ordre croissant du rang des graines (du pédoncule
vers l'extrémité de la gousse), la fréquence des graines contaminées a
progressivement diminué de facon linéaire (r = -0,96 ; ddl = 8 ; P < 0,001). Pour les
graines situées au dixieme rang a l'extrémité des gousses, le taux des graines
contaminées n'a été que 3% . Pour les premiéres graines situées du c6té du
pédoncule, le taux de contamination des graines a atteint 60%. Ce phénoméne
pourrait sans doute étre lié au fait que ces graines sont plus en contact direct avec le

flux de seve arrivant de I'appareil végétatif.
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Figure 9 : Relation entre la fréquence des graines contaminées par le CABMV et le
rang de la graine dans la gousse (numéroté a partir du pédoncule vers
I'extrémité des gousses).
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1.4. Discussion

Au total, 21 especes de plantes ont été collectées sur la base des symptdmes
de mosaique dans le but de rechercher les sources d'infection du CABMV: le niébé,
principal héte du virus, le voandzou et le sésame, et 18 especes sauvages de
plantes. Le virus a été identifié chez plusieurs especes (219/274). Plus de 80
espéeces de plantes ont été rapportés comme hétes du CABMV (Bashir et al., 2002).
Seuls douze hétes naturels dont la moitié constituée d’espéces cultivées ont été
répertoriés (Gumedzoé, 1993 ; Konaté et Néya, 1996 ; Pappu et al., 1997 ; Pio-
Ribeiro et al., 2000 ; Kitajima et al., 2008 ; Odedara et al., 2008). Nos travaux ont
confirmé lidentification du niébé, du voandzou, et du sésame parmi les plantes
cultivées. Chez les plantes sauvages, 12 nouvelles espéces hdtes naturels du virus
ont été identifiées. Comme pour les hotes déja signalés, les espéces de la famille
des Leguminosae ont été les plus nombreuses. Par ailleurs, I'espéce D. oliveri bien
gu'appartenant a la famille des Leguminosae est la premiere espece ligneuse
identifiée comme héte du CABMV. De méme, I'espece B. disticophylla (famille des
Poaceae) s’est distinguée des autres h6tes connus du virus et qui sont de type
herbacée mais appartenant a la classe des dicotyléedonnes (Lovisolo and Conti,
1966 ; Bos, 1970 ; Bock, 1973, Bashir et al., 2002)

Le CABMV a été identifié dans de nombreuses localités disséminées a travers
I'ensemble du Burkina Faso, indépendamment de la zone écologique. En majorité,
les plantes chez lesquelles le virus a été identifié sont le niébé et le voandzou. La
grande distribution du virus dans le pays et probablement dans d’autres pays de la
sous-région est sans doute liée aux grandes aires de production de ces deux plantes
en zone soudano-sahélienne (Hampton et Thottappilly, 2003).

Les tests de diagnostic biologique (inoculation a la variété de nieébé TVX2657)
et sérologique (utilisation d’anticorps monoclonaux anti-CABMV) ont chacun permis
une bonne détection du CABMYV. L'identification sérologique par le test ELISA a
'avantage d'étre rapide et moins fastidieux et plus spécifique (Bar-Joseph et
Garnsey, 1981). De plus, le test ELISA a permis de mettre en évidence une grande
variation des niveaux de réaction (valeur d’absorbance A405 nm) entre échantillons
séropositifs. Du fait du caractere quantitatif du test ELISA, cette variation

d’absorbance suggere des différences de concentration virale dans les échantillons.

52



Chapitre 1 : Sources d'infection du CABMV

Elle peut aussi traduire une variabilité du CABMV entre échantillon, les différences
d’absorbance reflétant les réactivités plus ou moins fortes entre les variants viraux et
les anticorps utilisés (Mattews, 1991). Contrairement au test sérologique, la mise en
ceuvre du test biologique ne nécessite que peu d’équipement et de technicité.
Toutefois, dans le cas particulier du CABMV, sa fiabilité a été due a l'utilisation d’'un
héte (la variété de niébé TVX2657) réagissant spécifiguement avec le virus
(Huguenot et al., 1993 ; Bashir et al., 1996).

L'inoculation d’extraits a partir de certains échantillons collectés a conduit a
I'induction de symptébmes de mosaique chez la variété de niébé Gorom local mais
pas chez TVX2657. De plus ces échantillons ont tous réagi négativement en
sérologie. Cela indique que contrairement a TVX2657, Gorom Local n’est pas un
héte du CABMV qui est spécifique au virus. Son infection en I'absence de détection
du CABMV indigue que certains échantillons collectés renfermaient d’autres agents
pathogénes capables d’infecter aussi le niébé, le voandzou ainsi que quelques
plantes sauvages. Plusieurs virus différents du CABMV et qui induisent aussi des
symptomes de mosaique chez le niébé ont été rapportés (Hampton et Thottappilly,
2003).

Le rOle des plantes hotes sauvages du CABMV dans le maintien et la
dissémination du virus est resté peu connu sans doute en raison du faible nombre
d’especes identifiées en conditions d’infection naturelle. L'identification de nouveaux
hétes au cours de cette étude contribue a combler cette lacune. Cependant, la
majorité de ces nouveaux hétes du virus sont des espéces annuelles. De ce fait,
elles peuvent jouer un réle important de source d’'inoculum pour la dissémination du
virus dans les cultures de niébé, voandzou et sésame en saison humide. Par contre,
elles ont un effet limité sur la conservation de I'inoculum viral notamment en saison
seéche. Seule I'espéce pérenne D. oliveri pourrait servir de source virale permettant a
la fois la conservation et la dissémination du CABMV.

La transmission du virus a travers les semences des hotes sauvages identifiés
au cours de ce travail reste a étudier, au regard de I'importance de ce facteur dans
I'épidémiologie de la mosaique du niébé transmis par pucerons. Aucune relation de
cause a effet n’a été mise en évidence entre la sensibilité d’'une espece vis-a-vis du
CABMV et la capacité de cette espece a transmettre le virus par ses semences. En
effet, aucune transmission par semences n’'a été obtenue chez le sésame (Pappu et

al., 1997). Par allleurs (Gillapsie et al., 2000) ont rapporté des taux de transmission
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par graines de 0,2% et 6% chez I'arachide et le niébé alors que les taux d’infection
au niveau des plants étaient respectivement de 80% et 41%. La détermination de la
capacité du CABMYV a étre transmis par graines doit donc étre étudiée dans le cas de
chaque espéece de plante héte. Ce type de test doit d’ailleurs étre aussi appliqué aux
variétés de plantes au sein d'une méme espéece. En effet, nos résultats ont révélé
des différences importantes de taux de contamination des graines suivant les
variétés de niébé (en exemple 44,5% chez Ouahigouya local contre 11% chez KVU
150). Des différences similaires ont été obtenues pour le CABMV (Bashir et al.,
2002) ou plusieurs autres virus transmis par graines (Johansen et al., 1994).

Les résultats de la détection du CABMV dans les graines de niébé ont montré
que tout comme dans les feuilles, le diagnostic viral dans les graines par ELISA était
facile et tres efficace. En effet, les réactions dites « bruits de fond » obtenues avec
les témoins sains ont été trés faibles. Cela a permis d’identifier sans ambiguité les
réactions séropositives. A cause de son efficacité (fiabilité et mise en ceuvre assez
facile), le test ELISA est la technique sérologique de routine pour la détection du
CABMV dans les différentes organes de plantes (Bashir et al., 2002). Parmi les
techniques sérologiques ayant été aussi employées pour le diagnostic du CABMV
mais qui sont maintenant peu utilisées on peut citer I'immunodiffusion en gel d’agar,
'immunomicroscopie électronique et les tests d’agglutination et d'immunoempreintes
(Taiwo et al., 1992 ; Huguenot et al., 1994, 1996 ; Bashir et Hassan, 1998)

La fiabilité de la détection sérologique du virus a été confirmée par les tests
biologiques consistant a faire germer les graines et a observer la présence des
symptomes chez les plantules. Les tests d’analyse en conditions non destructive des
graines ont ainsi montré que toutes les graines ayant donné des réactions
séropositives ont aussi été a l'origine de plantules infectées. Cependant, le test
sérologique a montré des limites dans quelques cas ou des graines séronégatives
ont été a l'origine de plantules infectées par le CABMV. Ce résultat traduit sans
doute une tres faible concentration virale dans les graines et qui soit en dega du seuil
de détection sérologique, comme c’est le cas pour la plupart des virus (Bar-Joseph et
Garnsey, 1981). Il traduit aussi la plus grande sensibilité du test biologique, I'infection
pouvant en principe étre obtenue a partir d’'une seule particule virale (Matthews,
1991). Le diagnostic du CABMV dans diverses parties de la graine de niébé a révelé
des différences importantes dans la distribution du virus. Aucune détection n’a été

possible dans les téguments. Bowers et Goodman (1979) ont rapporté des cas
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similaires pour le couple soja-virus de la mosaique du soja. Dans ces cas, le virus
clairement détectable dans les téguments de graines immatures était dégradé lors de
la maturation des graines selon un mécanisme non €lucidé. Cela pourrait expliquer
'absence de détection du CABMV dans les téguments de graines de niébé. Le
CABMYV a été détecté dans les cotylédons et les embryons de graines chez toutes
les variétés de niébé. Cependant, les taux d’infection plus faibles des cotylédons,
particulierement chez les variétés Ouahigouya local et KVX-30-309-6G indiquent une
meilleure présence du virus dans les embryons. L'infection des embryons a souvent
été rapportée comme un facteur indispensable a la transmission de hombreux virus
par graines (Johansen et al., 1994).

A l'instar de la capacité du CABMV a étre transmis par graine de niébé, un
effet variété a aussi été mis en évidence pour le passage et la dynamique du virus
dans les graines de plants infectés. Chez la majorité des variétés de niebé étudiées,
le passage du virus dans les graines a été tres précoce (des la formation des
gousses). L'effet variété a ensuite été plus marqué sur I'évolution de nombre de
graines contaminées ce qui a conduit au moment de la récolte a la distinction de
variéetés a fort taux (Gorom local, KVX414-22-72) et a faible taux de contamination
(KVX 61-1, TVX3236). La résistance du niébé a la transmission du CABMV par les
graines a été mis en évidence par plusieurs auteurs (Ladipo, 1977 ; Mali et al.,
1983). Nos résultats ont montré que les variétés KVX 61-1, TVX3236, KVX 396-4-5-
2D et KVX 65-114 possedent ce type de résistance. Le déterminisme génétique de
cette résistance n’est pas encore é€lucidé. Son mécanisme pourrait résulter d’'un
blocage du passage ou d’'une dégradation du virus dans les graines au cours de leur
maturation, les deux processus pouvant aussi agir concomitamment. En effet, nos
résultats ont révélé un bas niveau du taux de contamination (<10%) et une baisse de
ce taux entre la formation et la maturation des graines.

Chez une variété de niébé sensible a la transmission du CABMV par les
graines comme Gorom local, la contamination des graines dans les gousses a été
fortement influencée par leurs rangs. Le mécanisme sous-jacent de ce phénomene
n'est pas encore connu. Cependant, il pourrait s’agir d’'une faible fréquence de
translocation du virus a travers la séve dans les graines situées a l'extrémité des

gousses.
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2.1. Introduction

Les travaux réalisés sur la biodiversité du CABMV ont été essentiellement dirigés
sur la variabilité sérologique du virus et sa diversité pathogénique. Au niveau
moléculaire, seuls des tests de digestion trypsique et dimmunoempreinte ont été

utilisés pour comparés les protéines de capsides de quelques isolats.

La préparation d’anticorps monoclonaux (Mabs) anti-CABMV au début des
années 1990 (Huguenot et al., 1993) a été d’'un apport précieux dans I'étude de la
variabilité sérologique du CABMV. Une gamme de sept anticorps monoclonaux ont
été produits et ont permis de distinguer six sérotypes du virus (sérotypes | a VI). Au
cours des premiers travaux réalisés sur la variabilité du virus au Burkina Faso a partir
de quelques isolats viraux, seuls les sérotypes Il et [Il du CABMV ont été identifiés. A
I'échelle du continent africain, la variabilité sérologique du virus reste assez peu
connue. En effet, les travaux sur le sujet ont été réalisés dans une quinzaine de pays

seulement (Huguenot et al., 1996).

L’existence d’une diversité pathogénique du CABMV a été montrée par certains
auteurs sur la base de tests d’inoculation mécanique (Bashir et Hampton, 1996). En
effet, ces auteurs ont signalé de grandes variations dans [I'expression des
symptémes et la capacité d'isolats du virus a infecter ou non certaines variétés de
niébé. Par exemple, Bashir et Hampton (1996) ont distingué quatre types
d’interaction virus-plante pour le couple CABMV-niébé :

limmunité se manifestant sous forme d'absence de symptémes et de

détection sérologique du virus

la résistance au cours de laquelle tres peu de symptébmes sont exprimés et les
concentrations virales détectées faibles

la tolérance caractérisée par une faible expression des symptémes mais avec

des concentrations virales élevées

la sensibilité avec une forte expression des symptémes et la détection du virus

en forte concentration.

Certes, ces types d’interactions résultent en partie du génotype de niébé. Mais ils
refletent aussi une variabilité biologique du virus en raison du fait que la résistance
ou limmunité peuvent étre effectives seulement contre un isolat viral particulier

(Bashir et al., 2002). Il résulte de ces interactions ho6te-virus que des variétés de
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niébé identifiees comme résistantes contre des variants du CABMV présents par
exemple dans une région peuvent s'avérer moins résistantes ou clairement sensibles
a d'autres variants viraux.

La variabilité moléculaire du CABMV a été étudiée au niveau de la CP (protéine
de capside) (Huguenot et al., 1994 ; 1997). La comparaison des tailles de la CP de
plusieurs isolats viraux par hybridation de type « western blot » n’a pas permis de
mettre en évidence des différences de poids moléculaire. Par contre, une variabilité
entre isolats a pu étre mise en évidence par l'analyse de peptides issus de la
digestion trypsique des CP d’isolats viraux appartenant a différents sérotypes du
CABMV. En effet, 24 pics majeurs ont été obtenus en chromatographie liquide de
haute performance (HPLC). En revanche, aucune relation directe n'a pu étre établie
entre la présence des pics en HPLC et la variabilité sérologigue du CABMV. Plus
récemment, I'amplification par RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain
reaction) suivie de la séquence du gene de la CP a mis en évidence des taux de
similarité compris entre 85% et 98% (Nascimento et al., 2004 ; 2006). La déduction
de la composition de la CP en acides aminés (aa) a partir des séquences
nucléotidiques a montré que la CP comprend 275 résidus d’acides aminés chez la
majorité des isolats du CABMV. Un isolat dont la CP comportait 276 aa a été identifié

chez le fruit de la passion (Nascimento et al., 2006).

Au cours des travaux présentés dans ce chapitre, la diversité du CABMV a été
étudiée au double plan sérologique et pathogénique. Dans le but d'affiner les
premiers résultats de la variation sérologique (Huguenot et al., 1996), un plus grand
nombre d'isolats viraux ont été utilisés. De plus, en plus du niébé, des isolats

provenant aussi de voandzou ont été analysés.
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2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Le matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des isolats collectés lors de la prospection
sur les différents axes dont les détails sont indiqués dans le paragraphe matériel et
méthode du chapitre 1 et résumés ci-dessous :

. Axel. 56 échantillons de niébé et 36 de voandzou, 2 sésames et 6 espéces
sauvages ont été collectés.

. Axe 2 : Sur cet axe, 8 échantillons de niébé et 7 de voandzou ont été collectés.
. Axe 3 : 31 échantillons de niébé et 30 de voandzou ont été prélevés.

. Axe 4: Nous avons pu collecter 21 échantillons de niébé et 10 de voandzou.

. Axe 5: 14 échantillons de niébé et 9 de voandzou ont été prélevés.

. Axe 6: 14 échantillons de niébé et 17 de voandzou ont été enregistrés

. Kamboiné : nous avons identifié 12 échantillons d’especes sauvages et 1 sésame

2.2.2. Latechnique de caractérisation des variants sérologiques

Les anticorps monoclonaux constituent un matériel tres précieux dans
I'identification des variants sérologiques ou sérotypes du virus. lls sont dirigés
chacun contre un déterminant antigénique précis. Par conséquent, toute modification
de ce déterminant antigénique peut entrainer la perte partielle ou totale de la
reconnaissance par l'anticorps. Dans la méthode ELISA-DASI cing anticorps
monoclonaux (MAB) simples et couplés a la biotine (MABbiot) fournis par le Dr C.
Huguenot (Agriculture Canada, Vancouver), dans le cadre d’'un projet collaboratif ont
éte utilisés (tableau 7).

Tableau 7 : Anticorps monoclonaux et dilutions de travail utilisés dans
I'identification des variants sérologiques du CABMV.

MAB* Dilution MAB-biot” Dilution Sérotype détecté Virus
(coating) (détection)
5H5 5/1000 5H5 biot 1/10000 I+H+1+1V
1F5 1/10000 1F 5 biot 1/10000 I
5H5 5/1000 7D9 biot 1/10000 Il CABMV
12F9 1/10000 6C10 biot 1/1000 1]
2D11 1/10000 2D11 biot 1/10000 v
* MAB : anticorps monoclonal # Mab-biot : Anticorps monoclonal couplé & la biotine
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2.2.3. La caractérisation des variants pathogéniques
Les sérotypes ou groupes de sérotypes obtenus du test ELISA a partir des

échantillons collectés ont été inoculés artificiellement a de jeunes plants de Gorom
local &gés d’'une semaine, a des plantes sauvages et a sept variétés de niébé dites
résistantes recues de I'lITA: IT93K-452-1, IT93K-509-16, Kananado, 1T91K-93-10,
TVU11426, 1T83S-2049, 524B suivant la techniqgue de transmission mécanique
Suivant la méme technique, le sérotype Il a été inoculé aux variétés KVX61-1,
KVX396-4-5-2D, KVX445-11P et Moussa Local. Les plants inoculés ont été observés
quotidiennement quatre semaines durant. Les dates de délai d'apparition des
symptémes, les types de symptdmes et leur sévérité ont été notés. Un test ELISA a
été réalisé sur ces plants pour confirmer ou infirmer la présence ou I'absence du
CABMV.

2.2.4. Les analyses statistiques

Les résultats du test ELISA sont exprimés en densité (DO a 405 nm) et
analysés par le test y2. Les proportions des plants infectés par les différents

sérotypes sont exprimées en pourcentage.
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2.3. Résultats

2.3.1. L’étude des isolats et Identification des sérotypes du CABMV

Les résultats de I'analyse des 274 isolats avec les anticorps monoclonaux
pour déterminer la variabilité sérologique du virus sont illustrés par la figure 10. Les
résultats indiquent que quatre sérotypes du virus ont été identifiés. Il s'agit des
sérotypes |, Il, lll et IV. Ces sérotypes ont été détectés non seulement en infection
unique mais aussi pour la plupart en co-infection double (I+11 et lI+lIl) ou triple
(I+11+111). De facon inattendue, le sérotype IV a toujours été trouvé en infection
unique. De méme, aucun profil révélant une infection double I+11l n’a été obtenu alors

que les deux sérotypes ont été retrouvé en triple infection avec le sérotype Il.

MAB — MABbiot Sérotype
S5H5 1F5 5H5 12F9 2D11
6F9biot 1F5biot 7D9biot | 6C10biot 2D11biot
|
Il
1]
v
Rl
[+11
[+11+111

Figure 10: Profils de réaction des isolats du CABMV vis-a-vis des anticorps
monoclonaux. Les anticorps monoclonaux (MAB) ont été utilisés comme
anticorps de coating. Les anticorps biotinilés (MABDiot) utilisés comme anticorps
de détection sont indiqués en italique. Les réactions des isolats viraux vis-a-vis

des MABs ont été enregistrées comme positives (M) ou négatives (L]).

Le résultat de I'analyse par le test y2 est illustré par la figure 11. On remarque que
I'analyse par le test x2 des proportions des quatre sérotypes pour I'ensemble des
isolats CABMV collectés chez le niébé et le voandzou a révélé des différences
hautement significatives (y2 = 419,67 ; ddl = 3; P<0,001). Le sérotype le plus
répandu a été le sérotype Il avec un taux de 64,3%. Le deuxieme sérotype le plus
répandu a été le sérotype Il (28,4%) tandis que les sérotypes | et IV ont été assez
faiblement représentés (5,7% et 1,6% respectivement).
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Figure 11. Fréquences des sérotypes du CABMV identifiés chez I'ensemble des

isolats viraux du niébé et du voandzou

Le résultat de la comparaison des fréquences des sérotypes est résumé par la
figure 12. On note qu’en général, les fréquences des divers sérotypes du CABMV
observées chez le niébé et le voandzou ont été similaires. En effet, aucune
différence significative (P>0.38) n'a été mise en évidence entre les fréquences de la
plupart des sérotypes chez le niébé et le voandzou. Ainsi, indépendamment de la
plante héte, les infections simples les plus répandues ont été celles causées par le
sérotype Il suivi par les sérotypes lll et I. Les fréquences plus élevées des sérotypes
Il et lll ont sans doute été a l'origine des proportions plus élevées d’infection mixtes
[I+1Il aussi bien chez le niébé que chez le voandzou. Contrairement au cas des
sérotypes I, | et lll, les résultats ont révélé un effet de la plante héte sur la
distribution du sérotype IV (z = 2,379 ; P = 0,017). En effet, ce sérotype n’a pu étre
retrouvé que chez le voandzou. La présence de ce sérotype uniquement dans les

échantillons de voandzou suggére que cette plante pourrait &tre un hote différentiel.
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Figure 12 : Fréquences des sérotypes du CABMYV chez les isolats viraux infectant le

niébé et le voandzou

2.3.2. La distribution géographique des sérotypes du CABMYV a travers le pays
Les résultats de distribution des sérotypes a travers le territoire burkinabé sont

matérialisés par la figure 13. On constate que parmi les trois sérotypes du CABMV
identifiés chez le niébé, seuls les séroytpes Il et | ont été trouvés dans I'ensemble
des principales localités de prospectées. Bien que la fréquence du sérotype Il ait
éte supérieure a celle du sérotype | dans les isolats du CABMV, la répartition
géographique du sérotype Ill a été beaucoup plus restreinte. En effet, le sérotype llI
a été trouvé principalement dans la moitié ouest du pays. Hormis cette particularité,
aucune relation significative n'a pu étre mise en évidence entre la répartition
géographique des sérotypes et la zone agro-écologique. En effet, les trois sérotypes
identifiés chez le niébé ont été trouvés aussi bien en zone sud soudanienne dans les
localitts comme Niangoloko, Banfora et Bobo-Dioulasso, qu'en zone nord
soudanienne (localités de Nouna, Djibasso, Koudougou etc.) et sahélienne dans la
localité de Ouahigouya.

La distribution géographique du sérotype IV identifi€¢ uniquement chez le
voandzou a été presque similaire a celle du sérotype lll. Ainsi, le sérotype IV a été
trouvé particulierement dans la partie ouest du pays en plus de la localité de
Koudougou plus au centre. Tout comme le sérotype lll, il n’a pas pu étre identifié
dans les parties Nord, Est et Sud malgré le nombre important de localités

prospectées.
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2.3.3. La caractérisation pathogénique des isolats du CABMV

2.3.3.1. La diversité des symptdomes induits par le CABMV

Les résultats d’inoculation des isolats du CABMV appartenant a différents
sérotypes a la variété de niébé Gorom local sont regroupés dans les tableaux 8 et 9.
On note que différents types de symptémes induits ont été obtenus aussi bien avec
les isolats collectés chez le niébé (tableau 8) que chez le voandzou (tableau 9). Dans
les deux cas, les délais d'apparition des symptdmes ont varié entre cing jours et deux
semaines. Par ailleurs, les taux d'infection des plants de la variété Gorom local
inoculés ont été élevés dans tous les cas (100% en majorité).

Malgré Tlinoculation d'une quarantaine d'isolats représentant différents
sérotypes et provenant de diverses origines géographiques, aucune différence
notable de pathogénicité (sévérité ou délai des symptdmes, taux d'infection) n'a pu
étre mise en évidence entre les sérotypes du CABMV. Ainsi, par exemple, deux
isolats collectés chez le niebé a Djibasso et a Titao (distants d'environ 200 km) et
appartenant respectivement aux sérotypes | et Il ont induit des symptémes similaires
de mosaique jaune avec déformation foliaire. A linverse, des isolats de méme
sérotype Il collectés chez le niébé a Yasso et Zabré ou chez le voandzou a Badala et
Dédougou ont induit des symptémes trés différents de mosaique sévére avec
déeformation foliaire et de mosaique verte atténuée.

L'inoculation du sérotype Il du CABMV aux variétés KVX61-1, KVX3966-4-5-
2D, KVX445-11P et moussa local a donné les résultats illustrés par la figure 14. On
remarque que cette inoculation a conduit a l'induction de quatre principaux types de
symptémes: (A) des symptdmes de mosaique jaune avec des déformations locales
du limbe sous forme de cloques chez KVX61-1; (B) une mosaique verte bien visible
mais sans déformation des feuilles chez KVX396-4-5-2D; (C) une mosaique jaune
avec déformation foliaire se présentant sous forme de gaufrage des feuilles chez
KVX445-11P; (D) une mosaique jaune marquée par un éclaircissement des nervures
chez Moussa local. Dans certains cas, des symptémes plus complexes (mosaique
jaune ou verte sévere ou atténuée et avec présence simultanée de cloques foliaires

et de déformation des feuilles) ont été observeés.
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Tableau 8 : Caractéristiques pathogéniques d'isolats viraux collectés chez le niébé

dans différentes localités et appartenant aux divers sérotypes du CABMV.

Localités Sérotypes  Incidence* Type de symptéme

du CABMV
Djibasso I 6/6 Mosaique jaune, déformation foliaire
Pa " 6/6 Mosaique verte atténuée
Titao I 5/5 Mosaique, déformation foliaire sévere
Konancoira 4/4 Mosaique jaune, clogues foliaires
Djibasso " 717 Mosaique, déformation foliaire
Yasso " 6/6 Mosaique sévere, déformation foliaire
Boussé " 5/5 Mosaique verte atténuée
Kayao 718 Mosaique, éclaircissement de nervures
Dédougou " 9/9 Mosaique jaune, déformation foliaire
Zabré " 6/8 Mosaique verte atténuée
Badala [+l 7/8 Mosaique jaune, cloques foliaires
Bobo-Dioulasso [l 6/6 Mosaique jaune sévere, cloques foliaires
Tiémé " 6/6 Mosaique avec nervures vert clair
Dougoumato " 717 Mosaique verte atténuée
Soin " 717 Mosaique jaune, cloques foliaires
Noumoudara 6/6 Mosaique jaune sévere, clogues foliaires
Konancoira [+ 7/9 Mosaique verte atténuée, déformation foliaire
Yasso " 717 Mosaique, éclaircissement de nervures
Dédougou 5/5 Mosaique jaune, cloques foliaires
Péni " 717 Mosaique jaune, cloques foliaires
Tita Naponé " 5/5 Mosaique jaune sévere

* nombre de plants infectés/nombre de plants inoculés
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Tableau 9 : Caractéristiques pathogéniques d'isolats viraux collectés chez le
voandzou dans différentes localités et appartenant aux divers
sérotypes du CABMV.

