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RESUME

Le niébé (Vigna unguiculata) est la principale légumineuse produite en Afrique. Sa
production est confrontée a une contrainte majeure qui est la maladie de la mosaique du niébé transmise par
pucerons. Cette maladie peut entrainer des pertes de rendement de 87%. Les objectifs de cette étude étaient
d’étudier les caractéres sérologiques, moléculaires et la virulence du virus (CABMV) responsable de cette
maladie au Burkina Faso, au Cameroun et en Centrafrique. Pour cela, la détection du virus par le test ACP-
ELISA, I’inoculation mécanique, I’extraction de I’ARN viral total au TRizol et la RT-PCR ont été les méthodes
utilisées pour caractériser le CABMV. Les caractérisations sérologique et moléculaire ont permis de détecter le
CABMV sur 5 isolats et ont permis de confirmer I’existence du virus dans les trois pays. Plusieurs infections
mixtes CABMV- CPMoV ont aussi été détectées. En outre, le criblage de dix variétés du Burkina Faso avec les
cinq isolats a permis de distinguer quatre pathogroupes et un délai d’apparition de symptdmes variant entre 6 et
20 JAI. Les variétés TZ1 Gourgou, KVx404-8-1x 693-2 BC4F9 et KVx 396-4-5-2Dx 693-2BC4F9 ont été
résistantes a I’isolat RCAL1. Les isolats BF et CAM2 ont été les plus virulents, suivis de RCA7, puis RCA4 et
enfin RCAL.
© 2019 International Formulae Group. All rights reserved.
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Pathogenic, serological and molecular characterization of cowpea (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) aphid borne mosaic virus (CABMV) in isolates from
Burkina Faso, Cameroon and Central African Republic

ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) is the main legume produced in Africa. Its production is facing to a major
constraint, the mosaic disease transmitted by aphids. This disease may cause up to 87% loss. The objectives of
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this study were to investigate the serological and molecular characteristics and virulence of virus (Cowpea
Aphid Borne Virus (CABMV)) responsible of this disease in Burkina Faso, Cameroon and Central African
Republic. For this purpose, the detection of the virus by ACP-ELISA, mechanical inoculation, the extraction of
the total viral RNA by Trizol and RT-PCR were the methods used to characterize the CABMV. Serological and
molecular characterization allowed detecting the CABMYV in five isolates. This study confirmed the presence
of the virus in the three countries. Several mixed infections of CABMV-CPMV were also detected. In addition,
the screening of ten varieties from Burkina Faso with the five isolates allows identifying of four pathogroups
and an appearance of symptoms period varying between 6 and 20 days after inoculation. TZ1 Gourgou, KVx
404-8-1x 693-2 BC4F9 and KVx 396-4-5[2Dx 693-2] BC4F9 were resistant to the isolate RCAL. The isolates
BF and CAM2 were the most virulent, followed by RCA7 and RCA4 and finally RCAL.

© 2019 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Le niébé (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) est une légumineuse alimentaire
largement cultivée dans le monde avec une
production annuelle estimée a 5,72 millions de
tonnes de graines séches dont 85% sont
produites en Afriqgue (FAOSTAT, 2016).
Cette légumineuse peut étre cultivée dans la
zone tropicale et subtropicale et s’adapte a
différents types de sol. Les graines de niébé
sont riches en acides aminés et fournissent 20
a 25% de protéines et 64% de carbohydrates
pour les populations (Adigoun, 2002; Akubor,
2003 ; Jackson, 2009 ; Modu et al., 2010). Un
des aspects les plus importants de 1’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). Ainsi, le
niébé joue un réle important dans I'équilibre
nutritionnel des populations du Sahel dont
I'alimentation est largement a base de céréales
(Ouédraogo, 2003 ; Atachi et al., 2002). Selon
Niang (2004), le niébé est consommé par pres
de 200 millions de personnes en Afrique
tropicale. De ce fait le niébé est une plante de
choix surtout dans les pays en
développement. Elle est capable de fixer
I’azote atmosphérique grace aux bactéries du
genre rhizobium qui se trouvent dans les
nodosités de ses racines et peut fixer jusqu'a
240 kg/ha (Bado, 2002 ; Kaboré, 2004 ;
Husson et al., 2010).

Au regard de ces potentialités, le
Burkina Faso s’est donc doté dés 2003 d’un
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plan  d’action  spécifique  pour le
développement de la filiere niébé (MAHRH,
2003). La mise en ceuvre de cette politique a
permis d’atteindre en 2014 une production de
599 804 tonnes (MASA, 2014). Le revenu
issu de la vente du niébé estimé aujourd’hui a
20 milliards de francs CFA par an représente
2,1% du revenu monétaire agricole burkinabé
(Dabat et al., 2012).

