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Introduction






Introduction générale

Le manioc (Manihot esculenta) est un arbuste vivace de la famille des Euphorbiacées,
originaire d’/Amérique du Sud et plus particulierement du sud-ouest du bassin amazonien. Il a
été introduit dans 1’ Ancien Monde, en Afrique et en Asie au cours des 16°™ et 18°™ siécles
ou il est aujourd’hui largement cultivé et récolté comme plante annuelle dans les régions
tropicales et subtropicales. Le manioc nourrit autour de 800 millions de personnes dans le
monde. Ses racines tubérisées riches en amidon et ses feuilles sont consommeés. Les feuilles

de manioc constituent une importante source de protéines et de vitamines en Afrique.

En 2007/08, la flambée des prix observée sur les aliments de base a poussé les
responsables politiqgues de nombreux pays vulnérables a se tourner d’avantage vers les
cultures autochtones comme alternative aux céréales. A ce titre, le manioc représente 1'une
des cultures les plus intéressantes, car elle s’adapte a la fois aux mauvaises conditions
climatiques et aux sols pauvres qui limitent la production d’autres cultures vivriéres. A
I’heure ou une grande proportion de la population reste menacée par la malnutrition, la
recherche de nouvelles ressources vivrieres s’impose au monde. C’est dans ce contexte que le
manioc peut jouer un rdle capital et que des efforts doivent étre déployés pour améliorer sa
culture et sa productivité. Le manioc est une plante peu exigeante, se développant bien dans
des régions marqueées par une faible pluviométrie ou un climat capricieux. Véritable « culture
de crise », le manioc exige peu d’intrants. Les tubercules peuvent étre laissés en terre pendant
plus d’une année et récoltés lorsque des pénuries alimentaires surviennent ou que les cours
des céréales s’envolent. Bien qu'essentiel pour la survie d'une large proportion de la
population mondiale, cette plante n'a jusqu’a présent regu que peu d'attention de la part de la
communauté scientifique. Cette situation s'explique par le fait qu'elle est cultivée et
consommeée en grande majorité localement dans le cadre d'une agriculture de subsistance et
qu'elle n'a donc que peu d'impact sur le commerce régional ou international. La culture du
manioc posséde néanmoins un fort potentiel de développement, autant dans une perspective
d'utilisation alimentaire que d'utilisation industrielle. Si les efforts de recherche et de
développement adéquats sont mis en ceuvre, le manioc peut étre amené a jouer un role de
premier ordre dans l'augmentation de la production alimentaire mondiale. Il occupe d’ores et
déja le 6™
2009). Sa production mondiale a augmenté de 15% entre 2005 a 2008 (FAO, 2009). En

rang mondial apres le blé, le riz, le mais, la pomme de terre et I’orge (Raji et al.,
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Afrique, ce sont 134 millions de tonnes qui ont été produites en 2010 (FAOSTAT, 2012), ce

qui fait de cette culture la premiere ressource alimentaire du continent.

Les initiatives gouvernementales en matiére de sécurité alimentaire, avec I’appui des
donateurs internationaux, ont contribué a augmenter considérablement la production du
manioc dans tout le continent africain. Des actions visant a améliorer la productivité au
champs ont été menées par notamment (1) I’identification de boutures de qualité, a haut
rendement, adaptées a chaque terroir et aux besoins du marché, (2) le renforcement des
capacités des producteurs et des multiplicateurs locaux de boutures constitués en réseau, (3) la
remise a niveau des modes de production paysans, (4) la production et diffusion des paquets
techniques et la création des champs-écoles. Alors que I’encadrement technique et la
formation relevent actuellement surtout des projets de développement, la production et la
transformation des tubercules, doivent pouvoir s‘appuyer sur la recherche (FAO, 2009; IFAD,
2008).

Face a l’augmentation incessante de la demande, il est en effet indispensable
d’améliorer les conditions de production de cette culture et la qualité des produits. Malgré sa
place de premiére culture, la filiére du manioc en Afrique souffre de nombreux problemes qui
touchent a la fois les systémes de culture, la productivité et la qualité des produits. Le systeme
cultural du manioc en Afrique est ainsi dépourvu de toute mécanisation. C’est un systeme
manuel qui demande énormément d’efforts physiques, de travaux d’installation et d’entretien
des parcelles (défrichage, labour, bouturage et sarclage) réalisés a 1’aide d’outils
rudimentaires tels que machette, houe et pioche. La récolte se fait aussi manuellement et
demande une main d’ceuvre importante. C’est une culture de subsistance développée sur des
petites parcelles dispersées. Les cultivars utilisés sont en majorité traditionnels souvent peu
performants et sensibles aux maladies et ravageurs. Le rendement moyen se situe entre 7 a
8t/ha (CTA, 1987; IITA, 1990; Silvestre and Arraudeau, 1983). A ces limitations s’ajoutent la
baisse de la fertilité des sols, I’impossibilité d’utiliser de couteux intrants et I’absence d’un

marché stable et suffisamment rémunérateur (Muengula-Manyi et al., 2012).

Au dela de toutes ces limitations, les contraintes majeures de la culture du manioc sont
des contraintes biotiques avec notamment les maladies virales a transmission vectorielle. Le
manioc est vulnérable a une vingtaine de maladies virales dont les plus importantes

actuellement en Afrique sont la maladie de la mosaique africaine du manioc (CMD) et la



Introduction

striure brune du manioc ou cassava brown streak disease (CBSD) (Legg et al., 2006; Patil and
Fauquet, 2009). La CMD, décrite pour la premiere fois en Afrique de I’Est en 1894,
représente 1’une des premiéres contraintes virales du manioc en Afrique (Owor et al., 2004a;
Patil and Fauquet, 2009; Sserubombwe et al., 2001). Les virus responsables de cette maladie
appartiennent a la famille des Geminivirus et plus particulierement au genre Begomovirus
transmis par la mouche blanche Bemisia tabaci. La présence de la CMD a été signalée dans la
grande majorité des pays africains subsahariens (Fargette, 1987; Ndunguru et al., 2005;
Ndunguru et al., 2006; Patil and Fauquet, 2009) ou elle cause de sérieux problemes de
rendement Legg et Ogwal, 1998;(Fondong et al., 2000; Gibson et al., 1996; Legg, 1999; Legg
and Ogwal, 1998; Mallowa et al., 2011; Otim-Nape et al., 1997; Owor et al., 2004a; Owor et
al., 2004b; Patil and Fauquet, 2009; Zinga et al., 2008). Les pertes due a la mosaique sont
estimées a 15-24% de la production, soit I'équivalent de 15-27 million de tonnes par an en
Afrique (Thresh et al., 1997). La forme traditionnelle et endémique de la mosaique africaine
du manioc a été décrite dans toutes les zones de production du manioc en Afriques. La
maladie n’a jamais été décrite comme une importante menace pour le manioc avant les années
90 en Afrique, exception faite de 1’épidémie sévere qui a touché Madagascar dans les années
1930 (Cours, 1951). L’agent pathogéne de cette forme traditionnelle de la CMD initialement
caractérisé en Afrique a été appelé African cassava mosaic virus (ACMV) (Bock and Woods,
1983a; Stanley and Gay, 1983). La description d'une seconde espece de géminivirus du
manioc en Afrique de I’Est a rapidement suivie avec I'East Africa cassava mosaic virus
(EACMV) (Hong et al., 1993). Dans les années 90, une épidémie sévere de la mosaique du
manioc s’est déclarée en Ouganda. Elle a initialement été associée a la seule présence d’une
nouvelle souche recombinante (nommeée souche ougandaise ou encore variant ougandais)
issue de la recombinaison génétique entre ’ACMV et '"EACMV (EACMV-UG) (Deng et al.,
1997; Legg and Ogwal, 1998; Otim-Nape et al., 1997; Otim-Nape et al., 2000; Zhou et al.,
1997). La poursuite des recherches a permis de montrer que cette forme sévere de la CMD
était principalement causée par la co-infection et la synergie virale entre TACMV et
I’EACMV-UG (Ariyo et al., 2005; Busogoro et al., 2008; Fondong et al., 2000; Pita et al.,
2001). Au début des années 2000, cette épidémie sévere de CMD s’est rapidement répandue a
travers 1I’Afrique (Legg and Fauquet, 2004). Les virus responsables de la maladie ont été
identifiés au Cameroun, au Congo, en République Démocratique du Congo, au Gabon et
récemment au Burkina Faso (Fondong et al., 2000; Legg, 1999; Legg and Fauquet, 2004;
Ntawuruhunga and Legg, 2007; Tiendrébéogo et al., 2009). En République Centrafricaine,

malgré la description de la CMD et de son incidence sur les cultures de manioc (Mallouhi and
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Kafara, 2002), le travail d’identification des agents pathogénes n’a jamais été réalisé, alors

qu’il représente une étape indispensable a la mise en place de stratégies de lutte raisonnée.

Le manioc est la premiere culture vivriére en Centrafrique. Les cossettes ou chips de
manioc constituent 1’aliment de base des Centrafricains. En effet, plus de 80 % de la
population consomme le manioc sous cette forme et plus de 50 % des besoins énergétiques
sont assurés par I’apport glucidique du manioc (IFAD, 2008). Les feuilles de manioc sont
également consommées comme légume, et interviennent dans la confection de plusieurs types
de sauces et des galettes. Le développement de la culture du manioc en Centrafrique est
confronté a des difficultés d’ordre sociopolitique et biotique. En effet, les conflits militaro-
politiques successifs, que le pays a connu au cours des deux dernieres décennies, ont eu
comme conséquences le déplacement des producteurs des zones de savanes et la confiscation
de leurs patrimoines agricoles (récoltes, attelages, outillages agricoles, capital semencier,
etc.). Ces troubles a répétitions ont obligé la plupart des paysans a quitter leurs terres pour un
ou deux ans, abandonnant ainsi leurs activités agricoles et entrainant une baisse de production
agricole et une flambée des prix des produits alimentaires, dont le manioc. Le retour a
I’accalmie a permis a la plupart des paysans de reprendre leurs activités agricoles, mais en
culture manuelle et sous forte pression parasitaire (mosaique, bactériose, anthracnose, acarien
vert, cochenille farineuse). Par ailleurs, les populations ne maitrisent pas suffisamment les
techniques culturales appropriées et ne disposent pas de matériels de production sains et
performants. Malgré cette situation, la production annuelle du manioc issue essentiellement
des exploitations paysannes de petites tailles, morcelées et dispersées, a été estimée a pres de
600 000 tonnes de cossette en 2008 et concernait 40% des exploitations (IFAD, 2008). Mais
cette production demeure encore insuffisante pour satisfaire la demande. Les importations de
manioc des pays voisins (Cameroun et la République Démocratique du Congo) interviennent
souvent pour compenser la production déficitaire (IFAD, 2008). Le rendement moyen estimé
a 3 tonnes a I’hectare en RCA demeure faible en dépit des potentialités dont dispose cette
culture (IFAD, 2008), qui est estimé a 11 t/ha au Nigéria, 14 t/ha au Brésil, 21 t/ha en
Thailande, 18 t/ha en Indonésie (FAOSTAT, 2009) et 7 a 8 t/ha en République Démocratique
du Congo (RDC) (Monde, 2010).
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Problématique et objectifs

Le manioc représente une culture fondamentale pour I’agriculture de subsistance
africaine et notamment pour la Centrafrique. En effet, la consommation de manioc par
habitant est de 115 kg en 2010 dans les pays ACP africains contre 18 kg dans le reste du
monde (FAOSTAT, 2012). Au cours de la derniére décennie, la consommation humaine a
augmenté de 39% en Afrique. Dans 6 pays africains (Zaire, Mozambique, Congo, Angola,
Ghana et République Centrafricaine), les racines de manioc fournissent plus de 25% de la
ration énergétique des populations et constituent donc la base de 1’alimentation (IFAD, 2008;
Treche, 1995). La production annuelle de racines de manioc en Centrafrique est dix fois celle

du mais (Mallouhi and Kafara, 2002), ce qui illustre I’'importance de cette denrée alimentaire.

La forme sévere de la CMD, qui s’est initialement déclaré en Ouganda a la fin des
années 1990, s’est rapidement propagée dans plusieurs pays voisins dont la République
Démocratique du Congo, la République du Congo et le Gabon (Ariyo et al., 2005; Busogoro
et al.,, 2008; Fondong et al., 2000; Legg and Fauquet, 2004; Legg et al., 2011,
Neuenschwander et al., 2002; Ntawuruhunga and Legg, 2007; Patil and Fauquet, 2009; Pita et
al., 2001). La description de symptdmes séveres de la CMD en Centrafrique au début des
années 2000 a permis a Legg et collaborateurs de suggérer que la Centrafrique a été touchée
par la pandémie sévere de CMD (Legg et al., 2006). La description a la fois de symptdmes
trés séveres de la CMD (4 ou 5 selon I’échelle de Cours), et d’une chute des rendements
semblait étayer cette hypothése malgré 1’absence de diagnostic et de caractérisation
moléculaire des agents causaux. Face a cette situation sanitaire inquiétante, I'utilisation de
variétés de manioc améliorées et présumeées résistantes a la mosaique s'avérait étre une
solution de choix. Celles-ci, introduites en Centrafrique par I’Institut Centrafricain de
Recherche Agricole (ICRA) en provenance de | 'International Institute of Tropical Agriculture
(IITA) d’Ibadan au Nigeria entre 1990 et 2000, n’ont cependant pas toujours donné enticre
satisfaction et ce pour plusieurs raisons : contournement de la résistance, inadéquation avec
les habitudes culinaires ou organoleptiques des populations, méfiance des populations vis-a-

vis du nouveau matériel et difficulté d’acces au matériel pour le paysannat.

C'est dans ce contexte de forte pression parasitaire et d'absence de solution intégrée de
lutte que se place mon travail de thése. Afin d’améliorer la production de manioc et de
maintenir une sécurité alimentaire durable en République Centrafricaine, 1’objectif de mon

travail a été dans un premier temps (1) d’identifier les principales contraintes biotiques du
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manioc en Centrafrique, en réalisant une surveillance épidémiologique a I’échelle du pays
(Chapitre 2, Articles 1-EcoTrop et 2-Crop Protection), et (2) de caractériser moléculairement
les agents pathogénes responsable de la maladie de la mosaique du manioc (CMD) en
Centrafrique et au Tchad (Chapitre 2, Article 3-NDR). Ce premier volet de ma thése a permis
de montrer que la CMD était la plus importante contrainte biotique sur le manioc en
Centrafrique, et que les agriculteurs utilisaient majoritairement des boutures de manioc
contaminées lors de la replantation des parcelles. Ces travaux ont également permis de
caractériser moléculairement les bégomovirus (CMGs) comme agents causaux de la CMD, et
de suggerer que les infections mixtes et le synergisme entre les CMGs pourraient jouer un réle

important dans les pertes de récoltes observées en Centrafrique.

Dans le but d’améliorer la productivité du manioc, nous avons deuxiémement réalisé
une sélection variétale participative, multi-sites et multicritéres (Chapitre 3, Article 4-), basée
a la fois sur la résistance a la CMD, le rendement, les qualités organoleptiques des tubercules
et leur adéquation avec les habitudes culinaires des populations centrafricaines. L’étude de la
sélection variétale a permis d’identifier 11 cultivars résistant ou tolérant a haut rendement

dont les qualités organoleptiques correspondent aux habitudes culinaires de la population.

Enfin, nous nous sommes attachés a développer une technique d’assainissement des
boutures de manioc, basée sur la thermothérapie, et facilement transposable en milieu paysan
(Chapitre 4, Article 5).



CHAPITRE I :

Synthese
bibliographique






CHAPITRE I : Synthese bibliographique

1.1. Généralités sur le manioc

1.1.1. Systematique

Le manioc appartient a la classe des dicotylédones, et a la famille des Euphorbiaceae.
Les Euphorbiaceae montrent une tres grande diversité morphologique et chimie. Cette famille
compte plus de trois genres et huit milles espéces presque toutes tropicales. Le genre Manihot
comprend plus de 200 especes dont Manihot glaziovii, plante a caoutchouc et M. esculenta
qui est la plante vivriére la plus importante de la zone tropicale humide par sa production et sa

plasticité (Silvestre et Arraudeau, 1983).

1.1.2. Le manioc : origine et description

Toutes les espéces du genre Manihot ont d’abord été considérées comme originaires
d’Amérique tropicale jusqu’en 1766, ensuite comme originaires d’Afrique jusqu’en 1772,
puis reconnues comme ayant pour origine le nord-est du Brésil a partir de 1886, en se basant
sur I’hypothése selon laquelle le centre d’origine d’une plante cultivée est caractérisé par une
grande diversité variétale (Silvestre et Arraudeau, 1983).

En provenance d’Amérique du Sud (Figure 1), les marins portugais ont
vraisemblablement introduit pour la premiére fois le manioc en Afrique dans le Golfe de
Guinée au 16eme siécle (Fauquet et Fargette, 1990). Une deuxieme vague de dissémination a
permis au manioc d’atteindre la cote Est de 1'Afrique, via Madagascar et la Réunion, et
probablement 1’Inde et le Sri Lanka au 18¢me siécle. En Afrique, la consommation du manioc
semble avoir mis longtemps a étre acceptée, avant de se répandre rapidement a travers le
continent au 19éme siécle. Le manioc est actuellement cultivé dans tous les pays d’Afrique
sub-saharienne (FAOSTAT, 2012).

Malgré son origine sud américaine, de nombreux cultivars de manioc existent dans les
localités ou la culture de manioc s’est développée. Ils peuvent étre distingués sur la base de la
morphologie (forme et taille des feuilles, hauteur de la plante, couleur des pétioles etc.), de la
précocité de maturité, du rendement et de la teneur en manihotoxine (glucoside cyanhydrique)
de la racine. Sur la base de cette derniere caractéristique, les cultivars de manioc ont été
classés en deux groupes : les variétés ameres dans lesquelles le taux de manihotoxine est élevé

et contenu dans la chair et les variétés douces, dans lesquelles le taux de manihotoxine est
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faible et confiné principalement au niveau de la peau. La chair des variétés douces est donc

relativement exempte de glucoside cyanhydrique (Lancaster et al., 1982).
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Figure 1 : Principales voies de dissémination du manioc en Afrique et Asie en provenance de

I’Amérique du Sud. La distribution géographique des zones de production du manioc en
Afrique et les dates des premieres descriptions de la mosaique sont présentées pour certains
pays africains (Fauquet et Fargette, 1990).

1.1.3. Ecologie du manioc

Le manioc est considéré comme une plante rustique, présentant de grandes facultés
d’adaptation a des situations écologiques variées et souvent défavorables pour d’autres
especes (Silvestre et Arraudeau, 1983). Le bouturage du manioc se fait préférentiellement
pendant la saison pluvieuse. Apres la reprise, les plantes peuvent rester en terre tout au long
de I’année. Le manioc s’adapte a une altitude maximale de 2000 métres en climat tropical
humide et chaud, ou la température moyenne varie de 25 - 29°C. La croissance est stoppée a
des températures inférieures a 10°C et tres ralentie a 40°C (Silvestre et Arraudeau, 1983). En
dehors des premieres semaines apres la plantation, le manioc tolere la secheresse mais produit
plus de tubercules la ou les moyennes annuelles des précipitations atteignent 1000 — 2000

mm. La lumiére continue retarde la tubérisation et abaisse les rendements. Le manioc est donc
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tres productif quand la longueur du jour oscille autour de 12 heures et entre les latitudes de
30° Sud et de 30° Nord. Les meilleurs sols pour le manioc sont les sols légers, sableux avec
une fertilitt moyenne et un bon drainage. Le rendement moyen sur le plan mondial, varie
entre 5 et 10 tonnes/ha, cependant, sur certaines stations expérimentales, on a pu enregistrer

des rendements de 80 tonnes/ha (Silvestre et Arraudeau, 1983).

1.1.4. Morphologie du manioc

Le manioc, Manihot esculenta Crantz est une dicotylédone pérenne. Il produit des
arbustes de 1 a 5 m de haut, et dont le tronc peut atteindre 30 cm de diamétre. Les tiges sont
tres variables avec des entre-nceuds courts ou longs, et des teintes grises, brunes, jaunatres ou
rougeatres. Les feuilles sont alternes, sessiles ou a pétiole développé, simples, lobés ou non.
La couleur des jeunes feuilles et du pétiole sont variables, de vert a pourpre. Les fleurs sont en
grappe et sujettes a la dégénérescence (Silvestre et Arraudeau, 1983). La multiplication se fait
préférentiellement par bouturage. Les inflorescences sont monoiques, rarement dioiques,
généralement composées de une a plusieurs fleurs femelles basilaires longuement pédicellées
et de nombreuses fleurs males a pédicelle plus courts. Le systeme racinaire des plantes issues
de graines comporte un pivot qui s’enfonce verticalement dans le sol et des racines
secondaires a développement d’abord horizontal puis vertical. Le pivot et les racines
secondaires peuvent tubériser. Lorsque la plante est issue de bouture, comme le cas courant,
les racines sont tout d’abord tragantes et s’enfoncent ensuite profondément dans le sol. Les
tubercules proviennent normalement du gonflement de la racine (partie tracante) émise par les
boutures. Ceux qui sont completement formés présentent une allure fusiforme a cylindro-
conique et mesurent 20 a 60 cm de longueur (Silvestre et Arraudeau, 1983). La fécondation

est facile a contréler. Le fruit est une capsule trilobée qui libére au plus trois graines.

1.1.5. Phases végétatives

Le manioc se multiplie par boutures et son cycle végétatif varie de 6 a 24 mois ou plus
selon les conditions climatiques ou d'altitude et les variétés. Cing jours aprés sa mise en terre,
la bouture émet ses premiéres racines puis de minuscules feuilles plissées apparaissent en 15
jours. Les jeunes racines s'allongent et les premiéres tiges apparaissent. Cette phase dure
généralement une quinzaine de jours mais peut se prolonger durant un mois et parfois plus.

Les tiges se développent, se ramifient et les feuilles apparaissent.
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Figure 2: un plant du manioc (A), les tubercules du manioc issus d’un pied (B), une bouture

du manioc issue d’une tige (C)

La surface foliaire atteint son maximum en 3 mois. L'accumulation des réserves d'amidon
(tubérisation) a lieu dés les premiéres semaines, mais ne devient visible a I'ceil nu qu'a partir
du deuxiéme mois et continue au rythme des conditions du milieu. En altitude et en zone a
saison seche prolongée, le manioc perd completement ses feuilles et le bois prend sa teinte
définitive. L'amidon s'accumule dans les racines qui prennent leur forme définitive en 7 mois
environ. Les tubercules atteignent leur maturité a partir de 12 mois selon les variétés et les

conditions pédoclimatiques.

1.1.6. Principaux produits de transformation a base du manioc en Afrique

centrale et de I’ouest.

Les produits de transformation des tubercules sont diversifiés. Ils varient d’un pays a
l'autre ou d’une région a une autre selon les habitudes culinaires des différentes communautés.
Les variétés ameéres apres détoxification par rouissage et broyage se consomment sous
diverses formes. Les tubercules épluchés, rouis, morcelés et séchés prennent le nom de
cossette en Afrique centrale (IFAD, 2008; IITA, 1990; Silvestre et Arraudeau, 1983). La
farine issue des cossettes transformées en pate a I’aide d’eau chaude est appelée foutou ou

foo-foo (foufou ou fufu) en Afrique centrale (IFAD, 2008; Silvestre et Arraudeau, 1983). Les
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cossettes représentent d’excellents moyens de conservation et entrent dans diverses
préparations culinaires. En Afrique centrale, le manioc roui (trempé dans 1’eau pour éliminer
le cyanure et transformé en pate) donne naissance a la fabrication des «batons» ou
«chikwangue» ou «kwanga» aux deux Congo, «mangbéré» ou «chikwangue» en Centrafrique,
«bobolox» et «<miondo» (la forme effilee) au Cameroun. Les tubercules de manioc doux rapés
et fermentés sont appelés «gari» au Nigéria, Bénin, Togo et Ghana, «ati¢ké» en Cote d’Ivoire
et «malanje» en Angola (IITA, 1990). Ce sont des préparations sous forme de farine assez
grossiéres de couleur blanche a jaune paille. Le tapioca est préparé a partir de la pulpe par
lavage de celle-ci, suivie de sédimentation et séchage. En Afrique, la farine de manioc sert de
matiére premicre a la fabrication artisanale de 1’alcool (Silvestre et Arraudeau, 1983). Le
manioc est aujourd’hui convoité dans les pays émergents pour la fabrication du bioéthanol
(FAOSTAT, 2012). Dans tous les pays ou le manioc joue un role alimentaire important, les
feuilles sont consommeées (Achidi et al., 2005). Les extrémités des rameaux sont coupées sur
une longueur de 20 a 30 cm utilisées sous forme d’épinards pilonnées pour la confection de
sauces. En Centrafrique et aux Congo, les feuilles sont utilisées pour la fabrication des

galettes et de plusieurs types de sauces.

1.1.7. Teneur en éléments nutritifs

La composition des principales parties de manioc présente une assez grande variabilité
(Tableau 1). Le tubercule du manioc est un aliment essentiellement énergétique riche en
amidon, assez bien pourvu en acide ascorbique mais pauvre en lipides, sels minéraux,
vitamines et surtout en protéines (Silvestre et Arraudeau, 1983). Sa pauvreté en éléments
nutritifs autres que glucidiques explique les préventions des nutritionnistes a son égard et le
manque d’intérét dont il a fait preuve. Néanmoins sur le plan énergétique, il joue un role trés
important dans 1’alimentation humaine. C’est le principal pourvoyeur de calories du repas,
tandis que les légumes, les Iégumineuses, la viande ou le poisson, consommés en méme temps
apportent les protéines, les sels minéraux et les vitamines. Les feuilles de manioc présentent
des teneurs élevées en protéines (Achidi et al., 2005; IITA, 1990). Elles sont caractérisées par
un assez bon équilibre en acide aminé avec un déficit en méthionine mais des teneurs élevées
en lysine (Silvestre et Arraudeau, 1983). Dans tous les pays ou le manioc joue un role
alimentaire important, les feuilles sont consommées (Achidi et al., 2005). Les jeunes feuilles
sont utilisées sous forme de Iégume dans différents types de sauces. La grande richesse en

protéines des feuilles de manioc permet de compenser partiellement la pauvreté en matiére

11



Chapitre |

azotée des régimes alimentaires ou dominent les tubercules (Silvestre et Arraudeau, 1983).
C’est I'une des raisons pour lesquelles, de nombreuses recettes de cuisine associent la cuisson

des feuilles de manioc et des tubercules.

1.1.8. Le danger lié a ’utilisation du manioc frais dans I’alimentation humaine

Les tubercules pauvres en protéines et riches en amidon contiennent des glucosides
cyanogéniques incriminés dans la genése de 1’ataxie chronique (troubles de la marche) et de la
paraparésie spasdique épidemique (raideur et paralysie des membres), du goitre endémique
(augmentation du volume du corps thyroidien) et de la pancréatite chronique tropicale
(inflammation du pancréas) (Hovette, 1992). Ces affections sont en fait I’indicateur de
carences nutritionnelles et d’alimentation quasi exclusive en manioc (Hovette, 1992). Les
tubercules et les feuilles recelent deux toxines : le linamaraside, et en moindre concentration
I’autostralaside. Ces deux glucosides cyanogéniques vont se transformer en acide

cyanhydrique lors de leur hydrolyse (Meuser et Smolnik, 1980).

Tableau 1 : Composition nutritionnelle des racines et des feuilles de manioc

Composition Racines

nutritionnelle entiéres Racines épluchées Feuilles
Eau (%MF) 65 60 85
Glucides (%MS) 89 91 41
Lipides (%MS) 1 0,5 6
Protides (%MS) 2,5 2 25
Fibres (%MS) 4,5 4 20
Cendres (%MS) 3 2,5 8
Calcium (%MS) 0,1 0,1 1,4
Phosphore (%MS) 0,1 0,1 0,5
Fer (%MS) 0,003 0,001 0,03
Sodium (%MS) 0,006 0,02
Potassium (%MS) 1 2
Vitamines (mg/100g)

R carotene (MS) 30
Thiamine (B1) (MS) 0,1 1
Riboflavine (B2) (MS) 0,1 2
Niacine (B3) (MS) 1,5 8
Ac. Ascorbique (MS) 80 500

Source : (Silvestre et Arraudeau, 1983).
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La concentration en cyanure des tubercules varie selon [I’altitude, la température, la
sécheresse, et I’age de la plante (Silvestre et Arraudeau, 1983). La consommation réguliere de
manioc avec une dose quotidienne de 20 & 50 mg de cyanure a été corrélée avec la présence
d’ataxie (pathologie neuromusculaire qui consiste en un manque de coordination fine des
mouvements volontaires) et de goitre chez I’homme (Silvestre et Arraudeau, 1983). De
nombreuses préparations visent a rendre cette plante consommable, toutes ayant en commun

I’écorcage du tubercule.

1.2. L’importance du manioc comme aliment de base

1.2.1. Le manioc dans I’alimentation humaine

Dans la quasi-totalité des pays producteurs a I’exception de la Thailande, le manioc est
utilisé principalement pour I’alimentation humaine locale. Le manioc entre en concurrence
avec les céréales et constitue une importante source d’hydrates de carbone pour I’homme dans
ces pays (Silvestre et Arraudeau, 1983). Concernant 1’utilisation comme denrée alimentaire,
des initiatives a grande échelle ont été entreprises dans de nombreux pays vulnérables dans le
but d'utiliser le manioc pour couvrir un plus grand nombre des besoins alimentaires. C’est
particulierement le cas en Afrique subsaharienne, ou la consommation de manioc est en
hausse. Cependant, les gains de production totaux dans la région devraient a peine
correspondre a la croissance démographique, entrainant une variation modérée des
disponibilités alimentaires par habitant. Les mesures visant a promouvoir la farine de manioc
par rapport aux céréales importées, par le biais de sa consommation directe ou de son
mélange, restent actives dans le monde et constituent un moteur important pour accroitre la

consommation du manioc comme denrée alimentaire.