Localités Sérotypes  Incidence* Type de symptédme

du CABMV
Niangoloko I 717 Mosaique, déformation foliaire sévere
Sao [+11+111 8/10 Mosaique jaune, déformation foliaire
Koutoura " 6/6 Mosaique jaune fine, cloques foliaires
Soin " 717 Mosaique jaune, cloques foliaires
Badala [l 8/8 Mosaique verte atténuée
Kamboinsé " 4/4 Mosaique jaune, cloques foliaires
Soin " 6/7 Mosaique jaune, cloques foliaires
Djibasso " 717 Mosaique, déformation foliaire
Yasso " 8/9 Mosaique jaune atténuée
Poa " 6/6 Mosaique verte atténuée
Niangoloko " 9/9 Mosaique jaune, déformation foliaire
Dédougou " 8/9 Mosaique, déformation foliaire
Villy [+ 5/5 Mosaique jaune sévere, clogues foliaires
Dédougou " 5/5 Mosaique jaune, cloques foliaires
Banfora " 5/6 Mosaique jaune sévere, cloques foliaires
Yasso [l 717 Mosaique, éclaircissement de nervures
Poundou " 6/6 Mosaique verte atténuée
Soin \Y 5/7 Mosaique jaune fine, cloques foliaires

* nombre de plants infectés/nombre de plants inoculés
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Figure 14 : Types de symptomes induits chez les variétés de niébé par le sérotype Il
du CABMV. A : mosaique jaune avec cloques foliaires (KVX61-1); B:
mosaique verte sans déformation foliaire (KVX396-4-5-2D); C: mosaique
jaune avec déformation foliaire (KVX445-11P); D: mosaique jaune avec

éclaircissement des nervures (Moussa local).
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2.3.3.2. Laréactivité de plantes hétes sauvages vis-a-vis des isolats du CABMV

Les résultats de l'inoculation d'isolats du CABMV représentant les divers
sérotypes identifiés a une gamme d'hétes sauvages du virus sont regroupés dans le
tableau 10. On retient que les quatre sérotypes du CABMV ont pu induire
simultanément des symptdmes chez la majorité des plantes hétes testées (7/13). Par
contre aucun d'entre eux n'a pu infecter la casse puante (Cassia occidentalis). Trois
sérotypes (I, Il et IV) ont infecté les espéces Corchorus olitorius et Corchorus tridens
appartenant toutes deux a la famille des Tiliaceae. Seuls les sérotypes | et Il ont pu
infecter Blumea aurita et Phyllantus amarus. De facon intéressante, l'espéce Ficus
exasperata n'a pu étre infectée que par le sérotype Il. La réaction des plantes hétes
vis-a-vis des sérotypes du CABMV a conduit a des résultats assez contrasteés.

2.3.3.3. La réactivité de variétés de niébé résistantes vis-a-vis des isolats du
CABMV

Le criblage de sept variétés de niébé identifietes comme résistantes au
CABMV au Nigéria (Singh et al .,1987) vis-a-vis des sérotypes du virus a permis
d'obtenir les résultats résumés dans le tableau 11. On distingue trois groupes de
variétés en fonction du délai moyen d'apparition des symptémes : a) chez le premier
groupe comprenant Gorom local, Kananado et 524B, les symptémes ont été les plus
précoces et sont apparus a 6 - 7 jours apres inoculation (JAI) ; b) chez la variété
IT83S-2049, unique représentant du deuxieme groupe, les symptdémes ont été
observés avec un retard de trois jours par rapport au cas des variétés du premier
groupe; pour le troisieme groupe comportant le reste des variétés testées, les délais
d'apparition des symptomes ont été de 15-16 JAI, deux fois supérieurs aux délai

obtenus avec les variétés du premier groupe.

A trois semaines apres inoculation, les taux d'infection des différentes variétés
de niébé ont été trés élevés (égaux ou proches de 100%) quel que soit le sérotype
du CABMV. Deux groupes de sévérité des symptbmes ont été observés. Chez
IT93K-452-1 et la variété sensible Gorom local, les symptémes ont été tres séveres
pour tous les sérotypes du virus. Par contre chez le reste des variétés, les

symptémes ont été de type atténué.
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Tableau 10 : Réaction de quelques espéces trois semaines apres I'inoculation

mécanique

Plantes hotes Induction de symptdmes 2

I [l 11 v
Caesalpiniaceae
Cassia occidentalis (L) Link - - - -
Cassia obtusifolia (L) Ir.et Ba. + + + +
Papillioaceae
Phaseolus latiroides (L.) + + + +
Desmodium tortuosum (Sw.) Dc. + + + +
Tiliaceae
Corchorus olitorius L. + + - +
Corchorus tridens L. + + - +
Asteraceae
Blumea aurita (L.) Dc. + + - -
Chenopodiaceae
Chenopodium amaranticolor L. + + + +
Moraceae
Ficus exasperata Vahl - + - -
Amaranthaceae
Amaranthus spinosus L. + + + +
Euphorbiaceae
Phyllanthus amarus Sch. et Thon. + + - -
Solanaceae
Nicotiana benthamiana L. + + + +
Nicotiana tabacum L. + + + +

% la présence (+) ou l'absence (-) des symptdmes ont été notées trois semaines
aprées inoculation. L'absence de symptomes a été confirmée dans chaque cas par la
non détection du CABMV par le test immunoenzymatique ELISA.
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Tableau 11: La réactivité de sérotypes du CABMV chez sept variétés de niébé en
comparaison avec le témoin sensible Gorom local

Variétés de niébé Réactivité des sérotypes @

I Il [ A%

Gorom local 6 (10/10) 6 (13/13) 6 (11/11) 6 (14/14)
Kananado 6 (13/13) 6 (11/13) 6 (12/13) 6 (14/14)
524B 7 (13/13) 7 (13/13) 7 (5/15) 7 (4/14)
IT83S-2049 11 (15/15) 11 (12/12) 11 (14/14) 11 (13/13)
IT93K-452-1 15 (13/13) 15 (12/13 15 (15/15 15 (13/13)
IT91K-93-10 15 (14/14) 15 (12/12) 15 (13/13) 15 (14/14)
IT93K-509-16 15 (14/14) 15 (12/12) 15 (13/13) 15 (14/14)
TVU11426 16 (13/13) 16 (16/16) 16 (14/14) 16 (13/13)

?les nombres dans le tableau indiquent les délais d'apparition des symptdmes avec
les incidences (nombre de plants infectés/nombre de plants inoculés) entre
parenthéses. Les taux d'infection des plants ont été évalués trois semaines apres

inoculation

2.4. Discussion

Trés peu d'études ont été consacrées a la caractérisation de la variabilité
sérologique du CABMV. En effet, les investigations dans ce domaine ont sans doute
été freinées par l'existence d'une forte parenté sérologique entre plusieurs potyvirus
(Koenig, 1988; Matthews, 1991). Ce handicap a été surmonté avec la disponibilité
des anticorps monoclonaux dont l'utilisation a permis d'identifier les sérotypes Il et llI
du CABMYV lors des premiers travaux réalisés a partir de quelques isolats du virus
(Huguenot et al., 1996). Au cours de ce travail, les variants sérologiques ont été
recherchés a partir d'un grand nombre d’isolats, ce qui a conduit a l'identification de
deux autres variants, les sérotypes | et IV. Le sérotype | avait été identifié dans
quelques pays d'Afrique de I'Ouest comme le Ghana, le Nigéria et le Togo. Par
contre, le sérotype IV précédemment rapporté seulement au Maroc, en Zambie et en
Afrique du Sud est identifié pour la premiére fois en Afrique de I'Ouest. Bien qu'il soit
capable d'infecter le niébé, il n‘a été mis en évidence que chez le voandzou avec une
proportion trés faible. Malgré le nombre relativement important et la diversité
d'origine géographique des isolats du CABMV analysés, les sérotypes V et VI du

virus n'‘ont pas pu étre identifiés. Ces deux sérotypes ont particulierement été
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rapportés en Afrique australe ou le sérotype V semble confiné (Huguenot et al.,
1996). La prépondérance du sérotype Il et sa large distribution géographique au
Burkina Faso refletent sans doute la situation en Afrique de I'Ouest. En effet, c'est le
sérotype le plus fréequemment rapporté dans cette sous-région.

La coexistence de plusieurs sérotypes du CABMV dans le pays laissait
présager de cas d'infections mixtes. Hormis le sérotype IV, tres rare, des co-
infections impliquant tous les autres sérotypes ont été mises en évidence aussi bien
chez le niébé que chez le voandzou. Chez plusieurs virus d'animaux ou de plantes,
il a été montré que l'infection d'un héte par un premier variant peut conférer a I'hote
une immunité contre les autres souches suivant un processus dit de protection
croisée (Yamaya et al., 1988; Rezende et al., 1992; Daddario-Dicaprio et al., 2006).
La présence d'infections mixtes entre variants sérologiques du CABMV suggére une
absence de protection croisée entre ces variants. Dans ce cas, tous les variants sont
capables d'infecter [I'h6te simultanément avec souvent des effets nuisibles
complémentaires (Matthews, 1991).

Bien que la mosaique soit un élément commun d'expression des symptémes,
les symptémes induits par les isolats du CABMV ont été d'une grande diversité.
Comme chez la plupart des virus de plante, les déterminants moléculaires de cette
diversité symptomatologique ne sont pas encore connus. Il ressort clairement que les
déterminants impliqués sont distincts de ceux responsables de la variation
sérologique du virus. En effet, aucune relation de correspondance n'a pu étre mise
en évidence entre les divers sérotypes identifiées chez le CABMV et le type de
symptomes induits.

La diversité pathogénique du CABMV s'est partiellement reflétée dans les
réactions de variétés de niebé identifiees comme résistantes. L'induction de
symptbmes atténués par les divers sérotypes du CABMV chez l'ensemble des
variétés de niébé conforte le statut de variétés résistantes au virus méme si les taux
d'infection ont été tres élevés. Néanmoins, la précocité des symptdmes chez les
variétés kananado et 524B a été similaire au cas du témoin sensible Gorom local, ce
qui suggere une plus grande sensibilité chez ces variétés.

A linstar de diversité de symptémes, les résultats des interactions entre
sérotypes du CABMV et plusieurs plantes hétes suggerent des relations plutdt
spécialisées pour chaque couple isolat viral — espéce de plante hote. Ainsi, des

isolats de différents sérotypes ont pu infecter une gamme variée d'hétes appartenant
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a plusieurs familles trés distinctes. A l'inverse, différents sérotypes ont été incapables
d'infecter Cassia occidentalis rapportée comme héte (Bashir et al., 2002). Cela
indigue que parallelement a sa tres large gamme d'hétes, le CABMV présente
€également une grande variabilité pathogénique. Par ailleurs, une interaction trés
spécifigue a été mise en évidence entre le sérotype Il et Ficus exasperata, non
sensible aux autres sérotypes. Cette plante apparait donc comme une espéce
spécifique différentielle pour l'isolement du sérotype Il.

L'utilisation de la sérologie et des tests biologiques d'interactions virus-hétes
ont permis de montrer que le CABMV présente une grande variabilité. Si les tests
biologiques sont toujours incontournables, les tests sérologiques ont montré
plusieurs limites. En effet, ils dépendent principalement de la disponibilité d'anticorps
monoclonaux capables de discriminer les différents déterminants antigéniques du
virus. Or, le développement de tels anticorps est assez fastidieux et les Mabs
produits ne couvrent pas toujours toute la variabilité sérologique. Par ailleurs,
I'absence fréquente de relation entre variabilités sérologique et pathogénique comme
cela a été mis en évidence pour le CABMV limite la portée de lidentification des
Sérotypes viraux.

Au cours de ces dernieres années, les progrés en biologie moléculaire
(amplification par RT-PCR et séquencage partiel ou total du génome viral) ont ouvert
de nouvelles voies a I'exploration de la variabilitt du CABMV (Gillaspie et al., 2001;
Mlotshwa et al., 2002, Nascimento et al., 2004, 2006). L'application de telles
techniques a I'étude des variants du CABMV identifiés au cours de cette étude
permettra d'affiner la caractérisation de la biodiversité du virus. Leur association aux
tests biologiques devrait également élucider plusieurs aspects de la pathogénicité
des isolats du CABMV (Nicaise et al., 2003; Moury et al., 2004).

2.5. Conclusion partielle de cette partie
Les résultats obtenus au cours de cette partie du travail apportent de
précieuses informations. A la lumiere de ces informations les principales conclusions
que I'on peut tirer sont les suivantes :
- La maladie de la mosaique du niébé est présente dans toutes les zones agro
écologiques du Burkina. Elle a été observée principalement sur du niébé,

souvent sur du voandzou et quelque fois sur certaines especes sauvages.
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- Deux principaux groupes de variétés de niébé ont pu étre distinguées sur la

base du taux de transmission du virus par les graines :

. Le groupe des variétés a fort pouvoir de transmission du virus par les graines

ou la proportion des graines contaminées peut atteindre 40%.

. Le groupe des variétés a faible pouvoir de transmission du virus par les

graines ou la proportion des graines contaminées peut atteindre 2%.

L'aptitude des variétés a transmettre le virus aux graines ne semble pas liée a
leur sensibilité a linfection. Cela suggére que les deux caractéres sont
gouverneés par deux genes différents.

Les variants sérologiques |, I, Il et IV du CABMV ont été identifiés dans
plusieurs régions du pays. Les sérotypes | et IV du CABMV sont rapportés
pour la premiére fois au Burkina Faso. Le sérotype Il a été identifié comme le
plus important par sa prévalence et sa distribution géographique.

L'étude de la pathogénicité des variants du CABMV a permis de distinguer
trois pathogroupes chez la variété Gorom local. Il s’agit de mosaique avec
déformation foliaire, de mosaique sans déformation foliaire et de mosaique
fine.

La transmission du virus par les graines contaminées de niébé est sans doute
a l'origine du maintien et de la dissémination de la maladie en paysan milieu a

travers les échanges ou I'acquisition des semences de niébé.
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Chapitre 1 : ROle des graines et des pucerons dans la propagation du CABMV

1.1. Introduction
La propagation de la maladie au champ résulte d'interactions multiples entre

les sources d'inoculum, l'agent pathogéne et les moyens de sa dissémination, en
l'occurrence les populations de vecteurs. Les sources d'inoculum du CABMV sont
constituées par les plantes hotes sauvages du virus et par les graines contaminées
provenant de plants infectés par le virus. Malgré le grand nombre de plantes hotes
du virus (Bashir et al., 2002), le r6le des plantes sauvages dans la dissémination
primaire ou secondaire du CABMV est peu connu. Comme la plupart des virus a
transmission verticale, les graines contaminées par le virus pourraient assurer
I'essentiel de la source d'inoculum pour la primo-infection (Johansen et al., 1994). La
propagation secondaire de l'infection a partir des premiers plants malades se ferait
ensuite a partir des pucerons vecteurs. En fonction des proportions de graines
contaminées par le virus dans les lots de semences, lincidence de la maladie
pourrait étre ainsi fortement affectée (Ryder, 1973; Dinant et Lot, 1992).

Les interactions entre les variants du CABMV et la transmission du virus par
pucerons n'‘ont pas encore été étudiées. Cependant, la grande distribution
géographique des principaux variants du CABMV suggeére que les différents variants
sont transmis avec efficacité par les pucerons vecteurs. La propagation de la
mosaique du niébé transmise par pucerons serait alors peu influencée par la
variabilité du virus.

La propagation du CABMV au champ entre plants malades et plants sains est
assurée par les populations de pucerons. Plusieurs espéces de pucerons sont
impligués mais le virus semble étre transmis de facon efficiente par chacune d'entre
elle (Roberts et al., 1993). Ainsi, des taux de transmission variant entre 64% et 71%
ont été rapportés pour Aphis craccivora et A. gossypii (Bashir et Hampton, 1994). En
raison de la reproduction facile des pucerons, plusieurs individus peuvent étre
impligués dans la transmission du virus a un méme plant, ce qui augmenterait alors
les taux de succes.

Les travaux présentés dans ce chapitre ont pour objectif de déterminer le réle
de la contamination des semences de niébé par le CABMV dans le développement
des épidémies de mosaique du niébé transmise par pucerons. La connaissance de
ce parameétre épidémiologique est indispensable pour la mise au point d'une
stratégie de lutte intégrée contre le CABMV.
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1.2. Matériel et méthodes

1.2.1. Larecherche des graines contaminées par le CABMV

La recherche de graines contaminées a été faite par la méthode de Konaté et
Néya, 1996 qui est une méthode non destructive Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Le test a été comme conduit par Clark et Adams, 1977 en apportant
de légeres modifications a la composition des tampons et en modifiant Iégérement
les temps d’incubation. Ainsi, un fragment de 60mg environ a été prélevé au scalpel
sur chaque graine du co6té opposé a I'embryon sans affecter celui-ci et broyé dans
150ul de tampon d’extraction puis testé en ELISA. Un échantillon est considéré
comme positif lorsque sa densité optique a 405nm est trois fois supérieure a celle
obtenue avec l'extrait du témoin sain. Ainsi, les graines dont les fragments ont
répondu positivement au test ont été réunies (220 graines) pour un test. Pour chaque
parcelle élémentaire il faut 750 gaines au total. Par une régle de trois, une
combinaison a été faite avec des semences indemnes de virus pour obtenir les taux
de contamination voulus. Exemple: Pour avoir un taux de contamination de 5% on
fait 750/100 x 5 = 37,5 soit 38 gaines malades qu'on ajoute aux 712 graines
indemnes de virus =750 graines. Les graines saines sont récoltées exclusivement
sur des plants sains. Ainsi, il faut 1 faut une graine malade pour avoir un taux de 0O,
05% ; 2 graines pour 0,25% ; 4 graines pour 0,5% ; 8 graines pour un taux de 1% et

38 graines pour un taux de 5%.

1.2.2. L’étude expérimentale de stimulation des épidémies en station

En station (Kamboinsé), de 2001 a 2004, des lots de semences contaminés
par le CABMV a 0%, 0,05%, 0,25% et 0,5% ont été constitués pour les variétés de
niebé KVX30-309-6G, KVX414-22-72, Gorom local et Moussa local. D’autres lots de
graines contaminées a 0%, 0,25%, 1% et 5% ont également été constitués pour
guatre autres variétés: KVX61-1, KVX396-4-5-2D, KN1 et TVX3236.

Pour chaque niveau de contamination, les graines ont été semées sur une
parcelle de 200 m2 qui a préalablement été labourée puis billonnée aprés épandage
d’engrais coton (NPK 14 : 23 : 14) a la dose de 100kg/ha en trois répétitions soit 96
parcelles élémentaires. Pour chaque répétition, les parcelles sont rangées dans le

sens croissant du taux de contamination initiale. La densité était d'une graine par
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poquet a raison de 0,20 m entre poquets et 0,80 m entre billons. Aucun traitement
insecticide n’a été appliqué pendant la période d’observation.
1.2.3. Les parameétres observés au cours de I'étude

Tous les plants ont été comptés a la germination dans toutes les parcelles
élémentaires une semaine apres semis. Les plantules malades issues des graines
contaminées ont été comptées 10 Jours aprés semis. Les plants malades ont été
dénombrés toutes les semaines a compter du dixieme jour aprés semis jusqu’a 59
jours. La population des pucerons a été évaluée sur chaque parcelle et par plant 30

jours apres semis selon I'échelle de Jackai et Singh, (1988) graduée de 0 a 5.
1.2.4. Les analyses statistiques

Les différences entre les incidences (taux d’infection) et I'évaluation des
pucerons ont été testées en utilisant le test Z lorsqu’il s’agissait de comparer deux
proportions ou le test du chi-carré (y2) lorsqu'’il s'agissait de plus de deux proportions
(Stanton, 1996 ; Zar, 1999). Toutes les analyses statistiques ont été realisées a I'aide
du logiciel STATISTICA version 6.0/2002.

1.3. Les résultats
1.3.1. L’évaluation de la population des pucerons 30 jours aprés le semis
L'évaluation des populations de pucerons dans les parcelles ensemencées
avec les lots de graines correspondants aux différents niveaux de contamination a
permis d'obtenir les résultats consignés dans le tableau 12. Les notes indiquant les
niveaux de populations de pucerons ont varié entre 2 et 4. L'analyse de variance du
nombre moyen de pucerons en 2001 a montré des niveaux de populations similaires
dans les parcelles ensemencées avec les variétés de niébé a forte capacité de
transmission du CABMV par les graines (F = 1,21; P = 0,35), 2002 (F= 0,2; P =
0,894), 2003 (F = 1,43; P = 2,85), et 2004 (F= 1,20 et P = 0,352). De méme,
aucune différence de niveaux de populations de pucerons n'a été mise en évidence
pour les variétés du deuxieme groupe respectivement en 2001 (F = 2,81; P = 0,085),
2002 (F =1,84; P =0,193), 2003 (F = 0,85; P = 0,495) et 2004 (F = 1,30; P = 0,321).
Par ailleurs, les niveaux de pullulations de pucerons dans les parcelles
ensemenceées avec les deux groupes de variétés ont été semblables quel que soit

I'année. Les notes 2 et 4 traduisent une assez importante pullulation d’insectes.
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1.3.2. L’effet du taux de contamination des semences sur l'incidence de la
maladie 31 et 59 jours apres le semis.

Les résultats de I'évaluation de I'incidence de la maladie a 31 jours apreés le
semis (JAS) chez les variétés a forte capacité de transmission du virus par graine
sont illustrés par la figure 15 A. On remarque qu’ en 2001, l'incidence de la maladie a
31 jours apreés le semis (JAS) a été en général supérieure a 60% chez ces variétés et
gu'au cours des années 2002 et 2003, l'incidence de la maladie a 31 JAS a été
inférieure a 10% chez toutes les variétés a fort pouvoir de transmission du virus par
les graines. Pour l'année 2004, lincidence de la maladie a 31 JAS a été
généralement supérieure a 50% chez les variétés a fort pouvoir de transmission du
virus par les graines excepté le cas de la variété Moussa local. L'analyse de
variance n'a pas montré de différence significative entre les divers taux initiaux de
contamination des semences (F = 0,23; P=0,874).

Les résultats de I'évaluation de l'incidence de la maladie a 31 jours aprés le
semis (JAS) chez les quatre variétés a faible pouvoir de transmission du virus par les
graines sont regroupés a la figure 15 B. On note que le taux de plants malades est
resté en dessous de 15% méme avec des taux initiaux de contamination de
semences de 5%. Les difféerences observées au niveau des incidences
correspondant aux taux de contamination de 0-1% n'ont pas été significatives. Par
contre, le semis de graines contaminées a 5% a conduit a une incidence
significativement supérieure (F= 6,46; P<0,03) a celles issues de l'utilisation des
autres lots de graines contaminées.

De méme, les résultats des caractéristiques d'infection a 59 JAS chez les
variétés ayant une forte aptitude de transmission du virus a la graine sont
représentés par la figure 16 A. On voit que les incidences ont fortement augmenté
dans tous les cas atteignant 95% a 100% en 2001 et en 2004. En 2002, les
incidences ont atteint 80% contre 40% en 2003. Aucune différence n'a pu étre mise
en évidence entre les incidences correspondant aux divers taux de contamination.
Les résultats obtenus chez les variétés a faible aptitude de transmission du virus par
les semences a 59 JAS sont résumeés par la figure 16 B. On remarque que les
incidences ont atteint 49% en 2001 en en 2004. Ces incidences ont atteint 28% en
2002 contre 17% en 2003. Si aucune différence n'a pu étre observée quelque soit le

taux initial de contamination des semences.
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Figure 15. Incidence du CABMV a 31 jours aprés le semis dans les parcelles

ensemencées avec des lots de graines a différents niveaux de contamination par

le CABMV pour les variétés de niébé a forte aptitude (A) et a faible aptitude (B)
de transmission du virus par graines
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L'analyse de variance n'a pas montré de différence significative entre les divers taux
initiaux de contamination des semences (F = 4,23; P=0,74). Chez les quatre variétés
a faible pouvoir de transmission du virus par les graines, le taux de plants malades
est resté en dessous de 9% méme lorsque les semences étaient contaminées a 5%.
Cependant, lincidence dans les parcelles ensemencées avec des semences
contaminées a 5% a été significativement supérieure aux cas des autres parcelles
(F=9,89; P=0,02).

1.3.3. L’étude de I’évolution de lI'incidence de la maladie dans les parcelles

1.3.3.1. Cinétique de propagation du CABMYV a partir de chaque taux initial
de contamination des semences chez les variétés a fort pouvoir de

transmission du virus par graines

Les résultats de l'étude de propagation du CABMV a partir de semences
indemnes de virus chez les variétés a fort pouvoir de transmission du virus par les
graines sont représentés par la Figure 17 A. On retient que la propagation de la
maladie a été tres rapide conduisant dans certains cas a des taux d’infection proches
de 100% entre 45 et 52 apres semis. Ce type de propagation rapide de la maladie a
été particulierement observé en 2001 et 2004. Des propagations beaucoup plus
limitées ont été obtenues en 2002 et 2003 au cours desquelles l'incidence de la
maladie a 38 JAS est restée inférieure a 30% et 10%, respectivement. Méme a 59
JAS, les incidences maximales ont été de 80% pour 2002 et de 20% pour 2003.

L'évolution de l'incidence du CABMV dans les parcelles ensemencées avec
des lots de graines indemnes de virus a été caractérisée par des variations
importantes entre années et entre variétés de niébé

Les résultats des incidences obtenus a partir de semences contaminées a
0,05% sont représentés par la figure 17 B. On constate que les incidences
enregistrées en 2001 et 2004 ont atteint 100% a 45 jours JAS. En 2002 et 2003, les
infections secondaires ont pratiguement commencé 31 jours apres les semis.
Cependant, malgré le début tardif d'une propagation active de la maladie, l'incidence
a atteint 70% en 2002 contre 30% en 2003 a la maturité (59 JAS).