Malgré  l’augmentation de la
production et des superficies induites par cette
politique, le niébé reste moins performant en
rendements qui stagnent autour de 700 kg/ha
(MASA, 2014). Cette faiblesse est engendrée
par de nombreuses contraintes abiotiques et
biotiques dont les plus importantes sont: la
pauvreté des sols, la mauvaise répartition des
pluies, I’action de nombreux ravageurs et
maladies provoquant d’importantes pertes de
récolte.

Parmi les maladies affectant la
production du niébé, les maladies virales ont
une forte incidence économique et sont
difficiles a combattre. Cinq maladies virales
affectant la production du niébé ont été
identifiées au Burkina Faso dont les plus
importantes sont : la maladie de la marbrure
du niébé (CPMoV), la maladie de la mosaique
du haricot commun (BICMV) et la maladie de
la mosaique du niébé propagée par les
pucerons (CABMV) qui est la plus répandue.

Néya (2011) a montré que la mosaique
du niébé propagée par pucerons (Aphis
craccivora, A. gossypii, A. fabae) est la plus
importante maladie virale du niébé au Burkina
Faso au regard de sa distribution
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géographique et de son incidence
économique. Selon Néya et al. (2015), la
propagation de cette maladie peut se faire a
partir des parcelles voisines infectées. La
maladie de la mosaique du niébé a pour agent
pathogéne le Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV) ou virus de mosaique du
niébé transmis par les pucerons. 1l appartient a
la famille des Potyviridae qui comprend six
genres (Fauquet et al., 2005). 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 (Sharma et al., 2013).

Les pertes de récolte engendrées par ce
virus sont comprises entre 15 et 87% selon les
variétés de niébé et 1’age des plants au
moment de I’infection. Kareem et Taiwo
(2007) ont obtenu des pertes totales de récolte
chez trois variétés sensibles de niébé (IT86D-
719, Olo-Il et Olloyin) lorsque les plants
étaient infectés a 1’dge de 10 a 30 jours.
L’évaluation de 21 variétés de niébé vis-a-vis
de ce virus au Burkina Faso a conduit a des
pertes situées entre 3 a 67% (Néya et al.,
2015).

De nombreuses études ont permis de
proposer des méthodes de lutte qui n’ont pas
pu résoudre de fagon durable les problémes
causés par le CABMV. Au Burkina Faso,
Néya (2011) a proposé une stratégie de
gestion intégrée du CABMV basée sur 1'usage
de variétés résistantes associé & des
traitements chimiques réalisés a des dates bien
précises. Cependant la mise en ceuvre de cette
stratégie passe d’abord par la recherche de
génotypes résistants et I’approfondissement
des connaissances sur le virus. En effet, les
aspects moléculaires du virus restent a étudier
et les aspects pathogéniques ont besoin d’étre
affinés. La transmission des virus par graines
est une propriété dont les mécanismes sont
complexes (De Assis Filho et Sherwood,
2000 ; Ng et Perry, 2004). De plus, aucun
traitement n'est disponible pour éliminer le
virus dans les graines infectées sans
endommager leur pouvoir germinatif (Bashir
et al., 2002). Le CABMYV est transmissible par
les graines de niébé a des taux allant de 3 a

384

100% selon la variété (Barro et al., 2016).
Cette propriété est la plus importante source
d'infection primaire responsable  de
I'apparition des premiers plants infectés au
champ.

L’objectif général de cette étude était
de déterminer les caractéristiques
sérologiques, pathogéniques, moléculaires et
phylogéniques du virus de la mosaique du
niébé transmis par pucerons dans des
échantillons du Burkina Faso, de la
Centrafrique et du Cameroun. L’objectif
spécifique était d’étudier la virulence des
isolats provenant de ces trois pays dans le
cadre d’une collaboration entre pays du Sud
pour la mise au point de variétés dotées d’une
résistance stable a la maladie.

MATERIEL ET METHODES
Sources d’inoculum

Les graines de niébe étant la source
d’inoculum primaire du CABMYV, 11 variétés
provenant du Burkina Faso, du Cameroun, et
de la République Centrafricaine ont été
utilisées pour la recherche du CABMV
(Tableau 1). Deux cents graines de chaque
variété ont été traitées au Calthio C a la dose
de 4 g/kg de semences. Ces graines ont été
ensuite semées séparément dans des bacs a
I’abri des insectes sous une serre. La terre des
bacs a été constamment maintenue humide en
arrosant a la demande. Les plants de chaque
variété comportant des symptdmes
(mosaiques, marbrures) ont été identifiés par
observation visuelle du 7°™ au 14°™ jour
aprés semis (JAS). Aussi, au 14°™ JAS, de
I’engrais NPK (14-23-14) a été épandu a la
dose de 100 kg/ha, soit 0,5 kg par bac.