1.2.2. Le manioc dans I’alimentation animale

Les racines de manioc sont aussi utilisées en alimentation animale comme
complément énergétique (Silvestre et Arraudeau, 1983). Elles sont intéressantes pour
I’engraissement des bceufs ou elles peuvent se substituer au mais, a condition que le manioc
ne dépasse pas 40% de la ration. On donne assez souvent en Afrique des épluchures de
manioc en petites quantités aux ovins et méme aux caprins. Au Brésil, de bons résultats sont

obtenus avec des rations composées de napier gras (Pennisetum purpureum) et de manioc
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rapé. Le manioc est bien indiqué, pour 1’alimentation des porcs, a condition que les rations
soient convenablement équilibrées en protéines et vitamines. L’utilisation de la farine du
manioc dans ’alimentation des poules pondeuses est néfaste pour la ponte. Par contre,
I’emploi des feuilles de manioc dans la ration de poules pondeuses améliorent la pigmentation

du jaune d’ceuf (Agudu, 1972).

1.2.3. Utilisations industrielles du manioc

A T’heure actuelle I’industrialisation du manioc s’articule a trois niveaux :

- les industries de fabrication des cossettes et de granulés pour I’alimentation du bétail;

- les industries de I’amidon ou de la fécule. L’extraction de la fécule constitue 1’activité la
plus importante en industrie. La fécule est utilisée dans les industries textiles, du caoutchouc,
en papeteries ainsi que dans la fabrication des contreplaqués, des placages et des tapis.

- les industries de glucose et de produits divers (alcool, levures protéiniques, colles,
glucose, dextrine, colorants, médicaments, produits chimiques divers). La demande de manioc
par les secteurs producteurs d’éthanol apparait a nouveau comme le principal moteur de
I’expansion de sa production. Un systeme de production de base peut produire prés de 280
litres (222 kg) d’éthanol pur a 96% a partir d’une tonne de racines de manioc contenant 30%
d’amidon (FAOSTAT, 2009). A I’heure ou le prix du pétrole ne cesse de grimper et ou les
réserves mondiales diminuent, I’attention se tourne vers 1’éthanol obtenu par fermentation de
I’amidon, une ressource particuliecrement prometteuse, comme tous les éthanols issus des
produits agricoles. Actuellement 50% de la production mondiale de 1’éthanol provient du
manioc et de la patate douce (FAOSTAT, 2012). Le Brésil, premier producteur mondial de
ces carburants de substitution ou biocarburants, en fabrique chagque année plus de 120

millions d’hectolitres tirés de la canne a sucre et du manioc.

1.2.4. La production du manioc en Afrique

La production mondiale de manioc est d’environ 250 millions de tonnes (Mt) par an
(FAOSTAT, 2012). L’ Afrique contribue pour plus de la moitié¢ a I’offre globale (134,6 Mt)
(Figures 4 et 5) avec en téte le Nigeria qui représente a lui seul plus du tiers de la production
d’Afrique (environ 45 Mt), et qui est de loin le plus gros producteur mondial. Suivent la
République Démocratique du Congo (RDC) avec environ 15 Mt, 1’Angola et le Ghana

(quelque 12 Mt chacun) et le Mozambique (9 Mt). Denrée alimentaire de base et contribuant
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fortement a la sécurité alimentaire, le continent Africain consomme quasiment 1’intégralité de
sa production. Contrairement a I’ Afrique, 1’ Asie encourage le développement de la culture du
manioc a des fins industrielles et énergétiques. Ce continent contribue & environ 1/3 de la
production mondiale, avec 60% produit par la Thailande (environ 25 Mt) et I’Indonésie (22
Mt). Le Vietnam et la Chine montent en puissance et produisent chacun entre 8 et 9 millions
de tonnes par an depuis 2008. L’Inde, désormais 3¢éme producteur de manioc en Asie, connait
aussi une croissance continue de sa production avec plus de 30% de hausse entre 2006 et
2010. En Amérique latine et aux Caraibes, la production est relativement stable, autour de 35
Mt entre 2006 et 2009, ce qui représente pres de 20% de 1’offre mondiale. Le Brésil domine
avec quelque 70% de la production régionale et se dispute avec la Thailande, suivant les

années, la place de deuxieme producteur mondial.

Production de manioc en 2010

Asia
31%

Amerique
latine
1424

Figure 4 : Répartition de la production mondiale de manioc (source: FAOSTA, 2012)
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Répartition de la production de manioc en
Afrique
( 134 604 milliers de tonnes en 2010)
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Figure 5 : Répartition de la production de manioc en Afrique (Source: FAOSTA, 2012)

1.2.5. La production de manioc en Centrafrique

La République centrafricaine (RCA) est un pays dont I’économie repose
essentiellement sur 1’agriculture qui occupe plus de 52% des actifs ruraux. Elle contribue pour
pres de 42% au produit Intérieur Brut (PIB). La RCA dispose d’un énorme potentiel en terres
cultivables estimé a 15 millions d’hectares dont seulement 2 millions sont exploitées au total
et a 60% en manioc (DSRP, 2008). Le manioc est incontestablement I’aliment de base de la
population de Centrafrique et représente une source principale de revenu et de subsistance
(Mallouhi et Kafara, 2002). La production nationale annuelle du manioc est d’environ
600 000 tonnes contre 60 000 tonnes pour le mais suivi de 1’arachide (Mallouhi et Kafara,
2002). Le manioc reste de loin la culture vivriere la plus rentable en Centrafrique : elle génére
un revenu de 1 000 $ a I’hectare, contre 320 $ pour 1’arachide, 230 $ pour le riz et 152 $ pour
le mais (Mallouhi et Kafara, 2002). 1l y a lieu de signaler qu’au stade actuel et tenant compte
des habitudes alimentaires des centrafricains, il n’existe pas de denrée alimentaire qui puisse
se substituer au manioc en cas de pénurie. En effet, plus de 80 % de la population consomme

le manioc sous la forme de cossette et plus de 50 % des besoins energétiques sont assurés par
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I’apport glucidique du manioc. La forme cossette est de loin la plus consommée. Mais,
pendant la saison des pluies, la demande en cossettes de manioc est toujours supérieure a
I’offre dans la majeure partie de la RCA. Avec une consommation moyenne annuelle estimée
a 121 kg/an, la RCA occupe le 16eme rang des pays les plus grands consommateurs de
manioc dans le monde (IFAD, 2008). La production de manioc en RCA semble étre
déficitaire chaque année (IFAD, 2008). Pour compenser 1’offre nationale insuffisante, les
centrafricains ont recours a I’importation a partir des pays voisins notamment le Cameroun et
la République Démocratique du Congo (RDC). La production déficitaire semble étre liée a
plusieurs facteurs comme les crises sociopolitiques et surtout aux contraintes biotiques

imputables aux maladies et ravageurs du manioc (IFAD, 2008).

1.3. Les contraintes liées a la production du manioc en Afrique

1.3.1. Les principaux ravageurs du manioc

1.3.1.1. Les cochenilles

Ce ravageur constitue un véritable fléau sur le continent africain. Originaire
d’Amérique du Sud, il fut introduit fortuitement en Afrique au début des années 70 par le
biais de matériel végétatif de plantation. Signalé pour la premiere fois au Zaire en 1973, il
s’est propagé dans presque toutes les zones de production de manioc d’Afrique. La cochenille
préleve la séve au niveau du phloeme. Ses attaques initiales se concentrent autour du sommet
de la plante pour se propager ensuite en direction des pétioles et des feuilles développées. Le
rabougrissement de la pousse feuillée (Figure 6) et le raccourcissement des entre-nceuds
seraient imputables a la présence d’une substance toxique dans la salive de ’insecte. Lors de
fortes infestations, les pousses vertes périssent sans nécessairement provoquer de nécrose
apicale. Pendant la saison séche on enregistre une croissance numérique de la population de
cochenilles. La sécheresse combinée a la température élevée (25°C) favorise I’abondance du
ravageur. Les pertes de tubercules associées aux attaques de la cochenille varient entre 70 et
80% (IITA, 1990; IITA, 2000).
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Figure 6: Cochenille du manioc sur la face inférieure d’une feuille de manioc (A), cochenille

du manioc (vue agrandie au microscope) (B), cochenille a raies sur une tige de manioc (C),
extrémité d’une tige de manioc atteinte du “bunchy top” dii a la cochenille du manioc

(D)(IITA, 2000).

1.3.1.2. Les acariens verts

En Afrique, I’acarien vert et 1’acarien rouge sont les deux ravageurs les plus importants
du manioc (Herrera Campo et al., 2011). Originaire de I’Amérique du sud, 1’acarien vert fut
d’abord signalé en Ouganda en 1972. Apres s’étre rapidement propagé, il est aujourd’hui
présent dans la plus grande partie du continent. Monnychellus tanajoa est la seule espece
d'acarien vert rencontrée en Afrique. Par contre, 4 espéces d’acariens rouge ont été
répertoriées en Afrique avec Oligonychus gossypii, Tetranychus telarinus, T. neocaledonicus
et T. cinnabarinus. Les symptomes de taches chlorotiques ou d’une chlorose intégrale des
feuilles provoqués par les acariens verts ne sont pas constants et peuvent étre attribués a tort a
la mosaique (Figure 7). Lors d’attaques massives, les feuilles sont rabougries et déformées.
L’incidence des acariens est forte durant la saison seche. Selon la gravité de 1’attaque, la perte

de tubercules peut varier de 20 a 80% (l1ITA, 1990; IITA, 2000).
1.3.2. Les maladies virales du manioc
Les maladies virales représentent les contraintes économiques les plus importantes du

manioc en Afrique, avec notamment deux maladies : la mosaique africaine du manioc ou

cassava mosaic disease (CMD) et la striure brune du manioc ou cassava brown streak disease
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(CBSD) (Legg et al., 2006). Méme si ces deux maladies ont été décrites depuis le debut du

siecle en Afrique, elles sont devenues tres dommageables depuis quelques décennies.

Figure 7: Acarien vert du manioc (vue agrandie au microscope)(A), feuille de manioc avec
des taches chlorotiques (pales) causées par 1’acarien vert du manioc (B), Feuilles de manioc
avec des taches chlorotiques (péles) causées par la mosaique du manioc (C), extrémité de

pousse de manioc a feuilles réduites par 1’acarien vert du manioc (D) (IITA, 2000).

1.3.2.1. La maladie de la striure brune de manioc (CBSD)

La maladie de la striure brune de manioc est I'une des principales contraintes du
manioc a I’heure actuelle en Afrique de I’Est (Patil et al., 2011). Elle a été découverte pour la
premiére fois en Tanzanie en 1930 dans la zone cotiere de I’ Afrique de 1I’Est (Storey, 1936); la
méme zone dans laquelle la maladie de la mosaique du manioc a été décrite par Warburg en
1894. Cette maladie est trés répandue en Afrique dans la plaine cotiere de Tanzanie et
Mozambique et dans le bassin du lac victoria en Ouganda, Kenya, et Malawi (Hillocks et
Thresh, 1998; Legg et Ogwal, 1998; Patil et al., 2011). Les symptomes de la striure brune de
manioc se manifestent sur les feuilles, les tiges et les racines tubérisées (Figure 8) (Hillocks
et Thresh, 1998; Legg et al., 2011). Au niveau des feuilles, elle se manifeste par des chloroses
en plage circulaire ou rugueuse sur les limbes et qui peuvent atteindre les nervures
secondaires ou tertiaires. Sur les tiges et surtout sur les plants sensibles, on observe a la
surface des tissus verts des lésions violettes a brunes qui peuvent évoluer en lésions
nécrotiques. La fusion de ces lésions entraine la mort des bourgeons axillaires provoquant le
raccourcissement des entre-nceuds. La manifestation des symptomes au niveau des tubercules
est dévastatrice. Elle est a I’origine des colorations jaune-brunes qui en se développant
induisent la pourriture des tubercules. Cette maladie est provoquée par deux especes du genre

Ipomovirus de la famille des Potyviridae, il s’agit du Cassava brown streak Uganda virus
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(CBSUV) et Cassava brown streak virus (CBSV) (Hillocks et Thresh, 1998; Mohammed et
al., 2012; Ogwok et al., 2010)). Ce sont des virus a structure filamenteuse 8 ARN monopartite
de polarité positive dont la taille est d’environ 650 nm de longueur (Mbanzibwa et al., 20009;
Patil et al., 2011; Winter et al., 2010). Les cas de co-infection due aux deux virus et méme des
co-infections avec les begomovirus ont été mise en évidence (Mohammed et al., 2012). La
mouche blanche (Bemisia tabaci) est impliquée dans la transmission de ces deux espéces
virales sur le manioc (Hillocks et al., 2002; Maruthi et al., 2005; Mohammed et al., 2012;
Ogwok et al., 2010). La propagation de la maladie se fait non seulement par le vecteur mais
surtout par la multiplication végeétative (Hillocks et al., 2002; Maruthi et al., 2005). Les
principales méthodes de lutte sont basées sur 1’utilisation des plants sains (assainissement) et
des variétés résistantes a la maladie (Hillocks et al., 2002; Legg et al., 2011). Les variétés
transgéniques mis au point par 1’équipe de Claude Fauquet ont montré une résistance majeure
a la maladie de la striure brune (Patil et al., 2011) Ces variétés sont actuellement en cours de
multiplication et de diffusion dans des zones les plus touchées en Afrique de 1I’Est (Ogwok et
al., 2010).

WL

Figure 8: Les différents symptomes de la striure brune du manioc sur les feuilles et les

tubercules en Afrique de I’Est: zone cotiére en Tanzanie (1a/b), région du lac en Tanzanie
(2a/b), zone cotiére au Kenya (3a/b) et centre-sud en Ouganda (4a/b) (Legg et al., 2011).
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1.3.2.2. La maladie de la mosaique africaine du manioc (CMD)

+¢+ Description et historique de la mosaique africaine du manioc

v" Description

Cette maladie virale se caractérise principalement sur les jeunes feuilles par une
panachure vert clair a jaunatre du limbe qui se déforme, se boursoufle et croit de maniére
asymeétrique par suite de I’arrét du développement des parties infectées (Figure 9). Lorsque
I’infection est précoce et sévere, le développement de la plante entiére est affecté : les entre-
nceuds se raccourcissent, la croissance est freinée ou stoppée, les feuilles déformées et
décolorées sont de petites tailles. La base de certaines folioles est réduite a la nervure
principale bordée d’un peu de parenchyme décoloré, et la plante a un port rabougri (Fauquet
et Fargette, 1990). La sévérité de la maladie est quantifiable selon 1I’échelle de Cours (1951).
Cette échelle encore appelée Indice de Gravité des Symptdmes (IGS) varie de 0 a 5. Les
plants sains ont un degré de sévérité 0, alors que les plants malades ont un IGS variant de 1 a
5. Une autre échelle de notation, développée par I’IITA, correspond a une échelle de Cours
modifiée et varie de 1 a 5 (Hahn et al., 1980; Sseruwagi et al., 2004). La sévérité de la
maladie dépend des cultivars, de 1’age des plants, des conditions climatiques, de la saison, de
ou des agents causaux et de la co-infection (Adriko et al., 2012; Fauquet et Fargette, 1990;
Fondong et al., 2000; Gibson et al., 1996; Hahn et al., 1980; Harrison et al., 1997; Ngeve et
al., 2003).

Tableau 2 : Description de 1’échelle de Cours (Cours, 1951)

Indice O Pas de symptomes

Indice 1 Taches jaunatres couvrant 1/5°™ du limbe foliaire

Indice 2 Tache couvrant la moitié du limbe, apparition des déformations foliaires

Indice 3 Feuilles atteintes déformées, partiellement recroquevillées, appareil végétatif
réduit

Indice 4 Quasi-totalité des limbes recroquevillés, appareil végetatif réduit

Indice 5 Feuilles réduites au 1/10°™ de leur surface, rameaux atrophiés, la plante
déperit et meurt en quelques mois
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Figure 9: Les symptomes de la mosaique de manioc selon 1’échelle de Cours (1951) qui varie
de 0 a 5. Sévérité 0 (A), sévérité 1 (B), séverité 2 (C), séverité 3 (D), sévérité 4 (E), séveérité 5
(F)

v’ Historique

Apres la premiére description de la CMD par Warburg en 1894 en Tanzanie, les premiéres
épidémies ont été observées entre 1920 et 1930 au Sierra Leone, en Cote-d'lvoire, au Ghana,
au Nigeria, a Madagascar et en Ouganda (Legg et Fauquet, 2004). Apres cette période, la
maladie semble s’étre propagée en Afrique et dans les iles voisines dans toutes les zones de
production de manioc. L’origine virale de la maladie et sa transmissibilité¢ par 1’aleurode
Bemisia tabaci a été prouvée en 1938 en Tanzanie (Storey et Nichols, 1938). Dans les années
1970, un projet ambitieux de virologie végétale, utilisant la microscopie électronique couplée
a des techniques de purification de virus, a été mise en place au Kenya en collaboration avec
des laboratoires du Royaume-Uni (Legg et Fauquet, 2004). Les travaux de Bock ont ainsi
montré que les particules virales impliquées dans la CMD présentaient une structure jumelée a
symétrie icosaédrique d’une taille de 30 x 18 nm (Bock, 1975; Bock et al., 1977). Harrison et
son équipe ont montré que le matériel génétique du virus était constitué de deux molécules
d’ADN circulaires monocaténaires de 2800 pb (Harrison et al., 1997). Les premiers virus
isolés a partir de manioc présentant des symptémes de CMD ont été appelés «cassava latent

virus» (CLV), parce qu’ils étaient incapables d’infecter et d’induire les symptomes de la
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CMD sur des plantes de manioc aprés inoculation mecanique (Fauquet et Fargette, 1990). La
premiére séquence compléte d’ADN-A a été publiée en 1983 (Stanley et Gay, 1983). Peu de
temps apres, la contamination expérimentale d’une plante de Nicotiana benthamiana a permis
de valider le postulat de Koch, et ainsi de démontrer le lien de causalité entre ’ACMYV et la

CMD (Bock et Woods, 1983).

%+ Pandémie africaine de la mosaique du manioc

Des épidémies de CMD ont été rapportées a Madagascar et ailleurs entre 1920 et 1930
(Cours, 1951; Thresh et al., 1997). Aprés une période d’apparente accalmie, une autre
épidémie s'est développée a partir des années 80 et s est propagée en plusieurs étapes. D'abord
(étape 1, Figure 10), une épidémie particulierement séveére s'est déclenchée dans le centre
nord de I'Ouganda dans les années 1980 avant de se propager (Otim-Nape et al., 1994). Les
principales caractéristiques de cette épidémie de CMD étaient (1) une sévérité moyenne des
symptomes particulierement élevée 3,5 (Gibson et al., 1996), (2) une incidence de la CMD
également tres élevée de 83% (Otim-Nape et al., 1997) et (3) une abondance des populations
d’aleurodes 100 fois plus importante que celles constatée habituellement (Legg et Ogwal,
1998). La sévérité des symptdmes a initialement été attribuée a une souche recombinante de
CMG nouvellement caractérisée et appelée souche ougandaise ou variant ougandais de
I’espeéce de bégomovirus East African cassava mosaic virus (EACMV-UG) (Zhou et al.,
1997). La poursuite des recherches a permis de montrer que le phénotype sévére de la CMD
était en fait plus probablement lié a I’infection mixte par ’ACMV et TEACMV-UG, et
I’accentuation des symptomes due a la synergie virale (Harrison et al., 1997; Pita et al., 2001).
Dans certains cas, la séveérité des symptdémes a conduit a I'élimination presque complete des
variétés les plus vulnérables. Des champs de manioc ont été abandonnés, et des pénuries
alimentaires se sont généralisées en Ouganda au cours des années 1990 (Thresh et al., 1994a).
Par la suite (étape 2, Figure 10), cette épidémie s’est rapidement répandue aux pays voisins
(Bigirimana et al., 2004; Gibson et al., 1996; Legg, 1999; Neuenschwander et al., 2002), et est
devenue une pandémie compte tenu de sa grande répartition spatiale (Otim-Nape et al., 1997).
Enfin en 2005 (étape 3, Figure 10), la zone touchée a été mesurée a prés de 3 millions de km?
dans neuf pays, et les pertes annuelles attribuables a la CMD en Afrique ont été estimées a
plus de 13 millions de tonnes, un peu plus d'un tiers de la production totale des zones touchées
(Legg et al., 2006). La pandémie de CMD continue de se propager vers 1’Ouest avec des
descriptions récentes en Angola (Legg et al., 2006) et au Cameroun (Akinbade et al., 2010).
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Figure 10: Les étapes de I’expansion de la pandémie en Afrique de I’Est et du Centre (Legg
etal., 2011).

+ Impact économique de la mosaique africaine du manioc

Les études réalisées dans différentes zones touchées par la CMD ont estimé les pertes
de rendement entre 20 et 95 % (Fauquet et Fargette, 1990; Fondong et al., 2000; Harrison et
al., 1997; Owor et al., 2004a; Owor et al., 2004b; Pita et al., 2001). L’importance des effets
sur le rendement different selon la nature des espéces virales impliquées dans la maladie. Les
travaux réalisés en Ouganda ont montré que les pertes due la co-infection (ACMV+EACMV-
UG) étaient de 82%, alors qu’elles étaient de 42% avec I’ACMV, 12% avec la forme moderée
de PEACMV-UG et de 68% avec la forme sévere de EACMV-UG (Owor et al., 2004a),
soulignant ainsi 1’impact de la synergie entre les deux virus. Les études réalisées en Cote
d’Ivoire ont montré que les plants contaminés par bouture avaient une perte de rendement de
plus de 75%. Par contre, les plants contaminés par le vecteur avaient une perte moins
importante, qui diminuait au fur et a mesure que le temps d’inoculation augmentait jusqu'a ne

plus avoir d'effet si I'inoculation intervenait 70 jours aprés bouturage (Fauquet et Fargette,
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1990). Une estimation de la perte de production de manioc sur le plant continental de 37%,
équivalente a 30 millions de tonnes, a été proposée (Fargette et Fauquet, 1988). Legg et
Thresh s’inspirant des enquétes réalisées dans plusieurs pays africains ont estimé une perte de
rendement entre 30 a 40% en 2003 équivaut a des pertes de 19 a 27 millions de tonnes basées
sur une production totale de 97 millions de tonnes (Legg et et Thresh, 2003). La perte actuelle
est estimée a 35 millions de tonnes par an en Afrique (FAOSTAT, 2012). Ces niveaux de
perte elevés prouvent que la CMD est un probléeme majeur pour la culture de manioc en

Afrique et justifient la poursuite des efforts de lutte contre cette pandémie.

+ Les Begomovirus impliqués dans la mosaique africaine du manioc

v Taxonomie et nomenclature

La classification des bégomovirus est basée sur un seuil de distinction taxonomique de
89% d’identité nucléotidique sur la séquence compléte de I’ADN-A (Fauquet et al., 2008).
Sur la base de ce critére taxonomique, sept et deux especes respectivement africaines et
indiennes ont été décrites (Fauquet et al., 2008). Les especes africaines sont: I’African
cassava mosaic virus (ACMV), I’East African cassava mosaic virus (EACMYV), I’East
African cassava mosaic Cameroon virus (EACMCYV), I’East African cassava mosaic
Zanzibar virus (EACMZV), I’East African cassava mosaic Malawi virus (EACMMYV), I’East
African cassava mosaic Kenya virus (EACMKYV) et le South African cassava mosaic virus
(SACMV) (Legg et al., 2011; Ndunguru et al., 2005; Ntawuruhunga et Legg, 2007; Ogbe et
al., 2003; Patil et Fauquet, 2009). Les deux espéces identifiées sur le continent Indien sont
I’Indian cassava mosaic virus (ICMV) et le Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) (Patil
et Fauquet, 2009; Saunders et al., 2002). Récemment, deux nouvelles espéces africaine de
bégomovirus du manioc ont été proposées : 1’African cassava mosaic Burkina Faso virus
(ACMBFV) et le Cassava mosaic Madagascar virus (CMMGV) (Harimalala et al., 2012;
Tiendrébéogo et al., 2012);

v' Distribution géographique
La CMD a éte décrite seulement en Afrique et en Inde subcontinental, malgreé sa culture a

grande échelle également en Amérique latine et en Asie du Sud-est (Figure 11) (Patil et

Fauquet, 2009) Malgré la présence et la description de nombreux bégomovirus en Amérique
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du Sud et dans plusieurs pays du Sud-est asiatique, 1’absence de la CMD pourrait étre liée a

I’absence de biotypes de Bemisia tabaci adaptés au manioc (Carabali et al., 2005).
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Figure 11: Distribution géographique des géminivirus (CMGs) impliqués dans la mosaique
du manioc en Afrique et en Inde subcontinental. La couleur verte indique les zones de
production du manioc dans le monde. Chaque couleur représente une espece unique de CMGs
dont les noms abrégés des virus sont décrits dans le paragraphe « Taxonomie et

Nomenclature » (Patil et Fauquet, 2009).

1.3. La famille des Geminiviridae

Les Geminiviridae sont des virus phytopathogénes qui infectent une large gamme de
plantes a travers le monde en causant des pertes de rendement important. Ce sont des virus a
ADN monopartite et bipartite avec une particule a symétrie icosaédrique
d’approximativement 20 x 30 nm (Kong et al., 2000; Lazarowitz et Shepherd, 1992). Cette
famille comprend quatre genres (Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus et Begomovirus) qui
se distinguent par la structure du génome, le vecteur et la gamme d’hétes (Fauquet et al.,

2003; Fauquet et Stanley, 2005)(Figure 12).
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1.4.1. Le genre Mastrevirus

Ce genre a pour espece type le Maize streak virus (MSV). Il présente un génome
monopartite de 2,6 a 2,8 kb comportant quatre genes (V1, V2 et C1, C2). Les cadres ouverts
de lecture ou open reading frames (ORFs) V1 et V2 sont lus dans le sens viral tandis que les
ORFs C1 et C2 le sont dans le sens complémentaire (Figure 12). Les mastrevirus sont surtout
décrits chez les poacées, anciennement appelé graminées (monocotylédones), et transmis par
des cicadelles (Hemiptera : Cicadellidae). Cependant, on connait au moins deux espéces qui
infectent des dicotylédones (Tobacco yellow dwarf virus, TYDV ; Bean yellow dwarf virus,
BeYDV) (Astier et al., 2001). En Afrique subsaharienne, les graminées non cultivées
représentent les principales plantes réservoirs du MSV rendant le virus endémique et

responsable de résurgences épidémiques (Mesfin et al., 1992; Monjane et al., 2011).

1.4.2. Le genre Curtovirus

Les Curtovirus ont un génome monopartite de 2,9 a 3 kb. Ils ont pour espéce type le
Beet curly top virus (BCTV) et sont également transmis aux plantes dicotylédones par des
cicadelles (Hemiptera: Cicadellidae). L’ADN code pour six ou sept ORFs. Les plantes
cultivées les plus affectés par ces virus sont essentiellement la betterave a sucre (Beta
vulgaris), la tomate et le melon. Les curtovirus sévissent en Inde, en Amérique et dans le
bassin méditerranéen avec des maladies graves et des conséquences économiques

importantes.

1.4.3. Le genre Topocuvirus

Le Tomato pseudo curly top virus (TPCTV) est le seul représentant connu de ce genre.
Son génome monopartite de 2861 nucléotides code pour six ORFs (Briddon et al., 1996;
Pringle, 1999). Il est transmis par un membracide Micrutalis malleifera Fowler (Hemiptera:
Membracidae).

1.4.4. Les Begomovirus

Le genre Begomovirus comprend les virus qui sont transmis par la mouche blanche

Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera : Aleyrodidae) aux plantes dicotylédones avec pour
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espece type le Bean golden yellow mosaic virus (Fauquet et al., 2003). Les Begomovirus
provoquent de tres graves maladies dans les régions tropicales, subtropicales et

méditerranéennes sur les cultures maraichéres ou vivriéres (Astier et al., 2001).
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Figure 12 : Représentation schématique des génomes des Geminiviridae et quelques photos
illustrants leurs insectes vecteurs respectifs. MSV: Maize streak virus; BCTV: Beet curly top
virus; TPCTV: Tomato pseudo-curly top virus; TGMV: Tobacco golden mosaic virus;
TYLCV: Tomato yellow leaf curl virus. Les fleches indiquent les positions des cadres ouverts
de lecture (Delatte et al., 2005).

