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Le Centre de recherches pour le développement international, société publique 
créée en 1970 par une loi du Parlement canadien, a pour mission d'appuyer des 
recherches visant à adapter la science et la technologie aux besoins des pays en 
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alimentation et nutrition; information; santé; sciences sociales; et communica- 
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ques. Etabli à Ottawa (Canada), il a des bureaux régionaux en Afrique, en Asie, 
en Amérique latine et au Moyen-Orient. 
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des plantes-racines attachés aux programmes nationaux en Afrique. 
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PROPRIETES D'UNE VARIETE NOCIVE DE VIRUS LATENT DU 
MANIOC, ISOLÉE SUR DU TABAC CULTIVÉ AU NIGERIA 

E.C.K. IGWEGBE 

DÉPARTEMENT DES CULTURES VJVRthRES, UNJvERsIm DU NJGERIA, NSUKKA (N1GsRJA) 

L'agent responsable du rabougrissement sévère, de la frisolée, de l'épinastie et de la marbrure 
chlorotique du tabac cultivé à Nsukka, Nigéria a pu être isolé et étudié. C'est un virus et plusieurs isolats ont 
été injectés à Datura stramonium et à d'autres espèces Nicotiana. Le virus, de morphologie sphérique, est 
inactif à 55-60 °C ainsi que lorsque dilué à moins de I 0 ,et il ne vit pas plus de 24 heures en laboratoire. Il 

est transmis par Bemesia tabaci et attendu les caractères décrits plus haut, il est possible qu'il appartienne à 
une variété du virus latent du manioc (VLM), bien que des recherches sur lagar n'aient démontré aucune 
relation sérologique entre VLM et Nsukka. 

I isolated and tested the agent causing severe stunting, leaf curl, leaf epinasty, and chlorosis mottle in 
field-grown tobacco in Nsukka, Nigeria. The agent was shown to be a virus, isolates of which were able to 
infect Datura strainonium and several Nicotiana species. The virus exhibited thermal inactivation at 
55-60 °C, dilution endpoint of less than 10-', longevity in vitro of fewer than 24 hours, and a spherical 
morphology. It was transmitted by Bemesia tabaci. Based on these properties, I consider the virus to be a 
severe strain of cassava latent virus (CLV), although results of studies on agar to demonstrate the possible 
serological relationship between the Nsukka virus and CLV were inconclusive. 

Le virus latent du manioc (VLM) est relativement 
récent. Il a été décelé au Kenya, en 1978, par Bock et 
alu. 11 se transmet par la sève et est inactif aux 
températures dépassant 55 °C ainsi que dilué à en- 
viron l0; sa longévité en laboratoire ne dépasse 
pas 3 jours. Il attaque les euphorbiacées et les 
solanées chez lesquelles il provoque la frisolée, des 
lésions chlorotiques et la marbrure chlorotique 
(Bock et alu, 1978). 

Le VLM est l'objet d'un intérêt renouvelé du fait 
qu'on l'a régulièrement isolé sur du manioc offrant 
des symptômes de la mosaïque (Bock et alu, 1978 
Igwegbe, résultats non publiés; Thottappilly, 
communiqué personnel, et Cobaruko, thèse non pu- 
bliée). La MM est une maladie grave du manioc 
présente partout oft on le cultive. Bien que le VLM 
ait pu être transmis expérimentalement du manioc au 
tabac, on ne l'a jamais observé au naturel sur le 
tabac. 