Technique de transmission par inoculation
mécanique

L’inoculum provenant de jeunes plants
de chaque variété a été homogénéisé dans du
tampon phosphate de sodium 0,01 M, pH 7,4
selon un rapport de broyage de 1/10 (p/v).
Avant I’inoculation, les feuilles de jeunes
plants sains de ces variétés agés de deux
semaines ont été nettoyées avec du coton et
saupoudrées avec du carborundum 600 mesh.
A Taide d’un batonnet ouaté ou du pilon
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trempé dans 1’extrait, la surface supérieure des
feuilles a été frottée délicatement.

Anticorps utilisés

Deux anticorps polyclonaux
spécifiques au CABMV et au CPMoV ont été
utilisés pour la détection des virus dans les
échantillons. L’anticorps poly clonal n°1 est
dirigé contre le Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV), le n°2 contre le Cowpea
mottle virus (CPMoV).

Détection sérologique des virus dans les
feuilles par ACP-ELISA

Le test Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) variance Antigen-Coated Plate
(ACP) a été utilisé pour la détection des virus
selon le protocole suivant :

Broyage des échantillons dans du
tampon coating plus 1% de sodium bisulfite
dans un rapport de 0,3 g pour 4 mL.

Distribution des extraits de broyats
filtrés a raison de 100 pL par puits et
incubation pendant 2 h & 37 °C suivie d’une
saturation avec du lait écrémé 3% dilué dans
du Tampon Phosphate Salin Tween (PBS-T)
et incubation pendant 30 min a 37 °C.

Incubation des anticorps anti CABMV
et anti CPMoV dilués a 1/5000 dans du
tampon PBST plus 1% de lait écrémé et 2%
de PVP 2 ha 37 °C ou toute la nuit 4 4 °C.

Incubation du conjugué Goat Anti-
Rabbit (GAR) couplé a la phosphatase
alcaline (PAL) diluée & 1/5000 dans du
tampon PBST plus 1% de lait écrémé a 37 °C
a raison de 100 pL/puits pendant 2 h.

Incubation du substrat Para-nitrophényl
phosphate (pNPP) dissous dans le tampon
substrat (pH 9,8) a une concentration de
1mg/mL et distribué dans les plaques
(100 pL/puits) pendant 1 h a 37 °C. Au terme
du temps d’incubation, le lecteur de plaque
Metertech £ 960 a été utilisé pour lire chaque
puits a la densité optique a 405 nm.

Les plaques ont été rincées trois fois
apres chaque étape excepté celle de la
saturation.
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Etude de la diversité pathogénique du
CABMV

Des plants sains de dix variétés de
niébé (Tableau 2) ont été produits dans des
pots. Les échantillons détectés positifs au
CABMV par ACP-ELISA ont été inoculés
mécaniquement a 10 jeunes plants de chaque
variété. Une grille d’observation a été utilisée
pour la collecte des données. Le nombre de
plants infectés a été enregistré chaque jour
entre les 6°™ et 21°™ jours aprés inoculation.

Les différents types de symptdbmes et
leurs sévérités ont également été enregistrés.
A la fin des observations, les feuilles des
plants inoculés ayant donné des symptdmes
ou non ont été testées par ACP-ELISA pour
confirmer la présence ou non du virus inoculé.

Caractérisation moléculaire du CABMV
par RT-PCR
Extraction de ’ARN au TRIzol

Les mortiers et les pilons ont été
préalablement stérilisés a 150 °C pendant 2 h
ou toute la nuit, puis placés a -80 °C en méme
temps que les échantillons. Les feuilles froides
de niébé ont été broyées et reprises dans un
tube eppendorf froid de 2 mL dans lequel on y
a ajouté 1000 pL de TRIzol (stocké & 4 °C) et
200 uL  de  chloroforme  froid avant
d’homogénéiser. Les tubes ont été maintenus
dans la glace pendant 5min. Une
centrifugation & 13000 rpm pendant 15 min a
4 °C a été faite afin de séparer la phase
aqueuse. Le surnageant a été transféré dans un
nouveau tube stérile de 1,5mL, auquel
550 pL d’isopropanol froid ont été ajoutés et
les tubes ont été placés a -20 °C environ
30 min. Le mélange a ensuite été centrifugé a
13000 rpm pendant 10 min a 4 °C. Le culot
ainsi obtenu a été lavé dans 500 pL d’éthanol
froid 75% par centrifugation & 12000 rpm
pendant 5 min toujours a 4 °C. Apres séchage,
le culot a été repris dans 30 pL d’eau distillée
stérile. Un traitement a la Dnase a suivi
I’extraction des ARN au Trizol.