La figure 18 A a regroupé les résultats des incidences issues des semences

contaminées a 0,25%. On retient que les incidences a 31 jours aprés semis ont été
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Figure 17. Propagation de la mosaique du niébé transmise par pucerons de 2001 a
2004 a partir de semences indemnes de virus (A) et de semences
contaminées a 0,05% (B) chez les quatre variétés a fort pouvoir de

transmission du virus par graines.
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supérieures a 60% en 2001 et 2004 a l'exception du cas de la variété Moussa local.
Les incidences de 100% ont été atteintes a 38 JAS, plus précocement en
comparaison avec les cas d'utilisation de semences indemnes de virus (45-52 JAS)
ou contaminées seulement a 0,05% (45 JAS).

En fin, l'utilisation des semences contaminées a 0,5% a conduit aux résultats
représentés par la figure 18 A et B. On voit que pendant les années 2001 et 2004,
les plants ont été infectés en totalité entre 38 JAS et 45 JAS. En 2002 et 2003 les
incidences maximales ont varié de 55 a 90% (2002) et 30 a 40% (2003) selon les
variétés. Les infections secondaires tres précoces particulierement en 2001 et 2004
ont été observées. En effet, a 17 JAS, l'incidence de la maladie dépassait six a trente
fois les taux d'infection issus des graines contaminées. Or en 2002 et 2003,
l'infection n'a commencé a se propager de facon rapide qu'a partir de 31 JAS.

Les valeurs de l'aire sous les courbes de progression de la maladie ou Area
Under Disease Progress Curve (AUDPC) sont présentées dans le tableau 13. On
note que la progression de la maladie a été particulierement plus forte en 2001
(AUDPC = 3014,13) et en 2004 (AUDPC = 2887,24) et aucune différence
significative n'a été observée entre ces deux années (P=0,225). Comparativement a
ces deux années, le développement de la maladie a été plus faible (P<0,001) en
2002 (AUDPC =1067,61) et en 2003 (AUDPC =464,42). Par ailleurs, une différence
trées hautement significative (P=0, 00011) a été observée entre 2002 et 2003), le
développement de la maladie ayant été tres réduit en 2003. L'analyse de variance a
révélé que le développement de la maladie a été pratiquement le méme chez toutes
les variétés (F=0,137 ; dI=3 ; P=0,94). De méme aucune différence significative n’a
pu étre mise en évidence entre les différents taux de contamination des semences
guant a leur effet sur la propagation de la maladie (F=0,192 ; dI=3; P=0,90). Par
contre, le développement de la maladie a trés significativement varié d’'une année a
I'autre (F=309,67 ; dI=3 ; P<0,001).
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Figure 18. Propagation de la mosaique du niébé transmise par pucerons de 2001 a
2004 & partir de semences contaminées a 0,25% (A) et 0,5% (B) chez les quatre

variétés a fort pouvoir de transmission du virus par graines.
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Tableau 13: Valeurs de l'aire sous la courbe de progression de la maladie (AUDPC)

chez les quatre variétés a fort pouvoir de transmission du virus par graine

Taux de Année Variétés de niébé
contamination Gorom
des semences local KVX414-22-72 KVX30-309-6G Moussa local
2001 324226 3106,25]| 2975,49 hi 2618,14 e
2002 890,37c 1351,56Db 702,14 d 1090,04 d
0% 2003 264,18a 265,51 a 318,19a 262,78 a
2004 2567,25gh 2766,75 gh 2622,48 gh 2368,31 f
2001 3341,14) 3093,13] 3275,52 hi 2192,44 e
2002 836,82c 1164,63 Db 776,16 d 1167,50 d
0,05% 2003 346,85a 327,53a 329,32a 542,75a
2004 3018,37gh 2845,89 gh 2893,38 gh 2581,43 gh
2001 3516,59) 3187,07| 3195,61 hi 2459,43 e
2002 879,17c 142751b 824,01d 1356,50 d
0,25% 2003 431,24a 430,96 a 453,22 a 664,34 a
2004 3164,12gh 2896,50 gh 3106,29 gh 2722,37¢
2001 3414,64) 3006,50] 3247,06 hi 235491 f
2002 1067,78c 1241,94b 789,32d 1516,31d
0,5% 2003 772,91a 646,17a 665,28 a 709,52 a
2004  3322,48gh 3227,91 gh 3372,95 gh 2719,36 gh

‘Les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes

(P=0,05) selon le test de comparaison multiple de Newman-Keuls.
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1.3.3.2. Cinétique de propagation du CABMYV a partir de chaque taux initial
de contamination des semences chez les variétés a faible pouvoir

de transmission du virus par graines

La propagation de la maladie chez les variétés a faible pouvoir de
transmission du virus par les graines a partir de semences non contaminées est
illustrée a la figure 19 A. Les plus fortes incidences de la maladie observées en fin de
culture (59 JAS) ont été d’environ 20%, indiquant ainsi que l'infection a été faible
chez les variétés de ce groupe. Chez la variété TVX3236 en particulier, les
incidences ont été toutes inférieures a 5% quelle que soit 'année.

Les résultats obtenus avec des semences contaminées par le virus a 0,25%
sont illustrés par la figure 19 B. On constate que les incidences maximales atteintes
a 59 JAS ont varié entre 10% et 40%. Dans la plupart des cas, seule la variété
TVX3236 a été la moins affectée par la maladie. L'effet moindre de la maladie sur
cette variété en comparaison avec les autres variétés a été surtout visible au cours
des années 2001 et 2004.

Les caractéristiques de propagation de la maladie a partir de semences
contaminées a 1% ou 5% ont été quasiment similaires (Figure 19 A et B). Les plus
fortes propagations de la maladie ont été enregistrées en 2001 et 2004. Au cours de
ces deux années, les incidences maximales atteintes ont été comprises entre 40% et
50% alors qu'elles ont été toutes inférieures a 40% en 2002 et 2003. Par ailleurs, les
infections secondaires sont généralement survenues de fagcon marquée a partir de
17 JAS en 2001 et 2004.

Les valeurs de I'aire sous les courbes de progression de la maladie (AUDPC)
sont présentées dans le tableau 14. Les valeurs moyennes de 'AUDPC obtenues a
partir des différents taux de contamination ont été les suivantes : 143,19 pour le
taux de 0%, 216, 18 pour 0,25%, 360,24 pour 1% et 712,95 pour le taux de 5%. A
I'exception des taux de 0% et 0,25% qui ont conduit a des développements similaires
de la maladie (P=0,302), tous les autres taux ont été a l'origine de progressions
significativement différentes de la maladie. L'effet de I'année ainsi que celui du taux
de contamination de semences déja perceptibles a travers l'observation des
cinétiques de progression de la maladie ont été mis en évidence a l'aide du calcul
des valeurs de 'AUDPC. En effet, I'analyse de ces valeurs a montré que le

développement de la maladie a trés significativement varié en fonction des années
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Figure 19. Propagation de la mosaique du niébé transmise par pucerons de 2001 a
2004 a partir de semences indemnes de virus (A) et de semences
contaminées a 0,25% (B) chez les quatre variétés a faible pouvoir de
transmission du virus par graines.
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Figure 20 : Propagation de la mosaique du niébé transmise par pucerons de 2001 a
2004 a partir de semences contaminées a 1% (A) et 5% (B) chez les

quatre variétés a faible pouvoir de transmission du virus par graines.
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Tableau 14: Valeurs de l'aire sous la courbe de progression de la maladie (AUDPC)
chez les variétés a faible pouvoir de transmission du virus par graine

Taux de contamination

Variétés de niébé

des
semences Année KVX61-1 KN1 TVX3236 KVX396-4-5-2D
2001 276,61 bc” 322,07 cde 26,22 a 360,01 cde
2002 95,76 a 87,78 a 28,00 a 58,36 a
0% 2003 24,92 a 16,56 a 16,17 a 65,135 a
2004 233,94 bc 349,93 cde 42,00 a 287,63 bc
2001 287,11 bc 654,82 e 54,39 a 488,78 de
2002 181,62 b 132,51 b 120,23 b 84,49 a
0,25% 2003 72,98 a 37,24 a 38,40 a 72,07 a
2004 325,05 cde 474,88de 51,73 a 382,59 cde
2001 275,45 bc 823,66 f 200,62 bc 674,63 e
2002 457,35 de 458,40 de 166,46 b 372,44 cde
1% 2003 76,44 a 137,46 b 72,10 a 221,31 bc
2004 343,32cde 671,48¢€ 155,51 b 657,23 e
2001 634,48 e 1068,20 f  672,21e 821,70 f
2002 810,60 f 810,67 f 706,86 f 717,22 f
5% 2003 517,72 e 492,28 de 331,70 cde 457,03 de
2004 588,28 e 1062,71f 785,89 f 930,97 f

‘Les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes

(P=0,05) selon le test de comparaison multiple de Newman-Keuls.
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(F=4,49 ; dl = 3; P=0,0066). En particulier, la progression de la maladie a été trés
faible en 2003 (AUDPC = 165,55) comparé au cas de 2001 (AUDPC = 477,52), 2002
(AUDPC = 330,54) et 2004 (AUDPC = 458,94). Le taux de contamination des
semences a tres fortement influencé le développement de la maladie (F=26,09,
di=3 ; P<0,0001).

L'analyse de la relation entre le taux de contamination des semences et
I'incidence de la maladie correspondant a permis d'obtenir les résultats consignés
dans le tableau 15. On remarque que chez les variétés a fort pouvoir de transmission
du CABMV par les graines, les corrélations entre les deux facteurs ont été
significatives pour les variétés Gorom local et KVX414-22-72. Cela indiqgue que
l'utilisation de semences contaminées favorise le développement de la maladie.
Chez les variétés KVX30-309-6G et Moussa local aucune relation significative et taux
de contamination des semences par le virus et l'incidence la maladie n'a été mise en
evidence.

Pour les variétés a faible pouvoir de transmission du CABMV par graines, les
coefficients de corrélations ont tous été significatifs. L'effet du taux de contamination

des semences a été le plus significatif chez les variétés TVX3236 et KVX 61-1.
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Tableau 15. Corrélations entre le taux de contamination des semences par le
CABMV et lI'incidence moyenne de la maladie de 2001 a 2004.

Variété de niébé r p

Gorom local 0,97 0,033*
KVX414-22-72 0,99 0,015*
KVX30-309-6G 0,9 0,101 (ns)
Moussa local 0,85 0,15 (ns)
KVX61-1 0,998 0,001 ***
KN1 0,96 0,036*
TVX3236 0,99 0,00001***
KVX396-4-5-2D 0,986 0,014*

®Probabilité associée au coefficient de corrélation r ; ns: non significatif, * :

significatif; ** : hautement significatif; *** : trés hautement significatif
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3.4. Discussion

La résistance aux pucerons a été signalée chez différentes variétés de niébé
a I'exemple de TVu 801, TVu 3000, et TVu 36 ou de feve a cheval (Vicia faba)
(Nkansah-Poku et Hodgson, 1995 ; Laamari et al., 2008). La résistance observée a
été attribuée au type antibiose au cours duquel les plantes empéchent le
développement de l'insecte et en réduisent ainsi les populations. Au cours de cette
étude, I'observation de populations similaires de pucerons chez I'ensemble des
variétés de niébé suggere que ces variétés ne sont pas résistantes aux aphides.

L'évaluation des populations de pucerons a 30 JAS a montré des niveaux
élevés de pullulation. Hormis les dégats directs sur les plants, ce niveau important de
pullulation peut étre a [lorigine d’épidémies causées par le CABMV. Les
recommandations courantes de protection phytosanitaire du niébé préconisent des
traitements insecticides a 35 JAS (Ouedraogo et al., 2008). Au regard des niveaux
de populations de pucerons déja atteints a 30 JAS, ce délai apparait trop tardif. 1l est
donc nécessaire d’effectuer les traitements insecticides de facon plus précoce afin de
maintenir les populations d’insectes a un niveau bas. Par ailleurs les fortes
pullulations de pucerons sur les plants de niébé sur I'ensemble de la période d’étude
indiquent que les populations de vecteurs constituent un facteur permanent de risque
d’épidémie de mosaique du niébé transmise par pucerons.

Le niveau élevé de pullulation des pucerons vecteurs s'est reflété sur
I'incidence de la maladie de la mosaique du niébé évalué a 31 JAS. Des incidences
élevées ont ainsi été obtenues en 2001 et 2004 chez les variétés de niébé a fort
pouvoir de transmission du CABMV par graines. Cela traduit I'importance des
transmissions secondaires en raison du fait que les taux d’infection primaires (taux
de contamination des graines au semis) ne dépassaient pas 0,5%. En réalité, le virus
ayant un temps d’incubation de 10 a 14 jours dans les plants de niébé (Kitajima et
al., 2008), les populations de pucerons étaient déja importantes trois semaines aprées
le semis pour assurer des épidémies a 31 JAS. En somme, l'importance des
épidémies a 31 JAS confirme la nécessité d’appliquer des mesures de contrdle avant
cette date afin de limiter la propagation de la maladie.

Les courbes de progression des maladies ont été considérées par certains
auteurs comme étant des signatures pour les épidémies (Campbell et Madden,

1990). L’analyse de telles courbes a permis de comprendre les caractéristiques
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epidémiologiques de nombreuses maladies chez I'homme, les animaux et les plantes
(Van der Planck, 1963 ; Zaddock et Schein, 1979). Deux principaux modéles de
progression des maladies ont été décrits en relation avec les cycles d'infection: le
modéle monocyclique et le modeéle polycyclique. Dans le modéle monocyclique, la
maladie résulte d’'un seul cycle d’infection (Zaddock et Schein, 1979). Au cours
d’'une méme saison, la maladie se développe seulement a partir d’'un inoculum
primaire. A linverse, le modele polycyclique impliqgue un développement de la
maladie cycle aprés cycle. L'inoculum produit a la fin d’un cycle est réutilisé pour le
développement de la maladie au cours du cycle suivant. Ainsi, la progression de la
maladie au cours de la saison est souvent beaucoup plus importante a cause de la
production d’'inoculum secondaire.

L’allure sigmoide (forme en S) des courbes de progression de la mosaique du
niébé transmise par pucerons indique la nature polycyclique de la maladie. En effet,
les premieres infections résultent des transmissions du CABMV a partir d’'inoculum
primaire constitué essentiellement des semences contaminées. Les plants infectés
issues de ces infections sont utilisés comme source d’inoculum secondaire pour la
propagation de la maladie. L'importance du développement de la maladie dépend
alors de plusieurs parametres dont la quantité d’inoculum disponible, des populations
et de l'activité du vecteur, etc.

L’implication de plusieurs paramétres dans le développement des maladies
particulierement de celles de type polycyclique rend difficile la quantification des
infections. La détermination de l'aire sous la courbe de progression de la maladie
(AUDPC) (Shaner et Finney, 1977) a permis d’obtenir un important descripteur
permettant de résumer la courbe de progression. Ce descripteur prend en compte la
variation dans le temps de l'installation de la maladie, du taux d’accroissement de la
maladie, de l'incidence finale (Campbell et Madden, 1990). Il permet aussi de faire
des comparaisons quantitatives des épidémies. Au regard de son importance en
épidémiologie, plusieurs travaux récents ont été conduits afin de simplifier son calcul
(Jeger et Viljanen-Rollinson, 2001 ; Mukherjee et al.,, 2009). Ainsi, le calcul de
'TAUDPC peut se faire a partir seulement de deux couples de données incidence-
temps, ce qui est moins fastidieux et permet un gain considérable de temps.

L'utilisation de 'AUDPC a permis de comparer les effets du taux de
contamination des semences et de I'année de culture sur le développement de la

mosaique du niébé transmise par pucerons. L'importance des épidémies causees
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par le CABMV a été variable en fonction des années. Ainsi, 2001 et 2004 ont été des
années de fortes infections tandis qu’a l'inverse, les infections ont été relativement
faibles en 2002 et 2003. Ce caractere erratique des épidémies de mosaique du
niébé transmise par pucerons a aussi été rapporté dans plusieurs cas d’infections a
virus chez les plantes (Efron et al., 1989 ; Matthews, 1991), les animaux (Bicout et
Artois, 2005) ou 'homme (Beveridge, 1991 ; Ferrari et al., 2008). Il apparait alors
difficile d’appliquer certaines mesures de lutte prophylactiques si les épidémies ne
sont pas prévisibles. Pour certaines maladies d'importance économique ou de santé
publiqgue, des modeles épidémiologiques ont été élaborés (Watson et al., 1975).
Lorsqu’ils sont fiables, ces modeles constituent des outils précieux de décision pour
la gestion des maladies. Leur élaboration est cependant fastidieuse car la fiabilité
des modéles nécessite la collecte de données épidémiologiques sur de nombreuses
années.

Indépendamment des variations entre années, |'utilisation de deux groupes de
variétés de niébé (variétés a fort pouvoir et variétés a faible pouvoir de transmission
du CABMV par les graines) a eu un effet trées marqué sur l'incidence de la maladie.
Les taux d'infection chez les variétés du premier groupe ont toujours été largement
Supérieurs aux cas des variétés du second groupe méme lorsque chez ces dernieres
les proportions de graines contaminées utilisées comme semences étaient dix fois
plus élevées. Certains auteurs ont montré que la forte ou faible capacité des espéces
de plantes a transmettre les virus par les graines ne permet pas nécessairement de
juger de l'importance épidémiologique de la transmissibilité des virus par graine
(Johansen et al., 1994). Une faible transmission de virus par graine peut étre
compensée par une efficiente transmission par vecteur et conduire a des épidémies
dévastatrices (Dinant et Lot, 1992). A linverse de ces auteurs, nos résultats
indiquent I'existence d’'une certaine corrélation entre la capacité des variétés de
niébé a transmettre le virus par les semences et les risques de survenue d’épidémies
importantes.

Du fait que les variétés de niébé a faible pouvoir de transmission du CABMV
par les graines aient été trouvées sensibles a l'inoculation mécanique du virus
(Tignégré, 2002), leur comportement pourrait s’expliquer par une résistance a la
transmission du CABMV par les pucerons au champ. Bien qu'apparemment rare, ce
type de résistance a été identifié chez certaines variétés de niébé (Ladipo et Allen,
1979 ; Cissé et al., 1997).
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En définitive, les résultats acquis dans ce chapitre indiquent que la présence
de graines contaminées par le CABMV dans les lots de semences peut étre a
I'origine de fortes épidémies notamment chez les variétés de niébé a fort pouvoir de
transmission du virus par les graines. L'utilisation de semences indemnes de virus ou
peu contaminées est alors un parametre important dans le controle des épidémies de
la mosaique du niébé transmise par pucerons. L'usage de semences de bonne
gualité phytosanitaire a été I'une des plus anciennes méthodes de lutte contre les
virus de plantes (Grogan et al., 1952 ; Zink et al., 1956). Si cette technique culturale
est précieuse pour la lutte contre le CABMV, elle présente cependant des limites
dans certains cas. En effet au cours des années de tres fortes épidémies comme
2001 et 2004, l'utilisation de semences indemnes de virus n'a pas suffi & maintenir
les taux d’infection a un niveau bas (figure 13). L’adjonction d’autres paramétres
comme le choix des semences a faible capacité de transmission du virus par les
graines a été d'un apport tres hautement significatif dans la gestion de la maladie.
Cependant, méme avec ces variétés, des taux d’infection non négligeables (environ
20%) ont été obtenus. Cela indique la nécessité de prendre en compte des
parametres additionnels agissant sur le développement des épidémies de mosaique

du niébé transmise par pucerons.
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Chapitre 2 : Effet des zones agro écologiques sur la propagation du CABMV

2.1. Introduction

Les résultats du chapitre précédent ont indiqué que le développement des
épidémies de mosaique du niébé causé par le CABMV résultait de I'action de
plusieurs parameétres. Parmi ces parametres, la qualité phytosanitaire des semences
et la variété de niébé tiennent une place importante, respectivement comme source
d’'inoculum primaire et facteur favorisant ou freinant la propagation de la maladie.
Cependant, ils ne permettent pas a eux seuls de comprendre de fagon satisfaisante
comment les épidémies se développent. L'implication d’autres facteurs agissant sur
le cours des épidémies a été évoquée.

Le niébé est largement cultivé dans toutes les régions du Burkina Faso. Or, le
pays présente des conditions environnementales contrastées selon un axe nord-sud.
Ces conditions sont ainsi a l'origine de trois principales zones agro écologiques: la
zone sahélienne au nord (pluviométrie annuelle de moins de 600 mm), la zone
soudanienne centre (600 a 900 mm de pluies par an) et la zone nord guinéenne au
sud (plus de 1100 mm de pluies par an). L'existence de ces zones a une grande
influence sur les systemes de production du niébé. Ainsi, pour un groupe de variétés
a cycles comparables, les cultures doivent étre mis en place d'autant plus tot que la
pluviométrie est faible (Ouédraogo et al., 2008).

Comme pour les conditions de culture du niébé, les contrastes agro
écologiques peuvent aussi avoir une influence notable sur le développement des
maladies virales gqu'elles soient d'origine animales (Bhattacharya et al., 2005; Verma
et al., 2008) ou végétales (Atiri et al., 2000; Konaté et Traoré, 1992). En effet, la
pluviométrie, la température et les vents ont été signalés comme les trois principaux
facteurs climatiques agissant sur le cours des épidémies virales a travers leurs effets
a différents niveaux (Atiri et al., 2000) : le déclenchement des maladies, le niveau de
population, l'activité et la migration des vecteurs, I'état de développement des
cultures et la disponibilité des sources d'inoculum sauvages. Dans le cas particulier
du virus de la mosaique du soja (SMV), un virus proche du CABMV, Irwin et
Ruesink (1986) ont montré que les conditions climatiques ont une action
déterminante sur l'importance des populations de pucerons ainsi que les

caractéristiques de vols des insectes et en définitive, sur la dissémination du SMV.
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L'objectif principal des travaux résumés dans ce chapitre était d'étudier
I'influence des zones agro écologiques sur le développement de la mosaique du
niébé causée par le CABMV. L'incidence et les caractéristiques de propagation de la
maladie ont été déterminées dans chacune des trois zones agro écologiques du
Burkina Faso en tenant compte de l'effet variétal observé au chapitre 3. Ainsi, une
variété de niébé a forte aptitude de transmission du CABMV par les graines et une
variété a faible aptitude ont été utilisées en combinaison avec différents taux de
contamination des semences. La connaissance des caractéristiques
épidémiologiques plus affinées en relation avec les zones agro écologiques
devraient permettre la mise en place de meilleurs moyens de lutte contre la

mosaique du niébé causée par le CABMV.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Etude du développement des épidémies a Somnawaye, Sapouy (zone
soudanienne) et Niangoloko (zone nord guinéenne)

La recherche des graines contaminées a été décrite par la méthode décrite
plus haut a la page 75 du chapitre précédant.

Deux variétés de niébé ont été choisies pour I'expérimentation pendant trois
ans 2002 a 2004: Gorom local représentant le groupe des variétés sensibles
(Tignégré, 2000 ; Néya, 2002) avec quatre niveaux de contamination des semences
(0% ; 0,05% ; 0,25% et 0,5%) et Kvx61-1 représentant celui des variétés tolérantes
ou résistantes (Tignégré, 2000 ; Néya, 2002) avec quatre niveaux de contamination
(0% ; 0,25% ; 1 et 5%).

Chaque niveau est semeé sur une parcelle de 200m2 labourée puis billonnée
aprés épandage d’engrais coton (NPK 14 : 23: 14) a la dose de 100kg/ha en trois
répétitions soit 24 par zone. Les parcelles sont isolées les unes des autres d’au
moins 50m. La densité était d’une graine par poquet a raison de 0,20 m entre
poquets et 0,80 m entre billons. Aucun traitement insecticide n'a été appliqué
pendant la période d’observation.

2.2.2. Les paramétres observeés au cours de I'étude
Le nombre de plants par parcelle élémentaire est compté a la germination.

Les plantules malades issues des graines contaminées ont été comptées 10 Jours
apres semis. Les plants malades ont été dénombrés toutes les semaines a compter

du dixieme jour apres semis jusqu’a 59 jours. La population des pucerons a été
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évaluée sur chaque parcelle et par plant 30 jours aprés semis selon I'échelle de
Jackai et Singh, (1988) graduée de 0 a 5.

2.2.3. Les analyses statistiques

Les différences entre les incidences (taux d’infection) et I'évaluation des
pucerons ont été testées en utilisant le test Z lorsqu’il s’agissait de comparer deux
proportions ou le test du chi-carré (y?) lorsqu’il s’agissait de plus de deux proportions
(Stanton, 1996 ; Zar, 1999). Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide
du logiciel STATISTICA version 6.0/2002.

2.3. Les résultats

2.3.1. L’évaluation de la population des pucerons 30 jours apres le semis

Les résultats de I'évaluation des populations de pucerons vecteurs dans les
différentes localités sont regroupés dans les tableaux 16 et 17. Ces résultats
montrent que lI'ensemble des trois années d'expérimentation a été marqué par des
pullulations de pucerons assez importantes. En effet, les notes de comptage ont été
en général de 3 et 4 (20 a 500 insectes par plant de niébé). L'analyse de variance a
montré que les pullulations de pucerons dans les parcelles de Gorom local ont été
plus ou moins fortes selon les localités (F= 10,95; P= 0,0003). En particulier les
populations de vecteurs ont été plus fortes a Niangoloko par rapport a Somnawaye
(P= 0, 005) et Sapouy (P= 0,006). Par contre des niveaux similaires de pullulations
ont été enregistrés a Somnawaye et Sapouy (P= 0,70). Par ailleurs l'analyse de
variance a également mis en évidence un effet année. Il ressort ainsi que les
populations d'insectes dans les parcelles de Gorom local ont été significativement
plus importantes en 2004 (F= 0,007). Aucune différence significative n'a été
observée entre les années 2002 et 2003.