Lors d'un inventaire (1979) des virus affectant le 
tabac dans la parcelle réservée à cette plante à l'Uni- 
versité du Nigéria, à Nsukka, on a trouvé des plants 
fortement rabougris, avec des symptômes de friso- 
lée, d'épinastie des feuilles et de marbrure chloroti- 
que. Les études en vue d'identifier l'agent causatif 
ont indiqué que celui-ci était une variété du VLM. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODE 

Des 10 isolats de virus (6 sur du tabac cultivé en 
champ, et 4 sur du manioc infecté de MM conservé 
en serre) obtenus à Nsukka, j'en ai utilisé un, dé- 
signé VLM-NN2 aux fins de ma recherche et qui 
avait été prélevé dans un champ de tabac. Après 
plusieurs passages dans une série de lésions locales 
surNicotiana occidentalis, VLM-NN2 aété fixé sur 
N. tabacum, NC 95, ou un cultivar local. Sauf 
indications contraires, ces deux variétés ont servi de 
sources de virus pour cette étude. 

Pour obtenir l'inoculum nécessaire, j'ai broyé au 
pilon dans un mortier des feuilles infectées de tabac, 
avec du phosphate de potassium 0,05 M comme 
tampon, pH 8,0 (1: 2, y/y). La matière broyée a 
été tamisée dans deux épaisseurs de gaze, et l'inocu- 
lum appliqué ensuite sur les feuilles, saupoudrées de 
carborundum, des plants servant aux essais. Aussi- 
tôt après l'application, l'inoculuni a été lessivé des 
feuilles à l'eau courante. Les plants inoculés et les 
plants témoins appropriés non inoculés ont été 
placés en observation dans une serre exempte 
d'insectes. 

Quatre jeunes plants de chaque espèce, ou plus, à 
croissance rapide, ont été inoculés. A défaut de 



symptômes déclarés sur ces hôtes après 4 à 6 se- 
maines, des inoculations ont été effectuées à partir 
de feuilles non inoculées sur la variété locale ou la 
NC 95 de N. tabacum. 

VLM-NN2 des feuilles de tabac NC 95 récoltées 
environ 4 semaines après l'inoculation a été partiel- 
lement purifié. Vingt grammes de feuilles infectées 
fraîchement récoltées ont été broyés au pilon dans un 
mortier, à froid, en présence de 40 ml de phosphate 
de potassium 0,1 M comme tampon (pH 7), conte- 
nant 1 % de 2-mercaptoethanol. La solution homo- 
généisée a été filtrée dans deux épaisseurs de gaze, et 
le filtrat clarifié ensuite à l'aide d'un mélange de 
n-butanolchloroforme (1: 1, V/V) utilisé àla dose 
de 1 ml/lO ml d'extrait. Après avoir remué le mé- 
lange de façon intermittente pendant 2 heures, à 
4 °C, l'émulsion a ensuite été centrifugée à 3 000 
tr/mn durant 30 minutes. Pour précipiter le vis,j'ai 
fait dissoudre du polyéthylène et NaCl en phase 
aqueuse jusqu'à concentrations finales de 7,5 % et 
0,4 M, respectivement. Le mélange a été mis en 
incubation en le remuant par intermittence durant 
21/2 heures environ à 4 °C, et le précipité a été 
recueilli par centrifugation à 10 000 tr/mn pendant 
20 minutes à 4 °C, avant d'être remis en suspension 
dans 5 mide phosphate de potassium 0,05 M comme 
tampon (pH 8,0), puis clarifié par centrifugation à 
vitesse réduite. Le surnageant final constitue la pré- 
paration virale partiellement purifiée que j'ai inocu- 
lée à quatre jeunes plantons, ou plus, de tabac NC 95 
et de manioc en état de croissance active afin d'en 
tester le caractère pathogène. Les plants témoins ont 
reçu un extrait similaire provenant de tabac non 
inoculé. 

Pour étudier la morphologie des particules de 
VLM-NN2, la préparation virale partiellement puri- 
fiée a été colorée négativement au phosphotungstate 
de potassium neutralisé à 2 % et visionnée ensuite au 
microscope électronique. 

Tous les tests sérologiques ont été effectués avec 
la préparation virale partiellement purifiée dans des 
plaques Ouchterlony à double diffusion, de 0,8 % 
d'agarose et 0,1 % d'azide sodique dissous dans un 
salin ; des fontaines de 6 mm de diamètre ont été 
espacées de 4mm. L'antisérum du VLM utilisé dans 
cetesttitrait 1 : 256etétaitundondeK.R. Bock, de 
Nairobi (Kenya). 