Traitement des ARN a la Dnase

La Dnase a pour but de détruire les
ADN résiduels contenus dans les échantillons.
A cet effet, 10 ug d’ARN ont été mélangés a
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2 pL de tampon Dnase 10X (Euromedex) et &
10 yL de Dnase (1U/uL) Euromedex. Ce
mélange a été complété a 20 UL avec de I’eau
distillée stérile puis incubé a 37 °C pendant
30 min. 1 uL d’EDTA 25 mM a été ajouté au
mélange suivie d’une deuxiéme incubation
effectuée a 65 °C pendant 10 min. Les ARN
ainsi obtenus ont été analysés
quantitativement et qualitativement.
Analyse quantitative et qualitative des ARN
extraits

Un dosage au spectrophotométre a été
effectué afin de s’assurer de la qualité des
ARN extraits. Les ARN ont été dilués 80
fois; soit 5 uL d’ARN dans 395 puL d’eau
distillée stérile avant de mesurer la densité
optique (DO) a 260 nm et 280 nm. Le rapport
de la DO a 260 nm sur la DO & 280 nm a été
calculé afin d’apprécier la qualité des
différents extraits. Les concentrations ont pu
étre calculées, car une absorbance d’une unité
correspond & une concentration de 40 pg/mL
d’ARN simple brin.

Les ARN ainsi obtenus ont été vérifiés
par électrophorése sur un gel d’agarose a 1%.
A cet effet, 1 g d’agarose a été dissout dans
100 ml de TAE 1X (Tris-Acétate-EDTA). Ce
mélange a été chauffé au four micro-onde
jusqu’a ébullition, puis 1 pL de Bromure
d’éthidium (BET) a été ajouté aprés un
refroidissement a environ 60 °C. Ce mélange
a été coulé et une fois le gel solidifié, il a été
placé dans la cuve d’électrophorése contenant
du TAE 1X. Les puits ont été chargés avec
5 ul d’ARN. Le gel a été soumis a une tension
de 100 volts et les produits chargés ont migré
pendant 10 min. A la fin de la migration, le
gel a été observé sur une table a Ultra-Violets
(UV) afin de vérifier la qualité des ARN
extraits.
Technique de Reverse Transcription (RT)

Les ARN obtenus devaient étre rétro
transcrits en ADNc (ADN complémentaire)
avant d’étre amplifiés. Pour ce faire, 1 pg
d’ARN a été ajouté a 1 pL d’oligo dT
(10 uM) et le volume a été complété a 5 pL
avec de ’eau distillée stérile. Ce mélange a
été incubé a 70 °C pendant 10 min afin de
dénaturer les ARN qui y sont contenus. Aprés
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incubation, les tubes ont été plongés
immédiatement dans la glace pendant 10 min.

Ensuite, il a été ajouté a la solution
précédente 1 pLde Tampon MMLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) Promega, 5 pL de
tampon RT Promega, 1,25 uL de dNTP (10
pUM) et 0,5 UL de Rnase inibitor. Le volume
total a été complété a 25 pL avec de ’eau
distillée stérile. Les mélanges ont été incubés
a 42 °C pendant 60 min. L’ADNc (ADN
complémentaire) ainsi obtenu a été conservé a
-20 °C pour I’étape de la réaction de
polymérase en chaine (PCR).

Technique de Réaction de Polymérase en
Chaine (PCR)

Aprés la transcription inverse, un
thermocycleur DNA engine PTC-200 a été
utilis€ pour DP’amplification des ADNc
obtenus. Pour ce faire, 5 UL de I’ADNc ont
été ajoutés a 1 L de I’amorce sens (Oligo 1n)
Eurogentec specifiqgue a la protéine de la
capside a 10 uM
(ATGGTHTGGTGYATHGARAAYGG),
puis 1 uL de I’amorce antisens (Oligo 2n)
(TGCTGCKGCYTTCATYTG) a la méme
concentration. Le volume final a été complété
a 25 pL avec 12,42 pL d’eau distillée stérile.
Les tubes ont été incubés dans un
thermocycleur suivant le programme : Une
dénaturation a 95 °C pendant 5 min, suivie de
35 cycles de 1 min & 94 °C, puis 55 °C durant
1 min, et 72 °C pendant 1 min. Le programme
s’achéve par une étape d’élongation finale a
72 °C pendant 10 min.