1.4.4.1. Organisation génomique et roles des différentes protéines
Les bégomovirus sont monopartites ou bipartites, c'est-a-dire que l'information

génetique est portée par un ou deux ADNSs circulaires distincts de 2,5 a 2,8 kb (ADN-A-like
ou ADN-A et ADN-B; Fauquet et al. 2008). Une grande majorité des bégomovirus originaires

28



Chapitre |

de I’Ancien Monde sont monopartites. C’est le cas notamment du Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) (Antignus et Cohen, 1994) et des bégomovirus indigenes des Tles du sud ouest
de I"océan Indien, comme le Tomato leaf curl Comoros virus (TOLCKMV) (Delatte et al.,
2005; Lefeuvre et al., 2007). Plus récemment, des ADN satellites ont été mis en évidence en
association avec certains bégomovirus (Briddon et Stanley, 2006; Nawaz-ul-Rehman et
Fauquet, 2009). Ces ADNs d’environs 1300 bases participent a l'infection virale, sans étre
pour autant nécessaires a celle-ci. Deux types majeurs sont pour le moment décrits, les
betasatellites (Briddon et al., 2008) et les alphasatellites (anciennement nommés ADN-1). Les
betasatellite ont été décrits comme des activateurs de la pathogeénicité avec un possible rdle de
suppresseur du post-transcriptional gene silencing (PTGS) (Briddon et Stanley, 2006;
Vanitharani et al., 2005) tandis que les alphasatellites, qui portent un géne codant pour une
protéine associée a la réplication (protéine Rep) semblent avoir un réle dans la modulation de
I'accumulation du virus (Briddon et Stanley, 2006) et la suppression du PTGS (Nawaz-ul-
Rehman et al., 2010). L’ADN A des bégomovirus monopartites présente six régions codantes
ou ORFs pour «open reading frame » dont certaines sont chevauchantes et une zone inter
génique (intergenic region ou IR). Les ORFs V1 et V2 sont codés par le brin viral alors que
les ORFs C1, C2, C3 et C4 sont codés par le brin complémentaire (Figure 12). La tige boucle
(5>-TAATATTAC-3’) est une région conservée de I'IR chez tous les bégomovirus. Elle
représente le point d’initiation de la réplication (Orozco et Hanley-Bowdoin, 1996). L’ORF
CP (V1) code pour la protéine de capside qui représente [’unité de base dans la constitution de
la particule virale en doublet des géminivirus. La CP associée a la protéine de mouvement MP
(\V2, absente chez les bégomovirus bipartites) intervient dans les mécanismes de diffusion du
virus dans la plante hote. Lors de ’infection et de la réplication, ’ADN viral migre dans le
noyau des cellules. 11 doit traverser plusieurs barrieres cellulaires avant d’accéder a I’intérieur
du noyau, pour s’y répliquer. C’est lors de cette migration que les protéines virales,
notamment la protéine CP, sont indispensables pour protéger le matériel génétique (Rojas et
al., 2001). Par ailleurs, la CP a un role essentiel dans la reconnaissance et la transmission par
son insecte vecteur (Akad et al., 2007; Briddon et al., 1990; Caciagli et al., 2009). La protéine
associée a la réplication (Rep; ORF C1) intervient lors de la multiplication virale. En
association avec la protéine activatrice de la réplication (REn; ORF C3), elle permet
I’accumulation de I’ADN viral dans les cellules végétales (Kong et al., 2000). Ces deux
protéines sont également connues pour leur implication dans la dérégulation et le
détournement de voies métaboliques cellulaires de 1’hote comme le controle du cycle

cellulaire, la réplication de I’ADN, la différentiation cellulaire et l'expression génique
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(Arguello-Astorga et al., 2004; Castillo et al., 2004). La protéine activatrice de la transcription
(TrAP; ORF C2) contribue au pouvoir pathogene du virus et a ’activation de la transcription
des ORFs (van Wezel et al., 2001). Par ailleurs, le role de cette proteine dans la suppression
du mécanisme genéral de résistance des plantes aux virus par RNA silencing a été démontré
(Bisaro, 2006; Rojas et al., 2005; Sharma et Ikegami, 2010). La protéine C4, codé par I’'ORF
C4, semble intervenir dans 1’expression et la sévérité des symptomes, dans la gamme d’hote
(Dogra et al., 2009; Latham et al., 1997; Rigden et al., 1996), et dans le mouvement de cellule
a cellule et systemique du virus (Jupin et al., 1994; Teng et al., 2010). L’expression de I’ORF
C4 du Tomato leaf curl virus dans des plantes transgeniques de Nicotiana benthamiana a
permis d’obtenir I’expression de symptémes de virose, fournissant une preuve supplémentaire
de la participation de cet ORF dans I'expression des symptomes (Selth et al., 2004). Enfin, son
réle dans la suppression du RNA silencing, en association ou non avec la TrAP, a également
été démontré (Dogra et al., 2009). Selon les hotes et les virus, des ADN défectifs peuvent
aussi s’accumuler durant 1’infection (Behjatnia et al., 2007) . Ces ADNs d’environs 1300
bases peuvent interférer avec les génomes parentaux et alors jouer un réle dans la modulation
de la sévérité des symptdmes (Paximadis et Rey, 2001) . Dans ce cas, ils sont alors nommés
Defective Interfering DNA (DI DNAs) pour ADN défectifs interférant (Patil et al., 2007).
L'analyse des sequences des ADN-DI suggere que ces derniers sont formés par la suppression,
la duplication, l'inversion, le réarrangement et parfois 1’insertion de séquences d'ADN non
viral impliquant le génome viral et ses ADN satellites. Ils sont principalement constitués des
ORFs complémentaires des génomes monopartites ou du génome B des bipartites et
contiennent toujours 1’origine de réplication (Patil et al., 2007). Le réle de la plante hote dans
la formation des ADN DI semble également important, sachant qu’ils sont plus aisément
détectés dans les hotes expérimentaux plutot que leurs hétes naturels. La modulation de la
séveérité des symptémes de la maladie par les ADN DI est considérée comme le résultat de la
compétition pour les facteurs viraux de 1'hote, réduisant ainsi les niveaux d’accumulation du
virus parental. Leur réle dans I'activation du PTGS de la plante contre les transcrits viraux et

le phénomeéne de réversion des symptomes a également été proposé (Patil et Dasgupta, 2006).
1.4.4.2. Réplication des Begomovirus
Les Geminivirus ne disposent pas de 1’équipement enzymatique nécessaire a leur

expression dans la cellule hote. Ils dépendent de I’ADN polymérase et des fonctions

génetiques des cellules de la plante hote. Ces virus se multiplient dans les cellules
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différenciées en phase G qui ont terminé leur activité de réplication propre. L’infection virale
réactive la réplication en convertissant la cellule en phase S du cycle cellulaire (Hanley-
Bowdoin et al., 2000). Les Geminivirideae utilisent deux mécanismes pour la réplication de
leur genome: le mécanisme de réplication en cercle roulant (RCR) et la réplication dépendante
de la recombinaison (RDR) (Hanley-Bowdoin et al., 2000; Jeske et al., 2001; Preiss et Jeske,
2003) (Figure 13). En effet, d’une fagon générale, les ADN simples brins des géminivirus se
répliquent dans le noyau des cellules infectées via un mécanisme de cercle roulant utilisant
une forme intermédiaire double brin (Stenger et al., 1991). La région IR du génome contient
un nanonucléotide hautement conservé TAATATT |AC contenant le site d’initiation (]) de la
RCR (Hanley-Bowdoin et al., 2000; Stanley, 1995); ce site est aussi appelé origine de la
réplication (ori). La protéine Rep initie le cycle de réplication en faisant un clivage unique du
brin viral a I’origine de réplication. Apres le clivage, la protéine Rep se retrouve liée de facon
covalente au bout 5° de I’ADN clivé. La synthése de I’ADN simple brin (ADNsb) est régulée
par D’activité synergique des protéines TrAp et REn qui agissent respectivement pour
’activation de la transcription et ’augmentation de la réplication. Les Geminivirus dépendent
des facteurs cellulaires pour compléter leur cycle de réplication(Xie et al., 1999). Quant au
mécanisme de la RDR, il se déroule simultanément avec le mécanisme de la RCR. Ce
mécanisme utilise des intermédiaires réactionnels et se déroule comme décrit dans la Figure
13. Ce dernier modeéle de réplication est analogue a celui du bactériophage T4 (Mosig, 1998;
Mosig et al., 2001).

1.4.4.3. Variabilité génetique des virus du genre Begomovirus

Les bégomovirus sont en pleine expansion dans le monde et semblent tres bien adaptes
a de nouvelles niches écologiques. Cette adaptation semble liée a la grande variabilité
génétique dans ce groupe de virus. Ces variations génétiques peuvent survenir par suite de
mutation, de pseudo-recombinaison et de recombinaison (Seal et al., 2006). Ces phénomeénes
se produisent dans la nature (Pita et al., 2001; Sanz et al., 2000; Zhou et al., 1998). Cependant,
les facteurs qui concourent a 1’évolution des bégomovirus dans leur environnement restent

insuffisamment connus.
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Figure 13: Schématisation des modeles de réplication en cercle roulant (RCR) et de la
réplication dépendante de la recombinaison (RDR). Etape a: accrochage de la protéine
associée a la réplication (Rep) a l'origine de réplication (ori). Etape b: Ouverture de I'ADN et
liaison covalente de la Rep a I'extrémité 5'. Etape c: déplacement et réplication. Etape d:
Nouvelle ouverture de I'ADN, fermeture des ADNs simples brins et relargarge de la Rep.
Etape e: interaction entre un ADN simple brin incomplet et la forme super-enroulée de 'ADN
viral (cccDNA) a des sites homologues. Etape f: recombinaison homologue. Etape g:
élongation de I'ADN simple brin. Etape h: synthese de I'ADN complémentaire et obtention
d'un ADN double brin. D'aprés Jeske et al., 2001.

1.4.4.4. La mutation

La mutation génere de la variabilité génétique, base a partir de laquelle I’adaptation a
de nouveaux environnements est rendue possible. Lors de la réplication, les mutations sont
générées par des erreurs de copie du génome par les polymérases ADN ou ARN dépendantes.
Les virus a ARN dont la réplication dépend des ARN polymérases ARN dependantes ont un
taux d’erreur compris entre 103 et 10° par nucléotide et par cycle de réplication. A I’inverse,
les taux de mutation sont environ 1000 fois plus faibles pour les virus a ADN double brin de
vertébrés qui dépendent des polymérases cellulaires pour leur réplication. Le taux de mutation
de ces virus & ADN double brin est ainsi proche de celui des ADNs cellulaires estimé & 10°® -
10" (Drake et al., 1998). Bien qu’utilisant également les ADN polymérases ADN

dépendantes cellulaires, les virus a ADN simple brin infectant les animaux et les plantes
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présentent des taux de mutations bien plus élevés que ceux généralement observés avec ces
enzymes (Duffy et Holmes, 2008). Bien qu’encore incompris sur le plan mécanistique, ces
résultats suggerent que les protéines virales sont capables de détourner a leur avantage de
nombreux facteurs cellulaires avec la possibilité de modifier la fidélité des polymérases

cellulaires.

1.4.4.5. La recombinaison et la pseudorecombinaison

La recombinaison virale est un processus permettant la genése d’un nouveau virus
suite a des combinaisons entre des séquences d’ADN de deux virus parents et la création de
nouveaux types d’arrangement génomique. Elle présente 1'avantage énorme pour un virus de
permettre l'acquisition en une seule étape d'un grand nombre de mutations (Crameri et al.,
1998). La multiplicité des descriptions d’événements de recombinaison chez les bégomovirus
ces dix derniéres années suggére que les bégomovirus sont soumis a des taux de
recombinaison trés elevés, conduisant & une diversité moléculaire importante (Lefeuvre et al.,
2007; Padidam et al., 1999). Ce mécanisme est maintenant connu pour étre largement utilisé
par tous les géminivirus et est probablement le mécanisme moléculaire principal permettant
aux géminivirus d’exploiter de nouvelles niches écologiques. La pseudo-recombinaison a lieu
chez les virus multipartites et implique I'échange de composants génomiques intacts entre
virus, aboutissant a la formation de génomes présentant de nouvelles combinaisons de
composants génomiques (Garrido-Ramirez et al., 2000; Pita et al., 2001; Ramos et al., 2003).
Les CMGs ne font pas exception a cette régle comme 1’ont montré les travaux de (Ndunguru
et al.,, 2005) (Figure 14). L'analyse de recombinaison et phylogénétique montre que les
EACMV-like, qui regroupent a la fois plusieurs espéces et souches, portent les traces d’une
multitude d’évenements de recombinaison. L’exemple le plus emblématique de CMG
recombinant est sans nul doute le variant ougandais (EACMV-UG), issue d’une
recombinaison interspécifique entre ’"EACMYV et I’ACMV dans I’ORF CP (Zhou et al., 1997)
(Figure 14).
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Figure 14 : Schématisation des différentes événements de recombinaison portés par I’ADN-A

et ’ADN-B des géminivirus du manioc (Ndunguru et al., 2005).

En revanche, il est frappant de constater que I’ACMYV semble étre une exception a cette régle.
En effet, les séquences disponibles de cette espéce ne présentent aucune trace de
recombinaison malgré leur provenance de différentes régions d’Afrique. Cependant, une
nouvelle espece de CMG, provisoirement nommé ACMBFV, a récemment été décrite au
Burkina Faso comme étant le fruit d’une recombinaison interspécifique entre un ancétre des
isolats de I'ACMV d’Afrique de I'Ouest (parent majoritaire), et un ancétre des isolats du
Tomato leaf curl Cameroun virus et du Coton leaf curl Gezira virus (parents minoritaires)
(Tiendrébéogo et al., 2012).
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1.4.4.6. L’insecte vecteur, Bemisia tabaci Gennadius

Les bégomovirus sont transmis aux plantes par 1’intermédiaire d’un insecte vecteur,
Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera : Aleyrodidae), selon le mode circulant persistant
(Czosnek et al., 2001). Le virus, une fois ingéré par 1’insecte, qui se nourrit essentiellement de
séve élaborée, va pénétrer dans le tractus intestinal par I’intermédiaire du bol alimentaire. Il
va ensuite traverser une premiere barriére qui est la paroi de 1’épithélium intestinal pour se
retrouver dans 1’hémolymphe de I’insecte. Les particules virales vont ensuite rejoindre,
s’associer puis traverser la deuxiéme barriére a la transmission que représentent les glandes
salivaires. Le virus circulant peut ainsi étre transmis a une nouvelle plante par salivation lors

de I’alimentation de I’insecte (Czosnek, 2007).

B. tabaci est présent sur tous les continents excepté I'Antarctique (Perring, 2001). Du fait de
sa plasticité écologique, la caractérisation taxonomique de 1’espece B. tabaci a toujours posé
et pose encore de nombreuses difficultés. Pour cette raison, les taxonomistes ont proposé
d’associer cette espéce a un complexe d’espéces cryptiques, composé de nombreuses
populations biologiquement et génétiquement différentes nommées « biotypes » (Brown et
Bird, 1995; Fishpool et al., 1995; Perring, 2001). La description de ces biotypes est
principalement basée sur le polymorphisme enzymatique, le polymorphisme génétique, la
gamme de plantes hotes, la fécondité, le comportement de dispersion, et la capacité a
transmettre des virus de plantes (Perring, 2001). A ce jour, au moins 37 biotypes ont été
identifiés sur ces criteres (De Barro et al., 2011), eux mémes répartis en 27 especes

cryptiques, appartenant a 11 groupes génétiques (Dinsdale et al., 2010).

L’émergence récente et mondiale de la maladie du jaunissement et de 1I’enroulement foliaire
ou tomato yellow leaf curl disease (TYLCD), causée par un complexe d’espéces de
bégomovirus, a directement été associée a la dissémination de biotypes invasifs et polyphages
nommés B et Q. De la méme maniere, la pullulation de certaines populations de B. tabaci
inféodés au manioc a également été associée a I’émergence de la pandémie sévere de la
mosaique africaine du manioc en Afrique de I’Est (Legg et Ogwal, 1998) (Figure 15). En
Afrique, le manioc semble exclusivement colonisé par des populations d’aleurodes inféodés a
cette plante (Abdullahi et al., 2003; Abdullahi et al., 2004; Legg et al., 2002; Omondi et al.,
2005; Sseruwagi et al., 2005). L’analyse de la diversité génétique des populations de B. tabaci
en Ouga au cours de la pandémie de CMD sévére a permis de caractériser deux biotypes (Ugl

et Ug2), dont le biotype Ug2 qui a systématiquement été associe au front épidémique (Legg et
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al., 2002; Sseruwagi et al., 2006). La comparaison des séquences des génes mtCOIl des
biotypes Ugl et Ug2 suggére qu'ils représentent deux lignées d’Afrique sub-sahariennes
distinctes, que le biotype Ugl est une population indigéne d’Ouganda mais que le biotype
Ug?2 représente vraisemblablement une population invasive qui a subit une expansion récente
(Legg et al., 2002). La capacité de rétention a long terme du virus par B. tabaci associée a leur

capacité de vol a longue distance ont vraisemblablement participé a la propagation rapide de

la CMD sévere le long de la rive ouest du lac Victoria, estimée a 100km/an (Legg et al., 2006;
Legg et al., 2011).

Figure 15 : Pullulations d'aleurodes sur feuille de manioc (Manihot esculenta) directement

associées a la dissémination du variant Ougandais impliqué dans I’épidémie sévere de la

mosaique du manioc en Afrique de I’Est (Legg et al., 2002).

1.5. Méthodes de lutte contre la mosaique africaine du manioc

1.5.1. Les méthodes prophylactiques et les pratiques culturales

La sélection et la préparation des boutures représentent des étapes cruciales dans la mise

en place d’une culture de manioc. En effet, la qualit¢é des boutures a une influence

36



Chapitre |

prépondérante sur la productivité de la récolte. Les boutures sont généralement prélevées sur
des plants &gés de 12 a 15 mois. Le choix portera sur des plants exempts de symptdmes de
viroses et d’autres maladies ou infestations parasitaires. Les boutures ne doivent étre ni trop
ligneuses ni trop tendres. En effet, les boutures trop ligneuses, trop épaisses ou trop minces
reprennent mal, et celles trop vertes sont enclines aux maladies et aux infections parasitaires.
En regle générale, le diamétre de la moelle ne doit pas dépasser 50% de celui de la tige en
coupe transversale (CTA, 1987). Le nombre de nceuds présent sur la bouture est également
important pour une bonne reprise. Ainsi, une bouture de 20 cm doit porter au moins 6 neceuds.
I1 faut éviter d’endommager I’écorce de la bouture, car toute blessure est une porte ouverte a
des micro-organismes nuisibles. Dans beaucoup de régions, le délai écoulé entre le
prélévement des boutures et leur mise en terre a un effet néfaste sur la pousse. Si un tel délai
est inévitable, il est recommandé de conserver les boutures dans un endroit ombragé, frais et
humide. La tige sélectionnée pour le bouturage doit étre coupée a la bonne longueur a 1’aide
d’une lame bien tranchante. Une coupe a angle droit favorise la formation de racines plus
réguliéres qu’une coupe en diagonale. Les boutures seront plantées verticalement ou inclinées.
Mieux vaut éviter la plantation a plat qui donne un nombre excessif de pousses et finalement
un rendement médiocre (CTA, 1987). Cette pratique est recommandée dans la multiplication
rapide ou micropragation (IITA, 1990). Les distances de plantation varient suivant les
conditions et les pratiques locales de culture, mais une distance d’un meétre peut étre
considérée comme suffisante, ce qui représente un dispositif de 10 000 plants par hectare.
Dans les régions séches ou moins fertiles, il est préférable d’espacer davantage les plants.
L’entretien majeur du champ consiste a faire 3 a 4 sarclages manuels pour lutter contre les

adventices et les mouches blanches (IITA, 1990).

1.5.2.1. Les techniques d’assainissement

¢ L’assainissement des plantes 2 multiplication végétative

La sélection sanitaire couvre deux volets, le bouturage sélectif a partir de plants sains et
I’arrachage des plants infectés. Ces deux méthodes peuvent coexister et ont toutes les deux
leur place dans les programmes de lutte (Mallowa et al., 2011). La sélection des plants
consiste a prélever des boutures a partir des plants asymptomatiques pour creéer des houveaux
champs (Fauquet et Fargette, 1990; Legg et al., 2006). Dans le cas de la CMD, la sélection
des boutures a partir des plants asymptomatiques a permis d’obtenir des rendements

équivalents a ceux des variétes résistantes (Mallowa et al., 2011). L’impact de la CMD sur le
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rendement est de plus de 70% pour les plantes originaires des boutures infectées alors qu’elle
n’est que de 10% sur les plants initialement sains lorsque I’infection intervient 120 jours apres

la plantation (Fauquet et Fargette, 1990).

¢ La thermothérapie

Les premiers travaux sur la thermothérapie couplée a la culture de tissus pour assainir les
plants atteints de la CMD ont été réalisé dans les années 70 (Kaiser et Teemba, 1979; Kartha
et Gamborg, 1975). Au Nigéria, les travaux de Adejare et Coutts ont permis d’obtenir un
assainissement total aprés culture de tissus issus de plants de manioc malades et expositions a
des températures de 35 a 38°C pendant 30 jours (Adejare et Coutts, 1981). Au Ghana,
Kwabena a obtenu les mémes résultats avec des plants malades traités a 37°C pendant 30
jours (Kwabana, 2009). La thermothérapie réalisée directement sur les boutures issues de
plants atteint par la CMD a été initiée au Kenya (Kaiser et Louie, 1982). Aprés une exposition
a 37°C pendant 87 a 105 jours, 33 a 44% des boutures contaminées par la CMD ont été

assainies.

«» La culture de tissus

La culture de tissus in vitro est utilisée pour régénérer des plantes completes a partir
d’explants divers par prélévement des organes (bourgeon, méristéme, entre-nceud, feuille,
antheére, ovule), ou de fragments de tissus sur des pieds-meres, ou encore a partir de cellules
isolées ou protoplastes (Lepoivre, 2003). Chez le manioc se sont principalement les
méristémes apicaux qui sont utilisés. Ces méristemes sont prélevés sur les plantes meres
généralement mises en croissance pendant 30 jours a 37°C (IITA, 1990; Kwabana, 2009). Les
bourgeons apicaux sont mis en culture en croissance contrélée a une température d’environs
25°C et une photopériode de 12 heures. Les microplants sont obtenus 8 a 10 semaines plus
tard (I1TA, 1990). Cette technique combinée a la thermothérapie a été utilisée avec efficacité
pour décontaminer certaines variété de manioc des virus impliqués dans la CMD ou le CBSD
(Adejare et Coutts, 1981; Kartha et Gamborg, 1975; Kwabana, 2009). La combinaison de
I’assainissement, de la thermothérapie et de la culture des tissus est considérée comme un

excellent moyen pour améliorer la production du manioc (Fauquet et Fargette, 1990).
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1.5.2.2. Le controle des populations d’aleurodes vecteurs de virus

Le développement d’une épidémie virale dans un champ fait intervenir trois partenaires :
les plantes, les virus et leurs insectes vecteurs. Le traitement phytosanitaire par lutte chimique
est dirigé contre le vecteur des CMGs agents causaux de la CMD : Bemisia tabaci. Elle utilise
essentiellement des insecticides capables de tuer ou de perturber les aleurodes afin d’éviter la
transmission du virus (Mason et al., 2000; Palumbo et al., 2001). En raison (1) de la toxicité
de certains de ces produits pour les opérateurs, les plantes, les insectes auxiliaires et les
écosystemes en général, (2) de I’apparition de résistances, et (3) du colt d’utilisation de ces
produits phytosanitaires a grande échelle, il est souhaitable de limiter cette méthode de lutte
(Otoidobiga et al., 2003; Palumbo et al., 2001). Par conséquent, pour lutter contre la mouche
blanche, ou du moins diminuer son impact, il est nécessaire de suivre une approche intégrée

combinant plusieurs techniques: physiques, chimiques et biologiques (Youm et al., 2011).

1.5.2. Résistance naturelle existante dans le germplasme

La sensibilité a la CMD différe d'une variété de manioc a l'autre. Plusieurs chercheurs ont
tenté d'identifier les espéces résistantes parmi les variétés locales ou introduites de Manihot
esculenta, et d'accroitre la résistance par croisements avec d'autres especes de Manihot, en
particulier. Les programmes de création et de sélection des nouveaux clones de manioc
tiennent compte de plusieurs criteres qui sont: la production élevée en terme de matiere séche
par unité de surface et par unité de temps; la résistance aux principales maladies (mosaique,
striure brune, bactériose anthracnose etc.); la résistance aux principaux ravageurs des régions
cibles (acariens verts, cochenille farineuse, etc.); lI'amélioration qualitative a la lumiére des
besoins des consommateurs locaux (variétés farineuses a faible teneur en acide cyanidrique;
l'adaptation aux conditions environnementales et aux systémes d’exploitations des régions
cibles et I'amélioration des caractéristiques de la plante (feuillage et tubercules) (Dixon et al.,
2008; Hahn et al., 1980; IITA, 1990).

Un important programme a ainsi été mis en ceuvre par Storey et ses collaborateurs en
Afrique orientale de 1937 a 1957 (Beck, 1982) et un autre a I'Institut international
d'agriculture tropicale a Ibadan, au Nigéria (CTA, 1987; Fauquet et Fargette, 1990; Hahn et
al., 1980; Legg et al., 2006)(Figure 16). Ce programme a largement utilisé le matériel

spécifique de I'Afrique orientale, mais a y aussi intégré des genes de matériel en provenance
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d'Amérique du Sud et d'Inde afin d’améliorer la qualité et le rendement (CTA, 1987; Fauquet
et Fargette, 1990) (Figure 16). Deux génes ont été identifiés comme responsables de la
résistance a CMD, il s’agit de CMDI1 et CMD2, respectivement récessif et dominant (Akano
et al., 2002; Lokko et al., 2011). Le matériel amélioré a été distribué dans plus de 20 pays
africains (CTA, 1987). Le niveau de résistance ou de tolérance est en général satisfaisant (une
plante est dite tolérante lorsqu'elle ne souffre guéere sur le plan du rendement malgré
I'infection). Cependant, il a souvent été difficile de satisfaire les préférences locales en ce qui
concerne le godt, la texture et les caractéres agronomiques des plantes résistantes. La variété
TMS 30572 a éte répandue au Nigéria grace a ces qualités tres favorables a la fabrication de
gari, alors qu’au Bénin et Togo la méme variété n’a pas répondu aux habitudes culinaires de
la population (Fauquet et Fargette, 1990). Le travail de la sélection variétale nécessite ainsi
une approche participative de la population cible (Hahn et al., 1980; 1ITA, 1990). On espere
parvenir a éliminer ces inconvénients par un travail complémentaire de sélection effectué dans
plusieurs pays participant au programme. Toutefois, les reglements de quarantaine et la
simple prudence exigent que les transferts internationaux de cultivars de manioc soient
désormais effectués au moyen de cultures de méristémes. Ceci élimine les risques de maladie,
mais implique que les pays bénéficiaires disposent des compétences et des installations
adéquates pour cultiver ces nouvelles variétés et suivre leur développement. Ces conditions ne
sont pas toujours remplies et limitent les échanges de matériels et la portée de ces
programmes de sélection. La résistance a la CMD opeére de différentes maniéres: résistance a
I‘inoculation, résistance a la multiplication et a la diffusion du virus dans le plant, et résistance
a I’insecte vecteur (Legg et al., 2006). La combinaison de ces formes de résistance, bien
qu’elle complique les stratégies de multiplication, augmente les chances d’obtenir une

résistance effective.
1.5.3. Résistance dérivée du pathogene
+* RNA silencing
Le RNA silencing est un mécanisme opéré par de petites molécules d’ARN qui inhibent
I’expression de génes tant au niveau transcriptionnel que post-trancriptionnel via des
interactions sequence-spécifiques (Dunoyer, 2009). Le RNA silencing peut étre défini comme

un systeme immunitaire inné dont la réponse est uniquement programmée par les

caractéristiques et la séquence du génome infectieux et non par le génome de 1’hote lui-méme.
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Chez les plantes le RNA silencing joue un réle crucial dans la defense antivirale (Dunoyer,
2009).

Dans le cas d'une inactivation post-transcriptionnelle, des mécanismes complexes
entrainent la dégradation de I'ARNm (Vanitharani et al., 2005). On rapporte que les
bégomovirus infectant le manioc peuvent déclencher un anti-PTGS pour contourner la
résistance du manioc. Il est démontré aujourd’hui que les génes AC4 de ’ACMYV et AC2 de
EACMYV sont capable de supprimer le PTGS dans des plants infectés et ainsi contourner la
résistance de la plante (Chellappan et al., 2004). De plus, les genes AC4 de SLCMV et AC2
de ICMV ont également été identifies comme suppresseurs de PTGS. Ainsi, on admet que
AC2 et AC4 sont impliqués dans la régulation de 1’activité anti-PTGS pendant I’infection du
manioc (Vanitharani et al., 2004).

+¢ Protection par prémunition (cross-protection)

Une caracteéristique de la condition post-épidémique dans certaines régions d'Afrique
centrale et orientale, touchées par la pandémie a CMD, est la résurgence des cultivars locaux
et une réduction générale de la sévérité des symptdomes a CMD. Trois facteurs contribuent a
cet effet qui sont (1) la réduction des fréquences des infections virales mixtes, (2)
I’augmentation de la culture des cultivars locaux tolérants a la CMD et (3) une diminution de
la virulence de ’TEACMV-UG due aux souches bénignes (Owor et al., 2004b). Deux souches
de PEACMV-UG a virulence sévére et modérée ont été identifiées en Ouganda (Pita et al.,
2001). Les deux souches séveres et modérées ont provoqué une perte de rendement
respectivement de 68% et 12% sur une variété locale sensible & la mosaique en Ouganda
(Owor et al., 2004a). Une étude a montré que les plans initialement infectés par ’EACMV-
UG modéree étaient fréquents mais présentaient des symptdomes modérés pendant la période
qui a suivi I’épidémie en Ouganda, par contre ceux initialement sains ont exprimé des graves
symptdmes lorsqu’ils étaient infectés (Owor et al., 2004a). Ces observations suggérent que
I’EACMV-UG a virulence modérée fournit une certaine protection croisée contrairement a la
forme sévére. Des études ont été menées en Ouganda et ont validées expérimentalement ce
constat (Owor et al., 2004a; Owor et al., 2004b).
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¢+ Protection grace aux molécules défectives interferentes

Une forme naturelle tronquée d’ADN-A de 1525 nucléotides provenant d’EACMYV, a été

isolé et caractérise en Tanzanie (Ndunguru et al., 2006). Les parties «manquantes»
comprennent les genes AC2 et AC3 sur le brin de sens complémentaire, et les parties C-
terminales de I'AC1, ainsi que AV2 et plus de 80% de I'AV1 (géne de protéine de capside).
Les comparaisons phylogénétiques a montré que la molécule a une similarité nucléotidiques
de plus 95% avec les isolats modére et sévere du variant (EACMV-UG2) impliqué dans
pandémique en Afrique de I’Est.
L'inoculation conjointe par biolistique de I'ADN défectueux et de 'TEACMCV a induit une
faible expression des symptdmes par rapport aux plantes inoculées uniquement par
EACMCV. Ces données indiquent que I'ADN de 1,5 kbp défectueux permet de moduler les
symptomes au bégomovirus de type sauvage. Récemment, trois molécules d’ ARN-interférents
de 894, 397 et 491 nucléotides correspondant aux genes de la capside de CBSUV ont procuré
une résistance majeure aux variétés du manioc sensibles a la striure brune du manioc (Patil et
al., 2011).