Comme dans les parcelles de Gorom local, les populations de pucerons sur
les plants de KVX 61-1 ont été significativement plus importantes a Niangoloko (P<
0,001) par rapport aux deux autres localités. Par contre, aucun effet temporel n'a été
mis en évidence, ce qui indique des niveaux de populations similaires dans les

parcelles de KVX 61-1 au cours des trois années d'expérimentation.
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Tableau 16 : Evaluation des populations de pucerons sur les plants de Gorom local,
30 jours apres le semis dans les différentes localités

Localités Taux de contamination des graines au semis (%)
2002 2003 2004
0O 005 025 05 0 005 025 05 0 005 025 05
Somnawaye 3% 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sapouy 3 2 2 2 3 3 2 3 3 4 3 4
Niangoloko 4 3 3 3 3 4 4 3 4 4 4 4

®le nombre de pucerons a été estimé en utilisant I'échelle suivante: 0= pas de pucerons; 1=1
a 4 pucerons/plant de niébé; 2= 5 a 20 pucerons/plant; 3= 21 a 100 pucerons/plant; 4=101 a

500 pucerons/plant et 5= plus de 500 pucerons/plant

Tableau 17 : Evaluation des populations de pucerons sur les plants de KVX 61-1, 30

jours apres le semis dans les différentes localités

Localités Taux de contamination des graines au semis (%)
2002 2003 2004
0 025 1 5 0 025 1 5 0 025 1 5
Somnawaye 3% 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sapouy 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4
Niangoloko 4 4 4 3 3 3 4 4 4 4 4 4

®le nombre de pucerons a été estimé en utilisant I'échelle suivante: 0= pas de pucerons; 1=1
a 4 pucerons/plant de niébé; 2= 5 & 20 pucerons/plant; 3= 21 & 100 pucerons/plant; 4=101 a

500 pucerons/plant et 5= plus de 500 pucerons/plant

99



Chapitre 2 : Effet des zones agro écologiques sur la propagation du CABMV

2.3.2. L’'incidence du CABMV a 31 et 59 jours apreés le semis selon les taux

de contamination initiale des semences

Les résultats de I'évaluation de l'incidence du CABMV chez la variété de niébé
Gorom local dans les trois localités représentant les zones agro climatiques du pays
sont illustrés a la figure 21. Il ressort que les niveaux d'infection ont été toujours plus
élevés a Niangoloko (41,8% et 92,7%, respectivement a 31 JAS et 59 JAS) et a
Sapouy (28,3% et 73,1%) par rapport a la localité de Somnawaye (19,3% et 59,1%).
L'analyse de variance a révélé qu'en moyenne, lincidence du CABMV a
significativement varié en fonction des localités aussi bien a 31 JAS (F=3,91; ddI = 2;
P=0,032) qu'a 59 JAS (F=4,65; ddl = 2; P=0,0183). Par contre, les différences
d'incidence entre Sapouy et Niangoloko n'ont pas été significatives a 31 JAS (P =
0,133) et a 59 JAS (P=0, 071).

En plus de l'effet de la localité, I'analyse des résultats a aussi montré que
I'incidence du CABMV a 31 JAS a significativement varié d'une année a l'autre (F=
5,74; ddI= 2; P= 0,0084). Ainsi, I'incidence moyenne du CABMV en 2004 (60,9%) a
été largement supérieure a celles de 2002 et de 2003 (P<0,001). Par contre, aucune
différence significative n'a été observée (P= 0,54) entre les incidences moyennes en
2002 (15,8%) et 2003 (12,6%). Cette influence de l'année a aussi été mis en
évidence a 59 JAS (F= 5,65; ddl= 2; P= 0,0091). A cette date, les plus fortes
incidences moyennes ont été enregistrées en 2004 (85,2%) et 2002 (83,7%) alors
qu'une incidence nettement inférieure (56%; P<0,03) a été obtenue en 2003.

Les résultats de I'évaluation des incidences chez la variété KVX61-1, sont
illustrés par la figure 22. On constate qu'a 31 JAS, l'incidence moyenne a Niangoloko
(8,3%) a été supérieure aux incidences obtenues a Sapouy (P = 0,009) et a
Somnawaye (P = 0,016). Par ailleurs l'incidence moyenne a Sapouy (4,8%) a
eégalement été plus élevée (P = 0,02) que celle de Somnawaye (2,7%). A 59 JAS,
I'incidence a Niangoloko a atteint 36,6%, un niveau significativement plus élevé (P =
0,002) que celui atteint a Sapouy (15%) ou a Somnawaye (11,19%).

Ces incidences ont été largement inférieures a celles obtenues chez Gorom
local. Par contre, comme observé chez Gorom local, elles ont significativement varié
d'une localité a l'autre (F= 11,1; ddl = 2; P<0,01) ou d'une année a l'autre (F=4,99;
ddl = 2; P=0,013) (Figure 22).

L'influence des années sur les variations de l'incidence du CABMV a été
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Figure 21 : Incidence du CABMV chez la variété de niebé Gorom local dans trois
localités a 31 jours apres le semis (A) et 59 jours apres le semis (B). L'incidence a
été évaluée pendant trois ans dans des parcelles ensemencées avec des graines
indemnes de virus (0%) ou contaminées a différents niveaux (0,05%, 0,25% et
0,5%).
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Figure 22 : Incidence du CABMV chez la variété de niébé KVX 61-1 dans trois
localités a 31 jours apres le semis (A) et 59 jours apres le semis (B). L'incidence a
été évaluée pendant trois ans dans des parcelles ensemencées avec des graines
indemnes de virus (0%) ou contaminées a différents niveaux (0,05%, 0,25% et
0,5%).
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moins marquée chez KVX61-1, les différences interannuelles n'ayant été
significatives qu'a la date d'observation de 59 JAS (F = 4,99; ddl = 2; P = 0,013). En
particulier, les incidences moyennes de 22,8% et 29,1% respectivement en 2002 et
2004 ont été largement supérieures a celle de 2003 (10,9%).

Les résultats de I'évaluation des incidences selon le taux de contamination
initiale des semences sont regroupés dans le tableau 18. On retient que I'utilisation
de différents taux de contamination des semences par le CABMV a aussi eu un effet
marqué sur les niveaux d'infection chez chacune des deux variétés de niébé. En
effet, chez la variété KVX61-1, [lincidence du CABMV a augmenté
proportionnellement au taux initial de contamination des semences par le virus dans
toutes les localités. Chez la variété Gorom local, des corrélations moins fortes mais
significatives ont été mises en évidence entre les deux parameétres. Cependant,
I'effet du taux de contamination des semences sur l'incidence a été compléetement
masqué par les niveaux d'infection élevés a 59 JAS pour la localité Niangoloko. Dans

ce cas, les incidences ont été pour la plupart proches de 100%.

Tableau 18: Corrélations entre le taux de contamination des semences et
I'incidence moyenne du CABMV dans les différentes localités a 31 et 59

jours apres le semis

Taux contamination Date d'observation

des semences 31 jours aprés semis 59 jours aprés semis
Somnawaye Sapouy Niangoloko Somnawaye Sapouy Niangoloko

KVX 61-1

0% 0,57 1,89 3,97 5,33 8,89 26,59

0,25% 1,42 3,32 4,76 8,25 12,63 34,07

1% 1,72 4,22 7,13 10,61 14,63 34,83

5% 7,03 9,72 17,22 20,57 23,82 50,81

ré 0,995 0,991 0,999 0,985 0,973 0,965

PP 0,005**  0,009** 0,0007*** 0,015* 0,027  0,035*

Gorom local

0% 12 19,48 28,39 45,74 62,86 93,11

0,05% 17,65 22,22 38,74 52,24 68,82 85,48

0,25% 18,71 28,83 46,23 59,34 72,08 93,11

0,5% 28,79 42,5 53,83 78,94 88,73 99,22

r# 0,95 0,994 0,941 0,987 0,97 0,76

PP 0,05* 0,006** 0,05* 0,013* 0,03* 0,22 (ns)

4coefficient de corrélation r
Porobabilité associée a r : * significatif (seuil de 5%), ** hautement significatif (seuil de

1%), *** trés hautement significatif (seuil de 01%), ns non significatif
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2.3.3. La propagation de la mosaique du niébé causé par le CABMV

2.3.3.1. Chez lavariéeté Gorom local

Les résultats de I'évaluation des cinétiques de propagation de la mosaique du
niébé dans les trois localités a partir de semences saines ou contaminées a
différents taux (0,05%, 0,25% et 0,5%) sont illustrés a la figure 23. Il ressort que
guelque soit le taux initial de contamination des semences et I'année, la vitesse de
propagation est tres rapide a Niangoloko rapide a Sapouy et modéré a Somnawaye.

L'analyse de variance des valeurs de AUDPC (aire sous la courbe de
progression de la maladie) a indiqué des différences non significatives entre taux de
contamination de semences (F=0,7 ; dl=3 ; P=0,6). Par contre, elle a montré que le
développement de la maladie n’a pas été similaire dans les localités, ni au cours des
annees. En effet, la comparaison des valeurs de 'AUDPC (tableau 19) a révélé que
les différences entre localités sont tres hautement significatives (F=26,94 ; dl = 2 ;
P<0,0001). La progression de la maladie a été trés importante & Niangoloko (AUDPC
= 2469,6), largement au dela des situations observées a Sapouy (AUDPC = 1670 ;
P=0,0002) et a Somnawaye (AUDPC = 1323,3; P=0,00013). Par ailleurs, un
développement plus important de la maladie a été observé a Sapouy en
comparaison avec Somnawaye (P=0,04).

Des différences tres hautement significatives ont aussi été observées entre
années dans le développement de la maladie indépendamment des taux de
contamination des semences (F=76,61; dl = 2 ; P<0,0001). La comparaison des
valeurs moyennes de 'AUDPC a montré que la progression de la maladie a été
significativement plus importante en 2004 (AUDPC=2923,67) par rapport a 2002
(AUDPC=1625,5; P=0,00014) et a 2003 (AUDPC=913,7; P=0,00013). La
comparaison des valeurs de 'AUDPC en 2002 et 2003 a indiqué que le

développement de la maladie a été tres peu important en 2003 (P=0,0003).

2.3.3.2. Chez la variété KVX 61-1
Les résultats de I'évaluation des cinétiques de propagation de la mosaique du
niébé dans les trois localités a partir de semences saines ou contaminées a
différents taux (0,25%, 1% et 5%) sont illustrés a la figure 24. On se rend compte
que contrairement a la variété Gorom local, le développement de la maladie a été

influencé par le taux de contamination des semences. Le tableau 20 regroupe les
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Tableau 19: Valeurs AUDPC (aire sous la courbe de progression de la maladie)

chez Gorom local

Taux de contamination Année Localités

des semences Somnawaye Sapouy Niangoloko

0% 2002 274 1136 2749
2003 279 325 1590

2004 2465 2642 3230

0,05% 2002 623 1323 2402
2003 340 556 1126

2004 2465 2478 2965

0,25% 2002 617 1348 2609
2003 427 613 1161

2004 2968 3216 3391

0,50% 2002 1651 2120 2654
2003 757 1426 2364

2004 3013 2857 3394

Tableau 20 : Valeurs AUDPC (aire sous la courbe de progression de la maladie) chez
KVX61-1

Taux de contamination Année Localités

des semences Somnawaye Sapouy Niangoloko

0% 2002 48 168 712
2003 25 126 200
2004 177 214 820
0,25% 2002 62 247 575
2003 63 164 253
2004 317 443 703
1% 2002 103 286 935
2003 68 167 276
2004 327 463 702

5% 2002 397 416 1553
2003 444 643 736

2004 519 834 1250
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résultats de I'analyse de variance des valeurs AUDPC. Il ont ainsi montré un effet
tres hautement significatif du taux de contamination des semences (F=8,96 ; dI=3;
P=0,0004). Les valeurs moyennes de 'AUDPC ont été respectivement de 754,53
pour le taux de contamination de semences de 5%, 369,6 (taux de 1%), 313,94 (taux
0,25%) et 276,66 pour les semences indemnes de virus. La comparaison de ces
valeurs a montré que la plus forte progression de la maladie a été obtenue avec le
taux de 5% (P=0,017). L’'analyse de régression entre les valeurs de I'AUDPC et le
taux de contamination des semences a mis en évidence une trés forte corrélation
entre les parametres (r = 0,99).

L’'analyse des valeurs de 'AUDPC a aussi montré que la progression de la
maladie a varié d’'une localité a l'autre (F=14,2 ; dl =2 ; P=0,00006). Ainsi la maladie
a été significativement plus importante a Niangoloko (AUDPC = 726,02) qu’a Sapouy
(AUDPC =347,49 ; P=0,0009) et Somnawaye (AUDPC =212,84; P=0,0002). Par
contre, le développement de la maladie a été similaire a Sapouy et a Somnawaye
(P=0,19).

L’effet année sur la progression de la maladie observé dans le cas de Gorom
local a aussi été observé pour KVX61-1 (F=4,65; dI=2; P=0,02). Les valeurs de
'AUDPC pour les trois années ont été de 458,55 pour 2002, 263,54 pour 2003 et
563,96 pour 2004. Ainsi, la progression de la maladie a été significativement plus
forte en 2004 par rapport a 2003 (P=0,015). Cependant, aucune différence

significative n’a pu étre mise en évidence entre 2002 et 2004 (P=0,3).

2.4. Discussion
L'épidémiologie des maladies virales de plantes est marquée par quatre

principaux parametres : l'agent pathogéne, la plante hote, I'environnement et le
temps (Browning et al., 1977). Parmi ces parameétres, I'environnement joue un role
de tres grande importance. En effet, il se compose de plusieurs facteurs capables
d’influer sur le cours des épidémies. Il s’agit par exemple des conditions de sol,
d'exposition des plants et des conditions climatiques faisant intervenir la
température, les précipitations, le rayonnement, la vitesse et la direction des vents,
etc. (Rotem, 1978). Pour les virus transmis par vecteur, les conditions climatiques
sont des facteurs prépondérants pour l'abondance et les fluctuations des
populations. Au cours des travaux présentés dans ce chapitre, I'évaluation des

populations de pucerons vecteurs du CABMV a mis en évidence une plus grande
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pullulation de pucerons a Niangoloko dans la zone nord guinéenne. Plusieurs
facteurs environnementaux (précipitations, température, saison etc.) ont été signalés
comme ayant une influence sur la dynamique des populations de pucerons (Alonso-
Prados et al., 2003 ; Estay et al., 2008). Selon Aheer et al., 2007, les précipitations
constituent le facteur ayant le plus prépondérant réle. L’'observation de populations
plus fortes de pucerons a Niangoloko confirme ce résultat.

L'effet de la localité sur 'abondance des populations a été observé au cours
des trois années d’expérimentation, confirmant ainsi la pertinence de conditions
environnementales dans 'augmentation des populations de pucerons vecteurs. Par
ailleurs, l'influence de la localité sur le développement des insectes a été observée
aussi bien chez la variété Gorom local que chez KVX61-1. Les fortes pullulations de
populations de pucerons vecteurs indépendamment de la variété de niébé ou de
'année indiquent que les épidémies de mosaique du niébé sont a redouter si
d’autres facteurs épidémiologiques sont favorables. Il est nécessaire d’appliquer ou
de développer des moyens de gestion des populations de pucerons pour les
maintenir & des niveaux suffisamment bas afin de minimiser leur effet sur le
développement des épidémies.

Les taux d'infection du niébé par le CABMV a 31 et 59 JAS ont varié en
fonction des zones agro écologiques. En effet, en dépit de variations annuelles,
'incidence de la maladie a été trouvée plus forte a Niangoloko (zone nord
guinéenne) qu’'a Sapouy et Somnawaye (zone soudanienne). Les niveaux d’infection
enregistrés dans les différentes zones refletent en partie I'effet des populations de
pucerons vecteurs qui ont été souvent plus importantes a Niangoloko. Néanmoins
dans certains cas, aucune relation n’a été trouvée entre les deux parameétres. Ainsi,
des incidences significativement différentes ont été enregistrées dans les champs de
KVX61-1 a Sapouy et Somnawaye alors que des niveaux similaires de populations
de pucerons ont été observés dans les deux localités. De méme, malgré une plus
forte pullulation de pucerons a Niangoloko, l'incidence de la maladie dans cette
localité a été similaire au cas de Sapouy aussi bien a 31 JAS qu’'a 59 JAS. Ces
résultats indiquent que d’autres parametres interviennent également pour moduler
I'effet des populations du vecteur sur les niveaux d’infections. L'un des ces facteurs
pourrait étre la composition des populations du vecteur (Irwin et Goodman, 1981). En
effet, plusieurs espéces de pucerons sont capables de transmettre le CABMV mais

elles difféerent quant a leur aptitude génétique a transmettre le virus (Bashir et al.,
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2002). Aphis craccivora est la principale espece signalée comme étant impliquée
dans la propagation de la mosaique du niébé au Burkina Faso (Dabiré, 1990) mais le
rble d’autres espéces reste a déterminer.

Les effets localité, année et taux de contamination des semences mis en
évidence lors des évaluations de l'incidence de la maladie a 31 et 59 JAS ont été
confirmés par I'analyse des courbes de progression de la maladie sur 'ensemble de
la période de culture. En effet, le développement de la maladie a significativement
été plus important a Niangoloko et les épidémies ont été moins fortes en passant a la
localité de Sapouy puis a celle de Somnawaye. Cet effet de la localité sur le
développement des épidémies est sans doute le reflet de I'influence des conditions
climatiques qui prévalent dans ces localités. Cependant, l'effet individuel des
principaux facteurs climatiques dans chacune des localités n'a pas été étudié au
cours de ces travaux. La détermination du rble des principaux facteurs climatiques
en y associant d’autres parametres relatifs au vecteur et au taux de contamination
des semences pourrait permettre de batir des modeles mathématiques (Watson et
al., 1975 ; Traoré, 1993). Si ces modéles sont validées, elles permettent de mieux
appréhender les interactions entre les différents parametres épidémiques et de
mettre sur pied des méthodes de gestion de la maladie sous la forme d’intervention
sur seuil (Watson et al., 1975.

L'effet du taux de contamination des semences sur le développement des
épidémies a été particulierement manifeste avec la variété de niébé KVX61-1. Des
corrélations positives montrant que le niveau des épidémies a varié
proportionnellement au taux de contamination des semences ont ainsi été mises en
évidence. Pour la variété Gorom local, de telles corrélations n'ont été obtenues
gu’'avec l'incidence a 31 JAS et les taux d’infection dans les localités de Sapouy et
Somnawaye ou les conditions de développement de la maladie étaient moins
favorables. Dans les conditions favorables comme celles ayant prévalu a
Niangoloko, la relation incidence de la maladie taux de contamination des semences
a été complétement brouillée. Ces résultats suggerent que la contamination des
semences par le CABMV joue certes un rbéle important dans la propagation de la
maladie de la mosaique du niébé mais gu’elle n'est pas toujours déterminante a elle
seule.

Les caractéristigues de la dissémination du CABMV dans les champs

ensemenceés les uns avec Gorom local et les autres avec KVX61-1 montrent que la
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combinaison variété x taux de contamination des semences peut permettre de
maintenir les d’infections a un niveau bas. Cependant, méme [utilisation de
semences indemne de virus chez la variété KVX61-1 ayant présenté les plus faibles
épidémies a conduit a des niveaux d’infection relativement importants notamment a
Niangoloko (figure 24). Dans la perspective d’'une intensification de la culture du
niébé sur I'ensemble du pays, il est indispensable d’adjoindre d’autres moyens de
lutte contre le CABMV au choix variétal et a [lutilisation de semences peu
contaminées. Du fait que le virus soit disséminé par les pucerons, le contrdle des
populations du vecteur pourrait étre un moyen supplémentaire de choix (Jackai et al.,

1985 ; Lepoive, 1989 ; Messianen et al.,1991 .
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Chapitre 3: Gestion intégrée du CABMV

3.1. Introduction

La lutte contre de nombreux agents phytopathogénes comme les bactéries,
les champignons, les nématodes, etc. bénéficie largement de ['utilisation de
pesticides adaptés. A l'inverse de ces groupes d'organismes, la lutte contre les virus
ne peut pas se faire par l'utilisation de substances de type "virucide" a cause du fait
gu'il s'agit d'agents pathogénes parasites intracellulaires obligatoires dépourvus
d'activités métaboliques propres (Rossel et Thottappilly , 1985).

La lutte contre les virus de plantes est ainsi réalisée de fagon indirecte par
I'intermédiaire de trois groupes de moyens ayant chacun une efficacité plus ou moins
bonne suivant les maladies. On distingue ainsi:

- Les moyens de lutte culturale dont le but principal est de limiter l'infection au champ
a travers la réduction de la quantité d'inoculum interne et externe. En pratique, il
s'agit de I'adoption de mesures comme ['utilisation de semences indemnes de virus,
le choix approprié de dates de semis ou de plantation, I'élimination des hotes
alternatifs des virus, I'éradication des plants malades au champ, etc. Pour étre
efficientes, ces mesures doivent souvent s'appuyer sur de bonnes connaissances de
I'épidémiologie des maladies (Thresh, 1982)

- La lutte génétique qui est basée sur l'utilisation de variétés résistantes ou
tolérantes. C'est le moyen le plus souhaitable a cause du fait qu'il est moins
contraignant pour le producteur et respectueux de l'environnement tout en étant
souvent trés efficace (Leung et al., 2003). Néanmoins, il est indispensable de
disposer de sources de résistances aux virus et la possibilité de transfert de ces
résistances dans les variétés désirées. Par ailleurs, une limite importante de la lutte
génétique est I'émergence de variants viraux capables de contourner les résistances
(MacDonald et Linde, 2002; Garcia-Arenal et MacDonald, 2003, Gomez et al., 2009).
- La lutte chimique par [l'utilisation de pesticides (insecticides, nématicides,
fongicides) lorsque la dissémination du virus se fait par vecteurs de fagon
prépondérante.

Les insecticides ont été les pesticides les plus utilisés pour limiter soit les
dégats directs causés par les nombreuses espéces d'insectes ravageurs de
végétaux, soit les dégats indirects causés par les virus transmis par insectes, ou

pour les deux objectifs a la fois. Par exemple, le cas des thrips qui font chuter les
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fleurs de niébé entrainant d'importantes pertes de rendement (Singh et Allen, 1979)
ou des mouches banches vecteurs des géminivirus causant d'importants dégats sur
les plantes maraichéres (Messiaen et al.,1991).

Dans le cas de la mosaique du niébé et des autres virus infectant cette plante,
la lutte chimique a été utilisée de facon limitée a cause de son succes seulement
partiel (Rossel et Thottappilly , 1985) mais aussi des problémes de toxicité pour
I'hnomme et I'environnement. La faible efficacité des traitements insecticides pour
lutter contre les maladies virales est trés courante dans le cas des virus transmis
selon le mode non persistant, a I'exemple du CABMV (Semal et Vanderveken, 1989
(Messiaen et al.,1991). En effet, au regard du caractere quasi instantané du
prélevement et de I'inoculation de ces virus, la plupart des traitements insecticides
s’averent inopérants ou accroissent méme l'extension des épidémies en perturbant
les pucerons vecteurs et en accentuant leurs mouvements de plante en plante.
Cependant, des insecticides de type pyréthrinoides, capables de créer un effet de
choc par contact se sont réveélés efficaces dans la lutte contre ce type de virus. C’est
le cas de la deltaméthrine (insecticide de contact) et du systoate ou du diméthoate
(insecticides systémiques) pour autant que les vecteurs n’aient pas acquis de
résistance vis a vis de ces substances.

En définitive, les limites des différentes méthodes de lutte contre les virus ont
conduit a l'adoption d'une approche intégrée faisant intervenir deux ou plusieurs
méthodes (Anonyme, 2006, Shirshikar, 2008). Bien que cette approche ait été
recommandée dans la protection du niébé contre les maladies virales (Rossel et
Thottappilly, 1985), peu de travaux ont été conduits pour en définir les conditions de
mise en ceuvre.

Dans les chapitres précédents, deux facteurs importants du développement
des épidémies de mosaique du niébé ont été la variété de niébé et la qualité
sanitaire des semences. Les recommandations sur le régime de traitements
chimiques pour la protection du niébé suggerent deux applications d'insecticides dont
la premiére doit intervenir 35 jours apres semis (Ouédraogo et al.,(2008). Ce régime
de protection chimique du niébé a été mis au point pour lutter particulierement contre
les dégats directs causés par les insectes. Au cours des travaux décrits dans le
présent chapitre, les parameétres "gentoype de niébé" et "qualité sanitaire des
semences” ont été associés a la lutte chimique contre les pucerons afin de

rechercher un meilleur niveau de gestion de la maladie.
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3.2. Matériel et méthodes
3.2.1. L’étude du traitement insecticide sur I’évolution du CABMV

La recherche des graines contaminées a été décrite par la méthode décrite
plus haut a la page 75 du chapitre précédant.

Pendant trois années consécutives (2002-2004), des lots de semences
contaminés par le CABMV a 0%, 0,05%, 0,25% et 0,5% ont été constitués pour les
varietés de niébé KVX30-309-6G, KVX414-22-72, Gorom local et Moussa local.
D’autres lots de graines contaminées a 0%, 0,25%, 1% et 5% ont également été
constitués pour quatre autres variétés: KVX61-1, KVX396-4-5-2D, KN1 et TVX3236.

Pour chaque niveau de contamination, les graines ont été semées sur une
parcelle de 200 m2 qui a préalablement été labourée puis billonnée apres épandage
d’engrais coton a la dose de 100kg/ha en quatre répétitions soit 128 parcelles
élémentaires. Deux répétitions serviront de témoins non traité. Pour chaque
répétition, les parcelles sont rangées dans le sens croissant du taux de
contamination. Les plants malades ont été dénombrés toutes les semaines a
compter du dixieme jour apres semis jusqu’a 59 jours. La population des pucerons a
éte évaluée sur chaque parcelle 30 jours apres semis. Un seul traitement de
mélange de deux insecticides (deltaméthrine et systhoate) a été appliqué 31 jours
aprés semis a la dose 2 ml par litre chacun sur deux répétitions. La deltaméthrine
dont le non commercial est le décis de formule C,,H19Bro,NO3 est un pyréthroide ou
produit de contact. Le systhoate ou diméthoate CsH;oNO3PS, est un organo
thiophosphate systémique dont la rémanence dure deux a trois semaines.

Site: Kamboinsé.

Les parametres observés et les analyses statistiques sont ceux décrits a la page 76.

3.3. Les résultats

3.3.1. L’effet du traitement insecticide sur la dissémination du CABMV chez les
variétés a fort pouvoir de transmission du virus par les graines

La propagation de la mosaique du niébé causée par le CABMV a été suivie

chez les variétés a forte capacité de transmission du virus par les graines (Gorom

local, KVX414-22-72, KVX30-309-6G et Moussa local), dans les parcelles traitées et

les parcelles non traitées. Les courbes de progression de la maladie dans les

parcelles ayant recu des semences indemnes de virus ou contaminées a différents

niveaux sont illustrées aux figures 25 et 26. On voit que le traitement insecticide
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effectué a 31 jours aprés semis a induit des effets plus ou moins marqués sur le
développement de la mosaique du niébé. Par ailleurs, la propagation de la maladie a
été sujette a d'importantes variations entre années et dans une moindre mesure
entre variétés de niébé ou entre taux de contamination des semences. En effet, au
cours des années 2002 et 2003, lincidence de la maladie est restée tres faible
jusqu'a 31 JAS puis les infections se sont produites de facon rapide. Malgré ce
développement rapide de la maladie, l'effet des traitements insecticides a été
clairement percu dans la plupart des cas. Les pentes des courbes de progression de
la maladie dans les parcelles non traitées ont été plus fortes que dans le cas des
parcelles traitées. En conséquence, le développement de la maladie a été moins
important dans les parcelles traitées.