A la fin de I’amplification, une
électrophorése de 12 puL de chaque produit
PCR a été effectuée sur du gel d’agarose (1%)
durant 20 min & 100 volts dans du TAE. A cet
effet, 1 kb DNA ladder a été utilisé comme
marqueur de taille. Une photo du gel a été
prise sur une table & Ultra-violet. Chacun des
5 produits RT-PCR issu des isolats CABMV a
été complété a 32 uL avec de 1’cau distillée
stérile puis le tout a été envoyé pour le
séquencage.

Analyse des données

Le tableur Excel 2007 a été utilisé pour
les calculs et la construction des différentes
figures.



B. J. NEYA etal./ Int. J. Biol. Chem. Sci. 13(1): 382-398, 2019

Tableaul: Sources d’inoculum.

N®  Variétés Code Origine Pays de collecte

1 Nord Cameroun CAM1 Ngaoundéré Cameroun

2 Ouest Cameroun CAM2 Chaf Cameroun

3 Gorom local BF Gorom-Gorom Burkina Faso

4 Haricot blanc RCA1l Kapou 2 République centrafricaine

5 TVX 19490F RCA2 Kaga Bandoro République centrafricaine

6 Petevo (petits grains lisses) RCA3 Kabo République centrafricaine

7 Petevo (petits grains a «cil RCA4 Paoua République centrafricaine
blanc)

8 Petevo (gros grains) RCA5 Kaga Bandoro République centrafricaine

9 Petevo (petits grains ridés) RCAG6 Kabo République centrafricaine

10  Petevo (petits grains a ceil RCA7 Paoua République centrafricaine
noir)

11  Tchad RCAS8 Tchad République centrafricaine

Tableau 2: Variétés criblées.

N°  Variétés Localités Pays d’origine

1 TZ 1 Gourgou Tenkodogo Burkina Faso

2 TS Donsin Donsin Burkina Faso

3 Gorom local Gorom-Gorom Burkina Faso

4 KVx 61-1 Kamboinsé Burkina Faso

5 KVx771-10 G Kamboinsé Burkina Faso

6 KVx745-11P Kamboinsé Burkina Faso

7 KVx775-33-2 G Kamboinsé Burkina Faso

8 KVx396-4-5-2D x 693-2BC4F9 Kamboinsé Burkina Faso

9 KVx404-8-1 x 693-2 BC4F9 Kamboinsé Burkina Faso

10 KVx775-33-2 x 693-2 BC4F9 Kamboinsé Burkina Faso
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RESULTATS
La sérologie

Les tests sérologiques ACP-ELISA
dont les résultats sont reportés dans le Tableau
3 ont permis de détecter le Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV) dans 5
échantillons, et le Cowpea mottle virus
(CPMoV) dans 7 échantillons.

Le seuil de détection du CABMV était
de 0,392 contre 0,531chez le CPMoV. Il a été
calculé comme étant la moyenne des DO a
405 nm obtenues pour les témoins sains,
augmentée de trois fois leur écart-type.
Plusieurs co-infections virales (CABMV,
CPMoV) ont été relevées par le diagnostic sur
deux variétés de Centrafrique, une variété du
Cameroun et une variété du Burkina Faso.

La pathogénie

Les 5 isolats testés positifs au CABMV
ont été inoculés mécaniquement & 10 variétés
de niébé provenant du Burkina Faso. Les
résultats des interactions niébé- CABMV ont
révélé plusieurs types de symptémes ainsi que
différents délais d’apparition des symptomes
variant de 6 a 21 jours apres inoculation (JAI).

De facon générale, les symptdmes
observés lors de la caractérisation
pathogénique sont des mosaiques jaunes ou
vertes. Celles-ci peuvent étre accompagnées
de déformations foliaires et de chutes de
feuilles en cas de sévéres infections. Plusieurs
types de symptdmes sont souvent observés sur
le méme plant. Le Tableau 4 et la Figure 1
récapitulent les divers symptdmes observés
sur les 10 variétés criblées.

Interactions entre I’isolat RCAL1 et les
variétés testées

Les résultats obtenus apres
I’inoculation de 1’isolat RCAl aux plants
sains des dix variétés testées sont illustrés par
la Figure 2. On constate que I’isolat RCAIl a
induit les premiers symptémes 6 JAI chez la
moitié des variétés testées. La variété Gorom
local (sensible de référence) a exprimé ses
premiers symptémes 14 JAI. Chez la variété
KVx775-33-2G, les premiers symptdmes ont
été observés entre le 18°™ et le 20°™ JAI. Les
variétés KVx771-10G, TS Donsin et Gorom
local ont enregistré 100% de plants infectés
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contre 80% chez la variété KVx61-1. Les
variétés KVX775-33-2-x639-2 BC4F9,
KVx775-33-2G et KVx745-11P ont eu
respectivement 37,5% ; 50% et 55,56% de
plants infectés aprés inoculation de RCAL.
Les variétés KVx404-8-1x 693-2 BC4AF9 et
KVx396-4-5-2Dx 693-2 BC4F9 et TZ 1
Gourgou n’ont pas exprimé de symptomes
jusqu’a la fin des observations qui ont duré un
mois.