+ La résistance transgénique

Les géminivirus ont été utilisés pour étudier les aspects fondamentaux de I’ARN
interférence (ARNI) et le silencing induit par un virus (Chellappan et al., 2005; Turnage et al.,
2002). Vanitharani et ses collaborateurs (Vanitharani et al., 2003) ont réussi a mettre au point
du manioc transgénique (ligne Y85) résistant a I’ACMYV et a deux autres espéces de CMGs a
partir d'un géne tronquée de I’ACMV. 1l semblerait que le Silencing participe a ce processus et
améliore la résistance (Chellappan et al., 2004; Legg et al., 2006). Cette technique a été
utilisée pour créer des clones du manioc resistants a tous les CMGs y compris le SLCMV a
partir du génotype sensible le TMS 60444. Ces clones ont prouveé leur capacité a résister aux
infections mixte (ACMV+EACMV-UG). Une autre approche utilisant les ARN anti-sens des
Cl, AC2 et AC3 de ’ACMYV permet de réduire ou d'inhiber la réplication de ’ACMV. Ces
nouvelles approches sont prometteuses et pourraient fournir un complément précieux aux
stratégies conventionnelles de contrdle. L’introduction de ces clones génétiquement modifiés

devra toutefois prendre en compte la législation de chaque pays cible (Legg et al., 2006).
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Figure 16: Schémas d’amélioration et de la sélection des clones de manioc résistants a la

CMD réalisées en Afrique de I’Est et de I’Ouest (Fauquet et Fargette, 1990)

1.6. Création et utilisation des variétés résistantes

Les programmes de création et de sélection des nouveaux clones de manioc tiennent

compte de plusieurs criteres qui sont: la production élevée en terme de matiere seche par unité
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de surface et par unité de temps; résistance aux principales maladies (mosaique, striure brune,
bactériose anthracnose etc.); résistance aux principaux ravageurs des régions cibles (acariens
verts, cochenille farineuse, etc.); amélioration qualitative a la lumiéere des besoins des
consommateurs locaux (variétés farineuses a faible teneur en acide cyanidrique; adaptation
aux conditions environnementales; aux systémes d’exploitations des régions cibles et
amélioration des caractéristiques de la plantes (feuillage et tubercules) (Dixon et al., 2008;
Hahn et al., 1980; IITA, 1990). Les variétés améliorées du manioc de I’IITA en Afrique de
I’Ouest ont été classées en deux groupes selon les objectifs recherchés. Le groupe Tropical
Manihot esculenta (TME) désigne toutes les variétés résistantes a la CMD (Mignouna et
Dixon, 1997), les variétés en plus de la résistance possédent de qualités organoleptiques
acceptées par les paysans sont classés dans le groupe Tropical Manihot species (TMS) (Legg
et al., 2006). Deux genes ont été identifiés comme responsables de la résistance a CMD, il
s’agit de CMDI1 et CMD2, respectivement récessif et dominant (Akano et al., 2002; Lokko et
al., 2011). Les clones crées au Nigéria par IITA ont été classés en trois groupes selon les
besoins (industriel, alimentation humaine et alimentation du bétail) (Dixon et al., 2008). Ces
clones ont été distribués dans 20 pays africains mais n’ont pas donné tous satisfaction pour
plusieurs raisons: contournement de la résistance, qualités organoleptiques inadaptées,
méfiance de la population vis-a-vis du nouveau matériel, accessibilité difficile (CTA, 1987,
Fauquet et Fargette, 1990). La variété TMS 30572 a été répandue au Nigéria a cause de ces
qualités tres favorables a la fabrication de gari, alors qu’au Benin et Togo la méme variété n’a
pas répondu aux habitudes culinaires de la population (Fauquet et Fargette, 1990). Le travail
de la sélection variétale nécessite une approche participative de la population cible (CTA,
1987; Hahn et al., 1980).
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CHAPITRE Il : Epidémiologie de la mosaique du manioc en Centrafrique

La maladie de la mosaique du manioc (CMD) est une maladie endémique en Afrique, qui
a eté décrite dans la plupart des pays sub-sahariens producteurs de manioc (Fargette et al.,
2006). Dans les années 90, la CMD a connu une recrudescence avec 1’émergence d’une
nouvelle forme sévére de la CMD décrite pour la premiere fois dans le Nord-Est de I’Ouganda
(Otim-Nape et al., 1994, Gibson et al., 1996). La CMD sévéere a été associée a plusieurs
facteurs clefs comme 1’occurrence d’une souche recombinante (souche Ouganda) de 1’East
African cassava mosaic virus (EACMV-UG) (Zhou et al., 1997), les phénomeénes de synergie
entre TEACMV-UG et I’African cassava mosaic virus (ACMV) dans le cas des infections
mixtes (Harrison et al., 1997 ; Pita et al., 2001), la pullulation et le changement des
populations d’aleurodes (Legg et Ogwal, 1998). Cette épidémie sévére a réduit la production
ougandaise de tubercules de manioc de 82%, éliminant au passage certaines variétés tres
vulnérables et poussant certains producteurs a abandonner la culture de manioc (Thresh et al.,
1994a). Les pertes annuelles de récolte ont été estimées a plus de 60 millions $ U.S. entre
1992 and 1997 (Otim-Nape et al., 2000). L épidémie s’est rapidement propagée dans les pays
voisins, en Afrique de I’Est et en Afrique centrale, pour devenir une pandémie (Otim-Nape et
al, 1997). Elle a été observée au Congo, au Républiqgue Démocratiqgue du Congo et au
Cameroun (Legg, 1999 ; Fondong et al., 2000, Legg et Fauquet, 2004 ; Ntawuruhunga et al. ,
2007). Malgré I’importance des travaux de recherche qui ont porté sur la caractérisation des
facteurs épidémiologiques impliqués dans cette pandémie, de nombreuses zones d’ombres
persistent notamment sur I’importance de '"EACMV-UG et du synergisme entre les TYLCV-
like et ’ACMYV qui semblent étre des parameétres indispensables mais non suffisants (Fargette
et al., 2006).

Depuis ces dix derniéeres années, les agriculteurs centrafricains se plaignent d’une baisse
de rendement de leurs cultures de manioc et la présence de symptdmes sévéres de la maladie
de la mosaique du manioc, désignée localement par «bourama» c'est-a-dire la lépre du
manioc. Le manioc représente I’aliment de base de la population centrafricaine (plus de 50 %
des besoins énergétiques), la principale source de revenu et de subsistance, et la plus
importante production végétale (600 000 tonnes contre 60 000 tonnes pour le mais ; Mallouhi
& Kafara, 2002). Malgré I’'importance des surfaces cultivées dédiées au manioc, les

centrafricains ont recours a ’importation des cossettes de manioc a partir des pays voisins
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notamment le Cameroun et la République Démocratique du Congo (RDC). La flambée des
prix des céréales, la pandémie de la CMD sévere en Afrique centrale et les chutes de
rendement du manioc observées en Centrafrique ont engendré une hausse sans précédente du

prix des cossettes de manioc en Centrafrique, contribuant fortement a I’insécurité alimentaire.

Face a cette situation inquiétante, nous avons réalisé une enquéte a fin d’identifier les
principales contraintes biotiques responsables des pertes de production du manioc (Article 1
publié dans Geo-Eco-Trop, 2008). L’enquéte réalisée entre 2005 et 2006 sur un nombre
restreint de localités autour de Bangui a permis d’évaluer I’importance de la maladie de la
mosaique du manioc, avec une incidence et une sévérité élevées susceptibles de faire baisser
de moitié la production de manioc, et d’émettre 1’hypotheése que les cultures de manioc

centrafricaines sont affectées par la pandémie severe de CMD.

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons réalisé une enquéte épidémiologique a
large échelle, entre 2007 et 2008, en utilisant des protocoles standardisés par I’'TITA pour
I'évaluation des principaux ravageurs et maladies du manioc (Article 2, accepté dans Crop
Protection). Cette enquéte a confirmé que la CMD représente la plus importante contrainte du
manioc en Centrafrique, avec une incidence moyenne de 85%. Fait important, les agriculteurs
semblent majoritairement utiliser des boutures infectées lors de la replantation des parcelles,
mettant I’accent sur la mauvaise qualité sanitaire du matériel. D’autre part, le diagnostic par
PCR et le séquencage direct des produits d’amplification a révélé que les agents causaux de la
CMD en RCA sont I’African cassava mosaic virus (ACMV) et la souche ougandaise de I’East
African cassava mosaic virus (EACMV-UG). Nous avons également démontré que 58% des
échantillons présentent des infections mixtes (ACMV et EACMV-UG) et que ces échantillons
présentent des symptdmes de CMD significativement plus séveres que les infections simples.
Nos résultats confirment que I'infection mixte et la synergie entre les CMGs pourraient étre un
élément important dans la réduction du rendement des plants de manioc en RCA, semblable

aux autres épidémies séveres de CMD rapportés en Afrique de I'Est.

Afin de valider la position taxonomique des CMGs impliqués dans la CMD en
Centrafrique et dans le Sud du Tchad, nous avons cloné et séquencé des séquences compleétes
d’ADN-A de CMGs (Article 3, accepté dans New Disease Reports). L’analyse des séquences
nucléotidiques (taux d’identité nucléotidique par pair) a permis de confirmer que ces

séquences correspondent a des isolats des espéces ACMV (96-97% d’identité nucléotidique)
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et EACMV-UG (99% d’identité nucléotidique). L’analyse phylogénétique a confirmé que les
séquences d’ADN-A des CMGs de Centrafrique et du Tchad appartiennent a deux groupes
phylogénétiques : ACMV et EACMV-UG. Ces travaux représentent la premiére description
moléculaire en Centrafrique et au Tchad des agents causaux impliqués dans la pandémie

sévere de CMD qui affecte I’ Afrique de I’Est et I’ Afrique Centrale.
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Geo-Eco-Trop, 2008, 32: 47 - 60

Les effets de la mosaique africaine du manioc en République Centrafricaine

The impacts of African cassava mosaic in Central African Republic

ZINGAT , NGUIMALET C.R*, LAKOUETENE D.P', KONATE G,
KOSH KOMBA E." et SEMBALLAS."

Abstract: The “ African Mosaic” disease of cassava is caused by a geminivirus conveyed by a white fly
(Bemisia tabaci) in the intertropical area. This virus plays a key role in the fall of yield of cassava in a
good many of African countries, notably in Central African Republic, where the small production can
be ascribed to it. To make an assessment of the importance of its impact, a prospective investigation has
been led on, from 2005 to 2006, in cassava fields in Bangui and six others localities of the country.
Parameters connected to the disease (foliation attack rate; indication of gravity of symptoms and loss
of output) have been controlled. A study carried out at Bangui showed a slight (71%) impact of the
disease and a foliation attack rating of 76,21%. As for other localities, the impacts of the disease varied
from 97% (Bouar) to 67% (Sibut), and the foliation attack rate from 85% (Damara) to 53% (Bossemptélé).
From another source, 73,8% of affected plants showed the disease, and 67% of diseased plants have
worrying (2 to 5) SGI (Symptom of Gravity of Indication), capable of lowering by half the output in the
areas of investigation. The economic impact of the disease reaches a loss of output of about 49,1% at the
tubers level, reducing seriously the effort of the cultivators. The obtained results of the study show a
worrying situation, requiring a strong intervention. The characterization of the virus, the research and
the creation of new varieties of cassava tolerant to the disease are proved to be indispensable.

Keywords: African Mosaic, cassava's disease, fall of yield, SGI (Symptom of Gravity of Indication).

Résumé : la mosaique africaine du manioc est une maladie causée par un geminivirus transmis par la
mouche blanche (Bemisia tabaci) dans la zone intertropicale. Ce virus contribue a une baisse importante
du rendement du manioc dans plusieurs pays africains, dont la République Centrafricaine, olt une
diminution de production lui serait actuellement attribuée. Pour mieux apprécier l'importance de ses
effets, une enquéte prospective a été ménée sur des champs de manioc a Bangui et dans six autres
localités du pays de 2005 a 2006. Des parametres liés a la maladie (I'incidence, le taux d'attaques
foliaires, l'indice de gravité des symptomes et la perte de rendement) ont été controlés. L'étude réalisée
a Bangui a montré une incidence moyenne de la maladie de 71,9%, et un taux moyen d'attaque foliaire
de 76,21%. Pour les autres localités, les incidences de la maladie ont varié de 97% (Bouar) a 67% (Sibut),
et le taux d'attaque foliaire de 85% (Damara) a 53% (Bossemptélé). Par ailleurs, 73,8% des plants étudiés
ont manifesté la maladie, et 67% des plants malades ont des IGS (Indice de Gravité des Symptomes)
inquiétants (2 a 5), susceptibles de faire baisser de moitié la production dans les zones considérées.
L'impact économique de la mosaique africaine s'est traduit par une perte de rendement au niveau des
tubercules de l'ordre de 49,1%, réduisant de fagon significative l'effort des cultivateurs. Les résultats
obtenus montrent une situation relativement inquiétante, méritant une intervention soutenue. La
caractérisation du virus, la recherche et la création des nouvelles variétés de manioc tolérantes a la
maladie s'avereraient indispensables.

Mots clés : Mosaique africaine, maladie du manioc, baisse de rendement, IGS (Indice de Gravité des
Symptomes).
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INTRODUCTION

La mosaique africaine est une maladie du manioc qui a été décrite pour la premiere
fois en Afrique de 1'Est, notamment en Tanzanie par WARBURG (1894). Le virus responsable
a été caractérisé par STOREY et NICHOLS (1938). Celui-ci appartient au groupe des
Geminivirus transmis en zone intertropicale par la mouche blanche (Bemisia tabaci). Sa présence
a été signalée dans plusieurs pays africains (FARGETTE, 1987 ; CHATENET, 1989; BARRO,
1994 ; KONATE et al., 1995). Six souches de virus (ACMV, EACMV, EACMCV, EACMZYV,
EACMMYV et EACMZV) sont distinguées et circulent en ce moment en Afrique (FONDONG
et al., 2000 ; PITA et al., 2001 ; NTAWURUHUNGA et al., 2002 ; OGBE et al., 2003 ; LEGG et
FAUQUET, 2004 ; WERE et al., 2004). Cette maladie a causé une baisse de rendement des
cultures (FARGETTE et al., 1985 ; GIBSON et al., 1996 ; OTIM-NAPE et al., 1997 ; LEGG et
OGWAL, 1998 ; LEGG, 1999). L'Afrique Centrale ne semble pas épargnée par le fléau ; le virus
a, en effet, été identifié au Cameroun, au Congo, en République Démocratique du Congo et au
Gabon (LEGG, 1999 ; FONDONG et al., 2000, NTAWURUHUNGA et al., 2002 ; LEGG et
FAUQUET, 2004).

Pour ce qui est de la République Centrafricaine (RCA), aucun travail scientifique n'a
été réalisé sur la mosaique du manioc dans le but d'identifier les virus qui seraient
responsables de la maladie dans le pays. Signalons toutefois 1'étude de MALLOUHI et
KAFARA (2002) mais celle-ci s'était focalisée uniquement sur l'observation des symptomes de
la mosaique et d'autres maladies associées. Les objectifs poursuivis par cette recherche étaient
de mener une enquéte d'urgence pour rendre compte de I'ampleur des dégats de la mosaique
africaine en RCA, de fagcon a mettre en place une stratégie de gestion de la maladie.

La présente étude se propose de mettre en évidence les indices de la mosaique
africaine, d'évaluer 'ampleur de la contamination en Centrafrique et de préciser dans quelle
mesure elle aurait réduit la consommation de manioc, aliment de base du pays.

PROBLEMATIQUE DES IMPACTS NEGATIFS DE LA MOSAIQUE
DU MANIOC EN CENTRAFRIQUE

Le manioc constitue I'aliment de base en Centrafrique. Sa production annuelle est
estimée a 600.000 tonnes, tres loin devant le mais dont la production atteindrait 60.000 tonnes,
soit le 1/10° de celle du manioc (MALLOUHI et KAFARA, 2002). Il n'existerait pas dans le
pays un aliment pouvant se substituer au manioc en cas de pénurie, du fait du role que cette
denrée joue dans les habitudes alimentaires, bien que d'autres tubercules et des céréales soient
cultivés. Une épidémie sévere du manioc y laisserait des conséquences durables au sein de la
population, qui se traduiraient sans doute par la malnutrition, la baisse de rendement au
travail, une migration possible vers des zones non touchées. Cette situation pourrait étre
considérée comme une « catastrophe ».

Au Kenya le virus a été isolé, non seulement sur le manioc, mais aussi sur Jatropha
multifida (Euphorbiacée) et sur Hewittia sublobata (Convolvulacée), especes tres répandues
dans la brousse. Le manioc aurait été contaminé par le virus de la mosaique apres son arrivée
en Afrique (BOCK et al., 1981), probablement a partir de ces adventices. Ce constat serait
valable dans le cas de la RCA. D'apres TISSERANT (1953), les premiers plants de manioc ont
été introduits dans le Sud-ouest du pays en 1850. Cela laisserait supposer que la mosaique
africaine aurait commencé a s'y manifester des cette époque. La maladie aurait évolué
pendant longtemps d'une maniere silencieuse, pour se révéler inquiétante ces dernieres
années, comme dans la plupart des pays africains d'ailleurs. Les symptomes caractéristiques
de la maladie sur les plants n'ont jamais été constatés par les paysans centrafricains comme un
fait néfaste. C'est surtout 'apparition récente des plants a indice de gravité élevé (4 ou 5) qui
a commencé a attirer leur attention, car a ce niveau de sévérité, les plants deviennent chétifs
avec une réduction de 80 a 90 % de la surface foliaire, occasionnant des pertes de rendement
importantes. Les paysans producteurs de manioc, qui, en majorité, ignorent l'existence de la
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maladie et ne disposent pas de méthode pour la combattre se plaignent de la situation. Par
ailleurs, la mise en place des nouvelles cultures, en repiquant des boutures infectées, ne ferait
que multiplier la charge virale ; la réplication du virus ne s'opérant que dans de jeunes plants.

L'habitude alimentaire liée a la consommation du manioc est trés développée au sein
de la quasi-totalité de la population centrafricaine. Des tentatives de substitution du manioc
par d'autres denrées sembleraient tres difficiles, du moins dans le contexte actuel ou la
maladie n'a pas encore atteint son apogée.

L'épidémiologie de la maladie virale transmise par vecteur repose sur quatre
principaux facteurs qui interagissent. Il s'agit de l'agent pathogene, des plantes hotes, du
vecteur et des parametres environnementaux. L' étude épidémiologique nécessite au
préalable une connaissance approfondie de l'agent pathogene axée sur les aspects
pathologique, sérologique et moléculaire. Une bonne connaissance de 1'étendue des dégats
provoqués par la maladie est indispensable ; c'est ce qui fera I'objet des travaux. Les résultats,
qui vont en découler, peuvent apporter des informations utiles aux producteurs, aux ONG,
aux pouvoirs publics et autres entités travaillant sur le manioc. A la lumiere des connaissances
épidémiologiques, des méthodes de lutte contre la mosaique africaine du manioc seront
élaborées et testées en station, puis en milieu paysan, dans le but de contribuer a
I'amélioration du rendement de cette denrée dans le pays.

SITES, MATERIELS ET METHODES D'ETUDE
Sites d'étude

Ce travail a été mené dans plusieurs territoires, d'abord dans une zone a la limite
urbaine de Bangui, puis dans certaines localités de l'arriere-pays: Baoro, Boali, Bossemptélé,
Bouar, Damara et Sibut (Figure 1). L'étude de 1'évolution de la maladie a été réalisée a
Boy-Rabe au nord-est de Bangui dans une zone périurbaine de mars a juillet 2005. Quant aux
autres localités, elles ont été sillonnées d'aotit 2005 a février 2006. Cependant, trois niveaux
d'altitude ou de relief les distinguent, a savoir la Surface d'aplanissement de Bouar-Baboua
(1.000-900 m), la Surface Centrafricaine (700-600 m) et le Piémont Oubanguien (400-350 m).
Les localités de Bouar et Baoro sont rattachées a la Surface 1.000-900 m ; celles de Bossemptélé
et de Boali a la Surface Centrafricaine ; et enfin les localités de Damara et Sibut au Piémont
Oubanguien. Ces différences d'altitude pourraient influencer la répartition et l'intensité
relative de la mosaique du manioc localement.

Fig. 1: Localisation des sites d'étude
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Matériels utilisés

Le matériel végétal objet de 1'étude était uniquement constitué par des plants de
manioc (Manihot esculenta) issus des champs des différentes localités retenues. Comme
matériel d'investigation on a utilisé un instrument de mesure de longueur (metre a ruban),
une balance de marque Roberval, des fiches de collecte des données, un appareil photo
numérique et 1'échelle de gravité de COURS (1951) pour la cotation des degrés de sévérité de
symptOmes.

Méthodes

L'étude des impacts négatifs de la mosaique africaine a essentiellement porté sur les
plants de manioc (Manihot esculenta), infectés ou non, présents dans des champs en milieu
paysan des six localités qui sont des zones rurales. A Bangui, a été choisi au hasard le champ
d'un cultivateur parmi d'autres comportant plusieurs variétés de manioc, dont les plants
étaient 4gés de six mois ; les mesures des parametres phytosanitaires ont été faites

mensuellement pendant cinq mois. Dans le champ, d'une
superficie de 1,2 hectares, ont été délimités cinq carrés
représentant chacun 100 m* Ces carrés étaient disposés de la
maniére suivante : 4 sur les angles et 1 au centre (Figure 2). La
récolte a été effectuée au sixieme mois de l'étude dans le but
d'évaluer le rendement de différentes variétés. Celles dont le
nombre a été inférieur a 30 plants dans les différents carrés n'ont

Fig. 2 : méthode des 5 carrés P35 été considérées dans l'analyse des données.

Un mois apres la premiere étude, une prospection pour déterminer l'impact de la
maladie a grande échelle a été réalisée dans 51 champs de manioc répartis dans 24 villages
choisis de manieére aléatoire dans les 6 localités retenues. Par village, deux champs ont été
visités en moyenne. 6074 plants, dont 5654 pour l'estimation de l'incidence contre 420, ont
servi au total a I'évaluation du rendement. Aussi, 47 variétés différentes du manioc ont-elles
été analysées. Cette prospection avait pour but de déterminer l'incidence de la maladie,
l'impact de celle-ci sur le développement et le rendement du manioc, et d'identifier les
variétés résistantes ou tolérantes. Ainsi, des parametres ont été mesurés et collectés : I'état
phytosanitaire du manioc, le nombre de feuilles atteintes par plant, l'indice de sévérité, le
poids de tubercules par plant, et le nombre de tubercules par plant.

e L'état phytosanitaire du manioc a consisté a observer I'état des plants (malades ou sains), puis
a déterminer le pourcentage des plants du manioc malades par simple comptage dans le
champ.

e Le nombre de feuilles atteintes par plant a été utilisé pour déterminer la proportion des feuilles
atteintes des plants malades, en vue d'évaluer la sévérité de la maladie. L'étude n'a été réal-
isée que sur la branche principale du plant.

e L'indice de sévérité (ou indice de gravité des symptémes de COURS) a conduit a
apprécier le degré de gravité de la maladie sur les plants. L'échelle d'Indice de Gravité des
Symptomes (IGS) varie de 0 a 5. Les plants sains ont un degré de sévérité 0. Les plants
malades ont un indice variant de 1 a 5, soit du moins au plus sévere. Cette échelle a
conduit a coter les degrés de sévérité des symptdmes de la maniere suivante :

Degré 5 : Feuilles réduites au 1/10° de leur surface, rameaux atrophiés, la plante
dépérit et meurt en quelques mois ;
Degré 4 : Quasi-totalité des limbes recroquevillés, appareil végétatif réduit.
Degré 3: Feuilles atteintes déformées, partiellement recroquevillées, appareil
végétatif réduit.
Degré 2 : Tache couvrant la moitié du limbe, apparition des déformations foliaires.
Degré 1 : Taches jaunatres couvrant 1/5° du limbe foliaire.
Degré 0 : Pas de symptomes.
L'évaluation des indices n'a été faite que sur les cinq derniéres feuilles de chaque plant.
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® Le poids de tubercule par plant a été employé pour montrer l'incidence de la maladie sur le
rendement du manioc. Les tubercules ont été récoltés et pesés par plant. Une moyenne
arithmétique a été établie par variété, par champs et par localité, et ensuite une moyenne
générale a été tirée.
® [e nombre de tubercules par plant a été aussi déterminé pour évaluer I'impact de la maladie
sur la tubérisation du manioc.
Les deux derniers parametres ont été mesurés apres la récolte. A cet effet, 420 plants de
manioc (210 sains et 210 malades) des différentes variétés, issus de 28 champs choisis au
hasard dans les six localités, ont été utilisés. Ce travail a été strictement comparatif entre les
plants malades et les sains par variété. Ainsi dans un champ et pour une variété donnée, un
nombre égal de plants sains et de plants malades a été récolté et examiné comparativement.
Le nombre de tubercules et le poids découlant des plants malades ont été relevés de méme que
ceux des plants sains. Des moyennes globales ont été calculées pour chacun des deux cas (sain
et malade) ; de méme, un rapport entre le poids des tubercules des plants sains et des plants
malades a été établi pour déterminer le quotient de la perte de rendement par variété.

PRINCIPAUX RESULTATS

Les résultats des travaux sont présentés selon la nature ou le genre de sites utilisés,
périurbain (Bangui) et rural (Bouar, Bossemptélé, Boali, Damara, Baoro et Sibut).

Evolution de la maladie en zone périurbaine de Bangui

A Bangui, l'étude effectuée dans un champ de manioc au nord-est de la ville
(Boy-Rabé) a porté sur 504 plants répartis dans les cinq carrés, comprenant cinq variétés
différentes : Vouko-gozo, Vourou-gozo, Sawenzé, Zété-yabongo et Gozo-bangui qui sont
toutes des variétés locales dénommeées en langue vernaculaire par les paysans.

Incidence de la maladie au cours du temps sur cing variétés de manioc a Bangui

Les résultats montrent que toutes les variétés étudiées se sont révélées sensibles a la
mosaique africaine, avec des nuances, et ont présenté des incidences tres élevées, qui oscillent
de 71,60% a 72,2% pour une moyenne de 71,90% (Tableau I). Les variétés Vouko-gozo et
Sawenzé ont connu une baisse de I'ordre de 20% en cinq mois. Cette chute peut étre expliquée
par I'élaboration de substances favorisant la résistance de la plante a la maladie. Par contre,
les variétés Vourou-gozo, Zété-yabongo et Gozo-bangui ont enregistré une variation relative
de l'incidence de la maladie sur la méme période, avec des pics en juillet. Dans l'ensemble,
l'incidence la plus faible a été enregistrée au mois de mai (66,30%) et la plus élevée au mois de
juillet (76,20%). Ces résultats mettent en évidence des parameétres climatiques qui ont une
influence sur 'évolution de la maladie ; le mois de juillet étant une période favorable a
I'expression de celle-ci (MOLLARD, 1987). Les mois de mai et de juillet correspondent
respectivement a la fin de saison séche et au début de la saison pluvieuse ; cette derniere
favoriserait donc l'attaque foliaire des plants.

Tableau I : Incidence de la maladie sur les différentes variétés de manioc, mars-juillet 2005 (%)
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Evolution du taux d’attaque foliaire des plants malades des cing variétés en fonction du temps

Pour les cinq variétés, se remarque une faible variation de taux d'attaque foliaire a
Bangui (Boy-Rabé) sur le pas de temps considéré (Tableau II). Le plus faible taux (50%) a été
noté au mois de juin avec la variété Vourou-gozo, et le plus élevé (95%) au mois de mars avec
la variété Vouko-gozo. Les taux moyens sont en fait tres élevés et varient de 52,66%
(Vourou-gozo) a 88,80% (Vouko-gozo) avec une moyenne générale de 76,21%. Ceci montrerait
localement la grande sensibilité de ces variétés a la mosaique africaine. La variation
temporelle du taux global d'attaque foliaire semble moins significative, passant de 78,17% au
mois de mars a 75,66% au mois juillet. Cette tendance devrait se traduire dans les différents
niveaux de gravité des symptomes de la maladie.

Tableau II : Evolution du taux d'attaque foliaire des plants malades a Bangui (%)

Impacts d’Indice de Gravité des Symptomes (IGS) sur le rendement des variétés étudiées

L'IGS a un impact sur le rendement des cinq variétés dans la zone périurbaine de
Bangui (Tableau III). Plus I'IGS augmente, plus le rendement chute. La perte de rendement a
l'indice 1 est de 15,93% ; a l'indice 2 : 29,26% ; et a l'indice 3 de 41,50%. La production a indice
0 représenterait la performance normale, car la plante a ce stade n'est pas infectée. Les plants
malades, a multiples infections, n'ont pas été pris en compte, seuls les plants atteints
uniquement de la mosaique ont été retenus pour cette étude.