J'ai étudié les propriétés du suc brut en laboratoire 
avec le jus exprimé obtenu en titrant les feuilles 
infectées d'un cultivar local de N. tabacum dans 
deux volumes de phosphate de potassium 0,05 M 
comme tampon, pH 8. Des tissus ont été prélevés 3 à 
4 semaines après l'inoculation. Toutes les analyses 
d'infectiosité ont été effectuées sur un cultivar local 
deN. tabacum. J'ai déterminé le point d'inactivation 
thermique (PIT) en chauffant 5 ml de l'extrait pen- 
dant 10 minutes en intervalles de 10 °C échelonnés 
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de 40 à 80 °C. À la fin de ce traitement thermique, 
les tubes ont été immédiatement refroidis et l'infec- 
tiosité établie (cinq plants par traitement). J'ai établi 
le point limite de diffusion (PLD) et, à nouveau, 
déterminé l'infectiosité en utilisant cinq plants par 
dilution. La longévité in vitro (LIV) a été établie en 
incubant l'extrait à 21 °C et ce dernier a été évalué 
sur cinq plants de tabac, de O à 6 jours après la 
préparation. 

Des aleurodes adultes, indemnes de virus, élevés 
sur spp Crotalaria ont été affamés durant I heure, 
après quoi on les a laissés se nourrir sur le tabac 
infecté par intervalles de 30 à 60 minutes, avant de 
les transférer pendant 4 jours sur les plants d'essai 
qu'elles inoculeraient en s'y nourrissant. Dans un 
autre test, des aleurodes adultes porteurs du virus, 
recueillis sur des plants de manioc infectés de mosaï- 
que et gardés en serre, ont été transférés sur les 
plants à l'essai et laissés s'y nourrir librement pen- 
dant 4 jours. Dans les deux tests, les aleurodes ont 
été utilisés au nombre de 10 par plant et retirés à la 
fin de chaque période d'alimentation inoculante. 
Dans les deux tests les plants utilisés étaient des 
semis de tabac et de manioc au stade des cinq à six 
premières feuilles. Chaque test comprenait les té- 
moins appropriés. 

RISULTATS 

Les résultats que j'ai obtenus concordent avec 
ceux de Bock et alu, (1978) en révélant que la 
gamme des hôtes du VLM-NN2 se limitait aux sola- 
nées (spp Nicotiana et Datura stramonium). Les spp 
Nicotiana reconnues comme sensibles et non étu- 
diées par Bock et alu, (1978) sont N. tabacum, 
BurIey2I, Sarnsun-NN, Havana 425, NC 95, etN. 
occidentalis. A l'exception de cette dernière tous les 
plants ont manifesté des symptômes systématiques. 
Cependant, les lésions locales de N. occidentalis 
étaient erratiques et souvent trop peu nombreuses 
pour être évaluées quantitativement. 

Pour les autres espèces sensibles, la séquence des 
symptômes a été la suivante 8 à 10 jours après 
l'inoculation, apparition de froissement à la base 
(moitié inférieure du limbe) des deuxième, troisième 
et quatrième feuilles au-dessus de la plus jeune des 
feuilles inoculées. Dans les 24 heures suivantes, les 
froissements deviennent plus apparents et des lé- 
sions chlorotiques apparaissent dans la zone frois- 

sée. Ces lésions, habituellement associées aux ner- 
vures des feuilles, ne tardent pas à se combiner en 
bandes chlorotiques. Dans les 36 à48 heures suivant 
l'apparition des premiers symptômes, la partie de la 
nervure centrale dans la zone froissée s'est nécrosée 
en particulier sur N. tabacum NC 95 et la variété 
locale. Et quelques heures plus tard, la frisolée se 
manifeste, suivie immédiatement d'une forte épi- 



nastie des feuilles. Le point de frisolée coïncidait 
généralement avec l'endroit nécrotique longeant la 
nervure médiane. L'arrêt temporaire de la végéta- 
tion et la présence des feuilles atteintes d'épinastie 
donnent aux sommités des plants affectés une forme 
aplatie. Les plants reprennent leur croissance 7 à 10 
jours après la première réaction. 