Interactions entre I’isolat RCA4 et les
variétés testées

Les résultats obtenus apres
I’inoculation de 1’isolat RCA4 aux plants
sains des dix variétés testées sont illustrés par
la Figure 3. Ces resultats font remarquer que
I’isolat RCA4 a induit des symptomes chez
toutes les dix variétés. TZ Gourgou, KVx396-
4-5-2Dx693-2BC4F9 et Gorom local ont été
les plus infectées avec 100% de plants
malades tandis que les variétés KVx404-8-
1x693-2, KVx775-33-2x639-2 BC4F9 et
KVx745-11P ont été moins infectées avec
22% et 33% de plants infectés. La variété
sensible de référence (Gorom local) a atteint
les 100% de plants infectés au 14°™ JALI.

Interactions entre 1’isolat RCA7 et les
variétés testées

L’inoculation de I’isolat RCA7 aux
plants sains des dix variétés a donné les
résultats représentés par la Figure 4. Cette
figure montre que 1’isolat RCA7 a aussi induit
des symptdmes entre 6 et 20 JAI. Les variétés
les moins infectées KVx775-33-2x639-
2BC4F9 et KVx396-4-5-2Dx693-2 BC4F9
ont enregistré 50% de plants malades tandis
que les variétés KVx404-8-1x693-2BC4F9,
KVx775-33-2G et KVx61-1 et Gorom local
ont été les plus infectées avec 100% de plants
malades.

Interactions entre I’isolat CAM2 et les
variétés testées
Les résultats obtenus apres

I’inoculation de I’isolat CAM2 aux plants
sains des dix variétés testées sont illustrés par
la Figure 5. IIs indiquent que 1’isolat CAM2 a
infecté plus de 50% des plants de toutes les
variétés au bout de 20 JAI. Les variétés TZ1
Gourgou  (résistante), KVx775-33-2x693-
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2BC4F9, KVx396-4-5-2Dx693-2BC4F9,
KVx775-33-2G, Gorom local (sensible) et TS
Donsin ont enregistré 100% de plants
malades. La variété KVx771-10G a été la
moins infectée avec 50% de plants qui ont
exprimé des symptomes.

Interactions entre ’isolat BF et les variétés
testées

Les résultats obtenus apres
I’inoculation de 1’isolat BF aux plants sains
des dix variétés testées sont représentés par la
Figure 6. On constate que I’isolat BF a infecté
plus de 60% des plants de toutes les variétés
criblées. Les délais d’apparition des
symptomes ont varié de 6 a 20 JAIL Six
variétés ont jusqu’a 100% de plants infectés.
I s’agit de KVx775-33-2G, KVx396-4-5-2-
Dx693-2BC4F9, KVx771-10G, Gorom local,
KVx61-1 et TS Donsin. L’isolat BF a été plus
virulent que les autres.

Détection sérologique du CABMYV dans les
plants inoculés
Les résultats des tests sérologiques

réalisés a I’issu de la caractérisation
pathogénique sont résumés dans le Tableau 5.
IIs montrent que les isolats RCA4, RCA7,
CAM?2 et BF ont infecté toutes les 10 variétés
testées. Quant a I’isolat RCAL, il n’a pas pu
infecter les variétés TZ1 Gourgou, KVVx404-8-
1x693-2BC4F9 et KVx396-4-5-2-Dx 693-
2BC4F9. Les feuilles des plants sans
symptdmes ont répondu négativement au test
ELISA.

Caractérisation moléculaire

Apres I'extraction des ARN totaux, un
dosage au spectrophotomeétre et une migration
sur gel d’agarose ont été effectués pour
s’assurer de la quantité et de la qualité des
ARN totaux. L’extraction au TRIZOL a
permis d’avoir des ARN de bonne qualité
comme I’indique la Figure 7.

L'amplification du gene de la protéine
de la capside du CABMV par RT-PCR a été
un succés en utilisant un couple d'amorces
dégénérées fourni par Eurogentec. Il a permis
d’obtenir des amplicons de la CP & la taille de
327 paires de bases (Figure 8).