Tableau III : Impact d'IGS de la maladie sur le rendement a Bangui
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La pertinence des résultats obtenus au cours de cette étude expérimentale en zone
périurbaine a conduit a élargir I'enquéte aux six localités du pays.

Evaluation de I'impact de la maladie dans les six localités rurales

Cette extension de I'étude en milieu rural participe a la comparaison de la manifesta-
tion de la mosaique du manioc entre les six localités considérées (Bouar, Bossemptélé, Boali,
Damara, Baoro et Sibut) et la tendance qu'elle dégage par rapport a la zone urbaine, tout en
soulignant les différences d'altitude entre elles.

Incidence de la maladie

La maladie de la mosaique africaine du manioc a été observée dans nombre de champs
visités des six zones rurales. Son incidence varie d'une localité a une autre (Tableau IV), et
d'une variété a une autre. La présence du vecteur de la maladie c'est-a-dire la mouche blanche
a été aussi notée dans les dites localités. Les variétés considérées y ont manifesté une
sensibilité a la mosaique, mais a des degrés divers. Sur 5654 plants analysés, 1483 plants
étaient sains et 4171 étaient malades, exposant une incidence moyenne de 73,8%. L'incidence
la plus élevée a été enregistrée dans la localité de Bouar (97%) et la plus faible a Sibut (67%).
On constate aussi que 1'incidence de la maladie diminue progressivement de 1'ouest (Bouar)
vers le centre du pays (Sibut). Cette variation spatiale de l'incidence de la maladie
s'expliquerait peut-étre par la différence d'altitude, qui est plus élevée a Bouar (1000 m) qu'a
Sibut (410 m) par exemple. Mais ce critere altitudinal déterminerait-il forcément les degrés de
sévérité de la maladie ?

Tableau IV : Incidence de la maladie dans les différentes localités rurales

Localité Nombre de plants [ Nombres de plants % Incidence Nombre de variétés
sains malade Identifiées par localité
OUAR 19 596 97 6
BOSSEMPTELE 177 488 73 4
BOALI 519 1348 72 8
DAMARA 349 835 71 7
BAORO 210 478 70 12
SIBUT 209 426 67 10
otal 1483 4171 73,8 47

Niveau de sévérité de la maladie

On a utilisé dans ce travail deux parametres pour étudier la sévérité de la maladie. Il
s'agit du taux d’attaque foliaire et de l'indice de gravité des symptomes (IGS) de COURS (1951). La
sévérité de la maladie est décrite par le niveau d'expression des symptdmes sur les feuilles des
plants malades. Elle est appréciée par le nombre des feuilles atteintes par plant qui traduit le
taux d'attaque et l'état de dégradation de celles-ci lié a la dépigmentation et la
réduction de la surface foliaire, phénomenes qui entravent le développement des tubercules
par limitation de la photosynthese.

L'état de dégradation des feuilles est mesuré par 'échelle de COURS (IGS).

Taux d'attaque foliaire
Le taux d'attaque foliaire est le pourcentage des feuilles des plants présentant des

symptomes de maladie. Ce taux est élevé dans les régions de Boali, Damara, Sibut et Bouar,
variant de 71% a 85%, mais il est 1égérement au-dessous de la moyenne a Bossemptélé (53%)
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Tableau V : le taux d'attaque foliaire des et a Baoro (59%) (Tableau V). Signalons en passant que
plants malades par localité ces deux dernieres localités sont voisines et situées a
Localite Attaque foliaire des altitudes comprises entre 600 et 800 metres ; mais

en % Baoro est située plus haut que Bossemptélé.
SI‘;‘II\J/I?RA gg’ég Ces parametres altitudinaux pourraient expliquer le
BOUAR 000  rapprochement de taux d'attaque foliaire dans ces deux
BOALI 71,86 localités que si on admet le transfert des vecteurs par le
BAORO 59,000 vent, de l'espace situé plus haut vers celui qui est plus
BOSSEMPTELE 53,00 bas, ou bien que l'altitude entretiendrait l'essor de la
otal 72,00 maladie. En effet, 12 variétés différentes du manioc ont

été identifiées a Baoro alors que 4 seulement 'ont été a
Bossemptélé. Cela pourrait justifier la sensibilité de la maladie de manioc aux nuances
altitudinales.

Indice de sévérité ou Indice de Gravité des Symptémes (IGS) de la maladie sur le rendement

Le niveau de gravité de la maladie est évalué par le taux d'attaque foliaire et I'indice
de la gravité des symptdmes qui sont complémentaires. Le taux d'attaque foliaire est le
pourcentage des feuilles atteintes sur les plants malades, et I'indice de sévérité décrit 1'état de
dommage occasionné par la maladie sur les feuilles. Ces dommages se traduisent par la
réduction de la surface foliaire, I'enroulement de la feuille sur elle-méme et la dépigmentation
(taches jaunes et vert clair). L'indice de sévérité varie de 0 a 5. L'indice 0 désigne les plants

L sains, et les indices 1 a 5 représentent les plants malades dont
Tableau VI 'z Répartition des plants l'aggravation de la maladie engendrerait la hausse de l'indice
en fonction de I'IGS
(COURS, 1951) de sévérité. On constate d'apres ces résultats, que 67% des
ST NombeT—% plants infectés dans les six localités affichent des indices de
de plants sévérité qui varient de 2 a 5 (Tableau VI). L'indice moyen est
1359 32,59 de 2,02. Cette situation serait inquiétante car a partir de
1644 39,41 l'indice 2, la production est divisée par 2, et, a partir de I'indice
ggi (Z)g'éi 3 la baisse de production atteint les trois-quarts ; elle chuterait
17| o030 donc de moitié ou de deux tiers proportionnellement a
Total 7171 100 I'étendue du champ. Ceci affecterait sensiblement le

rendement a 1'échelle des champs étudiés.

OB WN

Impact de I'IGS de la maladie sur le rendement des champs de manioc dans les six localités

« Plus I'indice de sévérité augmente, plus le rendement chute », tel est 'enseignement
tiré de I'impact de 1'IGS de la maladie sur le rendement dans les localités rurales retenues. Les
mémes résultats attestent que le volume de tubercules produits par plant diminue avec la
gravité de la maladie (Tableau VII). Pendant les récoltes, le nombre des plants qui ont mani-
festé la maladie a indice 4 et 5 a été statistiquement insuffisant et n'a pas été pris en compte
dans l'analyse des données. La chute de rendement et l'inhibition du développement des
tubercules s'expliqueraient par le niveau de dégradation des feuilles. Celles-ci sont respons-
ables de la photosynthése, opération par laquelle les glucides (amidon) sont synthétisés et
stockés au niveau des tubercules. La dégradation des feuilles a, ainsi, une répercussion directe
sur le rendement du manioc, soit sur le volume de production, ce qui induit un impact
économique négatif chez le cultivateur.

Tableau VII : L'impact d'indice de gravité des symptomes (IGS) sur le rendement

IGS 0 1 2 3 4 5
Nombre de plants 61 61 61 61
Nombre de tubercules 327 257 228 170 - -
Masse de tubercules (Kg) Perte| 192,70 122,00 92,53 53,95 - -
de rendement - 36% 52% 72% - -
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Impact économique de la mosaique africaine

L'impact économique est exprimé par la perte de production au niveau des tubercules.
Ainsi, des 420 plants (soit 210 sains et 210 malades) retenus au hasard, les 210 plants sains ont
produit 356,64 kg et 821 tubercules. Par contre, les 210 plants malades n'ont produit que 181,45
kg et 602 tubercules (Tableau VIII). Cette perte de rendement remarqué au niveau des plants
étudiés est de l'ordre de 49,11%. Cet impact de la maladie sur la production du manioc
entraine une démotivation des paysans d'apres les échanges verbaux avec eux sur le terrain.
En effet, le manioc est considéré par beaucoup de producteurs comme une « source de
revenus » palliative de la baisse de cours mondiaux de coton et de café. Quelques uns ont
affirmé avoir abandonné la production du fait des faibles rendements enregistrés ces dernieres
années. L'ignorance de la maladie de la mosaique africaine est assimilée, d'un individu a un
autre, a des croyances superstitieuses. Pour certains, cette maladie est le fait « qu'une femme
en période menstruelle est entrée dans le champ ». Eu égard a cette conception, les femmes,
accusées a tort, refusent d'aller au champ pendant leur période menstruelle, ce qui constitue
une entrave a la production. Pour d'autres, le faible rendement enregistré serait la suite « d'un
acte sorcier ». Une telle 'accusation' donne lieu a de fréquentes polémiques qui engendrent
des bagarres parfois mortelles, selon le témoignage d'un chef de village. En outre,
l'appauvrissement du sol serait suspecté comme une cause de faible rendement pour une
catégorie de producteurs, ce qui les obligerait a parcourir de grandes distances en quéte d'un
sol riche ou fertile, apportant avec eux des boutures contaminées ou infectées qu'ils
propageraient sans résoudre le probleme.

Tableau VIII : Impact économique de la maladie sur le rendement

Nombre Nombre Masse Rendement

de plants de tubercules (Kg) en %
Sains 210 821 356,64 66,27
Malades 210 602 181,45 33,72

Etude des caractéristiques morphologiques et biologiques des différentes variétés

Parmi les 47 variétés étudiées, 43 ont manifesté clairement les symptdmes de la
maladie (Figure 3) ; seules 4 d'entre elles étaient indemnes au moment de l'enquéte (Figure 4).
Il s'agit de : Damara, Togo rouge, Togo blanc et ICRA, des noms vernaculaires donnés par les
paysans. Ces quatre variétés pourraient étre des variétés qui tolerent ou résistent a la
mosaique africaine. On a aussi noté 5 variétés de manioc doux parmi les 47 recensés. Celui-ci
ne contient pas d'acide cyanhydrique, et sa consommation peut se faire a 1'état frais ou cuit
sans passer par le rouissage. Ainsi, I'examen de ces données autoriserait a déduire que la
plupart des variétés de manioc cultivées en Centrafrique sont vulnérables a la mosaique
africaine, ce qui peut induire une baisse ou une perte de rendement chez beaucoup de
producteurs de manioc. Or si ces quatre variétés résistantes peuvent étre largement diffusées
aupres des cultivateurs, on améliorerait le rendement des champs de manioc.

DISCUSSION

Le manioc est le premier produit vivrier cultivé en République Centrafricaine. Sa
culture est pratiquée sur toute 1'étendue du territoire et conduit a nourrir la quasi-totalité de
la population. Cette culture vitale pour le pays mérite d'y accorder une attention particuliere
et surtout de la protéger contre la mosaique africaine qui est une maladie dévastatrice. Celle-
ci a été signalée dans plusieurs pays africains comme la premiére menace contre la culture du
manioc. C'est une maladie virale due a un geminivirus transmis par un vecteur, la mouche
blanche (Bemisia tabaci). Les épidémies qu'elle a causées en Afrique de 1'Est ont été
désastreuses (GIBSON et al., 1996 ; LEGG 1999 ; LEGG et FAUQUET, 2004), ayant engendré
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d'énormes pertes de rendement. Cette situation aurait suscité une inquiétude en République
Centrafricaine, justifiant la mise en place par une équipe de chercheurs de 1'Université de
Bangui d'un projet d'étude relative a la mosaique africaine du manioc.

L'incidence moyenne de la maladie, observée en 5 mois a Bangui (mars a juillet 2005),
et en sept mois dans les six autres localités (aotit 2005-février 2006), a montré des résultats
quelque peu dissemblables. D'environ 71,90% a Bangui, elle est respectivement de 97%, 73%,
72%, 71%, 70% et 67% dans les localités : Bouar, Bossemptélé, Boali, Damara, Baoro et Sibut
(Tableau IV). La plus faible incidence a été enregistrée dans la localité de Sibut (67%), et la plus
élevée a Bouar (97%). La situation de Bouar est alarmante et mériterait une attention
particuliere, car la quasi-totalité des plants du manioc dans cette localité sont infectés. Quand
on passe de Bouar (région de 1'ouest) a Sibut (région du centre-sud), l'incidence de la maladie
baisse progressivement. Cela fait penser que la souche qui est a l'origine de cette épidémie

Fig. 3: Symptomes caractéristiques sur feuilles

Fig. 4: Un plant sain, sans mosaique sur les feuilles
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serait entrée du coté ouest du pays et progresserait vers le centre (Figure I). Les facteurs
géographiques et/ou altitudinaux pourraient aussi étre a l'origine de la régression de
l'incidence de I'ouest vers le centre-sud : la région de 1'ouest est a une altitude relativement
élevée (1.000 m), et celle du centre-sud a basse altitude (410 m). Par ailleurs, on redoute
l'introduction dans cet espace d'une souche tres virulente ou méme des phénomenes de
co-infection qui aggraveraient la situation, comme cela a été observé dans d'autres pays de la
région (HARRISON et al., 1997 ; LEGG, 1999 ; FONDONG et al. 2000 ; NTAWUHUNGA et al.,
2002). La ville de Bouar par exemple est située a 200 km de la frontiere avec le Cameroun, un
pays ol une co-infection due a ACMV /CM et EACMV /CM a été signalée (FONDONG et al.,
2000), avec une manifestation sévere de la maladie. Deux autres souches virales (EACMVCM-
[TZ1] et EACMVCM- [TZ7]) proches de la souche camerounaise ont été identifiées en
Tanzanie avec des symptomes qui atteignent 80% d'incidence (NDUNGURU et al., 2005).

Au début des années 1990, une épidémie de la mosaique africaine du manioc s'est
déclenchée en Ouganda avec une incidence ayant occasionné une perte de production de
plus de 82% (OTIM-NAPE et al.,, 1997 ; GIBSON et al., 1996). Ainsi, l'incidence moyenne
en République Centrafricaine qui se situe a 73,80%, est tres élevée, et pourrait étre
vraisemblablement dommageable pour la culture du manioc dans toutes les localités étudiées.
En effet, la souche ougandaise (EACMV-Ug) est particulierement virulente, et sa vitesse de
propagation est de 20 a 50 km/an (LEGG et OGWAL, 1998). En République du Congo, située
au sud de la RCA, 1'incidence de la mosaique était de 79,5% (NTAWUHUNGA et al., 2002), et
l'infection a été provoquée par les souches ACMV et EACMV-Ug. La co-infection était due aux
mémes isolats. L'identification de la souche virale centrafricaine et des enquétes annuelles
répétées pourraient conduire a la détermination de la vitesse de la propagation du virus.
L'importance de lincidence pourrait étre justifiée aussi par la grande sensibilité a la
maladie de la mosaique des 47 variétés du manioc étudiées. En effet, 43 variétés sur 47 ont
clairement manifesté des signes de maladie (Figure 3), selon des taux de sévérité divers et
élevés (Tableaux VI et VII). Ces variétés sont en majorité des «variétés traditionnelles» qui
sont généralement tres sensibles (N'ZUE et al., 2004). Il serait nécessaire qu'un test
d'expérimentation s'applique aux quatre variétés supposées 'résistantes' pour vérifier leur
performance agronomique et leur sensibilité éventuelle vis-a-vis de la mosaique africaine. Ces
quatre variétés susciteraient de l'espoir chez le paysan, si elles peuvent étre largement
diffusées, car leur rendement serait le double ou le triple de celui des variétés sensibles. Le
couplage de l'étude de l'incidence a celle de 1'état de sévérité de la maladie s'avere
indispensable pour mieux apprécier la gravité du probleme.

A Bangui, le taux d'attaque foliaire des différentes variétés n'a pas beaucoup varié au
cours du temps (74,66% a 78,17%), avec une moyenne de 76,21%. Toutes les variétés étudiées
sont atteintes, et révelent des taux trées élevés, situés entre 77% et 88,8%, sauf la variété
Vourou-gozo qui a un taux moyen de 52,66%. Le taux d'attaque foliaire, un des indicateurs de
la mosaique africaine, varie en fonction des zones, et est tres élevé dans les régions de Boali,
Damara, Sibut et Bouar (71% a 85%), alors qu'il est moyen a Bossemptélé (53%) et a Baoro
(59%), deux localités voisines. Les facteurs géographiques pourraient donc avoir un impact
sur la diversité de ces résultats ; la ville de Damara, par exemple, a battu le record avec un taux
d'attaque foliaire de 85,48%. Il est a signaler par ailleurs qu'il n'y a pas une corrélation directe
entre I'incidence de la maladie et le taux d'attaque foliaire. Les localités de Damara et Sibut
dépassent en taux d'attaque foliaire les localités qui ont des incidences plus élevées. On y
retrouve pratiquement les mémes variétés du manioc. Ces variétés exprimeraient facilement
la maladie au niveau des feuilles ce qui peut expliquer I'élévation du taux d'attaque foliaire
dans ces deux localités. Par ailleurs, le taux d'attaque foliaire varie en fonction des variétés de
manioc considérées (Tableau II). Avec des taux moyens d'attaque foliaire tres élevés
(moyennes de 76,21% a Bangui et 72% dans les autres localités), un grand risque de
déperdition de rendement serait a prévoir si rien n'est fait pour contrer la progression de la
mosaique.

Un autre parametre décrivant 1'état de sévérité de la maladie est I'Indice de Gravité des
Symtdmes (IGS). Dans les localités de Boali, Sibut, Damara Bouar, Baoro et Bossemptélé, 4171
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plants malades étudiés se répartissent en fonction de I'lGS de la maniere suivante : 1359
(32,59%) plants a l'indice 1 ; 1644 (39,41%) plants a indice 2 ; 925 plants (22,18%) a indice 3, 231
plants (5,54%) a indice 4 et 12 plants (0,30%) a indice 5. On note ainsi que 67% des plants
malades sont infectés dont les indices de gravité des symptdmes (IGS) variant de 2 a 5 ; au
Congo, 62,1% des plants sont atteints avec des IGS compris dans la méme fourchette
(NTAWUHUNGA et al., 2002). Cela justifierait une situation d'inquiétude pour le rendement
de la culture de manioc dans le pays, voire pour toute 1'Afrique Centrale. On constate que,
plus lindice de gravité des symptOomes augmente, plus la perte de la production est
importante (Tableaux III et VII). D'autres auteurs ont fait la méme observation (COURS, 1951).
Les symptdmes analysés : la dépigmentation, la réduction de la surface foliaire, I'enroulement
sont des phénomeénes qui réduisent considérablement la photosynthése de la plante ,
notamment par la destruction de la chlorophylle (CRAWLEY, 1999), avec des conséquences
notables sur la production du manioc. L'altération de la chlorophylle réduit la photosynthese,
l'élaboration des glucides par la plante (BINET et BRUNEL, 1968). La réduction de la
photosynthése a ainsi un impact direct sur le développement des tubercules du manioc par
inhibition de la synthése de l'amidon (VANDEVENNE, 1975 ; MAHUNGU, 1984 ;
FAUQUET et al., 1987).

L'indice 3 de I'IGS atteste d'une perte de production de l'ordre de 41,1% a Bangui, et
l'indice 2 témoignerait déja d'une baisse de moitié de la production du manioc dans les six
qui circule dans la région épidémiologique ou au phénomene de co-infection due a plusieurs
souches du virus (OWOR et al., 2004) , voire au bouturage répété du matériel végétal
contaminé qui augmenterait ainsi la charge virale dans la plante. Cet état de sévérité
démontrerait bien le faible rendement du manioc enregistré par les paysans ces dernieres
années.

En ce qui concerne l'impact économique (Tableau VIII), les résultats obtenus, qui ont
constaté que la maladie inhibe la tubérisation des plants (OWOR et al., 2004) , a l'origine de la
perte de rendement (49,11%), confirmeraient certains travaux (MOLLARD, 1987) qui ont
montré que les boutures saines doublent le rendement en tubercules frais. On pense que la
perte réelle serait largement supérieure a 49,11%. D'apres la méthode utilisée, 50% de plants
malades sont comparés a 50% des plants sains, alors que l'incidence réelle est de 73,8%. Par
extrapolation, la perte de production est estimée a 70%. Cela renforcerait I'hypothese selon
laquelle la souche EACMV-Ug, qui est trés dévastatrice (LEGG et FAUQUET, 2004 ;
OTIM-NAPE et al., 1997 ; ZHOU et al., 1997), sévirait déja en RCA. Une perte de 65% due a la
mosaique africaine a été déja observée dans les champs de manioc au Congo (MABANZA et
al., 1993). Cette perte réduirait l'effort des paysans et confirmerait leur démotivation constatée
lors des enquétes. La difficulté est qu'il n'existe pas de mécanisme de distribution rationnelle
des boutures saines aupres des paysans. Chaque paysan s'approvisionne a n'importe quelle
source (des villages voisins, du voyage, de certains opérateurs économiques ou ONG etc.). Les
noms des variétés sont souvent donnés par des paysans en fonction des sources de
provenance du plant et des caractéristiques morphologiques ou organoleptiques du manioc.

Au cours de la prospection on a remarqué la présence d'autres maladies sur les plants,
telles que : la cochenille farineuse, la bactériose et autres. Les champs de manioc de la région
de Bouar sont sérieusement touchés par la cochenille farineuse alors que c'est dans cette méme
région que l'incidence de la mosaique est la plus élevée. On y a aussi constaté un jaunissement
précoce des feuilles qui serait dii a un appauvrissement du sol en sels minéraux. Est-ce cela
qui aurait favorisé la forte sensibilité des plants a la mosaique et d'autres maladies dans cette
localité ? L'analyse pédologique des différentes localités qui ont fait 'objet de notre étude, la
caractérisation des souches virales de la mosaique et 1'étude expérimentale des écotypes du
manioc cultivés en Centrafrique seraient indispensables pour la clarification de la situation.
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CONCLUSION

Ce travail, le premier du genre en Centrafrique, constitue une source non négligeable
d'informations techniques, pouvant orienter une action de recherche phytopathologique,
virologique et agronomique. Il signale que la mosaique africaine du manioc existe bien en
RCA et que les symptdmes sont indicateurs d'une baisse de production, comme cela a été
prouvé ailleurs. Cet état de connaissances pourrait étre guidé par des tests d'expérimentation
et des analyses poussées pour mieux comprendre 'expansion du phénomene dans le pays. En
effet, la culture de manioc en RCA est essentiellement pratiquée par des paysans qui utilisent
des méthodes traditionnelles ou empiriques. La démarche utilisée a consisté a faire 1'état de la
situation actuelle concernant la mosaique du manioc car on estime que c'était nécessaire avant
de passer a la phase expérimentale. Les résultats de cette étude ont démontré que le manioc
centrafricain est exposé aux effets de la mosaique africaine et qu'une situation catastrophique
en découlerait probablement si rien n'est fait. Quatre variétés (Damara, Togo rouge, Togo
blanc et ICRA) supposées tolérantes ou résistantes sont en cours d'expérimentation. Ce travail
devrait s'élargir aux différentes zones agroécologiques pour valider leur performance
agronomique vis-a-vis de la mosaique africaine. L'identification du virus responsable de la
maladie, la création de nouvelles variétés et la mise en place d'un laboratoire pour la
production des plants in vitro sont envisageables. Il serait nécessaire de réglementer les
mécanismes de transfert des boutures par la mise en place d'un comité chargé de la gestion,
du controle et de la distribution de boutures saines aux producteurs. Compte tenu de la
mauvaise connaissance de la maladie par la population, il serait judicieux d'organiser des
séminaires, des ateliers d'information et de sensibilisation a l'intention des techniciens
agricoles et des producteurs. La mise au point d'un test de diagnostic rapide serait aussi une
voie a la résolution du probleme.
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Cassava is a vital crop in Africa and represents the main food crop in Central African Republic (CAR). CAR
has recently faced large reductions in cassava yields that have led to a surge in market prices. To better
understand the causes of the reduction in yield, we identified biotic constraints to cassava production by
means of a large-scale plant epidemiological survey conducted in 2007 and 2008. Standard protocols
were used for the assessment of the major cassava pests and diseases. Cassava mosaic disease (CMD) was
shown to be the most serious constraint to cassava in CAR, with symptoms observed at all localities
surveyed. CMD is distributed throughout the country, with an average incidence of 85%. Importantly, 94%
of diseased plants had cutting-derived CMD infection suggesting that farmers mostly use virus-infected
cuttings for planting. PCR amplification and direct sequencing of partial fragments of the Rep ORF
revealed that the causal agents of CMD in CAR are African cassava mosaic virus (ACMV) and the Uganda
strain of East African cassava mosaic virus (EACMV-UG). We also demonstrated that 58% of CMD samples
present mixed infections (ACMV and EACMV-UG) and that these samples had significantly higher
symptom severities. Our results suggest that mixed infection and synergism between CMGs, could be an
important feature in the yield reduction of cassava plants in CAR, similar to the other severe CMD
epidemics reported in East Africa.

© 2012 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

abandoned the cultivation of cassava while others have greatly
reduced their cassava acreage.

In Central African Republic (CAR) the agricultural sector
accounts for 41% of Gross Domestic Product (GDP) and supports
more than 80% of the population (DSRP, 2008). Cassava (Manihot
esculenta Crantz) is the most important food crop throughout the
country. Annual production of cassava is approximately 2.4 million
tonnes of fresh tuberous roots, equivalent to 600,000 tonnes of
chips, ten times higher than maize and groundnuts (Mallouhi and
Kafara, 2002). Cassava is the most profitable food crop in CAR,
with an income per ha of 600 USD vs. 320 USD for groundnuts, 230
USD for rice and 152 USD for maize (Mallouhi and Kafara, 2002).
Over the past years, prices of cassava have increased greatly. This is
assumed to be mainly the result of increase in biotic production
constraints. Faced with these yield reductions, some farmers have

* Corresponding author. Tel.: +33 262 262 49 92 34; fax: +33 262 262 49 92 93.
E-mail address: lett@cirad.fr (J.-M. Lett).
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Cassava mosaic disease (CMD) is caused by viruses of the genus
Begomovirus, family Geminiviridae. These are transmitted by the
whitefly vector Bemisia tabaci (Genn.) or vegetatively by the stem
cuttings used routinely for new plantings. Eleven cassava mosaic
geminiviruses (CMGs) have been described, of which nine occur in
Africa, either alone or in combination (Legg and Fauquet, 2004;
Ndunguru et al., 2005; Bull et al., 2006; Patil and Fauquet, 2009;
Harimalala et al., 2012; Tiendrébéogo et al., 2012). CMD has a long
history in Africa, having first been described in the 19th century in
what is now Tanzania (Warburg, 1894). In the 1990s, a severe
epidemic of CMD occurred in Uganda and devastated the country’s
cassava production, causing losses estimated at more than 60
million USD annually between 1992 and 1997 (Legg and Fauquet,
2004). Key characteristics of this severe CMD epidemic were the
high incidences of a particular recombinant virus variant (also
called the Uganda strain) of East African cassava mosaic virus
(EACMV-UG; Gibson et al,, 1996; Zhou et al., 1997), its frequent

Please cite this article in press as: Zinga, I., et al., Epidemiological assessment of cassava mosaic disease in Central African Republic reveals the
importance of mixed viral infection and poor health of plant cuttings, Crop Protection (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.cropro.2012.10.010
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association in mixed infection with African cassava mosaic virus
(ACMV) (Harrison et al., 1997; Pita et al.,, 2001) and super-abundant
B. tabaci populations (Legg and Ogwal, 1998). Since the 1990s, the
EACMV-UG distribution has progressed from Uganda to West Africa
and a complete description of the pandemic has been published
(Legg, 1999; Legg et al., 2006).

In CAR, previous disease surveys conducted in seven sites during
2005 and 2006 revealed an incidence of CMD (percentage of
symptomatic plants per plot) ranging from 67 to 97%, with tuberous
root yield losses estimated at 49% (Zinga et al., 2008). To under-
stand the aetiology of the disease and determine if CMD in CAR is
associated with EACMV-UG, extensive surveys were conducted in
2007 and 2008 through the main cassava-growing regions of CAR,
with particular emphasis on the identification of the main causal
agents and the quantification of the symptoms.

2. Materials and methods
2.1. Survey area, protocol and parameters

The study was conducted in 2007—2008 in 27 localities (128
fields) distributed in three agro-climatic zones of CAR where cas-
sava is cultivated: Guinean Forest (GF), Sudano-Ubanguian (SU) and
Sudano-Guinean (SG) zones (Table 1). The protocols used for the
survey were based on those established by Sseruwagi et al. (2004)
and used by the Great Lakes Cassava Initiative (IITA and CRS, 2009).
Cassava fields were inspected every 15 km and cassava plants
surveyed were aged 3—6 months. Thirty plants were selected along
a diagonal transect across each field. If the number of plants was
less than 30, other plants were selected along a second diagonal
transect. Coordinates for each site were recorded with a GPS unit.
During the survey, one or two cassava leaf samples were collected
from plants showing CMD symptoms in each field. A total of 141
cassava leaf samples were collected and conserved by dehydration
(Supplementary Table 1).

2.2. Pest and disease assessments

CMD incidence was calculated as the percentage of symptomatic
plants out of the 30 sampled for each field (for details on symptoms
see Legg and Fauquet, 2004; Ndunguru et al., 2005). CMD severity
scores ranged from 1 (asymptomatic) to 5 (most severely diseased).
The source of CMD infection (cutting- or whitefly-borne) was
determined by examining whether the lowermost first-formed
leaves were symptomatic (cutting-borne infection) or not
(whitefly-borne infection). The percentage of cutting infection and
whitefly infection was determined for each field. B. tabaci adults
were counted on the top five leaves of cassava mosaic diseased or
healthy plants sampled in each field. Incidences were recorded for
other major cassava pests and diseases, including: cassava green
mite (CGM) [Mononychellus tanajoa (Bondar)], cassava mealybug
(CM) [Phenacoccus manihoti Mat.-Ferr.], cassava bacterial blight

Table 1
Survey of cassava diseases and arthropod pests in Central Africa Republic by agro-
climatic zones in 2007 and 2008.