L'effet des traitements insecticides sur la progression de la maladie a été
beaucoup plus percu au cours de I'année 2004 quelque soit le taux de contamination
des semences. Dans les parcelles non traitées, la progression de la maladie est
restée réguliere et les incidences ont pratiguement atteint 100% a partir de 52 JAS.
Par contre, dans les parcelles traitées, le développement de la maladie a été
fortement ralenti a partir de la semaine ayant suivi la date du traitement.

Les valeurs de l'aire sous les courbes de progression de la maladie (AUDPC)
représentant l'intensité de la mosaique du niébé dans les parcelles traitées et les
parcelles non traitées ont été calculées et consignées dans le Tableau 21. On retient
que la comparaison de ces valeurs a montré des différences tres hautement
significatives (P<0,001) de développement de la maladie dans les deux types de
parcelles. En particulier, I'effet du traitement insecticide dans les parcelles en 2004 a
conduit a une forte réduction des incidences dans toutes les parcelles quel que soit
le taux initial de contamination des semences. La réduction de la maladie suite au
traitement insecticide a été plus marquée lorsque les semences indemnes de virus
ou contaminées a 0,05% ont été utilisées. En 2002 et 2003, l'effet du traitement
insecticide a été significatif dans la plupart des cas. Cependant, dans quelques cas,
les différences entre parcelles traitées et parcelles non traitées ont été trés peu
marquées. Il s'agit principalement du cas de la variété de niébé KVX30-309-6G et

Gorom local traduisant ainsi les variations entre génotypes de niébé.

115



Chapitre 3: Gestion intégrée du CABMV

100

Gorom local

Kvx414-22-72
Kvx30-309-6G

ceme

Moussa local

Incidence du CABMV (%)

1017243138455259 1017243138455259 1017243138455259
2002 2003 2004

Dates d'observation (Jours aprés semis)

100
B

0 Gorom local

80 B Kvx414-22-72

S @® Kvx30-309-6G

= O Moussa local
m
<
@]
>
o
3
[
(]
©
[&]
£

1017243138455259 1017243138455259 1017243138455259
2002 2003 2004

Dates d'observation (Jours aprés semis)
Figure 25 : Propagation de la mosaique du niébé dans les parcelles ayant subi un
traitement insecticide (—) ou non (---) de 2002 a 2004. Les parcelles ont été
ensemenceées avec des graines de différentes variétés de niébé, indemnes de virus
(A) ou contaminées a 0,05% (B).
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Figure 26 : Propagation de la mosaique du niébé dans les parcelles ayant subi un
traitement insecticide (—) ou non (---) de 2002 a 2004. Les parcelles ont été
ensemencées avec des graines de différentes variétés de niébé, contaminées a
0,25% (A) ou 0,5% (B).
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3.3.2. L'effet du traitement insecticide sur la dissémination du CABMV

chez les variétés a faible pouvoir de transmission du virus par les graines

Les résultats de I'évaluation des incidences obtenues a partir de semences
indemnes et contaminées a 0,25% sont illustrés a la figure 27. On remarque que
I'incidence de la maladie est restée inférieure a 10% en 2002 et 2003. Méme en
2004, apparue comme l'année de plus forte épidémie, les taux d'infection maximums
ont été d'environ 20% en fin de culture. Par ailleurs, la propagation secondaire de la
maladie a été tardive (28 a 45 JAS) dans la plupart des cas. La propagation de la
mosaique du niébé causée par le CABMV a été faible chez les variétés a faible
capacité de transmission du virus par les graines. En particulier, avec les semences

indemnes de virus ou peu contaminées.

Les résultats de l'utilisation de semences contaminées par le CABMV a 1% et
5% sont illustrés par la figue 28. On retient que le développement de la maladie a
été plus important. Les incidences finales ont atteint 20% en 2002 et 2003 alors
gu'elles ont été proches de 60% en 2004. De plus, dans plusieurs cas, la
contamination secondaire dans les parcelles a commencé avant 31 JAS.

L'effet du traitement insecticide sur la propagation de la maladie n'est pas
clairement apparu dans les cas ou l'incidence de la maladie est reste faible. Il s'agit
des situations observées en 2002 et 2003 avec les semences peu ou pas
contaminées par le CABMV. Par contre en 2004, avec des semences contaminées a
1% et 5%, il a été possible de faire une distinction claire entre d'une part les courbes
de progression de la maladie dans les parcelles traitées et d'autre part, celles
obtenues a partir des résultats des parcelles non traités.

Les résultats de l'analyse des différences entre valeurs de I'AUDPC obtenues
respectivement dans les parcelles traitées et les parcelles non traitées regroupés
dans le tableau 22. lls ont permis de mieux mettre en évidence l'effet des traitements
insecticides. En raison de la faible propagation de la maladie intervenue en 2002 et
2003 dans les parcelles ensemencées avec des graines peu ou pas contaminées
(taux de 0% et de 0,25%), le traitement insecticide n'a pas eu d'effet significatif sur la
variation de l'incidence de la maladie. Par contre, des différences significatives ont
généralement été mises en évidence dans le cas ou des semences contaminées a
1% ou 5% ont été utilisées. Les plus grandes différences entre parcelles traitées et

parcelles non traitées ont été observées en 2004. Chez toutes les variétés de niébé
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Figure 27 : Propagation de la mosaique du niébé chez les variétés a faible capacité
de transmission du CABMV par les graines de 2002 a 2004. Les parcelles ont été
ensemenceées avec des graines indemnes de virus (A) ou contaminées a 0,25% (B)
et ont subi un traitement insecticide (—) ou non (---).

120



Chapitre 3: Gestion intégrée du CABMV

100
A
€ Kvx61-1
_ % R
< @® Tvx3236
=
m 60 O  Kkvx396-4-5-2D
(@)
5
©
® 40
c
(]
S
(&)
=

1017 24 31 38455259 1017 24 31 384552 59 1017 24 31 38455259
2002 2003 2004
Dates d'observation (Jours aprés semis)

100
B
€@ Kvx61-1
80 B <\
S ® T.x3236
>
= 60 O  Kkvx396-4-5-2D
<
(@]
3
o 40
(&)
5
o
o
£ 20 :
0 T T T T T T T T T '\ T T T T T T T T T T T T T T T
1017243138455259 1017243138455259 1017 24 31 38 45 52 59

2002 2003 2004
Dates d'observation (Jours aprés semis)

Figure 28 : Propagation de la mosaique du niébé chez les variétés a faible capacité
de transmission du CABMV par les graines de 2002 a 2004. Les parcelles ont été
ensemencées avec des graines contaminées par le virus a 1% (A) ou 5% (B) et ont
subi un traitement insecticide (—) ou non (---).
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a l'exception de TVX3236, les valeurs de 'AUDPC ont été trés significativement
inférieures dans les parcelles traitées en comparaison avec celles des parcelles non

traitées.

3.3.3. Le développement de la mosaique du niébé avant et aprés le
traitement insecticide

Afin de déterminer si le traitement insecticide a 31 JAS était approprié pour
une bonne gestion de la maladie, les valeurs de I'AUDPC traduisant l'intensité de la
maladie ont été calculées sur chacune des périodes d'avant et d'apres traitement.
Les valeurs ont été calculées en utilisant les données de l'incidence de la maladie en
2004 avec les taux de contamination des semences les plus élevés. En effet, les
résultats présentés dans les paragraphes précédents ont indiqué que le
développement de la maladie se faisait de facon plus importante avec I'utilisation
des taux les plus élevés de contamination des semences et pour I'année 2004.

Les valeurs de 'AUDPC ont été trés élevées (entre 40 et 60% de 'AUDPC
total) pour la période d'avant traitement chez les variétés de niébé a forte capacité de
transmission du CABMV par les graines, a l'exception de la variété Moussa local
(Figure 29A). En moyenne, chez ces variétés, 43,3% de lintensité totale de la
maladie est obtenue avant le traitement insecticide a 31 JAS. Cela traduit le fait
qgu'en général, le développement de la maladie chez les variétés de niébé a forte
capacité de transmission du CABMV par graines se fait de facon précoce.
Néanmoins, la plus grande partie de l'infection (56,5%) s'est produite apres le
traitement insecticide. L'intensité de la maladie a été beaucoup plus faible (entre
14% et 23%) chez les variétés de niébé a faible capacité de transmission du CABMV
par les graines (Figure 29B). Chez ces variétés, lintensité moyenne de la maladie
avant le traitement insecticide a été seulement de 18,3%, la plus grande partie des
infections (81,7%) ayant eu lieu aprés le traitement.
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Figure 29 : Intensité de la mosaique du niébé causé par le CABMV avant et aprés le
traitement insecticide chez les variétés de niébé a fort (A) et a faible (B) pouvoir de

transmission du virus par les graines
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3.4. Discussion

La lutte chimique contre les potyvirus est souvent considérée comme
inefficace méme si quelques substances chimiques ont été utilisées avec succes
(Bashir et al., 2002). Par exemple, Atiri et al., (1987) ont montré que l'utilisation de la
cypermethrine, une pyréthrinoide de synthese permettait de réduire I'acquisition et
I'inoculation du CABMV par les pucerons. A l'inverse, d'autres groupes d'insecticides
comme les carbamates et les organophosphates se sont avérés trés peu efficaces.
L'inefficacité de certaines substances réside dans le fait qu'ils n‘'ont pas une action
foudroyante sur linsecte. Dans ce cas, le traitement insecticide provoque au
contraire une certaine excitation chez l'insecte et multiplie ses mouvements. Du fait
de la transmission non persistante du CABMV et des autres potyvirus par les
pucerons, la multiplication des mouvements du vecteur résulte en une augmentation
de la contamination des plantes. En définitive, l'incidence de la maladie se trouve
accrue. L'association de la deltaméthrine appartenant a la classe des pryréthrinoides
et de diméthoate (organophosphate) au cours de ce travail, a permis de réduire
l'incidence de la maladie de facon significative dans la plupart des cas. L'efficacité de
I'association de ces deux substances résulte sans doute de la double action de
toxicité induite par chacun des deux insecticides. En effet, tandis que la
deltaméthrine agit rapidement sur les insectes par contact, le diméthoate protége les
plants de facon plus persistante a cause de sa rémanence (Anonyme, 1998).

L'association du traitement insecticide a l'utilisation de différents taux de
contamination des semences a permis d'obtenir un meilleur contréle de la maladie.
En particulier, pour les variétés a forte capacité de transmission du CABMV par
graine, l'utilisation de semences peu ou pas contaminés (0% et 0,05% de
contamination) a conduit & des infections nettement moindres par rapport aux cas
des semences plus fortement contaminées (0,25% et 0,5% de contamination). Des
résultats similaires ont été obtenus avec les variétés de niébé a faible capacité de
transmission du virus par graines. La diminution des infections pour les faibles taux
de contamination de semences peu s'expliquer par l'équation de Baker (1971)
donnant la relation entre la maladie, le potentiel d'inoculum et le potentiel de la
maladie: Maladie = potentiel d'inoculum x potentiel de la maladie
Dans cette équation, la variable contr6lée par [l'utilisation de différents taux de
contamination des semences est le potentiel d'inoculum. Lorsque ce potentiel est

faible (semences peu ou pas contaminées), le niveau de la maladie se trouve
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amoindri. La diminution du potentiel d'inoculum en particulier par I'éradication de
plants infectés a été utilisée avec succes dans la gestion de plusieurs maladies
virales de plantes (Thresh, 1988). Il s'agit ainsi d'une importante pratique culturale
pour lutter contre les maladies virales de plantes

Le deuxieme parametre de I'équation de Baker (1971) présentée ci-dessus est
la possibilité de développement de la maladie lorsque l'inoculum est disponible. Ce
parametre est directement affecté par le niveau de sensibilité des plantes sujettes a
l'infection. Les résultats présentés dans ce chapitre ont confirmé l'effet des variétés
de niébé dans le développement de la mosaique du niébé causée par le CABMV.
Ainsi, les infections sont beaucoup plus fréquentes chez les variétés a forte capacité
de transmission du virus par les semences. Le choix de la variété est donc un facteur
important dans la gestion de la maladie. Cette pratique basée sur l'utilisation de
génotypes de plantes peu sensibles est considérée comme la plus efficiente dans la
lutte contre les maladies virales du niébé et des plantes en général (Thresh, 1982,
Thottappilly et Rossel, 1985).

L'association des trois facteurs (traitement insecticide, qualité sanitaire des
semences et choix variétal) a montré que lintensité de la maladie peut étre
considérément réduite méme si les conditions environnementales sont favorables a
la survenue d'épidémies. En effet, la propagation de la maladie a été trés faible dans
les parcelles traitées chez les variétés a faible capacité de transmission du virus par
les graines lorsque les semences indemnes ou peu contaminées ont été utilisées
(tableau 22). Ces résultats confirment les conclusions de nombreux travaux indiquant
qgue la lutte intégrée notamment contre les maladies virales de plantes est d'une
efficacité plus grande que l'utilisation des moyens de lutte de facon isolée (Anonyme,
2006, Shirshikar, 2008).

Le traitement insecticide unique effectué a 31 JAS a montré une certaine
efficacité a réduire la propagation de la maladie. Cependant, chez les variétés a forte
capacité de transmission du virus par les graines, une fraction importante des
infections sont survenues avant 31 JAS. Cette date n'est donc pas appropriée pour
une bonne gestion de la maladie et devrait intervenir plus tét. D'un autre cété, plus
de 40% de la maladie est produite apres 31 JAS malgré le traitement insecticide. Ce
résultat traduit la nécessité d'un autre traitement afin de limiter la progression de la
maladie. Chez les variétés a faible capacité de transmission du CABMV par les

graines, la majorité des infections ont été observées aprés le traitement insecticide.
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Bien gu'un deuxieme traitement pourrait permettre de réduire lincidence de la
maladie, le niveau global de la maladie a été faible (environ 20%). Il est possible que
I'efficacité du seul traitement soit accrue si les pulvérisations avaient été faites a une
date antérieure. Au regard des préoccupations de toxicité pour I'homme et
I'environnement, les traitements chimiques ne devraient pas étre démultipliés. Dans
cette optique, un traitement a une date bien ciblée intervenant avant 31 JAS serait
approprié pour les variétés a faible capacité de transmission du virus par les graines.
Par contre, pour les autres variétés de niébé, il est nécessaire de procéder au moins

a deux traitements insecticides intervenant I'un avant et l'autre apres 31 JAS.
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Discussion générale

La compréhension des différentes composantes des maladies des plantes est
une étape indispensable a la mise en place de mesures de lutte appropriées et
durables. Les travaux réalisés dans ce mémoire avaient pour objectif principal
d'obtenir une meilleure compréhension de la maladie de la mosaique du niébé
causée par le Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) ou virus de la mosaique
du niébé transmis par pucerons dans le cas du Burkina Faso. Etant situé au coeur de
la zone sahélienne, le pays a des caractéristigues agro-climatiques similaires a
plusieurs autres pays. Aussi, les résultats acquis au cours de ce travail peuvent dans
une certaine mesure s'appliquer a d'autres pays de la sous-région. L'ensemble du
travail a été orienté vers une meilleure compréhension de la mosaique du niébé et du
virus en ce qui concerne les aspects écologique, épidémiologique et méthodes de
lutte.

A cause des caractéristiques de parasites intracellulaires obligatoires des virus,
I'écologie des maladies virales est étroitement liée a celle des plantes hotes. Le
CABMV a été identifié pour la premiere fois chez des plants de niébé infectés
(Lovisolo et Conti, 1976). Par la suite des plantes cultivées comme le voandzou, le
soja et le sésame ont été aussi signalées comme hoétes du virus (Bashir et al., 2002).
Au Burkina Faso, les semences de niébé contaminées par le virus ont longtemps été
considérées comme la principale source d'infection (Somé, 1988; Konaté et Néya,
1996). Peu d'attention avait alors été prétée a la présence éventuelle d'hotes
sauvages du virus.

Au cours de ce travail, le CABMV a été détecté chez le niébé, le voandzou et le
sésame confirmant ainsi que plusieurs cultures sont affectées par ce virus. De plus,
12 nouvelles especes hétes naturels du virus appartenant en majorité a la famille des
Leguminosae ont été identifiées. Il s'agit des especes Amaranthus spinosus,
Brachiaria disticophylla, Corchorus olitorius, Corchorus tridens, Crotalaria retusa,
Daniellia oliveri, Diodia sarmentosa, Hyptis suaveolens, Indigofera hirsuta, Leucas
martinicensis, Mitracarpus villosus et Tephrosia sp. Ces espéces sont pour la plupart
annuelles et pourraient avoir un réle mineur dans le maintien du virus entre les
saisons de culture (Thresh, 1981), sauf si elles sont capables d'assurer la

transmission du virus par les semences. Par contre, I'espéce D. oliveri est une plante
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ligneuse pérenne et pourrait abriter le virus toute I'année. La diversité des especes
identifiees confirme la large gamme d'hétes du CABMV (compilée par Bashir et al.,
2002).

La grande distribution géographique du CABMV est sans doute liée a sa
capacité de transmission par les semences. Cette propriété a été considérée comme
la principale cause de la distribution pantropicale ou mondiale de certains virus
comme le virus de la mosaique du concombre (Johansen et al., 1994; Aramburu et
al., 2007). Dans ce type de situation, il n'existe généralement pas de structuration
géographique des souches virales, la présence d'une ou de l'autre souche dépendant
du mouvement des semences contaminees.

La détection du CABMV dans les graines de niébé par le test immuno-
enzymatique ELISA est une méthode qui s'est avérée assez fiable. Le CABMV a ainsi
été détecté avec succés aussi bien dans les graines entiéres que dans les fragments
de graines (cotylédons et embryons). Toutes les graines séropositives ont conduit a
I'obtention de plantules infectées avec expression des symptdmes de mosaique.
Cependant, des plantules infectées ont aussi été obtenues de certaines graines sero-
négatives, indiquant ainsi les limites de détection du virus par le test ELISA
(Mattews, 1991). Malgré I'expression des symptdémes de mosaique obtenues de
certaines graines sero-négatives (tres faible taux), le test ELISA est approprié pour
des analyses de certification des semences de niébé vu sa rapidité par rapport au
test de germination (un jour contre environ une semaine). Dans le cas précis de ce
virus des méthodes comme [I'hybridation moléculaire ou I'immuno-microcopie
électronique ont été utilisées avec succes (Bashir, 1995) mais ne sont pas
envisageables pour des tests de grande envergure en routine.

La détection du CABMV dans les graines issues de plants infectés de niébé a
permis de mettre en évidence une grande variation entre variétés de niébé. Ainsi, le
taux de contamination des semences a atteint 45% chez des variétés comme
Ouahigouya local alors qu'il n‘a été que de 11% chez KVu 150. Ce taux a été encore
plus bas (entre 0 et 10%) chez les variétés comme KN1, TVu3236, KVX65-114,
KVX61-1 et KVX396-4-52D, alors considérées comme variétés de niébé a faible

capacité de transmission du CABMV par les graines. Selon plusieurs auteurs, la
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variation du taux de contamination des graines par le CABMV dépend de la souche
virale et du génotype de niébé (Bock 1973; Ladipo 1977 ; Aboul-Ata et al., 1982).

L'étude de la biodiversité du CABMV sous l'angle de la variation sérologique a
mis en évidence les sérotypes |, I, Il et IV du virus avec un fort taux de prévalence
du sérotype Il (plus de 64 %). Seuls deux autres sérotypes décrits chez le CABMV
(sérotypes V et VI) par Huguenot et al., (1996) n‘ont pas pu étre identifiés au Burkina
Faso. Malgré l'identification de plusieurs sérotypes du CABMV dans le pays, le virus
pourrait présenter une diversité sérologique. En effet, seulement sept anticorps
monoclonaux ont été utilisés pour le typage sérologique des isolats du CABMV. Or
dans le cas de certains virus comme le virus de la panachure jaune du riz, l'utilisation
conjuguée d'au moins 14 anticorps monoclonaux (Konaté et al., 1997; Fargette et al.,
2002) et d'anticorps polyclonaux (Mansour et Baillis, 1994) n'ont pas permis de
couvrir toute la variation antigénique du virus. L'utilisation d'outils moléculaires
comme la réaction en chaine par polymérase associée ou non au séquencage de
genes viraux permet a I'heure actuelle de combler les lacunes du typage sérologique
(Fargette et al., 2002). L'utilisation de tels outils est encore a ses débuts dans le cas
du CABMV (Nascimento et al., 2004) mais pourrait de mieux appréhender la diversité
du virus sur le continent africain.

La diversité pathogénique du CABMV a été caractérisée par l'identification de
divers types de symptdomes de mosaique. Aucune relation entre cette diversité de
symptdbmes et la variation sérologique n'a pu étre mise en évidence. Cette
observation est assez fréquente chez les phytovirus (Matthews, 1991). Cela
résulterait du fait que les deux types de variabilité sont liés a des déterminants viraux
bien distincts. Il s'agit de la protéine de capside pour ce qui concerne la variation
sérologique. Pour la variabilité pathogénique, plusieurs autres protéines sont souvent
impliquées a l'exemple de la protéine virale liée au génome VPg, présente chez le
CABMV et la protéine HC-Pro chez les potyvirus (Léonard et al., 2000; Mlotshwa et
al., 2002). Dans certains cas, des mutations synonymes dans certaines régions du
génome viral ont été trouvées responsables de grandes différences pathogéniques
(Boulton et al., 1991).
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A l'inverse de I'expression des symptémes, l'infectivité du CABMV a été fonction
du sérotype viral. Ainsi, certaines especes de plantes hotes n'ont pu étre infectées
que par des sérotypes donnés. Cette relation sérotype-capacité d'infection a méme
été tres spécifique dans le cas de l'espéce Ficus exasperata, ayant été infecté
uniquement par le sérotype Il. Méme si le mécanisme de cette spécificité reste peu
élucidé, des espéces de plantes comme F. exasperata peuvent jouer un réle tres
important dans la compréhension des interactions héte-virus (Matthews, 1991 ;
Konaté et Traoré, 1994).

L'ensemble des résultats sur I'épidémiologie de la mosaique du niébé causée
par le CABMV ont montré que la propagation de la maladie se faisait selon le modéle
logistique matérialisé par des courbes de progression sigmoide ou en forme de S
(Vanderplank, 1963; Zadoks et Schein, 1979). En conséquence, la mosaique du
niébé appartient au groupe des maladies polycycliques pour lesquelles, I'inoculum
viral est utilisé sous le "régime des intéréts composes”. En effet, au cours des
différents cycles d'infection, les plants infectés pendant un cycle précédent servent de
sources d'inoculum pour le cycle suivant.

Les épidémies de mosaique du niébé ont été particulierement influencées par
quatre facteurs principaux avec des effets plus ou moins marqués et combinés :

-la variété de niébé. L'effet de la variété a été trés explicite en comparant la
progression de la maladie dans une méme localité, au cours d'une méme année et
par utilisation de semences contaminées a des taux semblables (0 et 0,25%). Ainsi,
la propagation de la maladie a été tres réduite chez les variétés a faible pouvoir de
transmission du CABMV par les graines. Or, il n'existe pas de lien direct entre la
propagation de la maladie et la capacité a transmette le virus par graine. En
revanche, la propagation de la maladie pourrait étre influencée par la résistance de
la variété de niébé a l'infection virale (Lima et al., 1981; Taiwo et al., 1982 ; Ndiaye
et al.,, 1993) ou sa résistance aux pucerons vecteurs (Chari et al., 1976; Singh et
Allen, 1980). L'infestation des variétés de niébé par les pucerons indique des
niveaux de pullulations élevés et similaires chez I'ensemble des variétés de niébé.
Cela suggeéere que les variétés de niébé utilisées ne présentent pas de résistance

aux pucerons. Bien que la résistance a l'infection par le CABMV n'ait pas été
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explicitement étudiée au cours de ce travail, il est vraisemblable que ce caractére
ait été a la base des différences de niveaux de propagation de la maladie pour les
différentes variétés de niébé. En effet, la variété TVX3236 a été rapportée comme
résistante au CABMV (Somé, 1988). Par ailleurs, la variété KVX61-1 résulte de
croisements entre la variété TVX3236 et la variété Gorom local. Nous avons montré
gue les variétés de niébeés utilisées au cours de ce travail se repartissent en deux
groupes : (i) variétés a fort pouvoir de transmission du CABMV par les graines de
niébé et (ii) variétés a faible capacité de transmission du virus par les graines. Des
variétés de niébé semblables a celles du second groupe ont été identifiées par
plusieurs auteurs comme reésistants a la transmission du CABMV par les graines
(Ladipo, 1977; Mali et al., 1983). En somme, les variétés de niébé a faible pouvoir
de transmission du CABMV par les graines de niébé utilisées dans ce travail
pourraient cumuler la résistance a l'infection virale et la résistance a la transmission
du virus par les graines.

-le taux de contamination des semences. L'effet du taux de contamination
des semences sur la propagation de la maladie a été souvent mitigé, en particulier
chez les variétés de niébé a fort pouvoir de transmission du virus par les graines. En
l'occurrence, l'effet a été en général d'autant plus significatif que I'écart entre les
niveaux de contamination des semences était élevé. Par ailleurs, cet effet a été
masqué la plupart du temps pendant les années de fortes épidémies. La difficulté
d'observer une propagation de la maladie proportionnellement au taux de
contamination des semences traduit sans doute le fait que les moyens de
transmissions secondaires du CABMV (notamment les transmissions par pucerons)
sont trés efficaces (Goodman et Oard, 1980)

-lI'année de culture. Les variations interannuelles des épidémies de maladies
virales des plantes sont fréquentes et les épidémies interviennent de facon erratique
(Matthews, 1991). Les résultats obtenus ont montré que cette caractéristique
s'applique pleinement au cas de la mosaique du niébé causée par le CABMV. Les
prévisions de production d'une année a l'autre sont alors difficiles a faire en l'absence
d'une bonne connaissance de I'épidémiologie virale. Une telle connaissance basée

généralement sur l'analyse de modeles épidémiques peut permettre de prévoir les
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années de faibles ou fortes épidémies et d'entreprendre des mesures de lutte
préventives (Watson et al., 1975).

-la zone agro écologique. Bien que le CABMV soit présent dans toutes les
zones agro-climatiques, la propagation de la maladie a présenté des différentes tres
significatives entre zones. Les épidémies ont été toujours plus fortes dans la localité
de Niangoloko, en zone sud-soudanienne par rapport aux autres zones. Les raisons
de la survenue d'épidémies de plus grande ampleur dans cette zone ne sont pas
complétement connues. Cependant, les conditions agro-climatiques favorables aussi
bien a la croissance des plants et a la multiplication des pucerons vecteurs
constituent sans doute des facteurs clés. En effet, des parametres environnementaux
comme I'humidité, la température, la luminosité, la nutrition des plantes, le pH du sol,
etc. peuvent significativement influer le cours des infections virales (Colhoun, 1979).