Tableau 3: Détection des différents virus dans les 11 échantillons.

CABMV CPMoV
0 Témoin négatif - )
0 Témoin positif + *
1 RCA 1 + -
2 RCA 2 - ;
3 RCA 3 - *
4 RCA 4 ¥ ¥
5 RCA5 - -
6 RCA 6 . ¥
7 RCA 7 + *
8 RCA8 . -
9 CAM 1 - +
10 CAM 2 ¥ ¥
11 - . T

+ : Présence du virus ;

- . Absence du virus.
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Tableau 4 : Différents symptomes induits par isolat et par variété.

No Variétés/Isolats RCA1 RCA4 RCA7 CAM?2 BF
1 TZ 1 Gourgou - MJ MJ MJ MJ
2
;(g/éjgg-s-lxsgs- - MJ MJ MV MJ, MV, DF
3 KV/X775-33-2x693-
BG4S MJ MJ MJ MJ, MV, CF MJ
4 KV/x396-4-5- 2Dx693- ] M M M. MV M. MV
2 BC4F9 ' '
5 KVx775-33-2G MJ MJ MJ, DF MJ MJ, MV
6 Gorom local MJ MJ MJ, DF MV MJ, '\é\F/ DF.
KVx745-11P MV, DF MJ MJ, MV, DF MJ, MV MJ, MV
8 KVx771-10G MJ MJ, MV MJ MJ MJ, MV
9 TS Donsin MV, DF MJ MJ, MV MJ MJ, MV
10 KVx61-1 MJ MJ, MVDF  MJ, MV MJ MJ, MV

MJ : Mosaique Jaune ; DF : Déformation Foliaire ; MV : Mosaique Verte ; CF : Chute de Feuille ;

Tableau 5: Vérification sérologique a I’issu du criblage.

- - Aucun symptdme

N° Variétés RCAl RCA4 RCA7 CAM?2 BF

1 - + + + +
TZ1 Gourgou

2 - + + + +
KVx404-8-1x 693-2 BC4F9

3 + + + + +
KVx775-33-2 x693-2 BC4F9

4 - + + + +
KVx396-4-5-2-Dx693-2BC4F9

5 + + + + +
KVx775-33-2G

6 Gorom local + + + + +

7 K\V/x745-11P + + + + +

8 KVx771-10G + + + + +

9 TS Donsin + + + + +

10 KVx61-1 + * * + +

+: Positif ; - : Négatif
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Mosaique Verte (A, B, C) ; Mosaique Jaune (D, E, F) ; Mosaiques sévéres (G, H, 1, J K), Témoin sain (L).

Figurel: Différents symptdmes observés.
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DISCUSSION

La sérologie: le test ACP-ELISA a
permis de détecter le Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) au Burkina Faso, au
Cameroun et en Centrafrique avec des
niveaux de réaction (valeur d’absorbance
A405 nm) trés variables. La variation
d’absorbance peut s’expliquer par des
différences de concentration virale dans les
échantillons. Elle peut aussi traduire une
variabilité du CABMYV entre échantillons. Ces
résultats montrent que les différences
d’absorbance reflétent des réactivités plus ou
moins fortes entre les souches virales et les
anticorps utilisés.

Les tests sérologiques, ont également
permis de détecter le Cowpea mottle mosaic
virus (CPoMV) en co-infection avec le
CABMV dans des échantillons du Burkina
Faso, du Cameroun et de la Centrafrique. La
possibilité pour plusieurs virus du niébé d’étre
transmis par voie mécanique ou par un méme
groupe d’insectes est souvent a l’origine
d’infections mixtes dans les plants. Orawu et
al., (2015) avaient également révélé
I’existence de nombreuses infections virales
mixtes sur le niébé.

La pathogénie : I’inoculation
mécanique des 5 isolats a 10 variétés de niébé
du Burkina au stade 2 feuilles a induit
diverses mosaiques généralisées. Cela prouve
que le CABMV est bien transmissible
mécaniquement et qu’il est systémique. Ces
résultats confirment ceux de Hampton et
Tottappilly (2003).

Les variétés n’ont pas réagi de la méme
maniére a ’inoculation du méme virus. En
effet, les délais d’apparition des symptomes a
I’issu des inoculations ont varié de 6 a 20 JAIL.
Ces résultats sont en accord avec ceux de
Néya (2011) qui a affirmé que les premiers
symptdmes apparaissaient entre 6 et 7 JAI
pour les variétés sensibles et qu’il fallait
attendre 14 a 21 JAI pour observer des
symptdmes sur les variétés tolérantes.