Agro-climatic zones  Rainfall Number Number Sample sizes
(mm) Qf loc§llt1es of ﬁglds Healthy Diseased
investigated studied

plants  plants
Guinean forest (GF)  1527—1678 10 68 285 1785
Sudano-Ubanguian 1419-1526 11 34 211 809

(SU)

Sudano-Guinean (SG) 1280-1418 6 26 92 688
Total 27 128 588 3382

(CBB) [Xanthomonas axonopodis pv. manihotis] and cassava
anthracnose disease (CAD) [Colletotrichum gloeosporioides f. sp.
manihotis]. The presence of Typhlodromalus aripo De Leon, predator
of M. tanajoa, was also investigated and evaluated.

2.3. PCR-mediated amplification of CMGs

A degenerate primer set was designed from CMGs complete
DNA-A sequences obtained from GenBank in September 2009:
VD1863-A-CMG (5/-TCRTCAATGACGTTGTACCA-3’) and C12D2391-
A-CMG (5/-TTTCCAYCCVAACATTCARGG-3'). This CMGs universal
set of primers was used to amplify ~528 bp of the replication-
associated protein (Rep) open reading frame (ORF). Specific
primer sets were also designed and developed to amplify DNA-A
fragments of ACMV (821 bp) and EACMV-UG (1682 bp) in
single or mixed potential infections: V590-ACMV-EACMV-UG (5/-
CCTTGGTATCTGTAAGGTGA-3’; forward ACMV and EACMV-UG
common primer), C1410-ACMV (5'-CAACAACGACCATTCCTGCT-3/;
reverse ACMV specific primer) and R2271-EACMV-UG (5/-CCAG-
CATTTAGCTCAGGT-3’; reverse EACMV and EACMV-UG common
primer). Total DNA was extracted from dried cassava samples using
DNeasy Plant Miniprep kit (Qiagen) according to the manufac-
turer’s instructions. PCR reactions were carried out as described
previously (Delatte et al., 2005). For accurate detection of ACMV
and EACMV-UG, the annealing temperature of the specific set of
primers was optimized at 57 °C. Amplifications were checked by
loading 10 pl of PCR products onto 1% agarose gels for electro-
phoresis. The gels were subsequently stained with ethidium
bromide and viewed under UV transillumination.

2.4. Sequencing and phylogenetic analysis

PCR amplicons obtained with the degenerate primers (VD1863-
A-CMG and C12D2391-A-CMG) were direct sequenced in both
directions without cloning (Macrogen Inc., Korea). Partial Rep ORF
sequences were assembled and edited using DNAMAN (version
5.2.9; Lynnon Biosoft) and aligned with representative isolates of
CMGs diversity using MEGA5 (Tamura et al., 2011). The sequences
were deposited in the EMBL database under the accession numbers
]Q804845 to JQ804914 (Supplementary Table 1). Degrees of simi-
larity shared by sequences were calculated using MEGA 5 with
pairwise deletion of gaps. A maximum likelihood phylogenetic tree
was constructed using PHYML v3.0 (Guindon et al., 2005), with the
GTR + G4 model of substitution selected as the best-fitting model by
RDP4 (Martin et al., 2010), and 1000 full maximum likelihood (ML)
bootstrap replicates. The tree was visualized using FigTree v1.3.1
software (available at http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.5. Field data analysis

Data processing and analysis were performed with the software R
(version 2.11.1, R Development Core Team, 2010). The effect of agro-
climatic zones was tested on whitefly abundance (assuming a Pois-
son distribution), arthropod pest presence, disease incidence and
distribution of plants depending on the severity score (assuming
binomial distribution), using a Generalized Linear Model with likeli-
hood ratio test (Chi-square test or Fisher test in case of over-
dispersion), and Tukey’s pairwise mean comparison test. A test of
pairwise comparison of proportions was used based on a Chi-squared
test with correction of Benjamini and Yekutieli (2001), to compare the
global incidences of pests and diseases, and the percentage of
symptomatic plants infected by cutting between agro-climatic zones.
We tested the differences between the agro-climatic zones in the
proportion of samples infected by ACMV, by EACMV-UG and by both
viruses, with a test of pairwise comparison of proportions based on
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a Chi-square test with the correction of Benjamini and Yekutieli
(2001). The significance of the differences in severity between
samples infected by ACMV, EACMV-UG or both was determined
using a non-parametric pairwise Wilcoxon rank sum test.

3. Results
3.1. Distribution, incidence and severity of pests and diseases

CMD was identified in all localities surveyed, while CGM was
observed in 13 out of 27 localities in the three agro-climatic zones.
CM was observed at one (Damara) locality in the SU zone. CBB, CAD
and the predatory mite T. aripo were not observed on cassava during
this investigation. Symptoms caused by CMD, CGM and CM were
observed on the Central African cassava with mean incidences of 85%,
2.7% and 0.1% respectively. While a chi-squared test demonstrated
that CMD is significantly the most important disease of cassava in
CAR (P < 0.001), there were no significant differences between CMD
incidences in the GF zone (85%), SG zone (88%) and SU zone (79%)
(P = 0.23; Fig. 1A). CMD symptom severity (3 score overall diseased
plants) was not significantly different (P = 0.08) between the GF zone
(3.2) and the SG zone (2.9), but was significantly less in the SU zone
(2.8) (P < 0.001; Fig. 1B). Using Likelihood Ratio tests, it was also
apparent that plants with a CMD symptom severity score of 4 were
more abundant in the GF zone than in the SU zone (P = 0.004).

3.2. Origin of infection

The results showed that 80% of the cuttings used by farmers for
planting new fields are infected. Infection by CMD is primarily and
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most significantly (P < 0.001) associated with contaminated
cuttings. Indeed, an average of 94% of diseased plants were infected
by contaminated cuttings without any difference between agro-
climatic zone (P = 0.2; Fig. 1C). Even if the percentage of infected
cuttings by whitefly doesn’t describe the transmission capacity of
CMD by the Central African population of B. tabaci, knowing that
most of cuttings are contaminated at planting and that super-
infection is not a measurable parameter in the field, only a small
proportion of plants were infected by the action of the insect vector
B. tabaci (6%).

3.3. Whitefly abundance

The average whitefly abundances observed on cassava mosaic
diseased and healthy plants were low (1.5 and 1.8, respectively).
Whiteflies were significantly (P < 0.012) more abundant in the SU
zone on infected plants (2.75 4 0.44) and in the GF zone on healthy
plants (2.36 + 0.9) than the GF zone on infected plants (1.02 + 0.11)
and SG zones on healthy and infected plants (0.22 + 0.29 and
1.29 + 0.35, respectively), which had similar abundances (P > 0.29)
(Fig. 1D).

3.4. Detection, distribution and characterisation of CMGs

The presence of DNA-A of CMGs was detected by PCR with
a combination of universal and specific primers in 94% (133/141)
of the collected samples, confirming that cassava mosaic
symptoms observed in the field are mainly associated with CMGs
(Supplementary Table 1). It was observed that 82% (115/141) and
70% (98/141) of cassava samples showing symptoms of CMD were
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Fig. 1. Epidemiological assessment of pests and diseases on cassava depending on agro-climatic zones in Central African Republic. (A) Cassava mosaic disease (CMD) average
incidence (percentage of symptomatic plants), and confidence intervals. Average incidences followed by the same letters are not significantly different (generalized Tukey’s all-pair
comparisons test at P < 0.05). (B) Average distribution of plants (in %), and confidence intervals, depending on the CMD severity score based on a symptom severity scale of 1 (no
symptoms) to 5 (very severe symptoms). For each severity score, means followed by the same letters are not significantly different (generalized Tukey’s all-pair comparisons test at
P < 0.05). (C) Percentage of CMD symptomatic plants infected by cutting or whitefly. Percentages followed by the same letters are not significantly different (pairwise comparison
test of proportions at P < 0.05). (D) Average numbers of whiteflies per plant, and confidence intervals, depending on the presence of CMD symptoms and agro-climatic zones. Means
followed by the same letters are not significantly different (generalized Tukey’s all-pair comparisons test at P < 0.05). GF: Guinean Forest zone; SG: Sudano-Guinean zone; SU:
Sudano-Ubanguian zone.
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contaminated by ACMV and EACMV-UG respectively, with 58% (82/
141) of cassava samples being infected with both viruses.

The proportion of samples infected by ACMV is not significantly
different between the three agro-climatic zones (GF: 84% [62/74],
SU: 93% [40/43], and SG: 93% [13/14] from South to North, Fig. 2), as
well as the proportion of samples mixed infected (GF: 68% [50/74],
SU: 60% [26/43], and SG: 43% [6/14]). The proportion of samples
infected by EACMV-UG is significantly different (P = 0.041)
between GF (84% [62/74]) and SG (50% [7/14]), but not between SU
(67% [29/43]) and GF or SG.

Direct sequencing of PCR amplicons produced 70 partial Rep
sequences of 399 bp of high quality. BLAST analysis and comparison
of sequences showed that 42 sequences (60%) are most closely
related to ACMV and shared the highest nucleotide identity (95—
97%) with isolates from Tanzania (ACMV-[TZ:01]; AY795982) and
Cameroon (ACMV-[CM:98]; AF112352). These 42 ACMV partial Rep
sequences present 95—99% similarity between one another. The 28
remaining sequences (98—99% identity between one another) are
most closely related to the EACMV-UG and shared the highest
nucleotide identities (98—99%) with isolates from Uganda (EACMV-
UG [UG:Svr2:97]; AF126806), from the Democratic Republic of
Congo (DRC) (EACMV-UG [CD:Cm:Ybi2:08]; FN435281) and from
Burkina Faso (EACMV-UG [BF:Kou:08]; FM877474). Consistently,
the ML tree based on partial Rep sequences from RCA isolates (this
study) and diverse other CMG isolates confirmed that the RCA
sequences are phylogenetically associated with either ACMV or
EACMV-UG (Fig. 3).

3.5. Synergistic interaction between ACMV and EACMV-UG under
field conditions

The average CMD symptom severity scores, 4standard error,
found in plants with mixed infections of ACMV and EACMV-UG
(3.65 + 0.13) were significantly higher than those in single infec-
tions of ACMV (2.25 £ 0.2; P < 0.001) or EACMV-UG (2.56 + 0.26;

T
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40

Percentage of infected samples

20 -

ACMV EACMV-UG ACMV+EACMV-UG
Fig. 2. Percentage of cassava mosaic disease samples infected by African cassava mosaic
virus (ACMV), East African cassava mosaic virus-Uganda (EACMV-UG) or both viruses
(ACMV/EACMV-UG) per agro-climatic zones (Guinean Forest in dark [GF], Sudano-
Ubanguian in grey [SU], Sudano-Guinean in white [SG]) in Central African Republic.
The diagnostic test was based on PCR with specific primer sets developed to amplify
DNA-A fragments of ACMV (821 bp) and EACMV-UG (1682 bp) in single or mixed
potential infections. Percentages with different letters are significantly different at
P = 0.05 level with pairwise proportion comparison test based on the ? test for each
type of infection.

P < 0.003), whereas no significant difference was observed
between the severities of the two single infections (Fig. 4).

4. Discussion

A large-scale assessment of cassava pests and diseases was
conducted in CAR in 2007 and 2008 using standardized methods
(Sseruwagi et al., 2004). We observed CGM, CM and CMD on cas-
sava during the survey. However, CMD was the most widespread
disease in the cassava fields surveyed, with a high incidence of 85%.
This is similar to the high CMD incidence values recorded in other
countries affected by the severe CMD pandemic assessed previ-
ously (Legg et al., 2006), with 86% in the Republic of Congo (ROC)
(2002—2003 survey; Ntawuruhunga et al., 2007), 80% in Uganda
(1992—1994 survey; Otim-Nape et al, 1997), 84% in southern
Uganda (1992—1993 survey; Legg and Ogwal, 1998) and 80% in
Tanzania (2002 survey; Ndunguru et al., 2005).

The high incidence of CMD in cuttings used for planting in large
part explains the poor health of cassava in CAR: 79% of cuttings
used for establishing new fields were already infected at planting,
and this was irrespective of the agro-climatic zone monitored. In
this regard, our results are congruent with observations from
previous cassava surveys in sub-Saharan Africa (Ndunguru and
Jeremiah, 1999; Sseruwagi et al, 2004; Ntawuruhunga et al,,
2007). Farmer’s ignorance of the disease could explain their
inability to choose healthy cuttings for the establishment of new
plantings, although in many cases they may lack sufficient quan-
tities of CMD-free stems to use as planting material (Zinga et al.,
2008).

A relatively low abundance of whitefly was recorded during the
survey with a mean of 1.5 adults per plant, contrasting with the
situation in Uganda during the severe CMD epidemic (7.1 adults per
plants; Sseruwagi et al., 2004). B. tabaci abundance variation from
season to season (Fishpool et al., 1995) may partly explain the
relatively low numbers recorded here, and it may not therefore be
surprising to observe the absence of a clear correlation between
this abundance and CMD incidence since most plants were infected
from the cutting. Although it therefore appears as if B. tabaci
whiteflies may not be key factor in the epidemiology of CMD in
CAR, experience from studies elsewhere in Africa suggests that
further evaluations conducted at different times of the year and
using initially CMD-free planting material can confirm the impor-
tant role played by B. tabaci.

Between 1997 and 1998, during the severe epidemic of CMD in
Uganda, mean scores of symptom severity and incidence were
recorded up to levels of 3.5 and 83% respectively (Sseruwagi et al.,
2004). The lower severity (3) observed in CAR in 2008 suggests that
the situation of CMD is most directly comparable to that recorded in
ROC from 2002 to 3 (Ntawuruhunga et al., 2007) where incidence
was greater than 80% with a mean severity of 2.9. A further
significant similarity is the relatively low level of whitefly-borne
infection in both situations. The epidemic ‘front’ is typically an
interface between a zone with high CMD incidence, severity and
whitefly-borne infection, and a zone with low CMD incidence,
severity and whitefly-borne infection. As in ROC, no such interface
was observed in CAR, suggesting a stable equilibrium ‘post-
epidemic’ state where the front had already passed through
all cassava-growing areas before the implementation of the
first countrywide survey (Otim-Nape et al., 1997; Legg, 1999;
Ntawuruhunga et al., 2007).

Based on direct sequencing of PCR-amplified DNA-A fragments
of CMGs and PCR detection with specific and discriminating sets of
primers, we demonstrate that the causal agents associated with
CMD in CAR are mainly ACMV and EACMV-UG, found in single and
mixed infection throughout all agro-ecological zones. Based on
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Fig. 3. Maximum likelihood phylogenetic tree indicating the relationships between Central African Republic isolates of (A) African cassava mosaic virus (42 isolates) and (B) East
African cassava mosaic virus-Uganda (28 isolates) and diverse representative cassava mosaic geminiviruses isolates. The tree is based on a 399 bp partial Rep sequence and rooted

using Indian cassava mosaic virus (GenBank accession n° Z24758) as an outgroup.

complete genome sequencing, the occurrence of ACMV and
EACMV-UG in CAR has been demonstrated (Zinga et al., 2012).
These results mirror the pattern observed for both cassava in ROC,
DRC, Gabon and Cameroon (Legg, 1999; Fondong et al., 2000;

n=31 n=16 n==82

4 —
[4)
©
Q
w
2
)
g 31
w
=
o
g i
=
Y
o) 2 J_
=
O

a a
1 —
ACMV EACMV-UG  ACMV+EACMV-UG

Fig. 4. Average cassava mosaic disease (CMD) symptom severity score, and confidence
intervals, depending on single or mixed infection by African cassava mosaic virus
(ACMV) and the East African cassava mosaic virus-Uganda (EACMV-UG). CMD severity
score is based on a symptom severity scale of 1 (asymptomatic) to 5 (very severe). For
each severity score, means followed by the same letters are not significantly different
(non-parametric pairwise Wilcoxon rank sum test at P < 0.05).
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Neuenschwander et al., 2002; Legg and Fauquet, 2004; Patil and
Fauquet, 2009; Akinbade et al., 2010) and leguminous weed
species in DRC (Monde et al., 2010). Using specific primer PCR, we
showed that 58% of cassava samples collected in the field with CMD
symptoms present mixed infections (ACMV and EACMV-UG) and
demonstrated that these samples have a significantly higher
symptom severity scores. The occurrence of a synergistic interac-
tion between ACMV and EACMV-like viruses has been described on
cassava in many countries in Africa, and determined experimen-
tally (Fondong et al., 2000; Pita et al., 2001; Ariyo et al., 2005;
Busogoro et al., 2008). The severe epidemic of CMD that occurred in
Uganda in the early 1990s was related both to the greater virus
concentrations in cassava plants infected with EACMV-UG and the
widespread occurrence of plants with mixed ACMV/EACMV-UG
infections in which symptoms were most severe (Harrison et al.,
1997). The high prevalence of ACMV/EACMV-UG mixed infection
revealed in CAR cassava fields could be an important feature in the
yield reduction of cassava plants, as mixed infected cassava plants
yield significantly less than those with single CMG infections (Owor
et al.,, 2004).

It has been suggested for several years that CAR was likely to be
affected by the severe CMD pandemic (Legg et al., 2006). The severe
CMD pandemic is most likely to have spread to CAR from the South
through the neighbouring countries of ROC or DRC, in which the
CMD pandemic was described in the early 2000s (Neuenschwander
et al., 2002; Legg and Fauquet, 2004; Ntawuruhunga et al., 2007).
Interestingly, the most severe symptoms of CMD and the highest
percentages of plants infected with EACMV-UG and ACMV were
recorded in the GF agro-climatic zone adjacent to ROC and DRC. On
the other hand, the percentage of plants infected with EACMV-UG
in CAR decreases according to a south—north gradient. This seems
to suggest that EACMV-UG may have also spread from south to
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north, in contrast to the main east-west direction hypothesized
previously (Legg and Fauquet, 2004).

Since the loss of cassava production increases with the severity
of the disease (Cours, 1951; Fauquet and Fargette, 1990; Gibson
et al.,, 1996; Otim-Nape et al., 1997; Zinga et al., 2008), the high
CMD severity (3) observed in this survey implies that significant
yield losses are being incurred. Our investigations showed that
30.9% of diseased plants had a CMD symptom severity score
ranging from severe to very severe (4—5), representing a serious
threat to cassava production in CAR. Thresh et al. (1994) showed
that levels of CMD incidence of 50—60% cause yield losses of 30—
40%. In Uganda, the 80% impact of CMD caused losses of up to
82% of total cassava production (Crawley, 1999). By extrapolation,
one can reasonably assume that the production loss caused by
a CMD incidence of 85% is above 50% in CAR. Nevertheless, the
importance of yield losses due to CMD in CAR needs to be inves-
tigated through agronomic trials.

Our survey also showed that the main arthropod pest of cassava
in CAR is CGM. The presence of CGM in half of the localities
contaminated with CMD in the three agro-climatic zones probably
exacerbates the severity of the CMD and the resultant yield losses.
The importance of CGM in CAR may be explained by the absence of
its predator T. aripo, as shown in this study.

5. Conclusion

This study demonstrates that the most important constraint to
cassava production in CAR is CMD and that the causal agents are
ACMV and EACMV-UG. The high incidences, frequent occurrence of
severe symptoms, mixed infections and synergism are similar to
those reported elsewhere in association with the severe CMD
pandemic. Our results suggest that the main factor causing the high
level of CMD incidence is the use of contaminated cuttings by
farmers when establishing new plots. We demonstrate that ACMV/
EACMV-UG mixed infected cassava samples present a significantly
higher CMD symptom severity score and note that this could be an
important feature in the yield reduction of cassava plants in CAR.
The incidence and severity of the disease suggests the need for an
urgent intervention through the implementation of control strat-
egies, based in particular on the use of phytosanitary procedures
and the deployment of resistant varieties.
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East African cassava mosaic virus-Uganda (EACMV-UG) and African cassava mosaic
virus (ACMV) reported for the first time in Central African Republic and Chad
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Cassava (Manihot esculenta) is a major
staple food crop cultivated throughout
Africa, and is affected most severely by
cassava mosaic disease (CMD), at high
incidence wherever it is grown on the
continent. The disease may be caused by
seven cassava mosaiC  geminiviruses
(CMGs) belonging to the genus
Begomovirus (family Geminiviridae; Patil
et al., 2009). In Uganda, an extremely
severe epidemic of CMD has developed
since the 90s, and is supposed to have
progressed since then in neighboring
countries and Central Africa. The severe
CMD phenotype is caused by the
synergistic interaction between African
cassava mosaic virus (ACMV) and a
distinct recombinant strain of East African
cassava mosaic virus (EACMV-UG),
commonly known as the “Uganda variant”.
EACMV-UG was described recently in
countries bordering the Central African
Republic (CAR) and Chad: Congo
Republic and Democratic Republic of
Congo (Neuenschwander et al., 2002),
Sudan (Tadu et al., 2005) and Cameroon
(Akinbade et al., 2010). CMD is reported
to be widespread in CAR (Zinga et al.,
2008), but the causal agents have never
been molecularly characterised.
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In 2007 and 2008, leaves were collected in
the central region of CAR and the south
region of Chad from local cultivars of
cassava exhibiting moderate to severe
CMD symptoms (Table 1). Seven leaf
samples collected both in CAR and Chad
were tested positive for the presence of
begomoviruses by PCR, using a set of
degenerate primers VD1863-A-CMG (5°-
TCRTCAATGACGTTGTACCA-3") and
C12D2391-A-CMG (5°-
TTTCCAYCCVAACATTCARGG  -3°).
From two samples for each country (Table
1), four complete DNA-A genomes were
cloned using the Phi29 DNA polymerase-
based rolling circle amplification strategy
(Inoue-Nagata et al., 2004) and sequenced
by Macrogen Inc. (Korea). Two sequences
(EMBL-GenBank-DDBJ accession  N°
HE814062 and HE814065), one per
country, showed  96-97%  highest
nucleotide identity (BLASTn, NCBI) with
isolates of ACMV
([Nigeria:Ogoroco:1990] AJ427910;
[Uganda:Severe:1997] AF126802), while
the two other sequences (Accession N°
HE814063 and HE814064) showed 99%
highest nucleotide identity with isolates of
EACMV-UG ([Uganda:Severe2:1997]
AF126806; [Burkina Faso:Koubri:2008]
FM877474 (Tiendrebeogo et al., 2009);



[Democratic Republic of the

Congo:Yangambi:2010] FN435281).

The new complete DNA-A genome
sequences were aligned with representative
sequences of CMGs using the MUSCLE
alignment tool (using default settings)
available in MEGA5. A maximum-
likelihood (ML) phylogenetic tree (Fig. 1)
was constructed from the full alignment
using PHYML v3.0 with GTR+G4 selected
as the best model of sequence evolution.
Phylogenetic analyses confirmed that the
isolates of CMGs reported here either
cluster with isolates of ACMV or
EACMV-UG. To our knowledge, this is
the first report of the occurrence of the
“Uganda variant” in Central African
Republic and Chad, and needs to be taken
into account for the regional management
of cassava diseases and for regulatory
phytosanitary bodies. This description
seems to represent the northern-most
extent of the CMD pandemic in Africa.
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Figure 1. Maximum likelihood tree based on the complete DNA-A sequences of Central
African Republic (CF) and Chad (TD) isolates of African cassava mosaic virus and East
African cassava mosaic virus-Uganda reported here (in bold), along with additional sequences
of cassava mosaic geminiviruses from Africa. Sequences were aligned using MUSCLE
alignment tool implemented in MEGAS. Phylogenetic reconstruction was performed using
PHYML and GTR+G, selected as the best model of sequence evolution. The numbers
associated with the nodes indicate the percentage of bootstrap support (1000 replicates). The
EMBL-GenBank-DDJP accession numbers are indicated. The tree was rooted using Sri

Lankan cassava mosaic virus-Sri Lanka [Sri Lanka: Colombo:1998] (SLCMV-SL
[SL:Col:98])).
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Cassava mosaic geminiviruses (CMGs) are implicated in cassava mosaic disease (CMD),
the major constraint for cassava cultivation in Africa. As the CMD pandemic appear as
more and more complex, it becomes essential to understand the key factors associated
with CMGs dissemination and evolution. Here in order to both characterize CMG
populations and retrace their dissemination pathways in Central African Republic
(CAR), we analyse hundreds of CMG isolates including new isolates from CAR and
Chad. Besides identifying both ACMV and EACMV-UG species, our results indicate
that these two species are today well established in CAR. Interestingly, short distance
movements, either human- or vector-mediated, probably best explained CMG
dissemination in RCA.

1. Introduction
Unfortunately, cassava cultivation is

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is associated with a wide range of diseases
cultivated as a subsistence crop in that seriously undermine the food and
developing countries across the world economic security in these countries, the
where its roots represent an indispensable most notable of which is cassava mosaic
source of dietary carbohydrates for over disease (CMD), caused by a complex of
700 million people (Patil and Fauquet cassava mosaic geminiviruses (CMGs,
2009). In sub-Saharan Africa and the Family Geminiviridae, Genus
south-west Indian Ocean Islands (SWIO), Begomovirus) (Patil and Fauquet 2009).
cassava has become a major staple food CMD is currently the most damaging plant
crop constituting a major part of the diet of virus disease in the world with an epidemic
traditional households. in East and Central Africa, causing annual
Because cassava produces acceptable crop losses valued at between US$1.9-2.7
yields even on very marginal soils and billion and a famine that has likely caused
under drought conditions, and because it is the deaths of thousands of people (Patil
a perennial plant that has no maturity and Fauquet, 2009).

period and can be harvested anytime, it is

often cultivated in developing countries as CMGs possess bipartite genomes, with
a plant reserve for lean times (EIl-Sharkawy genome components, called DNA-A and
et al 2004). DNA-B, comprising 2.7 kb circular single-
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stranded DNA molecule. Both components
are necessary for successful infection of
cassava. While DNA-A encodes proteins
and regulatory elements responsible for
replication, encapsidation functions and
control of gene expression, DNA-B
encodes proteins enabling viral movement
(Jeske 2009).

Since the initial characterization in the
early 1980s of the “first” CMG species,
African cassava mosaic virus (ACMV)
(Bock and Woods 1983), it has
subsequently been discovered that African
CMG’s in fact comprise of at least six
distinct begomovirus species including
South African cassava mosaic virus
(SACMV), East African cassava mosaic
virus (EACMV), East African cassava
mosaic Cameroon virus (EACMCYV), East
African cassava mosaic Zanzibar Virus
(EACMZV), East African cassava mosaic
Malawi virus (EACMMV), and East
African cassava mosaic Kenya virus
(EACMKYV) (Bull et al. 2006; Legg and
Fauquet 2004). Recently, two putative
species have also been newly described:
African cassava mosaic Burkina Faso
virus (ACMBFV, Tiendrébéogo et al.
2012) and Cassava mosaic Madagascar
virus (CMMGV, Harimalala et al. 2012).

Besides being transmitted by the whitefly
Bemisia tabaci, for which numerous
invasive biotypes have been described and
implicated in the dissemination of
emerging virus diseases (Navas-Castillo et
al., 2011), transmission via human
mediated transport of infected stem
cuttings is today postulated to play an
important role in the spread of CMGs
(Sseruwagi et al, 2004). Currently, various
CMG species are widely distributed
throughout Africa and ongoing monitoring
of cassava indicates that some CMG
species are in the process of expanding
their geographical ranges (Ndunguru et al.
2005; Patil and Fauquet 2009).
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As the complexity of the CMD pandemic

becomes increasingly apparent, it is
worthwhile, both for purely historical
reasons and from a  scientific-

epidemiological perspective, to understand
the key factors associated. Here in an
attempt to both characterize CMG
population diversity and retrace their
dissemination pathways in CAR, we
analysed hundreds of African CMG
isolates, including many sequences
isolated for the first time in CAR and
Chad. Besides identifying both ACMV and
EACMV-UG species, our results indicate
that these two species are today well
established in CAR. Interestingly, short
distance movements probably  best
explained CMG complex dissemination in
Central Africa. Comparison of results
obtained at the country and continental
scales provide informations on the long-
term evolution of CMG species.

2. Materials and methods

Sampling, cloning and sequencing of full
CMG genomes

Samples of cassava leaves displaying
characteristic mosaic symptoms were
collected between 2007 and 2008 in CAR
and in Chad (see Figure 1 and Table 2 for
details). Total plant DNA was extracted
from dried leaves using DNeasy plant mini
kit (QIAGEN France), according to the
manufacturer's instructions.

A total of 96 full DNA-A and 71 full
DNA-B sequences (see Supplementary
Table 2 for details) were obtained from
total plant DNA extracts using the RCA-
RFLP strategy (Shepherd et al. 2008). Full
genome amplicons were digested using the
restriction enzymes BamHI, Ncol, or
EcoRI before ligation into similarly
linearized pGEM-3Zf or -7Zf vectors
(Promega, USA) and transformed into E.
coli. The resulting clones were sequenced
by Sanger sequencing methods with
primer-walking by a commercial company



(Macrogen, Europe). Sequences were
edited and assembled with DNAMAN
(version 5.2.9; Lynnon Corporation,
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Canada) and DNA Baser software (Heracle
BioSoft S.R.L., Romania).

»

o

O

Figure 1. Geographical repartition of ACMV (DNA-A and DNA-B) and EACMV-UG (DNA-A and DNA-B)
complete nucleotide sequences obtained from CAR and Chad surveys. ACMV-A (A); ACMV-B (B); EACMV-

UG-A (C) and EACMV-UG (D).