L'application de traitements insecticides pour controler la population de
pucerons vecteurs du CABMV a permis de réduire significativement la maladie dans
la plupart des cas. Un contrble plus accru de la maladie a été obtenu en associant le
choix du génotype de niébé et du taux de contamination des graines par le CABMV
aux traitements insecticides. Néanmoins, dans le souci de réduire les traitements
chimiques, il est indispensable de rechercher les dates appropriées d'application des
insecticides permettant d'obtenir le meilleur contréle possible des pucerons au
champ. La stratégie de gestion intégrée incluant le bon choix des variétés et des
semences de niébé en plus des dates appropriées pour les traitements insecticides
devrait permettre d'obtenir un meilleur niveau de contréle de la maladie. Une
composante essentielle de cette stratégie de gestion intégrée de la mosaique du
niébé causée par le CABMV est sans doute le transfert de génes de résistance a
partir des variétés a faible pouvoir de transmission du virus par les graines chez les
autres variétés. Le déploiement des variétés issues de ces croisements parallelement
a l'utilisation des autres parameétres de lutte intégrée pourrait permettre de mettre a la
disposition des producteurs un paquet technologique de choix pour la production du

niébé.
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Conclusion générale et perspectives

Les résultats obtenus au cours de ce travail apportent de précieuses

informations sur divers aspects du maintien et de la dissémination du virus de la
mosaique du niébé transmis par pucerons au Burkina Faso. A la lumiere de ces
informations les principales conclusions que I'on peut tirer sont les suivantes :
- Le CABMV a été détecté chez le niébé, le voandzou, le sésame et 12 nouvelles
especes hoétes naturels du virus. Ces especes sont pour la plupart annuelles et
pourraient avoir un réle mineur dans le maintien du virus entre les saisons de culture
(Thresh, 1981), sauf si elles sont capables d'assurer la transmission du virus par les
semences.

- Au Burkina Faso, le CABMV est présent dans toutes les zones agro-
écologiques du pays et cette large distribution géographique peut compromettre la
production du niébé et des cultures comme le voandzou et le sésame dans le pays. Il
est donc nécessaire de déterminer l'impact du virus sur ces cultures et de rechercher
des méthodes de lutte adaptées a chacune d'elles. Cela permettra de prévenir les
dégats importants pouvant subvenir en cas d'épidémies.

- L'étude de la biodiversité du CABMV sous l'angle de la variation sérologique
a mis en évidence les sérotypes I, Il, lll et IV du virus avec une forte prépondérance
du sérotype Il (plus de 64 %).

- L’étude de la pathogénicité des variants du CABMV a conduit a la distinction
de trois pathogroupes chez la variété Gorom local mais aucune relation entre cette
diversité de symptémes et la variation sérologique n'a pu étre mise en évidence.

- La détection du CABMV dans les graines issues de plants infectés de niébé a
permis de mettre en évidence une grande variation de taux de contamination de
semences de 0 a 45% entre variétés de niébé. Ce travail a aussi permis de distinguer
le groupe des variétés a fort pouvoir de transmission du virus par les graines (Gorom
local, Ouahigouya local, Moussa local, KVX414-22-72 , KVX30-309-6G) de celui des
variétés a faible pouvoir de transmission du virus par les graines (KN1, TVX3236,
KVX65-114, KVX61-1, KVX396-4-52D et KVX745 — 11P).

- La détection du CABMV dans les graines de niébé par ELISA est une
méthode qui s'est avérée assez fiable. Le CABMV a été détecté avec succes aussi

bien dans les graines entieres que dans les fragments de graines et toutes les
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graines séropositives ont conduit a l'obtention de plantules infectées avec expression
de symptdbmes de mosaique. Cependant, des plantules infectées en nombre trés
limité ont aussi été obtenues de certaines graines sero-négatives, indiquant ainsi des
teneurs en virus en dessous du seuil de détection par le test ELISA.

- L'ensemble des résultats sur I'épidémiologie de la mosaique du niébé causée
par le CABMV a montré que la propagation de la maladie se faisait selon le modéle
polycyclique et quatre facteurs principaux (Variété de niébé, taux de contamination
initiale, zone agro écologique et année) ont influencé la propagation de la maladie. Le
développement de la maladie est plus rapide et élevé a Niangoloko, moyen a Sapouy
et faible a Somnawaye.

- L'application de traitements insecticides pour contrdler la population de
pucerons vecteurs du CABMV a permis de réduire significativement la maladie dans
la plupart des cas.

Dans la perspective de mieux comprendre ce virus il faut :

- Rechercher le virus dans les graines des espéeces hétes naturels et chez D. oliveri
pendant la saison séche.

- Etudier la variabilité moléculaire du CABMV et séquencer les différents isolats.

- Développer une stratégie de gestion intégrée qui prend en compte le bon choix des
varietés et des semences de niébé en plus des dates appropriées pour les
traitements insecticides pour permettre d'obtenir un meilleur niveau de contrdle de
la maladie.

A partir des résultats de ces travaux, la stratégie de lutte intégrée serait le bon choix de

la variété, la qualité phytosanitaire de la semence et un traitement contre les pucerons

entre 17 et 24 JAS chez les variétés a fort pouvoir de transmission du virus par les
graines et entre 24 et 31 JAS chez les variétés a faible pouvoir de transmission du

virus par les graines.
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ANNEXE 1

Tampons utilisés



Tampons utilisés (Clark et Adams, 1977).
a - Tampon phosphate salin -Tween (PBS-T) PH 7, 4

Nacl 89

KH,PO, 0,29
NapHPO4-2H,O 1,449

KCL 0,29

NaN3 0,29

Compléter a 1litre avec de I'eau distillée.
PBS-T: 0,5ml de tween 20 dans 1 litre de PBS.
b - Tampon coating PH 9, 6

Na,COs3 1,599

NaH,COs3 2,939

NaN; 0,29

Compléter a 1litre avec de I'eau distillée.

c - Tampon substrat PH 9, 8

Diéthanolamine 97 ml
H,O 800ml
NaN3 0,29

Ajuster le PH & 9,8 avec du HCL et compléter a 1litre avec de I'eau distillée
d - Tampon d’inoculation 0,01IMPH 7, 4
NaHPO, 1,429 dans 50ml d’eau distillée
NaH,PO, 1,56g dans 50ml d’eau distillée
Mélanger 40,5ml de Na,HPO,4 + 9,5ml de NaH,PO,4 = 50ml 0,2M
Compléter a 100ml pour avoir une molarité de 0,1M

Compléter a 1litre aprés ajustement du PH a 7, 4.
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Summary

Four cultivars of cowpea (Vigna unguiculata [L]. Walp.) were infected with
cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) by natural infection in field plots.
Seeds taken from these plants were tested for the presence of the virus by ELISA
and symptom observation on the plantlets grown from the seeds. A biotin/
streptavidin ELISA technique was used and found to be more sensitive than a
standard ELISA protocol for detecting CABMYV infection in seed. There was a
good correlation between the ELISA detection of CABMV in tissue taken from
single cowpea seeds and subsequent development of infected plants grown from
the same seeds. The ELISA technique is reliable for selecting CABMV-free stocks
of cowpea seeds.

Key words: Cowpea aphid-borne mosaic virus, ELISA, seed transmission,
. cowpea

In'troduction

In tropical and subtropical Africa, cowpea (Vigna unguiculata [L). Walp.) is commonly
infected by cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMYV) following natural transmission by a
wide range of aphid species (Vidano & Conti, 1965; Zettler, Christie & Edwardson, 1967;
Atiri, 1982; Atiri, Ekpo & Thottappilly, 1984; Atiri, Enobakhare & Thottappilly, 1986). The
virus can cause a range of symptoms which depend on the cowpea cultivar and the virus
isolate. Symptoms can appear as vein clearing, blistering of the leaves, mosaic or leaf
distortion. Yield losses due to the disease are estimated at 17-87% (Lapido, 1976). CABMV
is a member of the potyvirus family; its filamentous virions are 750 nm long and 11 nm wide
{Lovisolo & Conti, 1966; Bock, 1973). It is mechanically transmissible and in the field is
transmitted through seed and by several species of Aphideae in a non-persistent manner
(Aboul Ata, Allen, Thottappilly & Rossel, 1982; Atiri et al., 1984). Although CABMV has a
very large experimental host range (Bock, 1973; Behncken & Maleevsky, 1977; Chang &
Kuo, 1988), no natural reservoir host among wild plant species has been described. Therefore,
it is assumed that the virus is maintained in infected seeds and that disease plants sprouting
from infected seeds constitute the primary source of inoculum for virus spread by aphids.
Consequently, the use of virus-free seeds is essential to eliminate the disease. If a virus
indexing test could be developed that detected CABMV reliably in seed samples, this would

*Present address: Institut d’Etudes et de Recherches Agricoles (INERA) 03 BP 7192, Ouagadougou 03 Burkina
Faso

© 1996 Association of Applied Biologists



262 G KONATE AND B J NEYA

be an invaluable aid for controlling the virus. We have investigated an ELISA technique using
monoclonal antibodies (MAbs) and the use of a biotin/streptavidin system compared with a
standard ELISA protocol for detecting CABMYV in dormant cowpea seeds.

Materials and Methods

Virus, host, vector

A virus isolate from Burkina Faso, identified as CABMV serotype D (Huguenot et al.,
1993) was transmitted naturally by aphids to field-grown plants of four different lines of
Vigna unguiculata (KVu 150, Suvita-2, Ouahigouya (local cultivar), KVx 30~309-6G) using
Aphis craccivora (Koch) as vector and rows of infected plants as an inoculum source. All
seeds tested in this study were harvested from plants infected as described.

ELISA format

Two ELISA protocols were used essentially as described by Huguenot et al. (1993);
‘procedure 2’ using polyclonal Ab®-H4 antibody anti-CABMV for plate coating and
monoclonal SHS antibody for detection and ‘procedure 5’ (SH5 for coating and biotinylated
SHS for detection). Microtitre plates were coated for 2 h at 37°C. All other steps were %2 h at
37°C. Ab®-H4, 5H5 and biotinylated SH5 were supplied by Dr C Huguenot. Streptavidin-PAL
conjugate was from Boehringer (Mannheim, FRG).

Leaf extracts were prepared for ELISA by grinding leaf tissue in phosphate-buffered saline
containing 0.05% Tween-20, pH 7.4 (PBS-T). The homogenate was decanted after 1 h at 4°C
and 100 pl supernatant per well placed in the ELISA plate. Seeds were prepared for extraction
following soaking in PBS-T or distilled water for 1h; single or pooled seeds were
homogenised in PBS-T and the homogenate was decanted as described for leaf extracts. A
negative control consisting of leaf extract from healthy cowpeas (line Suvita-2) and a positive
control of leaf extract from CABMV-infected plants were included in each plate.

A Labsystem Uniskan II photometer was used to measure absorbance at 405 nm (Ayqs) after
% h of substrate incubation.

Detection of CABMV in whole cowpea seeds

Single seeds (500/line) were homogenised in 1 ml of PBS-T. Decanted extracts were tested
in ELISA ‘procedure 5°.

Relationship between detection of CABMV in seed and productioﬁ of diseased plantlets

Another 500 seeds of each of the four cowpea lines were tested in this experiment. Seeds
were soaked as previously described and a fragment (approximately 60 mg) was cut from the
distal end of the cotyledon of each seed. The fragment was ground in PBS-T as above (w/v of
1/10) and the supernatant was tested by ELISA. The remainder of each labelled seed was
germinated in sterile soil and the appearance of symptoms in seedlings was monitored for 4
wk. The extract from a single leaf at a defined position of each plant was tested in ELISA for
the presence of CABMV.

Virus location in cowpea seed

Two hundred and fifty seeds from each of the four lines were dissected into embryo,
cotyledons and coat. The embryo (approximately 10 mg), cotyledons (approximately 300 mg)
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Table 1. Comparison of five techniques for determining the percentage of CAMBYV seed
transmission in four cowpea lines

Virus detection techniques

Symptoms on ELISAon ELISAon ELISAon ELISA on

Cowpea line plants® plants® intact seeds cotyledons®  embryos
KVu 150 10.4 10.4 11.0 9.3 10.0
Suvita-2 29.7 29.7 27.6 235 26.6
Ouahigouya local 44.2 11.2 44.5 375 43.6
KVx 30-309-6G 254 254 312 21.5 30.2

“Plants originated from either whole seeds or from seeds where a fragment of a cotyledon had.
been removed.

PELISA test was performed either on extracts of a fragment from a cotyledon or on whole
cotyledons.

and coat (approximately 10 mg) of each seed were ground (w/v of 1/30, 1/10 and 1/30
respectively) in PBS-T. The supernatants of each were tested in ELISA.

Detection of CABMV in pooled samples

One hundred and twenty five, 250, 500, 600, 700 and 800 seeds from known virus-free
plants and one seed from an infected seed lot with 30% infection level were blended, resulting
in six seed groups. Fifty replicates of each group were ground in PBS-T (w/v of 1/10), using a
commercial food blender. The supernatants of each were tested in ELISA.

Comparison of biotin/streptavidin system against a standard ELISA protocol for detecting
CABMYV in cowpea seeds

The biotin/streptavidin ELISA system was compared with a standard ELISA protocol in
which polyclonal antibody AbR-H4 was used for coating, monoclonal antibody SHS as the
second antibody with a goat anti-mouse polyclonal antibody conjugated to alkaline
phosphatase (GAM-PAL) for detection. Optimal concentrations of both GAM-PAL (1/
5000) and streptavidin-PAL (10™%) were used (manufacturers recommended 1/9000 for
GAM-PAL and 1/5000-1/20 000 for streptavidin-PAL as working dilutions). PAL substrate
was incubated %2 h at 37°C. The two ELISA formats were compared in the same microtitre
plate.

Results and Discussion

Detection of CABMV in whole cowpea seeds

Reactivities of infected seed extracts in ELISA could be separated in two groups. The first
one (A4gs =0.05-0.06) included the virus-free leaf and virus-free seed extracts (negative
controls) and was considered to be negative for the presence of the virus. The second one
(A40s = 0.2-2.5) included the infected leaf (positive control) and was considered to be positive
for the presence of CABMV. The percentages of positive seeds were 11%, 25%, 30% and
45% for cowpea lines KVu 150, Suvita-2, KVx 30-309-6G and Ouahigouya (local cultivar)
respectively (Table 1).

The range of A4gs values obtained by ELISA of positive seeds (0.2-2.5) reflects variation in
virus concentration for the following reasons; (a) the seed extracts were prepared by grinding



264 . G KONATE AND B J NEYA

tissue at a defined ratio of buffer (w/v); (b) the same incubation time was used for any seed
extracts; (c) variation of A4y was observed between and within microtitre plates.
Furthermore, such a A49s value variation was reported by Maury et al. (1987). Although
the origin of this variation in virus concentration is unknown, like seed transmission rate, it is
not correlated to the chronology of seed formation. For example, two groups of seeds
harvested from infected cowpea plants 60 and 72 days after sowing, displayed seed
transmission rates of 42.5% and 47.5% (KVu 150), 2.5% and 2.5% (KVx 65-114), 30% and
25% (Gorom, a local cultivar) respectively.

Accuracy of virus detection in ELISA

Comparison between percentages of seed-transmission estimated by ELISA on whole seeds
(Table 1) and by symptomatology of plantlets (Table 1) gave a very close correlation for each
of four lines. When the same comparison was made using the same individual seeds for both
estimates (a fragment of cotyledon was tested by ELISA and a plantlet derived by germinating
the remainder of the seed) the estimates, although similar (Table 1), were lower for the
cotyledon fragment. Each seed which tested positive in ELISA developed into a diseased
plant, and leaves collected from such plants were also positive when tested (Table 1). Thus,
every infected seed capable of producing a diseased plant gave a positive signal in ELISA
when cotyledon tissue was tested and vice versa. Similar correlations were reported by Falk &
Purcifull (1983) for lettuce seeds infected with lettuce mosaic virus and by Maury, Duby,
Bossennec & Boudazin (1985) for soybean seeds infected with soybean mosaic virus.
However, in assays of whole pea seeds for pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) estimates of
seed-transmitted PSbMV were greatly exaggerated (Maury ef al., 1987).

Virus location in cowpea seed

Three categories of seeds could be identified from ELISA results of individual embryos or
cotyledons. The first one, in which both embryo and cotyledons tested positive, 90% of the
Ayps values for embryo extracts were three to 10 times higher than those for cotyledon
extracts. In the second group, embryo extracts tested positive, but those from cotyledons were
negative. This result suggests that the virus infects the embryo of only a proportion of seeds.
However, it is possible that there is a low concentration of virus in cotyledons which is not
detectable by ELISA. No virus was detected by ELISA in embryos or cotyledons of the third
group. CABMY could not be detected in seed coat tissue from any group. The percentage of
embryos which tested positive was equal to the percentage of whole seeds which tested
positive (Table 1).

Other seed-transmissible viruses behave differently however. For example Sweet &
Barbara (1979) reported that the high concentration of apple mosaic virus (ApMV) in
embryos of chestnut seeds was not correlated with the development of diseased plantlets. In
the case of CABMYV, seed transmission is very efficient which may help to explain why it
plays a major part in the epidemiology of the virus, since no reservoir-host of the virus has
been identified among wild plant species. Phaseolus latiroides, an annual wild legume species
that we found to be infected by CABMYV near cowpea fields, is not capable of transmitting the
virus through its seeds. Bambara groundnut (Voandzeia subterranea) is known to be identified
by CABMYV and the virus is transmitted through seeds. The control measure that we
recommend for cowpea should be valid for bambara groundnut.

Detection of CABMV in pooled samples

Table 2 shows results of CABMY detection in homogenates of cowpea (cv. Suvita-2) seeds
by ELISA. Percentage of cv. Suvita-2 seeds which tested positive using extracts from single
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Table 2. Detection of CABMV in pooled cowpea seeds

Seed group size® 1 126 251 501 601 701 801
No. of groups giving a positive ELISA signal 15 14 15 14 10 5 3
Aygs range 0.6-2.5 0.4-25 05-1.5 0.2-08 0.2-0.5 0.15-0.45 0.1-0.2

?Fifty groups per seed group size were tested.

Table 3. Detection of CABMV by two ELISA procedures®
CABMY detection (%)°

ELISA ELISA
Assay® ‘Procedure 2’ ‘Procedure 5’
1 30.02 225
2 29.45 24.62
3 30.06 2241

?For details of ELISA procedures, please see Materials and
Methods.

®120 cowpea seeds were tested in each assay.

“Initial contamination level of seeds was 30%.

seeds and percentage of infection obtained using extracts from 126, 251 and 501 seeds were
similar. For seed lots larger than 500 seeds (601, 701 and 801), the percentage of seeds tested
positive was lower.

Comparision of the sensitivity of biotin/streptavidin ELISA against the standard ELISA

The percentage of seeds in which CABMYV was detected by biotin/streptavidin ELISA and
the initial contamination level of seeds were very similar (Table 3). By contrast, standard
ELISA under estimated seed contamination level (Table 3). A low virus concentration in
some seeds which is not detectable by this ELISA procedure, might explain such a
discrepancy.

Biotin/streptavidin-ELISA used in this study is highly reliable and rapid. It is capable of
detecting CABMV in one infected cowpea seed among 500 virus-free seeds. Therefore, a
group size limit of 500 seeds is recommended for routine selection of CABMV-free stocks of
cowpea seeds.
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Abstract: Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) diseased seeds provide at seedling, virus infected
plants which are the only sowrce of primary inoculum. Secondary infections are bequeathed by aphids. The
objective of this research is to study the development of the secondary infection in field. Therefore, eight
cowpea varieties with different seed contamination rate (0, 0.05, 0.25, 0.5, 1, 5%) were used over consecutive
four years. The mfected plants were recorded every week from the tenth day after sowing and over seven
weeks. In the same way, aphids’ population were evaluated in plots 30 days after sowing. There was no
difference for the incidence rate between the average of plots sown with virus free-seeds and those sown with
infected seeds with a rate of 0, 5%. In any case, the disease progressed lowly leading to meidences less than
50% at the post-flowering period in spite of a relatively lugh mitial contamination rate of seed. For this group
of varieties, the low progression of the disease indicated a high level of resistance to the infection. The high
levels of infection especially observed with the varieties with high level of virus transmission to seed, translated
the need to reduce aphids’ population density notably by the use of insecticides during cowpea growing cycle.
The high mumber of aphids and inoculum availability in the neighbouring plots were undoubtedly at the source
of this result. This situation laid out the problematic of the use of seeds then little or not contaminated by the

VIrus.

Key words: Cowpea aphid borne mosaic virus, contaminated seeds, primary inoculum, aplids, epidemic

INTRODUCTION

Among virus infecting cowpea in Africa, the Cowpea
aphid borne mosaic virus (CABMYV) is the most expand
(Aboul Ata et al., 1982). Yield losses caused by this virus
are between 15 and 87% (Thottappilly and Rossell, 1992,
Reeves, 1983). According to these researchers, the
capacity of transmission of virus by seed 1s related to the
cowpea cultivar. In Burkina, this virus was identified with
two other viruses of minor importance (Some, 1989), which
are the Cowpea golden mosaic virus (CGMV) and the
Cowpea mottle virus (CmoV). All these three viruses were
identified on the basis of symptom and serological
analysis.

The rates of transmission of CABMV by seed on
cowpea vary from 0 to 40% according to varieties
(Aboul Ata et al., 1982; Tignegre, 2000, Neya, 2002). On
the other hand, other sources or permanent reservoirs of
CABMYV are not known. So, the transmission of CABMV

by seed remains the privileged mean of infection from one
generation to another one and constitutes sources of
inoculums (Konate and Neya, 1996).

The reduction of the number of contaminated seed
can be considered by acting in the choice of cowpea
genotype as some genotypes posse a weak level of
virus transmission contrary to others (Tignegre, 2000,
Neya, 2002). The amn of this study presented was to geta
better knowledge of the transmission of the mosaic of
cowpea by aphids in Buwkina Faso, in a prospect of an
integrated pest control management against this disease.
It was also to study the development of CABMYV epidemic
by using several level (0, 0.05, 0.25, 0.5, 1, 5%) of cowpea
seed contamination by CABMYV in eight varieties. This
research 1nvestigation has never been performed. The
different levels were following the methods of Konate and
Neya (1996). The development of CABMV epidemics
caused by secondary infections of aphids on eight
varieties will enable the knowledge of:
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¢ The role of seeds in the spread of CABMV.

¢ The role of the vector in the propagation of CABMV.

*  The creation of an integrated pest management in
response to CABMYV epidemic.

MATERIALS AND METHODS

During four consecutive years (2001-2004), shares of
seeds contamimated by the CABMYV at rate of 0, 0.05, 0.25
and 0.5% were built up for the following cowpea varieties:
Kvx30-309-6G, Kvx414-22-72, Gorom local and Moussa
local. These varieties transmit the virus by seeds at
variable rate ranging between 20 and 40% (Tignegre, 2000;
Neya, 2002). Other shares of contamimated seeds at 0O,
0.25, 1 and 5% have also been built up for four other
varieties: Kvx6l-1, Kvx396-4-5-2D, KN1 and Tvx3236.
They transmit virus by seeds at a low rate (1 to 2%)
(Tignegre, 2000, Neya, 2002).

The research of contaminated seeds has been
achieved using the method of (Konate and Neya, 1996).
Thus, the seeds whose fragments were tested positively
were gathered. By a rule of three, a combination has been
made with virus free seeds to get the expected
contamination rates. For each level of contamination, the
seeds were sown on 200 m’ plots. They were previously
ploughed and ridged after mineral fertilization of
100 kg ha™" in three replications that makes 96 elementary
plots. The density was of two seeds by hall with 0, 40 m
between hall and 0, 80 m between ridges. For each
replication, the plots were ordered in the increasing sense
of the contamination rate.

The diseased plants were recorded every week from
the tenth day after sowing until 59 days. Thirty days after
sowing, aphids’ population were scored on each plot and
per plant, using the entomologists scale that is as follows:
0 = no aphid; 1 =1 to 4 aplids per cowpea plant;
2 =5 to 20 aphids by cowpea plant; 3 = 20 to 100 aphids
by cowpea plant; 4 = 100 to 500 aphids by cowpea
plant, 5 = more than 500 aphids cowpea plant. No
msecticide treatment was applied during the whole length
of the observations.

The analytical and statistical procedures were used
according to Stanton (1996).

RESULTS

Plants stand one week after sowing: On each plot of
the three replications, at one week after sowing,
the number of plants was counted. The averages
of plant numbers within the three replications per
variety and mitial contamination rate are consigned in
Table 1.

The assessment of aphid’s population 30 days after
sowing: The number of aphids in the plots corresponding
to each imitial contamination rate of the seeds was
recorded according to the entomologists scale m order to
evaluate the infestation of the plots one in relation to the
other (Table 2). The notes assigned in each of the two
tested cowpea variety groups were varied between 2 and
4. Within each year, the analysis of variance showed that
there was no significant difference between the average
number of insects per plot and per share of varieties. In
2001, for the first share of varieties, F = 1. 21, p=0.349
while for the second group F = 2. 81; p = 0.085. In 2002,
F =0 2 p= 094 for the first group and F = 1. 84;
p = 0.193 for the second group. In 2003, for the first
group, F = 1. 43; p = 2. 85 while for the second group
F = 0.85and p=0.495. Last, in 2004, the first group had
F=1.20and p = 0.352 and for the second group F = 1.30,
p = 0.32]1. Therefore, we noticed a non significant
difference infected plants at 5% level according to
Newman-Keuls’ test between 2001 and 2004. Similarly
sigmficant difference was noted between 2002 and 2003,
This difference 1s significant at 5% level of the same test
between the two groups of years.