L’isolat RCAl n’a pas induit de
symptomes sur les variétés TZ1 Gourgou,
KVx404-8-1x 693-2BC4F9 et KVx396-4-5-2-
Dx 693-2BC4F9. Le test ACP-ELISA
effectué sur les plants inoculés a permis de
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confirmer 1’absence de 1’isolat RCA1 dans ces
trois variétés d’ou leur résistance. Cependant,
Ces trois variétés résistantes a 1’isolat RCA1
ont eu des réactions différentes avec les autres
isolats viraux. L’isolat RCA7 a induit 100%
d’infection sur TZ1 Gourgou tandis que les
isolats CAM2 et BF ont induit 100%
d’infection respectivement sur KVx404-8-
1x693-2 BC4F9 et KVx 396-4-5-[2Dx 693-
2]BC4F9. Cette réaction opposée peut
s’expliquer par le fait que la résistance du
niébé qui est gouvernée par deux génes est
vite contournée par l'une des nombreuses
souches du CABMV. Nos résultats confirment
ceux de Bashir et al., (2002) et de Barro et
al.,(2016) qui ont signalé que la variabilité
entre isolats du CABMYV influence fortement
I’expression des symptomes et la capacité
d’isolats du virus a infecter ou non certaines
variétés de niébé.

Toutes les infections dues au CABMV
étaient accompagnées de symptdmes. Ainsi,
quatre pathogroupes ont été déterminés a
savoir des mosaiques vertes, des mosaiques
jaunes, des mosaiques  vertes avec
déformation foliaire, des mosaiques jaunes
avec déformation foliaire accompagnées par
moment de chute de feuilles dans les cas
d’infections séveéres. Ces mosaiques sont
semblables a celles décrites par Néya (2002)
et Nédjim (2013).

La co-infection CABMV et CPMoV a
été une contrainte dans 1’étude pathogénique,
car il existe une certaine interaction entre les
virus ce qui pourrait avoir accéléré ou ralenti
I’infection. Aussi, les mosaiques dues au
CPMoV peuvent également induire des
confusions de symptémes. Cela montre que
deux virus différents peuvent induire des
symptdmes identiques. Les isolats BF et
CAM2 ont été les plus virulents, suivis de
RCA7, puis RCA4 et enfin RCAL.

La RT-PCR : les résultats des tests de
biologie moléculaire concordent avec les
données sérologiques et confirment la
présence du CABMV au Burkina Faso, au
Cameroun et en Centrafrique. En effet, les
amplicons visualisés aprés migration des
produits PCR sur gel d’agarose étaient tous a
la bonne taille (327 pb), prouvant qu’une
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portion de la protéine de la capside du
CABMV a été bien amplifiée. Ces résultats
sont similaires & ceux de Woulandari et
Ermayanti (2011) qui avaient obtenu des
amplicons de méme taille en utilisant les
mémes amorces pour détecter le CABMV.

Conclusion

L’objectif de ce travail était d’étudier
la virulence des isolats provenant de ces trois
pays dans le cadre d’une collaboration entre
pays du Sud pour la mise au point de variétés
dotées d’une résistance stable a la maladie.

Les données collectées au cours de ce
travail nous ont apporté de précieuses
informations sur le Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) tant pour le Burkina
Faso que pour le Cameroun et la Centrafrique.

D’abord, I’étude sérologique (ACP-
ELISA) a permis la détection du CABMV
dans des échantillons de niébé provenant de
ces trois pays. Dans plusieurs cas le CABMV
était en infection mixte avec le Cowpea
mosaic virus (CPMoV) toute chose qui a pu
entrainer des confusions de symptémes. Une
autre étude pourrait permettre d’appréhender
la distribution géographique de ce virus en
Centrafrique et les pertes de production qu’il
pourrait occasionner.

Ensuite, I’étude pathogénique par
inoculation mécanique des virus a des variétés
du Burkina Faso a permis de distinguer quatre
(4) pathogroupes a savoir des mosaiques
vertes, des mosaiques jaunes, des mosaiques
vertes avec déformation foliaire et des
mosaiques jaunes avec déformation. Trois
variétés résistantes a 1’isolat RCA1 ont été
déterminées (TZ1 Gourgou, KVx404-8-1x
693-2BC4F9 et KVx396-4-5-2Dx  693-
2BC4F9). Ces variétés pourraient étre
utilisees comme variétés différentielles pour
différencier I’isolat RCALl des deux autres
isolats (RCA4 et RCA7) de la Centrafrique.

Enfin, I’étude moléculaire (RT-PCR) a
permis de confirmer 1’étude sérologique par
I’amplification d’une portion du gene de la
protéine de la capside du CABMV grace a des
amorces dégénérées.
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