Phylogenetic analyses

After a BLAST search, it was apparent that
every isolate from CAR and Chad belong
to either the ACMV species or the
EACMV-UG variant. Alignments of the
DNA-A and DNA-B sequences along with
all the ACMV (128 DNA-A and 34 DNA-
B) and EACMV-UG (56 DNA-A and 12
DNA-B) available from GenBank were
performed using the Muscle alignment tool
(Edgar, 2004) available in MEGA5
(Tamura et al., 2011) and edited by eye. In
order to assign sequences to known virus
species and strains, a pairwise distant
matrix was first computed with pairwise
deletion of gaps. Maximum Likelihood
trees were constructed using PHYML 3.0
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(Guindon et al. 2010) with the GTR+I+G,4
model (selected as the best-fit model using
jModelTest2, Darriba et al., 2012) and
Shimodaira-Hasegawa approximate
likelihood ratio tests (SH-aLRT) statistics
to assess the robustness of branches. Trees
were edited in FigTree v1.3 (available
from http://beast.bio.ed.ac.uk/FigTree).

Comparison between spatial and genetic
distances

In order to determine if the geographical
distance between sampling coordinates
were correlated to the genetic distance, we
performed linear and non linear regression
analyses (Weibull and logistic models)
between pairs of genetic and geographical




distances using functions available under R
(R Development Core Team, 2010).
Geographical distance between sampling
sites were computed using functions
available in the R package SoDA. Also, as
geographical distances between sampling
coordinates may not properly recapture
possible  complex route of virus
dissemination (Lam et al.,, 2012), we
reconstruct the plausible GPS coordinates
of the ancestors of the extent virus using a
maximum likelihood method available in
the R package APE (Popescu et al., 2012)
for  ancestral  continuous  character
reconstruction. The estimated geographical
localities at tree nodes, as well as the
geographical localities where the viruses
were sampled, were connected according
to their branching pattern in the tree. Such
connections between geographical states
reveal the putative pathways of viral
migration and are expected to provide a
better estimation of the actual physical
distance that virus cross in their migration
course.

Results and discussion

Among the 149 samples collected in CAR
and Chad (Table 2), we were able to clone
167 begomovirus genomic component of
which 96 were from the ACMV species
(69 DNA-A and 52 DNA-B) and 71 from
the EACMV-UG species (20 DNA-A and
15 DNA-B). Importantly, sequences of
both viruses were obtained for all the
sampling localities.

We therefore reconstruct the phylogeny of
our viruses with all the isolate of the same
species available in GenBank for which
GPS coordinates were available (Figures 2
and 3). Interestingly, whereas both DNA-A
and DNA-B of EACMV-UG isolated from
CAR clustered together (Figure 3), it was
clearly apparent from our analysis that at
least three introductions explained the
observed tree topology for ACMV DNA-A
(Figure 2A).
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While the ACMV DNA-A sequences from
one group were more resembling to those
isolated in Cameroon, the others displayed
higher similarity to those sampled in
Kenya. One isolate, distinct from the two
other groups represent a third introduction.
Regarding the DNA-B components,
probable multiple introductions occur, but
as sequences were spread along the tree,
assessing the number of introduction
events would be illusory. Importantly,
EACMV-UG, which seems to play a key
role in the African CMD pandemic,
display a simple pattern of introduction in
comparison to the apparently complex
history of ACMV dissemination. This
feature is probably due to a recent origin of
EACMV-UG in CAR and Africa in
general. It is probable that the phylogenetic
tree bear the trace of several ACMV
epidemics waves whereas only a single
wave of EACMV-UG seems to have
spread across CAR.

In order to better understand dissemination
mode and pathways of ACMV and

EACMV-UG in CAR and Africa, we
performed  regression  between  the
geographical and genetic  distances

between pair of isolates. Two approaches
were used to compute the geographical
distances. In the first, the direct
geographical distances between sampling
coordinates were used, while in the second,
we took into account the probable
dissemination pathways to obtain the
distances. This second approach should
provide a better estimate of the real
distance that separate two samples.

We performed two linear (with and
without intercept forced to zero) and two
non linear (Weibull and logistic models)
regressions on the data obtained from eight
different virus sets. These virus sets were
defined by the species (either ACMV or
EACMV-UG), the component (DNA-A or
DNA-B) and their origins (either CAR and
Chad or Whole Africa).



Chapitre Il

Fmar7473_BF 2008
SC10B_burundi_1993
988

5 Sci2A_cameroan_1990

5148_iC_1994

AF112352_Gamaronn_1998
[ Ava11ess_cameroon_199

005 AF366902_Cameroon_1998
HMagBaz

tan_z008
GQZ04107_Pakisian_2008
©a204108_Pay 008

[~ GFi18AB_CF_2007
L°Eé118a81_cr_2007

CFIMAN_CF_2007
CF4AB_CF_2007

CF108AS_CF_2007

CF8BAB_CF_2007

CFT2AB_CF_2007
GF78A_CF_2007
FI64AB1_CF_2008

B 1enea_cr_zo07
8 CF121AB_CF_2007
cFiB0AB_CF_2007
cFi16AB_CF_2007
cFraan_cF 2007

"1 ACMV-A-MG

CFIZAM_GF_2007

FJB07631_Angola_2008

CF151A8_CF_2007

FN435273_RODC_2008
HENEISZTT_RDC_2008
Fnassara_RoC_2008
Pldssars_roc_z008
oo 5¢34_RSA 1980
CF101AN_CE_2007
(o, FuasaTeAoc s
= FN435271_RDC_2008
s5c0d
— 006 e [ S
oo
Jifos3428_Kenya_2008
s
053421 _Kenya_2000
9WiBssa20_enya_2000
INOS3427_Kanya_2009
— 07 Gre0AB_CF 2007
CFoMAB CF_2007
005 cF127AB_CF_2007
CF147AB_CF_2007
F149AB1_CF_2007
'4pAB2_CF_2007
el IAN_CF_2007
—aoe
CF150A8_CF_2008
TO24_T0_2008
crasAB_CF_t007
crizaB_cF_z0m7
SAN_CF_2007

CF114AB1_CF_2007

[ CF278_EAGMUGY_GE_2007
TygEreecrmer
Faran_cF_z007
FNSEITE_RDC_2003

5G02a_kenya_1893

JNOS3426_Kenya_2000

L 008

Figure 2: Maximum likelihood (ML) trees showing phylogenetic relationships between DNA-A (A) and DNA-
B (B) sequences of ACMV obtained in RCA (blue), Chad (Red) and from GenBank. Values associated with the
nodes indicate the SH-aLRT support of the predating branches. ACMV-A (A) and ACMV-B (B).

o) CF3sBE_CF_2007
CF41BE_CF_2007
CF381BN_CF_2007
003
.08 CF362BN_GF_2007
CF118_CF_2007
pas CFS9BE_CF_2007
oos

CFTEBE_CF_2007

FN66B379_RDC_2003

CF100BE_GF_2007

CF118BE_CF_2007
CF1Z1BE_CF_z007

[ CF21BN1_CF_z007

o0s
GF21BN2_CF_2007

SBE_CIv_1888
SC16_CIV_1988
008

SC17x_CIv_1988

HEB16778_BF_2008
Se158_CIv_1988
S7E_CIV_1988

SceB_CIv_18

CF84BN_CF_z007

SIE_RSA_1988

e —
5138 _burunal 1993
—es————— | AcMv-B-MG

CFO2BE_GF_2007

CFE7BE_CF_an07

CFOEBN_CF_2007
sse_civ_1as8

oo S14E_cameroon_1904

3

0o
SC12ER_cameroon_1880

CF37BE_CF_2007

CF7BBN_GF_2007
CFT4BE_CF_2007

CFTSBE_CF_2007
N oor CFaseBE_GF_2008

CFOBE_CF_2007

CFI38E_CF_2007
CF104BE_CF_2007
CF127BE_CF_2007

CF1278N_CF_2007

CFI16BE_CF_2008

CF247BE_CF_2007

GF133BE_CF_2007
007

CF108BE_CF_2007
CF200BN_CF_2008
TDEIBE_TD_2008
CFeBE_CF_2007

TD2BE_TD_2008

cranm_cr_aoor
Griase_cr_zo0r
GFeTEe_oF 2Nt
Grissse_cr_aar
To8_ro_s08
crarse_or 2008

CFa4sBE_GF_2008

CF288BN_CF_2008
CFagBE_CF_z007
CF1498N_CF_2007
GFE4BE_CF_2007
CFEIBNI_CF_2007
001
CFEIBNZ_CF_2007

CFSsBE_GF_z007

GF25BE_GF_2007
804
CFZ5BM_CF_2007
CFZ9BE_CF_2007
o
CF20BN_GF_2007
CF2TBE_CF_2007

CFI0BE_CF_2007
cF107BE_CF_2007

77



Chapitre Il

AJTOABST_Kerya_2002
CFIBIAB_CF_2008
«E [
CF150AB_CF_2007 [T
AJT04962_Konya_2002

CFISTAB.CF_2008
CF1128_CF_2007
CFIS0AB_CF_2008
CF140AB_CF_2007

17

o SCIH_Uganda_NULL

r CFS5AB_CF_3007
CF115A8_CF_2007
[
CFE1AB_CF_2007 f———————— CFI028E_CF_2007

o
== cFr1AB_cF_2007

|— crivaas_cr 2007
FMETT4T4_BF_2008 mhe
L 001
CFBAAB_CF 2007
41 004
CFI9KB_CF 2001 TDSBE_TD_2008
L TD1ZBAB_TD_2008 L
o CFHsAD.CE T
~ CFHIAB_CF_2007 |—————— cF1ase_cF 007
0.bd 004
| TD8A_TD_2008
{00
TDsaB_T0_2006
o crsTBE CF 2007

CF66AB_CF_2007
CF43AB_CF_2007

CFMAB_CF_z007 oz Yoo
P criaBE_cF_2007

CFI0SBE_CF_2007

CFIGAB_CF_2007

FNA35281_RDC_2008
o

FN835280_RDC_2008

FN4252T9_RDC_1008 CFIB38_CF_u0a7
SC1x_EACMV_NULL_NULL m

CFI81B_CF_2008

t"‘ AJTI7EI Konya_2002
AJTITSZ2_Kanya_2002

058
Fops——————— AJT7530_Kenya_2002
e AJr7832_Kenya_z002

80— cFi2238 CF 2007

AIT7S2T_Kenya_2002
AJT7526_Kenya_2002

AJTIT525 Kenya_2002 GF1S0BE_CF_2007
AITITS24_Kenya 2002 o

AJTITSZS Kenya 2002

AJTI7S20_Kenya_2002 CF1408E_CF_2007
AJTITS28 Kenya_2002
oo FNAI5278_RDC_2008 o
CF30B_CF_2007

FNBES3TT_Kenya_2000

283257_Uganda_1396

AJTI7EI3 Kenya_2002
AJTATE34 Konya_2001
AJTITEIS Kenya_2002

ASTHTSH Kanya 2002
ASTITST Kanys 2002
ASTITS16 Kanys 2002

CFS838_CF_2007

AJTATS20_Kenys_2002
AITITS19 Kenya_2002
AJTITS1E_Keaya_2002
INGS3447_Kenya_2008
JN053440_Kenya_2008 CFS48_CF_2007
084

INOS3452_Kenya_2008

IN0S1435_Kenya_2008
AJTO4358_Kenya 2002

IND53433_Kenya_2009
JHOS3445_Kanya_2009
004
JNOS3438_Kenya_2003
0,04
INO53444,_Konya_2008

AJTIESY_Kenys_2002

JNOS3442_Kenya_2008
ATO4960_Kenya_2001

JNOSI_Kenya 2000
o

INDS3443_Kenya_2003
NOS3438_Kenya 2008
- Kenya 3 AIT04361_Kemya 2002

INDSI453_Kenya 2008
M
JNOS3433_Kenya 2009

INOS34SE_Kenya 2009 AJT04963_Kenya_2002

N3350 Kenya_2009

HISLAT_Kenya 2009
o
0653445 Komya_2009
4053454 Kemya_2000
003 o0
INOSI4SS_Kemya_2000 '
JNSS34IT_Kanya 2009
084
53449 _Kenys 2009

INIS3451_Kenys 200
IN0S3459_Kenya_2008
IN0S3448_Kenya 2008

[
INOS3458 Kanys_2om8

AJTUATIS_Kenya_2001

AJT04364_Konya_2002

AJTIAIT2 Kenya_2002

JMOSMST_Kenys_2009 AJTO4TY_Kemya_2002
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Table 1 : Spatial-genetic correlation statistics in CMGs pandemic in RCA and Africa

Linear Non-linear
Intercept  No intercept$ Logistic model Weibull model
Virus species Dataset Genomic R2 R? R?  plateau R?
component
DNA-A 0.58 0.24 0.64 0.19 0.65
ACMV RCA — Chad DNA-B 0.21 NA NA NA NA
Africa DNA-A 0.54 NA 0.70 0.098 0.71
DNA-B 0.56 NA 0.70 0.14 0.72
DNA-A 0.41 0.35 NA NA NA
RCA — Chad DNA-B 0.52 0.38 NA NA NA
EACMV-UG
Africa DNA-A 0.024 NA 0.048 0.034 NA
DNA-B 0.36 0.01 042 0.041 NA

$the intercept is forced to zero
NA: no fit obtained or not appropriate

Importantly, as previously demonstrated
for H5N1 pandemic in Indonesia (Lam et
al., 2012), we always obtained a
substantial improvement of the regression
when taking into account the dissemination
routes (Table 1 and Figure 4). In this case,
from 0.21 to 0.72 of the genetic distance
variability was explained with
geographical distance. Only the regression
between genetic and spatial distances of
EACMV-UG doesn't perform well with R2
always inferior to 0.05.

For the local surveys, linear regression
performs almost as well as non-linear
model. This indicates that genetic diversity
increase regularly with genetic distance
and that migration distances are good
estimators of the time during which
mutation has operated. It also highlights
that viruses moves at a regular rate, if not
constant, and exclude the sporadic long
distance movements as the favoured
dissemination mode. This should indicate
that local human- or vector-mediated
movements  probably explained the
dissemination patterns of ACMV and
EACMV-UG we observed.
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To go one step further, we summarized the
directions of migrations inferred from the
reconstruction of the dissemination
pathways (Figure 5). No patterns or
favoured directions of migration were
apparent from the data for ACMV or
EACMV-UG. It is supposed that whereas
ACMV is established from a long time in
CAR and Africa in general, EACMV-UG
progressed recently along the continent
from its emergence origin in Uganda. If
our sampling had recaptured the
progression front, we should have
observed a direction tendency. As it is not
the case, the data may indicate that
EACMV-UG already cross CAR before
we performed the sampling campaign, as
suspected by Zinga et al. (in press).

Interestingly, when moving to continental
scale survey, the non linear regressions
using model that include a plateau
performed the best (Figure 4). This clearly
demonstrates that selection constraints
evolution of ACMV and EACMV-UG
species.
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Figure 4: Representation of pairs of genetic and geographical distances between isolates of ACMV (A, B, C
and D) and EACMV-UG (E, F, G, H). DNA-A (A, C, E and G) and DNA-B datasets (B, D, F and H) were
analysed separately. While regression presented in C, D, G and H are obtained from CAR and Chad datasets, all
the sequences harvested in Africa were used for regression presented in A, B, E and F. The two linear (with and
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geographical distance is indicated on the bottom left corner of each graphical representation.

The plateau corresponds to genetic
distances (substitutions/site) ranging from
0.034 to 0.041 for EACMV-UG and 0.089
to 0.19 for ACMV (Table 1). As multiple
substitutions are taken into account, these
distances are not directly comparable to the
begomovirus species demarcation
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threshold (11% of dissimilarity; pairwise
sequence comparison) but lie in the same
order. The plateau was reached after about
2000 km. While it is not possible with our
analysis to estimate the time required to
cross such a distance, it is nevertheless
apparent that sampling at sub-continental




scale is adequate to recapture CMGs
diffusion process.

Understanding factors associated with
diffusion of pathogens is one of the first
step in our attempt to predict and prevent
emergence of new diseases. At the country
scale, our study reveals that the spatial
distance between isolates is an excellent
estimator of the genetic distance. It may

Chapitre Il

movement and short distance migration are
the common rules of CMGs dissemination.
Propagation of infected stem cuttings and
transmission by insect vectors are probably
the main factors associated with the
dissemination of CMGs in CAR. It
remains to further studies to properly
assess the contributions of stem cuttings
propagation and insect transmission in the
dissemination of CMGs.

indicate that regular rates of virus
A N B N
w — E w — E
S S
C N D N
W e E W E
S S

Figure 5: Schematic representations of the directions and distances of the migrations inferred from the DNA-A
(A) and DNA-B (B) phylogenetic tree after reconstructing probable migrations pathways. Distances are
normalized. The black vertical and horizontal lines indicate the North-South and West-East axis. ACMV-A (A);

ACMV-B (B); EACMV-UG-A (C) and EACMV-UG (D).
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Table 2: Geographical origin of 149 leaf samples presenting cassava mosaic disease
symptoms collected in Central African Republic (CF) and Chad (TD) in 2007 and 2008.

GPS coordinates

Isolate . Elevation A_\groj Cassava
identifier Locality North East (m) cllmatslc cultivar
zone
CF001 Damara 4°57'00  18°42'00 418 SU Vouko gozo
CF002 Damara 4°00'57  18°42'00 418 SU Vouko gozo
CF004 Sibut 5°24'60  19°04'00 442 SG JPN
CF005 Sibut 5°24'60  19°04'00 442 SG JPN
CF006 Sibut 5°24'60  19°04'00 442 SG JPN
CFO007 Bambari 5°37'86  20°46'00 498 SU Vouko gozo
CF008 Bambari 5°37'86  20°46'00 498 suU Vouko gozo
CF009 Bambari 5°37'86  20°46'00 498 suU Vouko gozo
CF011 Alidao 5°24'21  20°59'00 641 GF Vouko gozo
CF014 Alidao 5°02'08  21°03'00 457 GF Vouko gozo
CF015 Alidao 5°02'08  21°03'00 457 GF Vouko gozo
CF016 Kembé 4°41'88  21°31'27 429 GF \ourou gozo
CFO017 Kembé 4°41'88  21°31'27 429 GF Vourou gozo
CF018 Kembé 4°41'88  21°31'27 429 GF \ourou gozo
CF020 Kembé 4°37'59  21°5371 470 GF Vouko gozo
CF021 Kembé 4°37'59  21°5371 470 GF Vouko gozo
CF022 Kembé 4°37'59  21°5371 470 GF Vouko gozo
CF023 Bangassou 4°41'66  22°08'90 527 GF Banga
CF024 Bangassou 4°41'66  22°08'90 527 GF \Vourou gozo
CF025 Bangassou 4°41'66  22°08'90 527 GF \Vourou gozo
CF027 Bangassou 4°39'43  22°16'79 466 GF Abengue
CF028 Bangassou 4°39'43  22°16'79 466 GF Abengue
CF029 Bangassou 4°39'87  22°38'78 535 GF Vouko gozo
CF030 Bangassou 4°39'87  22°38'78 535 GF Vouko gozo
CF032 Bambari 5°49'42  20°48'02 512 SU Vouko gozo
CF033 Bambari 5°49'42  20°48'02 512 suU Vouko gozo
CF034 Bambari 5°49'42  20°48'02 512 SU Bengba gozo
CF035 Bambari 5°49'42  20°48'02 512 SuU Bengba gozo
CFO036 Ippy 6°10'93  21°09'21 609 SU Bengba gozo
CF037 Ippy 6°10'93  21°0921 609 SU Bengba gozo
CFO038 Ippy 6°10'93  21°09'21 609 SU Bengba gozo
CF039 Ippy 6°1093  21°0921 609 SuU Bengba gozo
CF041 Ippy 6°19'91  21°25'25 541 SuU Vouko gozo
CF042 Bria 6°32'79  21°56'01 588 SuU Vouko gozo
CF043 Bria 6°32'79  21°56'01 588 SU Vouko gozo
CF044 Bria 6°32'79  21°56'01 588 SuU Vouko gozo
CF045 Bria 6°33'73  21°59'42 563 SuU Vouko gozo
CF046 Bria 6°33'73  21°59'42 563 SuU Vouko gozo
CF047 Bria 6°33'73  21°59'42 565 SuU \ourou gozo
CF048 Bria 6°33'73  21°59'42 565 SuU \ourou gozo
CF049 Bambari 5°47'03  20°38'60 451 SuU Vouko gozo
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CF093
CF094
CF095
CF096
CF097
CF098
CF099
CF100
CF101
CF102

Bambari
Bambari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Grimari
Bimbo
Bimbo
Baoli
Bossembélé
Bossembélé
Yaloké
Bossemptélé
Baoro
Baoro
Baoro
Baoro
Baoro
Baoro
Baoro
Baoro
Carnot
Carnot
Carnot
Carnot
Carnot
Carnot
Berbarati
Berbarati
Berbarati
Berbarati
Berbarati
Berbarati
Berbarati
Berbarati
Berbarati
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki

5°47'03
5°47'03
5°48'87
5°48'87
5°48'87
5°48'87
5°45'54
5°45'54
5°45'57
5°45'57
5°45'57
5°45'87
5°45'87
4°3077
4°43'53
4°59'61
5°15'82
5°16'87
5°28'41
5°33'13
5°38'66
5°38'66
5°53'64
5°50'70
5°50'70
5°41'20
5°31'95
5°24'85
5°04'50
4°56'19
4°51'20
4°43'66
4°35'90
4°29'56
4°29'58
4°18'10
4°13'56
4°1012
4°04'59
3°59'15
3°56'03
3°49'58
3°43'71
4°04'43
4°04'43
4°04'43
3°57'09
3°57'09
3°55'13

20°38'60
20°38'60
20°17'89
20°17'89
20°17'89
20°17'89
20°00'12
20°00'12
19°52'50
19°52'50
19°52'50
19°42'67
19°42'67
18°28'45
18°10'92
17°54'82
17°37'79
17°09'75
16°47'97
16°26'83
16°03'65
16°03'65
15°45'37
15°19'80
15°19'80
15°56'72
15°56'63
15°58'62
15°57'08
15°52'58
15°48'49
15°48'37
15°47'35
15°50'28
15°48'55
15°48'46
15°51'78
15°57'57
16°04'85
16°07'93
16°13'68
16°17'59
16°13'37
18°12'91
18°12'91
18°12'91
18°00'17
18°00'17
17°52'67
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451
451
582
582
571
571
423
423
435
435
435
520
520
381
373
627
673
714
769
826
740
740
654
654
1041
736
834
862
779
562
581
601
614
610
591
524
570
509
492
468
481
531
394
350
350
350
398
398
579

SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
SU
GF
GF
SU
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG
SU
SuU
SuU
SU
SuU
SU
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
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Vouko gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Damara
Damara
Damara
Bengba gozo
JPN
Damara
Damara
Damara
Bengba gozo
Gabon
Vouko gozo
Togo rouge
Gabon
Vouko gozo
Vourou gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Vourou gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Gabon
Bengba gozo
Gabon
Vourou gozo
Togo rouge
Togo rouge
Togo rouge
Vourou gozo
Bengba gozo
Gabon
Vouko gozo
Gabon
Vouko gozo
Gabon
Gabon
Vourou gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Bengba gozo



CF103
CF104
CF105
CF106
CF107
CF108
CF109
CF110
CF112
CF113
CF114
CF115
CF116
CF117
CF118
CF119
CF120
CF121
CF122
CF123
CF124
CF125
CF126
CF127
CF128
CF129
CF130
CF133
CF134
CF135
CF137
CF138
CF139
CF140
CF141
CF142
CF143
CF144
CF145
CF147
CF149
CF150
CF151
CF152
CF154
CF160
CFl161
CF183
CF184

M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
Boda
Boda
Boda
Boda
Boda
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
Mongoumba
Mongoumba
Mongoumba
Mongoumba
Mongoumba
Mongoumba
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
M'Baiki
Sica |
Sica
Ouango
Mboko
Kossi Wata
Plateau
Sakai
Bimbo
Pétévo
Bimbo
Bimbo
Bimbo
Damara
Damara
Damara
Damara
Damara
Bimbo
Bimbo
Bimbo
M'Baiki
Boing
Boing
Kassai
Boy-rabe

3°55'13
4°02'22
4°08'40
4°12'35
4°12'35
4°12'35
4°16'89
4°16'89
3°47'70
3°47'70
3°44'59
3°40'58
3°40'58
3°40'58
3°42'00
3°42'00
3°35'55
3°35'55
3°35'55
3°35'55
3°46'14
3°46'14
3°55'51
3°55'51
4°22'79
4°22'79
4°22'36
4°22'71
4°25'44
4°21'93
4°24'55
4°20'71
4°19'97
4°27'95
4°33'73
4°33'73
4°38'17
4°38'17
4°48'51
4°53'66
4°58'35
4°18'83
4°18'64
4°1872
4°13'90
4°23'81
4°23'81
4°23'33
4°24'34

17°52'67
17°49'61
17°43'06
17°36'44
17°36'44
17°36'44
17°30'64
17°30'64
18°05'50
18°05'50
18°12'17
18°31'22
18°31'22
18°31'22
18°31'55
18°31'55
18°35'81
18°35'81
18°35'81
18°35'81
18°10'28
18°10'28
18°03'78
18°03'78
18°33'84
18°33'84
18°42'87
18°42'68
18°45'83
18°30'39
18°18'28
18°36'86
18°32'60
18°21'32
18°35'98
18°35'98
18°32'79
18°32'79
18°38'67
18°46'68
18°41'61
18°28'18
18°22'64
18°17'43
18°16'02
18°31'12
18°31'12
18°35'50
18°35'23
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579
584
616
487
487
487
479
479
411
398
399
384
384
384
336
336
348
348
348
348
385
385
407
407
374
374
373
349
366
367
377
395
346
390
395
395
417
417
466
421
425
445
413
381
393
340
340
655
430

GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
SU
SuU
SuU
SuU
SuU
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
GF
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Bengba gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Togo rouge
Togo rouge
Togo rouge
Vouko gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Vourou gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Vouko gozo
Vourou gozo
Vouko gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Bengba gozo
Gabon
Gabon
Bengba gozo
Damara
Damara
Bengba gozo
Vourou gozo
Saweze
Vouko gozo
Bego
Bego
Vouko gozo
Banga



CF185
CF186
TDO1
TD02
TDO03
TD04

TDO05
TDO6
TD08

Boy-rabe
Boy-rabe
Ndokono
Ndokono
Ndokono
Ndokono

Ndokono
Ndokono
Ndokono

4°24'34
4°24'34
9°10'17
9°10'17
9°10'17
9°10'17
9°10'17
9°10'17
9°10'17

18°35'23
18°35'23
18°09'25
18°09'25
18°09'25
18°09'25
18°09'25
18°09'25
18°09'25

430
430
433
433
433
433

433
433
433

GF
GF
South
South
South
South

South
South
South
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Vouko gozo
Bego
Bangaba
Madjigani
Tolmade
Madjigani
Dorkol
Dorkol

Dorkol

*SU: Sudano-Ubanguian; SG: Sudano-Guinean; GF: Guinean forest
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Chapitre 111 : La lutte par la Résistance variétale

Plusieurs programmes de recherche ont été développés par le passé pour (1) identifier des
sources de resistance a la CMD parmi les variétés locales ou introduites de Manihot esculenta
et (2) accroitre la résistance par croisements avec d'autres especes de Manihot, en particulier
Manihot glaziovii. C’est ainsi qu’un important programme a été initi€é par Storey et ses
collaborateurs en Afrique orientale de 1937 a 1957 (Beck, 1982)puis poursuivi par I'Institut
international d'agriculture tropicale (IITA) a Ibadan, au Nigéria (Hahn et al, 1980 ; CTA,
1987 ; Fauquet et Fargette, 1990 ; Legg et al., 2006). Ce programme a largement utilisé le
germplasme d’Afrique orientale, mais y a également incorporé des accessions en provenance
d'Amérique du Sud et d'Inde afin d’améliorer le niveau de résistance, le rendement et la
qualité gustative et nutritionelle (CTA, 1987 ; Fauquet et Fargette, 1990). Les lignées
résistantes créées au Nigéria par I’IITA ont été classées en trois groupes selon les besoins :
industriel, alimentation humaine et alimentation du bétail (Dixon et al., 2008). Elles ont été
distribués dans 20 pays africains mais n’ont pas toujours donné satisfaction, pour plusieurs
raisons : contournement de la résistance, qualités organoleptiques inadaptées, méfiance de la
population vis-a-vis du nouveau matériel, accessibilité difficile (CTA, 1987 ; Fauquet et
Fargette, 1990, Legg et al., 2006). Ces lignées résistantes a la CMD ont été introduites en
Centrafrique entre 1990 et 2000 (Inola et Kafara, non publié¢). Malheureusement, la
distribution de ce matériel a vraisemblablement été faite sans tenir compte de leurs
spécificités organoleptiques et des habitudes culinaires des populations et a abouti au rejet des
lignés. Aujourd'hui face aux contraintes parasitaires associés a la culture du manioc, il
apparait indispensable de mettre a la disposition des paysans un matériel végétal amélioré et

répondant aux exigences des populations.

Notre étude épidemiologique (Chapitre I, Articles 1 et 2) a montré que la maladie de
la mosaique du manioc est la principale contrainte du manioc en Centrafrique avec une baisse
de rendement moyenne estimee a plus de 50%. Dans le but d’améliorer la productivité du
manioc en Centrafrique, nous avons évalué les cultivars centrafricains dans le cadre d’une
sélection variétale participative, multi-sites et multicriteres (Article 4 en préparation pour
Journal of Phytopathology), basée a la fois sur la résistance a la CMD, le rendement, les
qualités organoleptiques des tubercules et leur adéquation avec les habitudes culinaires des

populations centrafricaines. Une sélection participative a eté realisée entre 2010 et 2011 sur
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deux sites ecologiquement distincts : Damara (zone de savane) et Pissa (zone de forét). Elle a
été¢ précédée d’un travail de présélection des cultivars élites sur une période de deux ans
(2008/2009 et 2009/2010), a partir de 163 cultivars de manioc mis en expérimentation en
paralléle sur les deux sites. A 1’issu des travaux de présélection, 36 cultivars de manioc ont été
identifiés comme résistants a la CMD et aux principaux ravageurs du manioc sur le site de
Pissa et 17 a Damara ou la pression naturelle de la maladie est plus forte. Les qualités
organoleptiques de ces cultivars présélectionnés ont été évaluées par les producteurs. Au final,
onze cultivars ont €té retenus et ont fait I’objet d’une évaluation variétale en plein champ sur
les sites de Damara et Pissa entre 2010 et 2011. Ces cultivars ont été retenus sur la base des
critéres suivants: 1’incidence et la sévérité de la CMD, I’incidence des principaux ravageurs,

le rendement, et les qualités organoleptiques.