The effect of seed contamination rate on the
disease incidence 31 and 59 days after sowing: In 2001,
31 days after sowing, the disease incidence was generally
superior to 60% with the varieties of high ability of virus

Table 1: Mean total number of plants per variety and per initial contamination rate

Varieties 2001 2002 2003 2004

ICR (%0) 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 005 025 0.5 0 0.05 025 0.5
Gorom local 674 678 670 678 645 599 673 547 700 678 597 669 675 723 723 728
Kvx414-22-72 682 677 675 709 634 607 680 675 678 657 608 043 680 687 740 725
Kvx30-309-6G 653 604 G685 47 658 611 653 600 657 674 624 639 653 645 685 TI3
Moussa local G675 640 657 G688 657 o4 677 603 689 697 652 656 632 639 726 724

0 0.25 1 5 0 0.25 1 5 0 025 1 5 0 025 1 5

Kvx61-1 656 673 671 G695 673 G681 G686 617 707 679 651 678 653 736 697 699
KN1 696 656 714 639 681 689 698 692 735 689 667 687 096 659 712 738
Tvx3236 597 700 741 o4l 684 701 704 697 732 712 694 653 722 726 734 Tl4
Kvx396-4-5-2D 619 655 619 613 662 672 657 651 698 653 634 659 609 729 681 722

ICR =Initial Contamination Rate
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Table 2: Assessment of aphids on the plots 30 days after sowing from 2001 to 2004

Initial contamination rate

2001 2002 2003 2004
Varieties 0 005 025 05 0 0.05 0.25 0.5 0 005 025 05 0 005 025 0.5
Goromn local 3 3 3 2 2 3 3 2 4 2 3 3 3 2 3 3
Kvxa14-22-72 2 3 2 4 3 2 3 2 4 3 4 3 3 2 4 2
Kvx30-309-6G 3 3 2 4 3 3 3 2 3 4 3 4 3 3 2 3
Moussa local 3 2 2 3 2 2 3 3 2 3 3 3 3 2 2 4
Average 2.75 2.5 225 325 2.5 2.5 3 2.25 325 3 325 325 3 175 275 3
(ns)* (ns)  (ns) (ns) (ns)  (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns)  (ns) (ns)  (ns)  (ns)
0 025 1 5 0 0.25 1 5 0 025 1 5 0 025 1 5
Kvx61-1 3 3 2 4 4 3 3 2 4 3 4 3 3 3 2 4
KN1 2 3 2 3 2 3 3 2 3 4 4 4 2 3 3 2
Tvx3236 4 3 3 4 3 3 3 4 4 4 3 4 3 4 3 4
Kvx396-4-5-2D 4 2 3 4 3 4 4 3 3 3 4 3 4 4 2 3
Average 3.25 275 2.5 3.75 3 3.25 3.25 275 3.5 35 375 35 3 35 25 325
M) () (ns) (ns) (ns) __ (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns)

#: Non significant at 5% level according to Newman Keuls® test; *: The number of aphids was estimated while using the following scale: 0 =no aphid;
1 =1 to 4 aphids per cowpea plant; 2 = 5 to 20 aphids per cowpea plant; 3 = 20 to 100 aphids per cowpea plant; 4 = 100 to 500 aphids by cowpea plant;

5=More than 500 aphids per cowpea plant

Table 3a: Incidence of CABMYV on cowpea varieties 31 days after sowing according to the seed initial contamination rates.

Tnitial contarmination rate

2001 2002 2003 2004
Varieties 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 025 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5
Gorom local 6712 77.97 8888 8251 236 257 205 7.03 165 1.82 1.47 315 4712 5971 6898 7011
Kvx414-22-72 6860 5698 6721 5656 139 313 125 2.05 1.90 1.9 4.96 6.96 5023 5218 35646 5714
Kvx30-309-6G 5427 60.20 o485 7410 1llo 173 121 211 1.38  1.52 2.29 243 4417 5412 5848 7265
Moussa local 2933 1423 3370 3380 128 111 1.56 3.24 136 218 2.51 342 3224 2936 3244 3218
Average 54.83 5235 6306 6173 155 214 147 3.61 1.57  1.87 2.81 4.00 4344 4884 5409 5802

0 0.25 1 5 0 025 1 5 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5
Kvxol-1 2.20 2.08 272 6800 069 232 239 13.27 000 178 1.44 8.06 2.08 2.28 2.97 5.87
KN1 3.85 6.77 6.82 1275 000 1.8 253 1321 029 0.069 2.35 875 334 4.55 572 9.68
Tvx3236 0.39 0.34 271 5030 000 042 207 13.18 0.00 081 1.83 6.87 0.61 0.71 1.98 9.06
Kvx396-4-5-2D  4.41 5.93 5.63 8550 044 077 226 1355 141 1.25 1.54 6.90 411 4.21 5.63 7.65
Average 2.7 3.93 4.47 8280 028 135 231 13.30 042 1.13 1.79 7.80 253 294 408 807

transmission by seeds with the variety Moussa local
(Table 3a). The analysis of variance did not show any
significant difference between the various initial seed
contamination rates, F = 0. 23; p = 0.874. With the four
varieties of a low ability of virus transmission by seed, the
diseased plants rate remained below 15% even with seed
initial contamination rates of 5%. The differences
observed at the level of the incidences corresponding
with the contamination rates of 0-1% were not significant.
On the other hand, the corresponding impact at the
contamination rate of 5% was significantly different from
those corresponding with the other rates. Incidences
increases were very low comparatively to the varieties
with lugh ability of virus transmission by seed.

As at 31 days after sowing, the features of infection
at 59 days after planting were similar with varieties having
high ability of virus transmission to the seed. No
difference was been shown between the incidences

corresponding to the various contamination rates. On the
other hand, incidences greatly mcreased, reaching 95% to
100% (Table 3b). A lower increase was observed with
varieties of low powers of virus transmission by seeds.
Incidences reached this way 49% in some cases even if no
difference was observed whatever the seed
contamination rate.

In 2002 as in 2003, at 31 days after planting, the
disease meidence was less than 10% with all the varieties
with high ability of virus transmission by seeds. The
analysis of variance did not show significant difference

mitial

between the various mitial seed contamination rates,
F =423, p=0.74. With the four varieties of low ability of
virus transmission by seed, the rate of diseased plants
remained below 9% even with seed initial contamination
rates of 5%. The differences observed at the level of
incidences corresponding to the contamination rates
of 0-1% were not significant. On the other hand, the
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Table 3b: Incidence of CABMV on cowpea varieties 59 days after planting according to the seed initial contamination rates

Initial contamination rate

2001 2002 2003 2004
Varieties 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 025 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 025 0.5
Gorom local 99.37  100.00 100.00 99.7 4824 44.29 4535 5568 1505 1935 21.54 3897 9876 100.00 100  100.00
Kvx414-22-72 9936 98.92 100.00 99.4 7694 6174 7656 6500 13.00 14.60 1876 2595 9921 9940 100  100.00
Kvx30-309-6G 9898 100.00 9940 100.0 31.94 40.07 4262 4591 17.02 1647 21.64 3637 9887 9912 100 99.33
Moussa local 97.67 9522 100.00 96.8 5801 7T0.8 8045 8264 1510 25060 3143 3637 9870 9789 100  100.00
Average 98.85 98.55 99.85 99.0 5378 5423 61.25 6231 1504 1901 2334 3442 9890 99.10 100 99.83

0 025 1 5 0 025 1 5 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5
Kvx61-1 11.66 12,71 13.13 22.38 0600 830 21.86 2889 112 203 2.13 17.30 1261 1487 17.77 20.39
KN1 19.35 34.60 38.01 49.03  4.86 6.88 2087 2778 0.70 096 6.07 1672 2020 2143 2989 51.15
Tvx3236 1.130 241 791 27.75 164 7.00 689 945 087 1.23 1.93 8170 2100 243 5.56 29.14
Kvx396-4-5-2D  15.40 18.67 34.52 36.15 254 426 17.53 2090 3.06 3.15 12.62 1576  14.67 17.00 31.32 36.70
Average 11.89 17.11 23.39 3383 376 661 1679 2176 144 1.84 5.69 1499 1240 1393 21.14 3435

incidence corresponding to the contamination rate of 5%
was significantly different from those corresponding to
the other rates. The increase of incidences was very low
compared to the case of the varieties with high ability of
virus transmission by seed (Table 3a).

As at 31 days after sowing, the levels of infection at
59 days after sowing were low m comparison to those got
i 2001 with the varieties having high ability of virus
transmission to seed. No difference was shown between
incidences corresponding with the various contamination
rates. The incidences increased progressively to reach
80% 1 2002 against 40% 1n 2003. A lower increase was
observed with varieties of low ability of virus
transmission by seed. The incidences reached 28% in
2002 agamnst 17% in 2003 m some cases though no
difference was observed whatever the seed 1mitial
contamination rate. Final incidences indicated that the
disease evolution was very low in 2003 (Table 3b).

Tn 2004, 31 days after planting, the disease incidence
was greater than 50% with vanieties of high ability of virus
transmission by seed with variety Moussa local as in
2001 (Table 3a). The analysis of variance did not show a
significant difference between the various seed imtial
contamination rates, ¥ = 0. 77; p = 0.53. With the four
varieties of low ability of virus transmission by seed, the
rate of diseased plants remained below 10% even with
seed 1mtial contamination rates of 5%. The differences
observed at the level of the incidences corresponding to
the contamination rates of 0-5% were not significant. The
increase of incidences was very low compared to the case
of the varieties of high ability of virus transmission by
seed.

The levels of infection at 59 days after sowing were
similar with wvarieties having high ability of virus
transmission to the seed. No difference was shown
between the incidences corresponding to the various
contamination rates. Therefore, the levels of incidences

had greatly increased in all cases, reaching 95 to 100%
Table 3b. A lower increase was observed with varieties of
low ability of virus transmission by seed. The incidences
reached that way 50% m only one case though no
difference was observed whatever the seed initial
contamination rate.

Evolution of CABMY incidence: The number of diseased
plants was scored every week from 10 days after sowing
until 59 days in each seed levels of mitial contamination
within three replications. The averages of diseased plants
were achieved every week and the incidences curves in
percent were drawn according to the number of days after
planting. The obtained curves were those of polyeyclic
epidemnics where the moculum mcreases with time.
This situation meets the theoretical model of
(Van Der Plank, 1963; Lepoivre, 1989). According to which
the growth of the disease at the time t is proportional to
the level of diseased plants at this moment. The mumber
of diseased plants according to the time showed that the
early infected plants became themselves infectious and
contributed therefore to the inoculum growth. The speed
of spreading increased with the growth of diseased plant
number.

Kinetic of the CABMY spreading at field level from 0%
level of initial contamination rate 2001 to 2004: The
evolution of the average number of diseased plants in the
plots sown with virus-free seed, during the fowr years
differed from one year to the other with therefore some
likenesses.

With the vareties of high ability of wvirus
transmission by seed, the obtained curves were of
sigmoid shape, indicating a very fast spreading speed
resulting in some cases infection rates of 100% between
31 and 38 days after sowing (2001 and 2004). At these
same dates, the rate of diseased plants remained
lower than 30% with the same varieties in 2002 and 2003,

4368



FPak. J. Biol. Sci., 10 (24): 4365-4374, 2007

With the varieties of low ability of virus transmission
by seed, the obtained cwves showed that the speed of
the disease spreading was low and also sumilar in evens.
The results of 2001 were similar to those of 2004 and those
of 2002 to 2003. For these varieties, the speed of the
disease due to secondary infections between 31 and
38 days after sowing hardly passed 10%. Up to the
maturity, the disease incidence was of 20% in 2001 and
2004 against 6% in 2002 and 2003 (Fig. 1a, b).

Kinetic of the CABMY spreading at field level from an
initial contamination rate of 0.25% from 2001 to 2004
with the eight varieties: From an initial contamination rate
of 0, 25%, the warieties of high ability of virus
transmission by seed had incidences higher than 60%
31 days after planting in 2001 and 2004, except the variety
Moussa local, whose incidence was of 33 and 31%. At the
same dates, the same varieties had incidences lower than
5% in 2002 and 2003. The obtained curves looked like the
previous, except that the 100% incidence is reached
around 38 days after planting in 2001 and 2004 as to say
one week earhier. In 2002 and 1n 2003, at the same date,
these mncidences remained under the standard of 50%.
With the varieties of the second group, the incidence of
the disease was around 40% at maturity in 2001 and 2004
agamst 10% n 2002 and 2003 where secondary infections
were very low (Fig. 2a, b).

Kinetic of the CABMY spreading at field level from an
initial contamination rate of 0. 05% from 2001 to 2004
with the sensitive varieties: The initial contamination rate
of 0, 05% was only been used withvarieties of the first

—4— (Gorom local —— Kvx414-22-72
—a— KNI

—— Kwvx6l-1
100+

group. This rate tallies in other words to 5 contaminated
plants in a share of 10000 plants. The obtained curves
from the incidences reached the 100% over the standard
of infection rate around 45 days after planting in 2001 and
2004. In 2002 and 2003, the secondary infections began
31 days practically after the planting. They progressed to
reach 70% of diseased plants in spite of the lateness of
the secondary infections starting in 2002 against 30% in
2003 at the maturity (Fig. 3a, b).

Kinetic of the CABMY spreading at field level from an
initial contamination rate of 0.5% of 2001 to 2004 with
the sensitive varieties: Still with varieties of high ability
of virus transmission by seed, the obtained curves from
a initial contamination rate of 0. 5% which means 5 plants
contaminated in a share of 1000 plants were as sigmoid
and comparable in evens. Therefore, the spreading speed
was preater and located between 17 and 38 days after
sowing. 100% incidence was quickly reached before the
maturity in 2001 and 2004. At the same period, it
was of 85 and 40%, respectively in 2002 and m 2003
(Fig. 4a, b).

Kinetic of the CABMY spreading at field level from an
initial contamination rate of 1% from 2001 to 2004 with
tolerable varieties: With the varieties of the group two,
with an 1nitial contamination rate of 1%, the secondary
infections, intervened practically 31 days after planting.
They slowly progressed to reach 40% of mfection rate in
2001 and 2004, these rates were between 15 and 25% in
2002 and 2003. During these four vears, the varieties KN1
and KVX396-4-5-2D had always the highest incidence
rates and KVX61-1 and TVX3236 had the lowest rates
(Fig. 5a, b).

—i— Kvx30-309-6G —— Moussa local
—o— Tvx3236 — K¥x396-4-52-D

0- T T 1 L)
10 17 24 31 38 45 352
2001

10 17 24 31 38

2002

45 52 59

Day after plenting

Fig. 1a: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 0% of 2001 and 2002 with eight varieties
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—— Gorom local —— Kvx414-22-72 —k— Kvx30-309-6G —*— Moussa local
—— Kvx61-1 —a—KN1 —— Tvx3236 ——— K¥x3964-52-D

Incidence (%)

10 17 24 31 38 45 52 59 10 17 24 31 38 45 52 59

2003 . 2004
Day after planting

Fig. 1b: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 0% of 2003 and 2004 with eight varieties.

—— Gorom local =—@—Kvx414-22-72 =——b— Kvx30-309-6G —»— Moussa local
—g— Kvx61-1 —a—KN1 —— Tvx3236 —=— Kvx396-4-52-D

Incidence (%)

10 17 24 31 38 4 52 5% 10 17 24 31 38 45 52 59

2001 Dy aficr planting 2002

Fig. 2a: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamimation rate of 0, 25% of 2001 and 2002 with eight varieties

—e— Gorom local —8— Kvx414-22-72 —&— Kvx30-309-6G —»— Moussa local
—— Kvx61-1 —e— KN1 —— Twx3236 —= Kvx396-4-52-D

10 17 24 31 38 45 52 59 10 17 24 31 38 45 52 59
2003 Dey after planting 2004

Fig. 2b: Kinetic of the CABMYV spreading from an imitial contamimnation rate of 0, 25% of 2003 and 2004 with eight varieties

4370



FPak. J. Biol. Sci., 10 (24): 4365-4374, 2007

—o— Garom local —— Kvx414-22-72 —h— Kvx30-309-6G —w— Moussa local

Incidence (%)

10 17 24 31 38 45 52 59 10 17 24 31 38 45 52 59
Day after planting

Fig. 3a: Kinetic of the CABMYV spreading from an imitial contammation rate of 0, 05% of 2001 and 2002 with the sensitive
varieties
100 —— Goram local —— Kvx414-22-72 —b— Kvx30-309-6G —w— Mousse local
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80 1
704
60

Incidence (%)

T
10 17 24 31 38 45 52 59 10 17 24 31 38 45 52 59
2003 Day afier planting 2004

Fig. 3b: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 0, 05% of 2003 and 2004 with the sensitive
varieties
100 —o— Gorom locel —8— Kvx414-22-72 —— Kvx30-309-6G —w— Moussa local
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10 17 24 31 38 45 52 59 10 17 24 31 38 45 52 59
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Day after planting

Fig. 4a: Kmetic of the CABMYV spreading from an initial contamimnation rate of 0, 5% of 2001 and 2002 with the sensitive
varieties
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Fig. 4b: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 0, 5% of 2003 and 2004 with the sensitive

varieties
100 —— Kvx61-1 —a— KNl —&— Twv3236 —%— Kvx396-4-5-2D

£

2

8

-]

o2

2|

10 17 24 31 38 45 52 59 10 17 24 31 38 45 52 59
2001 ; 2002
Day after planting
Fig. 5a: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 1% of 2001 and 2002 with the tolerant

varieties
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Fig. 5b: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 1% of 2003 and 2004 with the tolerant
varieties
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Fig. 6a: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 5% of 2001 and 2002 with the tolerant

varieties
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Fig. 6b: Kinetic of the CABMYV spreading from an initial contamination rate of 5% of 2003 and 2004 with the tolerant

varieties

Kinetic of the CABMY spreading at field level from an
initial contamination rate of 5% of 2001 to 2004 with
tolerable varieties: Starting from an initial contamination
rate of 5%, the varieties of low ability of virus
transmission by seed gave disease progression curves
which were not so different from those obtained with an
initial contamination rate of 1%. The starting of the
secondary infections was also low as well as its
progression. The greatest incidences have been observed
in 2001 and in 2004. Varieties KN1 and KVX396-4-5-2D
also had the highest incidence rates (50%) at 59 days after
planting and KVX61-1 and TVX3236 had the lowest
infection rates at the same date (Fig. 6a, b).

DISCUSSION

The results showed that the development of the
CABMYV  epidemic depends on the various and initial
seed contamination rates. For varieties with high power to

transmit virus by seeds, the curves had a sigmoid pattern
whatever the initial contamination rate. The secondary
infections have especially been observed from the
seventeenth day after sowing. They also marked the
beginning of the logarithmic phase that ended since the
45th DAS because most plants had been infected, then
giving unpact rates of 100%. There was no umpact rate
difference between the average of plots sowed with
virus-free seeds and those sowed with seeds with an
initial rate of 0.5%. This could be due to the effect
of the secondary contaminations assured by aphids
(Frison, 1988) between plots corresponding to the various
initial seed contamination rates. Aphid’s high number and
inoculum availability in the neighbouring plots were
undoubtedly at the origin of this result. The impact rates
of 100% have been reached m the last two weeks of the
study in years with lugh epidemics even with virus-free

seeds.
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In the case of the varieties with a low faculty of the
CABMYV transmission by seeds such as the variety
Kwvx61-1, the secondary infections have been observed
between 31 and 38 DAS. In any case, the disease had
progressed slowly with a constant speed leading to
unpacts lower than 50% at the post-flowering period in
spite of a relatively high and mitial seed contamination
rates. With Kvx61-1 variety, the CABMV propagation was
low, thus giving some low impact rates even with seeds
with contamination rate of 5%. For those varieties, the
disease progression curves indicate a ligh resistance
level to the infection (Tignegre, 2000; Neya, 2002). The
use of seeds with low or not virus contamination can be
appropriate to face the CABMV.

The high levels of nfection especially observed with
the variety local Gorom which represents the varieties
with a high faculty of wvirus transmission to seed
(Tignegre, 2000, Neya, 2002) suggest the necessity to
reduce aphids® populations” density notably by the use
of insecticides dwing cowpea vegetative phase.
Tnsecticides application should be made in the third
week after the sowing, most infections occurring between
17 and 24 days.

The achievement of impact rates of 100% from
virus-free seeds with Gorom local settles the problematic
of using such seeds. In that the solution would consist of
setting an ntegrated biological control measure such as
isolating the fields from important and external inoculum
sources and applying suitable treatment against aphids.
This research investigation has never been performed n
the past.

The quality of seeds and especially the resistance of
the cowpea varieties play an mmportant role in the
development and the propagation of the CABMYV in the
field.
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Abstract: The effect of contamination of cowpea seeds by Cow pea aphid borre mosaic virus (CABMV) on
disease development was studied in three agro-ecological zones of Burkina Faso. Seed contamination is the
only source of primary mnfection by CABMV m the field while aplid vectors are responsible for secondary
mnfections. Two cowpea varieties with different seed contammation rate (0, 0.05, 0.25, 0.5, 1 and 5%) were used.
The infected plants were recorded every week from the tenth Day After Sowing (DAS) and over seven weeks.
In the same way, populations of aphids were evaluated in plots at 30 DAS. There was a difference between the
average numbers of insects from one location to another. The initial contamination rate of cowpea seeds by the
CABMYV played a leading important role in epidemics development according to the areas. With the variety
Local Gorom, the secondary infections were early and fast in Niangoloko zone. In Sapouy area, the secondary
infections were lower and belated. In the centre zone the impacts were lower than those of Sapouy. In the case
of variety Kvx61-1, the secondary infections were medium for all initial contamination rates even in years of
great epidemics. For each year, any difference of impact rate had not got between the different seeds upset
contamination levels Kvx&/-I behaved well in the three localities even the west where aphids appear
precociously and densely.

Key words: Cow pea aphid borne mosaic virus, contaminated seeds, primary inoculum, aphids, epidemic

INTRODUCTION

The world cowpea production was estimated at
three millions tons. Up to 12.5 millions hectares are
under cowpea cultivation, 64% of are located in Africa
(Singh et «l, 1997). An increased and sustained
production has been recorded during the last five years in
Malawi, Niger, Nigeria, Bukina Faso, Mali, Togo and
Bemin. In each part of the world and especially in Africa,
cowpea production extension is emphasized.

Unfortunately, the increase of cowpea production is
jeopardized by several biotic and abiotic constraints that
limit or even anmhilate cowpea yields. The point 1s the
non availability of adapted varieties to the different
zones, scll and climate combined action, harmful insects
and weeds pressure, finally and especially diseases
(Taiwo and Akinjogunla, 2006; Kareem and Taiwo, 2007).
In the case of aphid-transmitted viruses, scabs or brown
stains, susceptible cowpea varieties can suffer from
vield losses between 50 and 100% in savannah zones
(Reeves, 1983).

Very little monitored until a recent past on statistical
grounds, the national production m Burkina Faso

increased these last five years from 309,466 t n 1999 to
around 456,000 ton in 2003 (DGPSA, 2004). Climatic
conditions in the countty 1s characterised by strong
contrasts going from the North to the South, which
iumposes the use of adapted cowpea varieties and
auspicious sowing dates to every zone. Bukina Faso is
part of the Sahel region which stretches from Senegal to
Sudan and is enclosed by 7° and 15” North latitude and
17° West and 24° East longitude. Three agro-ecological
zones are distinguished (Anonymous, 1993):

s The Sahelian zone in the North with an annual rainfall
of 400 to 600 mm

s  The Sudanian zone in the centre (600 to 900 mm of
annual rainfall)

s North Guinean zone (900 to 1200 mm) in the South
West

All agro-ecological zones are well suitable to cowpea
cultivation because several varieties adapted to the
different climatic conditions of the countty have been
developed by research institutions. However, most
cowpea production 1s done in the centre and western part

Corresponding Author: B.J. Néya, Institut de I’Environnement et de Recherches Agricoles (INERA), 01 BP 476 Ouagadougou 01,
Burkina Faso Tel: +226 50319208 Fax: +226 50340271
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of the country. Although CABMYV has been reported in all
agro-ecological zones two decades ago (Somé, 1989), the
effect of climatic conditions on the development of the
cowpea mosaic disease has not been investigated.

The objective of this study is to assess and to
compare the impact of the agro-ecological differences on
cowpea mosaic disease development n Burkina Faso.
This mformation 1s necessary for the development of
adequate control measures against CABMYV. Results
obtained in this country may also be useful for other
countries of the Sahel region, since they all shared similar
agro-ecological conditions.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and seed contamination rates: Two
cowpea varieties were used throughout the experiments:
Local Gorom representing the group of the susceptible
varieties (Tignegre, 2000, Neya, 2002) with four levels of
seed contamination rate (0, 0.05, 0.25 and 0.5%) and
Kvx6i-1 the one of the tolerant or resistant varieties
(Tignegre, 2000; Neya, 2002) with four levels of seed
contamination rate (0, 0.25, 1 and 5%).

All seed contamination levels were obtained by
mixing contaminated seeds with virus-free seeds at
appropriate  proportions.
1dentified by means of the non-destructive Enzyme-linked
mmmunosorbent assay (ELISA) as umplemented by
Konate and Neya (1996). Basically, the test was
conducted as described by Clark and Adams (1977),
especially with regard to buffer systems and mcubation
times. A fragment of 60 mg was taken from the distal
part (opposite to the embryo side) of each seed and
hand-ground with mortars and pestles in 150 plL extraction
buffer. After decantation, the supernatant was used as
antigen source. Absorbance readings (A405 nm) were
recorded with a Metertech £960 automatic ELISA plate
reader. Seed extracts were considered to be positive for
CABMYV detection if their A405 nm readings were lugher
than thrice those of healthy control seeds. The remaining
embryo-side parts of the positive seeds of each cowpea
variety were pooled and used as virus-contaminated seed
batches.

Contaminated seeds were

Field experiments and statistical analyses: Cowpea
mosaic disease development was investigated over three
consecutive years (from 2002 to 2004) in the central, the
west-central and the western parts of Bukia Faso.
Specific locations in each part were Somnawaye (Centre),
Sapouy (West-central) and Niangoloko (West). In each
location, experiments were conducted on 200 m*-plots
separated one from another by at least 50 m to mimmize
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cross infections between plots. Treatments were
composed of the different seed contamination rates and
three replicates were done per treatment. In each plot,
mineral fertiliser consisting of Nitrogen-Phosphate-
Potassium (NPK 14-23-14) was applied at 100 kg ha™".
Cowpea seeds were sown

0.80 m between rows and 0.40 m between seed holes on

in rows with distances of

the same row.

Proportions of infected plants were recorded in
each plot once a week from 10 Days After Sowing
(DAS) to 59 DAS. Populations of aplud vectors
were evaluated at 30 DAS using the six-digits (0 to 5)
evaluation scale of Jackai and Singh (1988) where 0 = no
infestation; 1 = 1-4 aphids per plant; 2 = 5-20 aphids per
plant; 3 = 21-100 aphids per plant; 4 = 101-500 aphids per
plant and 5 = more than 500 aphids per plant. All disease
incidence and aphid counting data were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) (Stanton, 1996).

RESULTS

Counting of the total number of plants at germination:
One week after sowing, the total number of the plants of
each variety was been counted on all plots in the three
zones. At the plots level, the number of plants varied
between a minimum of 614 and a maximum of 737

(Table 1a, b).