Les feuilles nouvelles n'ont pas d'épinastie mais 
portent des marbrures chlorotiques caractéristiques. 
Avec le temps, les plants infectés se rabougrissent 
nettement comparativement aux témoins non ino- 
culés. La séquence des symptômes manifestés par 
D. stramonium a été la même que celle décrite pour 
le tabac, sauf que pour Datura le premier symptôme 
apparent a été la frisolée du pétiole, ou de la feuille, 
ou des deux. Dans plusieurs tests, VLM-NN2 n'a 
produit aucune lésion nécrotique sur D. stramo- 
nium, constatation qui confirme celles de Bock et 
alu, (1978). 

Parmi les espèces de Nicotiana, N. tabacum, NC 
95 et la variété locale ont paru les plus sensibles à 
l'inoculation par VLM-NN2, tandis que N. glutino- 
sa et N. tabacum Havana 425 n'ont été infectés 
qu'avec difficulté. Dans plusieurs tests, VLM-NN2 
n'a pas pu provoquer de symptômes chez D. ferox, 
Solanum nigrum et N. rustica, comme hôtes du 
virus. 

VLM-NN2 n'a pas suscité de symptômes chez le 
manioc ni chez aucune des espèces suivantes : spp 
Agerarum, Lycopersicon esculentum (Margiobe et 
Roma), Calapagonium mucoides, spp Crotalaria, 
Phvsalisfloridana, Capsicum annuum (Merveille de 
Californie), Capsicum frutescens (Tabasco), ¡po- 
moea purpurea. Gossvpium hirsutum, Chenopo- 
dium amaranticolor, Solanum melongena, spp Cu- 
cumeropsis, Urena lobata, C. quinoa, Ricinis 
communis, Cucumis sativus (Supermarket and Na- 

tional Pickling), Vinca rosae, Sesamufrn indicum, 
Datura mete!, Glycine max (Lincoln), Jatropha 
multifida, Pisum sativum (Bonneville), Vigna un- 
guiculata (Blackeye No 5) et Hibiscus esculentus. 
Sauf pour le manioc, l'infection par le virus latent 
n'a pas été testée sur ces espèces. 

Les préparations partiellement purifiées du VLM- 
NN2 contenaient des particules jumelées et quelques 
particules simples. Les jumelées avaient une dimen- 
sion globale de 30 X 20 mm, et les particules 
simples un diamètre d'environ 18 à 20mm. Tous les 
plants de tabac inoculés avec du virus partiellement 
purifié ont exhibé les symptômes typiques de VLM- 
NN2 dans les deux semaines suivantes. Aucun des 
tabacs inoculés avec l'extrait obtenu de plants sains 
n'a montré ces symptômes. Aucun des plants de 
manioc inoculés n'a paru infecté, même après trois 
ravalements en trois mois. De plus, il m'a été impos- 
sible, de façon répétée, de recouvrer le VLM-NN2 
sur les plants de manioc inoculés. 
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La préparation partiellement purifiée du VLM- 
NN2 n'a pas réagi àl'antisérum de Bock dans le test 
à l'agar. Le PIT du VLM-NN2 s'est situé entre 50 et 
60 OC, son PLD a été inférieur à 10-', et LIV infé- 
rieure à 24 heures. 

Les aleurodes indemnes de virus n'ont pu trans- 
mettre VLM-NN2 du tabac infecté à d'autres tabacs 
ni au manioc. Par contre, les mouches porteuses du 
virus recueillies sur des plants de manioc infectés de 
mosaïque ont transmis le virus au tabac mais non au 
manioc. 