Assessment of aphid populations 30 days after sowing
in the three locations: The number of aphids in the
plots corresponding to each seeds wutial contamination
rate was apprised. The results were consigned m the
Table 2a and b. The notes assigned in each of the two
groups of tested cowpea varieties according to the
entomologists scale varied between 2 and 4. For each
year, the analysis of variance showed that there was no
significant difference between the average number of
insects per plot, per variety and per location. In 2002, for
the Local Gorom (F = 1.58; p = 0.27) whereas for the
variety Kyx6I-1 (F =0.33; p = 080). In 2003, these values
were (F=10.25p =0.86) for the Local Gorom and (F = 0.67,
p =0.59) for Kvxeei-1. Tn 2004, for Local Gorom, F = 0.33;
p = 0.80 while for Kyxt1-7 (F = 0.25 and p = 0.86). Even
though according to Newman-Keuls” test, the analysis of
variance didn't shown any significant difference of aphids
infestation in the plots, but the note four was very often
been assigned in the plots of the locality of Niangoloko
confirming aphids steeper pressure in this zone.

The effect of seeds contamination rate on the disease
impact 31 and 59 DAS: In 2002, 31 DAS, the disease
impact was as well superior in the locality of Niangoloko
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Table 1a: Mean total number of plants per Initial Contamination Rate (ICR) and per zone with Local Gorom

ICR (%%) 2002 TICR (%o) 2003 ICR (%) 2004

Locality 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5
Somnawaye 675 723 ol4 o087 693 667 668 o5 671 684 683 678
Sapoury 685 687 15 15 il 678 512 673 690 677 681 709
Niangoloko 657 15 677 639 659 655 675 656 8 689 657 7
Table 1b: Mean total number of plants per Initial Contamination Rate (ICR) and per zone with Kyx6.1-1

ICR (%) 2002 ICR (%) 2003 ICR (%) 2004
Locality 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5
Somnawaye 738 096 738 734 673 701 098 709 082 715 7 699
Sapoury 736 722 729 737 681 688 675 712 688 693 688 702
Niangoloko 722 ol6 722 722 673 679 055 689 o078 979 704 723
TCR =Initial Contamination Rate
Table 2a: Aphid’s population assessment on the plots one month after sowing with Gorom local

TICR (%6) 2002 TICR (%%) 2003 ICR (%) 2004
Locality 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5
Somnawaye 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sapoury 3 2 2 2 3 3 2 3 3 4 3 4
Niangoloko 4 3 3 3 3 4 4 3 4 4 4 4
Table 2b: Aphid’s population assessment on the plots one month after sowing with Kwx6i-1

ICR (%) 2002 ICR (%) 2003 ICR (%) 2004
Locality 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5
Somnawaye 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sapoury 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4
Niangoloko 4 4 4 3 3 4 4 4 4 4 4

TCR =Tnitial Contamination Rate, Aphids number have bean appraised using the following scale, 0= no infestation; 1 = 1-4 aphids per plant; 2 = 5-20 aphids
per plant; 3 = 21-100 aphids per plant; 4 = 101-500 aphids per plant, 5 = more than 500 aphids per plant

for each initial contamination rate with Local Gorom as
with Kwx61-1 followed by Sapouy locality that had an
mtermediate impact. The locality of Somnawaye had the
weakest some impact both the variety and the initial
contamination rate. With the variety Local Gorom, the
analysis of variance didn't shown a significant difference
between the various seeds initial contamination rates
(F=1.89, p=0.21) (Table 3a), on the other hand, with the
variety Kvx6[-1, there is a significant difference between
the contamination rates of 1 and 5% and the rates of zero
and 0.25% (F = 4.81; p = 0.034), (Table 3b).

All as at 31 DAS, the disease impact rates at 59 days
after sowing reached 100% with the variety Local Gorom
either the upset contamination rate m Niangoloko. In
Sapouy, the rate of sick plants also reached 100% 1n the
plots where seeds were initially contaminated at 0.5%
against 70 and 78% in the other plots. There again, there
was no significant difference between the various mitial
rates but there 13 a sigmificant difference between
Niangoloko zone and the one of Somnawaye (F=5.72;
p = 0.025) (Table 4a). With the Kvwx6!-1 variety, the
mnfection rates were lower in comparison with Local
Gorom. For all imtial contamination rates, the zone of
Niangoloko had the higher impact (39 to 66%) followed by
the one of Sapouy (7 to 18%). Low impacts have been
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recorded in Somnawaye (5 to 16%) from the lower initial
contamination rate to the higher. The analysis of variance
showed a sigmficant difference between the zone of
Niangoloko and the two others (F = 32.12; p = 0.001),
(Table 4b).

For the year 2003, the different seeds mitial
contamination rates of Local Gorom gave at 31 DAS
impact rates similar to the previous year. Niangoloko had
the higher impact always followed by Sapouy and before
Somnawaye. In each locality, the impacts of the mosaic
virus changed m the increasing sense of the upset
contamination rates. Therefore, a significant difference
between the Niangoloko zone and the two others have
been shown (F = 14.89; p = 0.001) (Table 3a). With the
variety Kvx61-1 at this date, the number of sick plants
was low in the three localities. The analysis of variance
didn't shown a significant difference between the three
zones (F = 0.46; p = 0.666). On the other hand, the impact
corresponding to the contamination rate of 5% was
significant different from those corresponding to the other
rates (F = 15.78; p = 0.001) (Table 4b).

The mmpact rates of the disease with Gorom local
59 DAS were less elevated than those of the year before.
In Niangoloko, this rate was respectively of 48.5% from
virus-free seeds against 18.5 and 15% in Sapouy and in
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Table 3a: Disease impact 31 DAS from the different ICR with Local Gorom in the three localities

ICR (%6) 2002

ICR (%) 2003

ICR (%) 2004

Locality 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5
Somnawaye 0.13 5.00 516 139 1.47 1.82 3.55 3.50 3441 46,12 47.43 68.98
Sapouy 7.31 8.87 945 31.6 3.95 8.07 0.33 19.8 4717 49.12 70.70 76.11
Niangoloko 9.13 30.18 30.20 39.2 18.56 19.23 31.16 33.7 57.48 66.80 77.34 88.59
Table 3b: Disease impact 31 DAS from the different ICR with XKvx67-17 in the three localities

ICR (95) 2002 ICR (%) 2003 ICR (%) 2004
Locality 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5
Somnawaye 012 043 1.00 611 0.00 1.36 1.40 9.0 1.58 248 277 5.97
Sapouy 212 233 275 711 1.43 284 3.46 8.0 2.13 4.78 0.45 13.44
Niangoloko 214 4.28 5.24 14.80 2.13 2.43 4.48 14.2 7.4 7.56 11.66 22.67
TCR =Initial Contamination Rate
Table 4a: Disease impact 59 DAS from the different ICR with Local Gorom in the three localities

ICR (96) 2002 ICR (%) 2003 ICR (96) 2004
Locality 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5 0 0.05 0.25 0.5
Somnawaye 2293 37.30 54.47 96.7 15.02 20.14 23.56 40.13 99.28 99.28 100 100
Sapouy T0.12 77.88 78.50 100.0 18.46 28.59 37.68 60.18 100.00 100.00 100 100
Niangoloko 100.00  100.00 100.00 100.0 79.34 56.43 79.34 97.67 100.00 100.00 100 100
Table 4b: Disease impact 59 DAS from the different ICR with XKvx67-17 in the three localities

ICR (95) 2002 ICR (%) 2003 ICR (%) 2004
Locality 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5 0 0.25 1 5
Somnawaye 4.67 4.75 744 163 2.18 312 4.73 18.64 9.14 16.88 19.67 26.78
Sapouy 712 7.87 10.11 185 0.42 6.68 713 23.19 13.14 23.34 26.05 29.77
Niangoloko 38.99 44.63 47.14 06.2 9.14 10.75 11.16 27.55 31.67 46.84 46.19 58.67
TCR =Initial Contamination Rate
Somnawaye. In each zone, the ligh impacts have been got ~ No  significant difference has been shown neither

with seeds with initial contamination rates of 5%.
Niangoloko was in head with 97.67% followed by Sapouy
with 66.18% and finally Somnawaye with 40.13% of impact
rate. There wasn't a sigmificant difference between the
different contamination rates (F = 1.59; p = 0.267). On the
other hand it has been between Niangoloko and the two
other localities (F = 6.43; p = 0.018), (Table 4a).

At the same date, with the variety Kvx6I-1, impacts
were very low in the three zones and for all seeds initial
contamination rates. The analysis of variance showed that
there didn't have a sigmficant difference between the
three sites. But, the impact corresponding mmpact to the
contamination rate of 5% was significantly different
from those corresponding to the other rates (F = 14.05;
p = 0.001) (Table 4b).

Fmally in 2004, the disease impacts with Gorom local
31 DAS were upper than 50% in Niangoloko even with
virus-free seeds. The analysis of variance didn't shown
a meaningful difference as well between the three
zones (F = 2.69; p = 0.121) as between the different
contamination rates (F = 3.75; p = 0.060), (Table 3a). At
this date, the impact rates were very low in the three zones
with the variety Kwe6i-1. With seeds with initial
contamination of 5%, the mnpact was from 22.67% in
Niangoloko, 13.44% in Sapouy and 6% in Somnawaye.
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between the localities (F = 3.32; p = 0.083) nor between the
different initial contamination rates (F = 235, p=0.149),
(Table 3b).

With Local Gorom, the impact rates reached 100% 1n
all localities 59 DAS even in the plots where virus free
seeds have been used. The analysis of variance showed
that there is no significant difference between localities or
between the different mmtal contamination rates, Table 4a.
With the variety Kvx6[-I, the impacts were at this date,
lower than 50% for all initial contamination rates but the
imitial contamination rate of 5% in Niangoloko with an
impact rate of 58.67%. There was no sigmficant difference
between the different initial contamination rates but in the
other hand it had been between Niangoloko and the other
localities (F = .68, p = 0.008), (Table 4b).

The kinetics of the CABMYV in-field spreading from a
virus free seeds (0%) from 2002 to 2004 with the two
varieties in the three zones: The evolution of the number
of sick plants in the plots sowed with virus-free seeds
during the three years differs from one year to the next
with however some likeness. With the variety Local
Gorom representing the group of the varieties with high
power of virus transmission by seeds, the obtained
cuves in Niangoloko zone are all of sigmoid pace. Tt
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Fig. 2: Kinetic of the CABMYV propagation from an imtial contamination rate of 0% with Kvx61-I m the three localities

in 2002, 2003 and 2004

indicates a very fast propagation speed permitting to
reach in 2002 and in 2004 infection rates of 100% between
17 and 38 DAS. The disease inpact remained lower than
80% 1n 2003, year of low epidemic (Fig. 1). With the
variety Kvx6I-1, the secondary infections began
practically 31 DAS giving thus a low impact rate in 2002
(39%) and n 2004 (32%). In 2003, the spreading curve
kinetics showed that the epidemic development speed
was very low giving an impact rate of 9% at the end of the
infected plants counting (Fig. 2).

In Sapouy, with the variety Local Gorom, the
obtained spreading kinetics curves showed a low
plants mfection speed in 2002 until 38 DAS. After this
date, the propagation speed increased to reach an
unpact rate of 70% at 59 DAS. In 2003, the disease
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propagation speed was very low. The impact rate was
lower than 20% at the end of the experience. On the other
hand in 2004, the propagation curve kinetics gave a
sigmoid pace indicating a fast speed of the epidemic
development. Indeed, started 17 DAS, the secondary
infections reached an impact rate of 100% 45 DAS (Fig. 1).
With the wvariety Kwx6I-I, the propagation speed was
very low in 2002, in 2003 and in 2004 with an impact
of 13% 1n spite of that was a year of virus high
epidemic (Fig. 2).

In the locality of Somnawaye, with Local Gorom, the
disease propagation speed was very low in 2002 and in
2003 giving respectively impact rates of 23 and 15%. On
the other hand, this speed was high and had generated an
impact rate of 100% at 52 DAS in 2004 (Fig. 1).
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Fig. 4 Kinetic of the CABMYV propagation from an initial contamination rate of 0. 25% Kwe61-1 local in the three localities

in 2002, 2003 and 2004

With the variety of low virus transmission power by
seeds, the obtained curves showed that the disease
propagation speed was even lower over the three years
compared to those of Sapouy (Fig. 2).

The kinetics of the CABMYV propagation in-field from an
initial contamination rate of 0.25% from 2002 to 2004
with the two varieties: From an mitial contamination rate
of 0.25%, the evolution of sick plants number 1n the plots
during the three years differs not only from one year to
the next but also from one variety to the other.

The obtained cuves got in Niangoloko zone with
the varety Local Gorom representing the group of the
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varieties with high powers of virus transmission by
seeds, are all of sigmoid pace excepted the one of
2003. Started to 17 DAS, secondary infections had a
very fast propagation speed allowmg reaching in
2002 and n 2004 imfection rates of 100% between
17 and 38 DAS. The disease impact remained lower
than 50% in 2003, year of low epidemic (Fig. 3). With
the variety Kwvx61-1, secondary nfections timidly
began 31 DAS. This situation gave thus a mean
impact rate of 45% in 2002 and in 2004. The propagation
kinetics cwve showed that in 2003 the epidemic
development speed was very low with an impact rate
of 11% (Fig. 4).
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With the variety Local Gorom in Sapouy, the
propagation kinetics cwves got showed a delayed
infection starting until 36 DAS in 2002 and 2003. The
propagation speed increased after this date to reach an
impact rate of 78% in 2002 against 38% in 2003 59 DAS.
The propagation kinetics cuwrves gave on the other hand
in 2004 a sigmoid pace indicating a fast speed of the
epidemic development. Indeed, started 10 DAS, the
secondary infections reached an impact rate of 100%
38 DAS (Fig. 3). With the variety Kwx6l-1, the
propagation speed was lower than 10% in 2002 and in
2003 and even in 2004 with an impact of 23.34% in spite
of the fact that it is one year of virus high epidemic
associated to a basis contamination rate of 0.25% (Fig. 4).
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In the locality of Somnawaye, with Local Gorom, the
disease of propagation speed was medium in 2002 and low
in 2003 giving respectively impact rates of 55 and 24%. On
the other hand, this speed was high and generated an
impact rate of 100% 352 DAS (Fig. 3). With the variety
Kvx61-1 with low power of virus transmission by seeds,
the obtained cwves showed that the disease propagation
speed was even lower through the three years compared
to those of Sapouy (Fig. 4).

The kinetics of the CABMYV propagation in-field from an
initial contamination rate of 0.05 and 0.5% of 2002 to
2004 with Local Gorom: The obtained curves in the zone
of Niangoloko with the variety Local Gorom from the
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Fig. 7: Kinetic of the CABMYV propagation from an imtial contamination rate of 1% with Kvx61-I m the three localities
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initial contamination rates of 0.05 and 0.5% are all of
sigmoid paces and similar, excepted the one of 2003 with
0.05% of imtial contamination rate. The secondary
infections had a very fast propagation speed and started
between 10 and 17 DAS, they reached then infection rates
of 100% 45 DAS. The disease impact remained lower than
100% in 2003 in the plots that received contaminated
seeds at 0.05 and 0.5%. In spite of the fact that the second
contamination rate 1s ten times superior to the first. The
impacts rates were more or less the same (Fig. 5, 6).

The obtamed kinetics of propagation curves of
Sapouy locality with these two seeds contamimation
levels was different according to the basis contammation
level. The impact rates from seeds contaminated at 0.05%
have been raised in 2002 (78%), very low n 2003 (29%)
and very elevated and precocious in 2004, 100% at
45 DAS (Fig. 5). With seeds contamimated at 0.5%, the
disease propagation speed has been raised in 2002 and
reached the impact rate of 100% 59 DAS against 66% in
2003. It has been very height and very precocious in 2004
and reached the maximum impact rate 45 DAS (Fig. 6).

In the locality of Somnawaye, from seeds
contaminated at 0.05% with Local Gorom, the disease
propegation speed was low in 2002, 37% 59 DAS. It was
even lower in 2003 giving an impact rate of 20% at the
same date. On the other hand, this speed was high and
precocious in 2004 and generated an impact rate of 100%
45 DAS (Fig. 5). With an initial contamination rate of 0.5%,
unpacts of 100% have been obtamned between 52 and 59
DAS m 2002 and in 2004 following a fast epidemic
development contrary to the year 2003 where an impact of
40% has been obtained 59 DAS (Fig. 6).
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The kinetics of the CABMYV propagation in- field
from an initial contamination rate of 1 and 5% from
2002 to 2004 with Kvx61-1: With the variety Kvx61-1
and from infected seeds at 1% by virus, the secondary
infections timidly began 31 DAS in 2002 in Niangoloko.
Then, the propagation speed became medium and
gave an mmpact rate of 48% 59 DAS. This propagation
speed and this impact rate were similar to those
obtamed m 2004. The cwve of propagation kinetics
had a shy progression in 2003 and the epidemic
development speed was very low with an impact rate of
11% (Fig. 7).

With seeds contamimated at 5%, the features of
epidemics development were identical to those gotten
with infected seeds at 1%. Therefore, a high increase of
impact rates has been observed (Fig. 8).

In Sapouy zone, the propagation speed was low and
the impact rates were of 10% in 2002 and 7% in 2003 and
even in 2004 with an impact of 27% 1in spite of the fact
that 1t 18 a year of the high epidemic associated to a
contamination rate 1% (Fig. 7).

From an initial rate of 5%, the impacts were of 19% in
2002, 23% m 2003 and 30% 1n 2004 (Fig. 8).

In Somnawaye, with Kyx61-1 seeds contaminated at
1%, the obtained curves showed that the
propagation speed was lower dwuring the three years

disease

compared to those of Sapouy and Niangoloko. The unpact
rates progressed between 5 and 20% (Fig. 7). With a basis
rate of 5%, the disease propagation speed had the
previous features (Fig. &).
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DISCUSSION

To the term of thus study, it came out again aphids
infestation importance varies according to the seasons
and 1s encouraged by drought pockets. These results
confirm those of Dabire (1992). The results also showed
that the development of the CABMYV epidemic 1s faster
and more precocious in the western area. With the
varieties of high powers to tramsmit virus by seeds
represented by the variety Local Gorom, the cwrves hada
sigmoid pace whatever the imtial contamination rate. The
secondary infections have especially been observed from
the seventeenth day after sowing. They also marked the
beginning of the logarithmic phase that ends since the
45th DAS because most plants have been infected giving
mmpact rates of 100%. There was no impact rate difference
between the average of plots sowed with virus-free seeds
and those sowed with seeds at a rate of 0.5%. It could be
due to the effect of the secondary contaminations
crossed asswred by aphids (Frison, 1988) between plots
corresponding to the various seeds mitial contamination
rates. Aphid’s high number and inoculum availability in
the plots were undoubtedly at the origin of this result.
According to Dabire (1992), it is indeed, evident from her
works that aphid flights are more precocious and more
intense in the west and decreases from the centre to the
north. This situation would explain the decrease of the
impact in the same sense that wants to say from West to
North.

In the case of the varieties of low power of
virus transmission by seeds represented by the variety
Kvx6i-1, the secondary infections have been observed
between 31 and 38 DAS generating impact rats lower than
508 in Niangoloko.
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In Sapouy locality, the diseases propagation is more
belated and less fast than to the west with Local Gorom.
The impact rate of 100% is reached with one or two weeks
of delay on the west zone.

In the case of the varieties of low faculty of the
CABMYV transmission by seeds as the variety Kwx61-1,
the secondary mfections have been observed between
31 and 38 DAS. In any case, the disease progressed
slowly with constant speed leading to impacts lower
than 30% 59 DAS in spite of relatively a high seeds initial
contamination rates.

Finally, in the centre zone (Somnawaye), Local Gorom
gave some lower impact rates than those of Sapouy
region. The impact rates of 100% have been reached in the
last two weeks of the study in year of high epidemic as
2004 or some times with contaminated seeds at 0.5%. With
Kyx61-1 variety, the CABMYV propagation was low giving
some low mnpact rates thus even with seeds with
contamination rate of 5%. For this variety Kvx6I-1, the
disease progression curves in the three localities indicate
a high resistance level to the infection. So, the use of
seeds little or not contaminated can in this case being
favourable to face the CABMV.

The high levels of infection especially observed with
the variety Local Gorom representing the varieties of high
faculty of wvirus transmission to seed translate the
necessity to reduce aphids’ populations’ density notably
by the use of insecticides during cowpea vegetative
cycle. Aplds were responsible for the secondary
contaminations, what bears out the results of Frison
(1988). Insecticides application should be made in the
third week after the sowing, most infections occurring
between 17 and 24 days.
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The obtaining of impact rates of 100% from virus-free
seeds of virus with Gorom local settles then the
problematic of these seeds use in some localities. The
solution would be m the setting of an integrated
biological where it is necessary to isolate the fields of
inoculum external important sources and to apply a
precocious treatment against aphids.

The study of epidemics development i the three
zones from contaminated seeds or not showed that:

¢ The disease development is faster and higher in
Niangoloko representative of the western area

¢ This development is medium in Sapouy that
represents the western centre

* In Somnawaye that represents the centre zone, the
disease mnpact 1s low

¢ Tn case of year of high epidemic as the case of 2004,
there is no significant difference of the disease with
the variety Local Gorom between the virus-free seeds
and those contaminated at 0.5% m Niangoloko and
Sapouy zones

*  The variety Kwvx61-1 representing the group of the
resistant or tolerant varieties had a good behaviow
in all zone even in 2004

¢ Aphids infestation is more intense in the west and
decrease as one goes back up northwards. It would
entail the development of the epidemics presumably
n the same sense. More the pressure of the vector 1s
high, more the epidemic is fast
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Introduction

Le niébé dont le nom
scientifique est Vignha unguiculata,
est une importante plante légumi-
neuse a graines. 11 est trés riche
en protéines (23%) qui contiennent
des acides aminées essentiels comme

la lysine, la thréonine, la cystéine et le

tryptophane. 11 tient ainsi une place
importante dans I"alimentation
humaine et celle du bétail pour
lequel des variétés Tfourragéres

sont disponibles. Le Burkina
Faso produit plus de 450.000 tonnes
de niébé par an et il existe de

grandes potentialités pour
augmenter cette production.
Cependant, la culture du niébé est

fortement affectée par plusieurs

maladies d"origine virale, la plus
importante étant 1la mosarque du
niébé transmise par pucerons.

Cette maladie cause des pertes de
récolte pouvant atteindre 60 a 90%.

Depuis plusieurs années, des
efforts ont été déployés pour
comprendre 1"épidémiologie de la

maladie au Burkina Faso dans le but
de dégager des méthodes de lutte
adaptées. L"objectif de ce travail
est de faire le point sur les
principaux résultats acquis.

L*agent pathogene de la mosarque du
niébé transmise par pucerons

La mosarque du niébé transmise
par pucerons est causée par un
virus TFfilamenteux appartenant au
genre Potyvirus et a la famille des
Potyvirideae. Observé au
microscope électronique, il mesure
750 nm de long et 11 nm de large.
Il a été décrit pour la premiére

de la mosarque du niébé transmis par
pucerons.

=5 Particules de CABMV
observées en microscopie

électronique (source:
Rossel et Thotappilly,
¢ 1985)

Les symptémes causés par le CABMV

Les feuilles d"un plant de
niébé infecté par le CABMV
présentent des symptomes de

mosartque. Les fTeuilles deviennent
vert-clair et [la couleur verte
normale subsiste seulement le

long des nervures et dans
quelques parties. La croissance
des plants malades est perturbée
ce qui les rend le plus souvent
rabougris.

Symptbémes de

CABMV :

A: feuille malade; B: plant sain; C:
plant malade rabougri

Modes transmission du CABMV

Le CABMV est transmissible par
inoculation mécanique. C"est le mode
couramment utilisé au laboratoire.
Il s"agit de frotter les fTeuilles

fois en ltalie (Lovisolo et Conti, d'un plant sain avec un extrait
1966) . sSon nom taxonomique obtenu par broyage de feuilles
international est Cowpea aphid-  malades.

borne mosaic virus (CABMV) ou virus
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Au champ, le CABMV
est transmis par
plusieurs espéces de
pucerons dont 1le plus
fréquent est Aphis
craccivora. Ces

insectes disséminent le
virus d"un champ a un
autre et entre plants
dans un méme champ.

Les premiers plants

Pucerons sur

malades au champ Teurlles de

proviennent surtout de (graines
contenant le virus. Le CABMV est
transmissible par les semences.
Cela est un moyen important de
dissémination du virus d"autant
plus que trés peu d"hbtes

alternatifs du CABMV ont été
identifiés. Les plantules issues de
graines malades sont alors |les
principales sources virales pour la
propagation de la maladie.

Diagnostic du CABMV

La méthode fiable de diagnostic
utilisée de facon routiniére pour
le CABMV est le test sérologique
ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) . Cette méthode est
efficacement utilisée pour détecter
le virus aussi bien dans les
différentes parties de la plante
que dans les graines malades
(Konaté et Neya, 1996).

Distribution géographique et
incidence du CABMV

Le CABMV est présent dans toutes
les zones agro-écologiques du
Burkina Faso (Neya, 2002). Cette
distribution dans [I1"ensemble du
pays est probablement due au fait
que le virus est véhiculé par les
semences de niébé. Son incidence
varie selon les zones et selon les
années. En cas d"épidémies,
I"incidence peut atteindre 80 a
100% en zone nord guinéenne au sud,
50 a 60% en zone soudanienne (au
centre) et 40% en zone sahélienne
au nord. La variation de
I"incidence du CABMV est liée aux
vols des pucerons dans les
différentes zones agro-écologiques
(Dabiré, 1992).
Recommandations de lutte contre le
CABMV

Au regard des modes de
transmission du CABMV, trois
principaux moyens de lutte sont

conseillés :

© [l"utilisation de semences de niébé
de bonne qualité phytosanitaire
(graines peu ou pas infectées par
le virus). Cela permet d"éviter
une installation précoce de Ila
maladie au champ.

& lTutilisation rationnelle
d"insecticides pour controler Ila
population de pucerons vecteurs du
CABMV qui interviennent dans la
propagation de la maladie dans le
champ

& [ utilisation de variétés de niébé
résistantes ou tolérantes au CABMV
(exemples: TVx32-36, KVx 394-4-4,
KVx 394-4-5-2D et KVx 61-1).

trois
lutte

Une combinaison de ces
moyens dans une stratégie de
intégrée est recommandée.

Le niébé est utilisé sous forme de
feuilles et de graines dans
Ialimentation de I homme et du
bétail. Toutes ces parties de la
plante peuvent contenir le virus.
Cependant, leur consommation n-a
aucun effet sur 1la santé des
consommateurs.
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