DIscussIoN 

La variété des hôtes, la symptomatologie et les 
propriétés physiques du VLM-NN2 indiquent que ce 
virus est une variété active du VLM de Bock. Bien 
que les caractéristiques des deux virus soient très 
voisines, certaines différences ressortent claire- 
ment. Contrairement au VLM, mon virus n'a pu 
infecter S. Nigrum, N. rustica et D. ferox ; il ne l'a 
fait pour N. glutinosa et D. stramonium que lorsque 
les jeunes feuilles infectées et le tampon étaient 
présents dans le rapport de I : 1; ii a nettement 
causé l'épinastie des feuilles et de la marbrure chlo- 
rotique chez les hôtes sensibles ; n'a pas réussi à 
provoquer de lésions nécrotiques à D. stramonium; 
et ses indices de PIT, PLD et LIV ont été légèrement 
inférieurs à ceux relevés pour le VLM. Le fait que 
des variétés d'un même virus puissent différer par la 
variété des hôtes, la symptomatologie et les pro- 
priétés physiques (Bozarth et alu, 1977; Fischer et 
Lockhart, 1977 ; Fribourg, 1977) ne contredit pas la 
conclusion voulant que VLM et VLM-NN2 soient 
apparentés. 

L'incapacité où l'on s'est trouvé de démontrer 
l'existence d'un rapport sérologique entre VLM et 
VLM-NN2 peut faire croire que les réactants n'ont 
pas agi en concentrations optimales (Waterworth et 
alu, 1973), ou que le VLM possède des sérotypes, 
comme c'est le cas de certains virus des végétaux 
(Harrison 1964, Harrison et Woods, 1966). Des 
conclusions définitives concernant un éventuel rap- 
port sérologique entre VLM et VLM-NN2 devront 
attendre les résultats de recherches plus poussées et 
notamment l'existence de procédés améliorés de 
purification et la production d'un antisérum à titre 
élevé. 

Mon incapacité à retourner VLM-NN2 au manioc 
et à provoquer les symptômes typiques de la mosaï- 
que ressemble à l'expérience de Bock et alu (1978). 
Le fait que la même préparation virale qui n'a pu 
produire de symptômes sur le manioc ait conféré les 
symptômes typiques du VLM-NN2 sur du tabac 
inoculé, laisse inexpliquée mon incapacité d'infec- 
ter le manioc. Plus étonnante encore est mon impuis- 
sance à récupérer le VLM-NN2 des semis de manioc 



inoculés. Ces résultats soulèvent certains doutes 
quant au caractère vraiment latent du VLM sur le 
manioc. En outre, ils ne confirment pas l'opinion 
que VLM soit l'agent causatif de la mosaïque. 

Mes tentatives de retourner VLM-NN2 au manioc 
ont été contrecarrées par deux causes : les aleurodes 
transférés sur le tabac infecté n'ont vécu que 60 
minutes ; même ceux qu'on a laissés se nourrir pen- 
dant un très court laps de temps ont péri peu après. 
Jusqu'à ce qu'on ait trouvé une méthode plus fiable 
de retourner le VLM au manioc, son rôle - pour 
autant qu'il existe dans l'étiologie de la mosaïque 
demeurera incertain. Néanmoins, je soupçonne 
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l'intervention d'un complexe dans l'étiologie de Ja 

mosaïque. 
L'origine du VLM-NN2 chez le tabac cultivé à 

Nsukka est inconnue, mais elle implique peut-être 
du manioc infecté de MM. Dans les régionsoù l'on a 
découvert le virus, le terrain destiné au tabac se 
trouvait à proximité de parcelles de manioc infecté. 
Le virus en question n'ayant été isolé d'aucun autre 
hôte naturel, il est très vraisemblable que le tabac ait 
été infecté à l'état de semis. 

Les résultats auxquels je suis parvenu indiquent 
que le VLM-NN2 n'est plus une simple curiosité de 
laboratoire. 