Cette ¢tude a montré que I’expression de la CMD était beaucoup plus importante a
Damara qu’a Pissa. Une nette corrélation entre 1’évolution des populations de mouches
blanches sur les plants et 1’évolution de 1’incidence et des symptomes de la maladie a été
observée, de la méme fagon que dans d’autres situations épidémiques en Afrique (Hahn et al.,
1980; Fauquet and Fargette, 1990, Ngeve et al., 2003; Adriko et al., 2012). Sur les onze
cultivars testés, huit se sont montrés trés résistants avec une incidence moyenne annuelle
inférieure a 10% sur les deux sites, alors que trois se sont montrés partiellement résistants
avec des incidences semblant dépendre de ’environnement et de I’intensité de la maladie.
Néanmoins, notre étude n’a pas montré d’effet significatif de la maladie sur le rendement chez
ces cultivars partiellement résistants ainsi que sur le témoin local, ce dernier se révélant au
final trés tolérant a la maladie. Notre étude montre un potentiel de rendement moyen de 13-
14 t/ha des cultivars testés dans nos conditions a mettre en regard du rendement moyen estimé
de 3 t/ha en RCA (IFAD, 2008) et de 7-8 t/ha sur le continent africain (IITA, 1990). Comme
cela a été constaté dans d’autres pays, le témoin local garde la préférence des paysans, mais
n’exclue pas la vulgarisation de clones plus résistants a qualités organo-leptiques comparables
et potentiels de rendement équivalents. La question qui se pose est de savoir quelle sera
I’impact de variétés tres résistantes sur 1’évolution des populations virales a plus ou moins
long terme. La distribution et la vulgarisation de ces clones exigent au préalable un travail
d’assainissement pour éviter la propagation des CMGs impliqués dans la CMD en
Centrafrique a travers les plants infectés mais asymptomatiques. La zone de forét, moins

touchée par la maladie pourrait étre retenue pour 1’installation des parcelles de multiplication.
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Evaluation of Cassava cultivars for resistance to cassava mosaic disease and yield
potential in Central African Republic

Innocent Zinga %3, Frédéric Chiroleu *, Charlotte Giraud-Carrier *, Adonise Valam Zango .
Christian Ballot Lawson 2, Silla Semballa 2, Bernard Reynaud *, Pierre Lefeuvre *, Jean-

Michel Lett > and Jacques Dintinger **

Authors’ addresses: *CIRAD, UMR PVBMT, Pdle de Protection des Plantes, 97410 Saint-
Pierre, Tle de la Réunion, France; 2Laboratoire des Sciences Biologiques et Agronomique
pour le Développement (LBSAD), Université de Bangui, BP908 Bangui, Centrafrique;
3Université de La Réunion, UMR PVBMT, Péle de Protection des Plantes, 97410 Saint-
Pierre, Tle de la Réunion, France (correspondence to J.-M. Lett. E-mail: lett@cirad.fr).

Eleven cassava genotypes were tested against cassava mosaic disease (CMD) and
compared to a local susceptible cultivar in field conditions from June 2011 to July 2012
in Central African Republic (CAR) at two sites representative of the savanna (Damara)
and forest (Pissa) zones of the country. The mean number of whiteflies observed on
plants varied among genotypes within each site, but was found nearly three times higher
at Damara than at Pissa, resulting in a CMD incidence nearly five times higher at
Damara than at Pissa. However, no relation was observed between the number of insect
on the plants and the level of susceptibility/resistance of the genotypes. The difference of
disease pressure between the two sites revealed high level of resistance in several
genotypes while some other ones indicated rather only a partial resistance. Nevertheless,
none of the genotypes tested was found immune, in the end, the virus being detected at
least in one site in every genotype, including those ones presenting no symptoms in both
sites. The impact of CMD on yield components was assessed on the local susceptible
check and 3 partially resistant genotypes, showing that the disease has no significant
effect on the tuberous roots number as well as their weight in both sites. The yield
potential varied among different genotypes and between the two sites, the mean number
of tuberous roots as well as their mean weight being higher in Damara than in Pissa.
This study identified highly resistant genotypes such as ‘Gabon’ that performed well in
both sites, and ‘91/02322° that was symptomless and presented a yield potential
equivalent to the local check. These genotypes could be distributed to growers with the
main advantage to be resistant to CMD and, therefore, reducing the risk to spread
sources of inoculum all over the cassava cropping areas in the country.

Keywords: Cassava mosaic disease; local cultivars, improved cultivars, CMD incidence,
resistant cultivars; susceptible cultivars; yield cultivars.
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1. Introduction

Cassava (Manihot esculenta Crantz,
Family Euphorbiaceae) is an important
staple food crop, known for its ability to
grow in poor soils, and is cultivated in
most tropical regions of Africa, Asia and
Latin  America. In Central African
Republic (CAR), cassava is the first food
crop with 2.4 million tonnes of fresh
tuberous roots, equivalent to 600,000
tonnes of chips, ten times higher than
maize or groundnuts production (Mallouhi
and Kafara, 2002). Both tuberous roots and
leaves are eaten, the former as a major
source of carbohydrates and the latter as a
green vegetable providing vitamins,
minerals and proteins (Achidi et al., 2005).
Cassava crop in CAR is affected by several
pests and diseases, the most important
being cassava mealy bug (Phenacoccus
manihoti), green mite (Mononychellus
tanajoa), and above all, cassava mosaic
disease (CMD). This latter is the most
severe and widespread disease on cassava
in CAR, as everywhere in Africa (Patil and
Fauquet, 2009), causing heavy losses and
limiting production of the crop. The first
surveys carried out between 2005 and 2008
in 6 locations showed a yield loss of 50%
due to CMD, with a mean disease
incidence estimated at 73% (Zinga et al.,
2008). The second extended survey
conducted in 27 locations between 2007
and 2008 reported a CMD incidence of
85%. This study also showed that 94% of
the cuttings used by farmers were detected
positive with the virus.

Complete genome sequencing
demonstrated the occurrence in CAR of
two viral species that were shown to be
closely related to the African cassava
mosaic virus (ACMV) and the East
African cassava mosaic virus-Ugandan
variant (EACMV-UG), with an overall
nucleotide sequence identity of 97% and
99%, respectively (Zinga et al.,
unpublished). These viruses belong to the
genus Begomovirus (Family
Geminiviridae) transmitted by whitefly
Bemisia tabaci (Gennadus) (Harrison et al.,
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1997; Otim-Nape et al., 2000). Variant
found in CAR corresponds to EACMV-
UG2 recombinant virus that was
previously reported in Uganda and
associated with the pandemic of unusually
severe CMD last decades (Deng et al.,
1997; Otim-Nape et al., 2000).

In several African countries, cassava
varieties resistant to mosaic were selected
to control the disease (Adriko et al., 2012;
Dixon et al.,, 2008; Egesi et al., 2007;
Fargette and Vié, 1995; Hahn et al., 1980;
Njock, 2012; Owor et al., 2004a; Owor et
al., 2004b). Resistance to CMD has been
successfully incorporated into  high-
yielding cultivars of acceptable
organoleptic quality. After CMD resistant
material was released in the seventies
mainly by the Root & Tuber Improvement
program of the International Institute for
Tropical Agriculture (IITA) (Hahn, 1978),
many promising clones have been selected
in various countries of tropical Africa and
in India. Thus, a participatory selection of
cassava varieties was carried out in Central
African Republic (CAR) on the period
from August 2008 to July 2009, by
screening 162 cassava varieties (143 local
and 19 improved varieties) in two sites.
The plant material was collected in 19
different districts of the country from
farmers’ fields (local varieties) and cassava
collection of Central African Institute of
Agricultural  Research  (CAIAR) in
Boukoko (improved varieties). Before
being introduced in CAR between 1990
and 2000, these improved varieties were
selected by HTA breeding program for
their resistance to the Cassava Mosaic
Disease (CMD), among other
characteristics of economic importance
(Akano et al., 2002; Dixon et al., 2008;
Hahn et al., 1980).

This paper presents the results of a study
aiming to estimate the level of resistance to
CMD as well as yield potential under
natural infection conditions of some elite
cassava varieties screened from breeding
program of IITA.



2. Material and methods
2.1 Plant material

Eleven cassava genotypes were selected
based on four criteria that are (1) CMD
resistance (<10% incidence), (2) pests
resistance (<10% incidence), (3) high and
stable vyields (>15 t/ha) and (4)
organoleptic quality of tuberous root
appreciated by farmers, who were
previously involved in participatory trials
during years 2008/2009 and 2009/2010.
The 11 CMD and pest-resistant genotypes
used in this study consisted of 2 local and 9
improved cassava clones, which were
confronted to the local susceptible cultivar
‘RENDRE’ as the check (Table 1).
Hardwood stem cuttings of 20 cm long of
these 12 clones were collected from plants
without CMD symptoms estimated by
visual assessment on standing plants in
open-field cropping.

2.2 Experimental sites

The site of Damara is located in savanna
zone (4°59°622 N and 18°40°442 E, 316 m
altitude) and characterized by a mean
temperature of 25°C and a rainy season
between May and October. The site of
Pissa is located in forest zone (4°20°712 N
and 18°11°022 E, 378 m altitude) and
characterized by a mean temperature of
24°C and a rainy season between March
and November. Total mean rainfall is
around 1300 mm and 1600 mm for Damara
and Pissa, respectively. The study was
carried out on both sites during the same
period from June 2009 to July 2010,
corresponding to a complete cultural cycle.

2.3 Experimental design

The 12 cassava varieties were planted
following a complete randomized block
design in both sites, with 40 plants per
variety. Each experiment consisted of a
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block of 20m x 24m with 480 plants
planted at a distance of 1 m x 1m between
them, the experimental unit being the
individual plant or the genotype,
depending on the variable analyzed.

2.4 Disease assessment
potential evaluation

and vyield

CMD symptoms as well as the number of
whiteflies were recorded monthly from 1
to 12 months after plantation (MAP) on the
top 5 younger leaves of each plant
individually. The height of plants also was
recorded monthly on each plant
individually. The score of CMD was
estimated following a rating scale from 0
(no symptoms) to 5 (> 80% of leaf area
with symptoms) described by (Cours,
1951). For each variety, the CMD
incidence was estimated as the proportion
of plants presenting symptoms, and the
CMD severity score as the mean rating of
all plants with or without symptoms on the
leaves.

The weight and number of tuberous roots
were recorded at the 12™ MAP (July 2011),
just after harvest. Young leaves of all
plants were collected at 11"MAP for PCR
diagnosis of cassava mosaic begomovirus
(CMB). Yield was estimated as the average
weight of fresh tuberous root per plant
expressed in Kg for each variety.

2.5 PCR tests for virus detection

Leaf samples collected from the two sites
were tested by PCR to check the presence
and the status of begomoviruses in the
assessed plants. A degenerate primers pair
was designed for CMB detection using
complete DNA-A sequences available on
GenBank (in September 2009): VD1863-

A-CMG (5-
TCRTCAATGACGTTGTACCA-3’) and
C12D2391-A-CMG (5-
TTTCCAYCCVAACATTCARGG  -3°).
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Table 1: Characteristics of 12 cassava genotypes used for this study to Pissa and Damara in 2010/2011
in CAR

Code Genotype Location Origin CMDR CGMR CMR FRY
collected
V1 GABON BANGASSOU local h h h >15
V2 ATU BOUKOKO improved h >15
BOUKOKO h h
V3 C96/0012 BOUKOKO improved h h h >15
V4 M85/00676 BOUKOKO improved h h h >15
V5 C96/0013 BOUKOKO improved h h h >15
V6 C96/0080 BOUKOKO improved h h h >15
V7 92/00325 BOUKOKO improved h h h >15
V8 91/02322 BOUKOKO improved h h h >15
V9 C96/008 BOUKOKO improved h h h >15
V10 M61/033 BOUKOKO improved h h h >15
V11 AMALA BOUKOKO local h h h >15
V12 RENDRE YALOKE local s >15
(check) S S

Cassava Mosaic Disease-Resistance (CMDR): (high: h; moderate: m; susceptible: s); CMDR: h (>10%); CMDR: m (<10% and 40%>);
CMDR: s (<40%)

Cassava Green Mite-Resistance (CGMR): (high: h; moderate: m; susceptible: s); CGMR: h (>10%); CGMR: m (<10% and 40%>);
CGMR: s (<40%)

Cassava Mealy bug-Resistance (CMR): (high: h; moderate: m; susceptible: s); CMR: h (>10%); CMR: m (<10% and 40%>); CMR: s
(<40%)

Nutritional Quality Tuberous Root (NQTR): (high: h; moderate: m; low: I)

This pair of primers for CMB was used to the specific set of primers was optimized at
amplify 528 bp of the genome on the 57°C. Amplifications were checked by
replication associated protein (Rep) open- loading 10 ml of PCR products onto 1%
reading frame (ORF). Specific primers sets agarose gels for electrophoresis. The gels
were also designed and developed to were subsequently stained with ethidium
amplify DNA-A fragments of ACMV (821 bromide and viewed under UV
bp) and EACMYV (1682 bp) and to detect transillumination.

single or mixed potential infections: V590-

ACMV-EACMV (5°-

CCTTGGTATCTGTAAGGTGA-3’;

forward common primer), C1410-ACMV 2.6 Statistical analyses

(5’-CAACAACGACCATTCCTGCT-3%; Data processing and analysis were
reverse  ACMV  specific primer) and performed with the software R (version
R2271-EACMV (5°- 2.11.1, R Development Core Team, 2010).
CCAGCATTTAGCTCAGGT-3’; reverse A test of pairwise comparison of
EACMV specific primer). Total DNA was proportions was used based on a Chi-
extracted from dried cassava samples using square test with correction of (Benjamini
DNeasy Plant miniprep kit (Qiagen), and Yekutieli, 2001), to compare the
according to manufacturer’s instructions. global incidence and severity score of
PCR reactions were carried out as disease, plant height, number and weight
described by (Delatte et al., 2005). For of tuberous roots among cassava genotypes
accurate detection of ACMV and and between sites. The effects of disease
EACMV-UG, the annealing temperature of on growth and yield were tested using a
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Generalized Linear Model with likelihood
ratio test (Chi-square test or Fisher test in
case of overdispersion), with Tukey's
pairwise mean comparison test.

3. Results

3.1 Whiteflies populations and evolution
of the disease

At Damara, the number of adults estimated
on plants increased strongly between the
3" and 6™ month after planting (MAP) on
all 12 genotypes, and then declined
(FiglA). At Pissa, we observed two peaks
of whiteflies populations at 4th MAP (dry
season) and 10th MAP (rainy season)
(FiglB). Results of the study showed that
the natural pressure of whiteflies
populations was more important at Damara
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than at Pissa. The annual mean number of
adult whiteflies (Fig 1C and D) was found
significantly (P<0.001) higher at Damara
(16.5/top 5 leaves) than at Pissa (6/top 5
leaves). Analysis of variance revealed a
highly significant effect of the variety
(P<0.001) but also of the variety x site
interaction (P<0.001) on the annual mean
number of  whiteflies per plant.
Nevertheless, ‘C96/0080° was scored as
the less attractive for whiteflies in both
sites with a mean number of whiteflies
significantly lower than the values
observed on local check. At Damara, the
evolution of CMD incidence and score on
local susceptible clone ‘RENDRE’ and on
partially resistant clones ‘C96/0080°,
‘C96/008° and ‘C96/0012° seemed to be
related to the number of whiteflies
observed on the plants (FiglA; Fig2A and
C).

A

K\Y\\\

§%§§

53—*%%

Wean number of adultw hiteflies per plant

Time (months afte p\ (g)

Annual mean number of adult whiteflies per plant

bod  bod  bod bod
Variety

il

Annual mean number of adult whiteflies per plant

Tmelmn ths afte p\ tg)

Fig. 1 Mean number of adult whiteflies per plant in relation with time over cropping period 2010-2011 at
Damara (A) and Pissa (B), and comparison of annual mean number of adult whiteflies per plant at Damara (C)
and Pissa (D) on cassava genotypes GABON (V1), ATU BOUKOKO (V2), C96/0012 (V3), M85/00676 (V4),
C96/0013 (V5), C96/0080 (V6), 92/00325 (V7), 91/002322 (Vv8), C96/008 (V9), M61/033 (V10),
AMALA(V11), and CMD susceptible check RENDRE (V12).

A global increase of the disease was
observed from the end of the rainy season
concomitant with the explosion of
whiteflies populations, quickly reaching its
maximum at the beginning of the dry
season between November (4th MAP) and
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December (5th MAP), with around 90% of
plants presenting symptoms on
‘RENDRE’. Then, the disease decreased
slowly up to the end of the dry season in
April (9th MAP). This global tendency
also was observed for some other partially



resistant clones in Damara, but less clearly.
At Pissa, a very slight increasing of CMD
incidence and score was observed only on
susceptible clone ‘RENDRE” from the
beginning of the dry season, then
continuing to slowly evolve without
decreasing at the end of dry season in
April-May (10th MAP), but stabilizing at
the end of crop cycle around 40% of plants
presenting symptoms (Fig2B and D).

3.2 Evaluation of resistance to CMD
in genotypes tested

At Damara, the annual mean incidence
recorded on susceptible check ‘RENDRE’
reached 70%, followed by ‘C96/0080” with
40%, ‘C96/0012” and ‘C96/008’ with 18%,
‘ATU BOUKOKO’ with less than 10%,
the other genotypes appearing as highly
resistant with less than 3% of plants
attacked by the disease (Fig3A). The
annual mean severity score recorded on the
susceptible check was significantly higher
than the scores evaluated on all the other
genotypes (Fig3C). This score varied
during the crop cycle with a peak at the 5th
MAP, but always was found higher than
the scores observed on all the other
genotypes (Fig2C). A moderate disease
severity score was recorded on ‘C96/008’,
the other genotypes presenting very mild
or no symptoms.

At Pissa, the impact of the disease was
much lower than that one observed at
Damara and visible only on the susceptible
check with an annual mean incidence of
25%, with very mild symptoms on plants
attacked, while all the resistant genotypes
presented almost no symptoms (Fig2D,
Fig3D). Correlatively, mean severity score
on susceptible check as well as on partially
resistant genotypes ‘C96/0012°,
‘C96/0080° and ‘C96/008’ was
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significantly much lower at Pissa than at
Damara (P<0.001) (Fig3C and D).

At the end of the crop cycle, virus
detection showed that none of the
genotypes tested was immune, the virus
being found at least at one site on one or
some plants, even in clone ‘91/02322’ that
scored as the most resistant with no
symptoms rated in both experiments
(FigdA and B ). The presence of virus in
susceptible check was very similar in both
sites, although the symptoms observed
were three times more important at
Damara than at Pissa. On the other hand,
the great differences for virus detection
observed between the two sites seemed to
depend on the inoculation pressure as
previously observed for disease incidence
and score variables. While ACMV was
detected in every genotype in Damara,
EACMV-UG was detected only in some of
them and not in the most resistant such as
‘Gabon’, ‘91/02322°, ‘AMALA’. At Pissa,
ACMV was detected only in seven
genotypes, on a very low number of plants,
except for the susceptible check presenting
a percentage of plants infected similar to
what was found in Damara. At Pissa,
EACMV-UG was detected only on
‘C96/0012° and the susceptible check. Co-
infections with both viral species were
observed on very few plants only on
genotype ‘C96/008’ in Damara,
‘C96/0012° in Pissa, and the susceptible
check in both sites. In the end, virus
detection was more important at Damara
than at Pissa, and the percentage of plants
detected positive with either a viral species
or the other was higher for the susceptible
or partially resistant genotypes than for the
highly resistant ones.
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Fig. 3 Mean disease incidence and symptoms severity score (0-5 rating scale) over cropping period 2010/2011 at
Damara (A, C) and Pissa (B, D), on cassava genotypes GABON (V1), ATU BOUKOKO (V2), C96/0012 (V3),
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together, at Damara (A) and Pissa (B), 12 months after planting, on cassava genotypes GABON (V1), ATU
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Genotype ‘91/02322° did not present any
symptom either at Damara or at Pissa
(Fig3A and B), but nevertheless some
plants were found positive for the presence
of ACMV at Damara, while none at all at
Pissa (Fig4A and B). Generally speaking,
only a very low proportion of samples
from asymptomatic plants (5.1 % at
Damara and 2.3% at Pissa) revealed the
presence of virus, indicating that the field
immunity corresponded to the absence of
infection. On the contrary, the samples
from plants showing symptoms were
detected positive for either ACMV,
EACMV-UG or both species, except in
some cases like the genotypes ‘C96/0080’
and ‘92/00325’ at Pissa.

3.3. Potential yield of cultivars tested
and effect of CMD

The effect of CMD on plant growth and
yield potential was studied on susceptible
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check ‘RENDRE’ in both sites, and also on
partially resistant genotypes ‘C96/0012°
and ‘C96/0080°, but at Damara only.

- Plants growth and effect of CMD. The
growth cassava genotypes estimated
through plant height was found not
significantly different at Damara and Pissa,
while within each site this growth varied
significantly from one genotype to another
(P<0.001) (FighA and B). However, the
disease had no significant effect on plant
growth when observed on susceptible
check or partially resistant genotypes
‘C96/0012° and ‘C96/0080 (P=0.52) at
Damara, and on susceptible check at Pissa
(Fig6A).

- Yield potential and effect of CMD. The
general mean number of tuberous roots per
plant was higher in Damara (5.0) than in
Pissa (3.2) but found not significantly
different (FighC and D). Each genotype
seemed to have produced more tuberous



roots at Damara than at Pissa, except
‘C96/0080°. The general mean weight of
tuberous root per plant seemed to be quite
similar at Damara (1.4kg ~ 14 t/ha) and
Pissa (1.3 kg ~ 13 t/ha), no statistical
significant difference being observed
between the two sites (FighE and F).
Nevertheless, within each site highly
significant  differences were observed
among genotypes at Damara and Pissa
(P<0.001), the three less productive
genotypes being ‘M61/033°, ‘AMALA’
and ‘C96/0013° in both sites. The
susceptible check was the most productive
genotype in Pissa with 2.3 kg/plant and
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among the three most productive in
Damara with 1.9 kg/plant. Despite the fact
that significant differences were observed
among resistant genotypes tested, none
was significantly found more productive
than the check ‘RENDRE’ for the mean
number as well as for the mean weight of
tuberous roots yielded. We showed that the
CMD did not modify significantly either
number or weight of tuberous root yielded
at Damara as well as at Pissa, when
estimated on the susceptible check and on
genotypes ‘C96/0012 and ‘C96/0080°
(FigéB and C).
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(V10), AMALA(V11), and CMD susceptible check RENDRE (V12).
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estimated on cassava genotypes C96/0012 (V3), C96/0080 (V6), and CMD susceptible check RENDRE (V12).

4. Discussion

For both sites, whitefly populations sudden
increasing between the 3™ and 4™ month
after planting was closely related to the
rapid growth of plants and their capacity to
attract insects on young leaves. This stage
also corresponded to the end of the rainy
season and the beginning of the dry season,
which in term of temperature and rainfall is
the most favorable period, as reported in
several studies (Adriko et al., 2012,
Fauquet and Fargette, 1990; Hahn et al.,
1980; Ngeve et al.,, 2003). Our study
revealed that the pressure of whiteflies
populations obtained in the experiment was
more important in Damara than in Pissa.
This is in agreement with several studies in
Africa suggesting that populations of
whiteflies mainly change with
environmental conditions (Adriko et al.,
2012; Fauquet and Fargette, 1990; Hahn et
al., 1980; Ngeve et al., 2003). In Nigeria,
(Golding, 1936) reported that the reduction
of adult whiteflies number after heavy
rains could be associated with the
destructive mechanical action of water.
This could explain the lower prevalence of
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whiteflies populations at Pissa than
Damara, because of more important and
more violent rains in the forest zone.
Moreover, the rain forest also could be an
obstacle for the movement and the activity
of whiteflies. The second peak of
whiteflies observed at Pissa ten months
after planting and corresponding to the
beginning of the next rainy season could be
explained by the rapid emergence of new
leaves (Gibson, 1996; Leuschner, 1978;
Robertson, 1985; Sserubombwe et al.,
2001).

At Damara, the development of CMD
symptoms on plants, with a peak observed
between the 4™ and 5" month after
planting, accompanied the rapid
multiplication of whiteflies on plants of the
local check and partially resistant
genotypes. On the other hand, at Pissa, the
development of symptoms was observed
only on susceptible check and with an
important delay of 4 months following a
moderate multiplication of whiteflies,
indicating agro-climatic conditions
globally unfavorable to the disease. Such
an important difference between cropping




areas already also was observed in Ivory
Coast, where trials were carried out
showing disease incidence that varied
dramatically following the agro-climatic
conditions as well as the availability of
inoculum sources (Fauquet and Fargette,
1990). Damara and Pissa could be areas of
high and low inoculums, respectively
(Mallowa et al., 2006; Ogbe et al., 2003).
Some authors have shown that the soil type
and fertility also may influence the global
pressure of the disease (Hahn et al., 1980;
Muengula-Manyi et al., 2012; Sseruwagi et
al., 2004). For example, in acid soils, CMD
incidence or severity is known to be less
important (Hahn et al., 1980). Disease
evolution reflects fluctuations in whitefly
populations following seasons but also
largely depends on plant age (Adriko et al.,
2012; Fauquet and Fargette, 1990; Hahn et
al., 1980; Ngeve et al, 2003,
Sserubombwe et al., 2001).

When considering the results in Damara
under a relatively severe natural pressure
of the disease, our study confirmed the
high level of resistance in most genotypes
tested, except 1in ‘C96/0080 which
appeared rather as partially susceptible,
and in a less extent in genotypes
‘C96/0012° and °C96/008” recorded as
only partially resistant. All the other
genotypes with less than 10% of plants
presenting very mild symptoms can be
considered as highly resistant. The study

emphasizes genotypes ‘GABON’,
‘91/02322° and ‘AMALA’ as the most
resistant in our conditions of natural

infestation, with almost no symptoms rated
during the whole cropping cycle. Despite
the fact that none of these ones were found
really immune, we may suppose that they
have the genetic potential for controlling
efficiently the disease in conditions of very
heavy pressure of insects. The highly level
of resistance in these genotypes should be
confirmed under artificial inoculation
conditions before to decide which one to
use in a breeding program in CAR. When
the virus was detected in a plant, it
generally concerned the ACMV strain
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alone, sometime the EACMV-UG variant
and very rarely both. In the case of most
resistant genotypes, only ACMV was
detected on some plants in Damara,
therefore suggesting that varietal resistance
strongly reduces the risk of the presence of
EACMV-UG variant, or co-infection with
both strains. In an epidemiological point of
view, the synergy between the two virus
strains in case of co-infection being one of
the main factors explaining the severe
CMD observed in large cropping areas in
RCA (Zinga et al., 2012b), such a varietal
resistance could strongly contribute to
contain the pandemic.

At Damara, the lowest number of
whiteflies was observed on susceptible
check and the less resistant genotype
‘C96/0080°, which was also recorded as
the less attractive for the insect vector in
both sites. Although the mechanisms
controlling this resistance are unknown,
these results suggest that the resistance to
CMD is not due to resistance to the vector,
but rather to the ability of the varieties to
withstand inoculation or suppress the virus
soon after establishment (Fargette et al.,
1996; Hahn et al., 1980; Sserubombwe et
al., 2001). Therefore, the involvement of
resistance mechanisms to the virus sensu
stricto in the most resistant genotypes
could result in a reduction of virus
multiplication in plants as well as of
symptom  severity. Nevertheless, we
observed that absence of symptoms on
some genotypes tested in this experiment
does not exclude the presence of virus in
plants, which, therefore, could actually
remain a source of inoculum. This must be
taken into account for CMD control and
management, and also means that field
selection of resistance should be
complemented with quantitative PCR to
estimate  the importance of this
phenomenon.

When tuberous root yield was often
reported as strongly reduced by CMD in
susceptible varieties (Fauquet and Fargette,
1990), no significant impact of the virus



was observed in our experiment when
estimated on the check and partially
resistant genotypes. This suggests that
these varieties tolerate well the presence of
the virus without being disadvantaged
compared to the varieties that are immune
or presenting a very low incidence of the
disease. Actually, check ’RENDRE’
should be considered as a tolerant variety,
not at all as high sensitive one, due mainly
to levels of symptom severity that are
much lower than those observed on local
susceptible cultivars in other countries like
Uganda for example (Sserubombwe et al.,
2001). Thereafter, this is not a surprise that
our experiment did not reveal any effect of
the disease on vyield, particularly for
partially resistant genotypes, which in the
end were very few affected by the virus.
Another reason of the absence of yield
losses observed on plants infected could be
purely from statistical origin, i.e. mainly
the size of unbalanced samples we
compared and the experimental design.
Estimating the average yield losses due to
the disease requires to test the different
health status categories with simple or
mixed infection compared to a healthy
check and to use a really susceptible
variety for that, and also if possible to plant
stem cuttings that were beforehand
checked negative with PCR. Last, we have
not established with precision the viral
status in our experiment and the mildly
infected plants we obtained could reflect a
situation in CAR that has no possible
comparison yet with what was reported in
other African countries such as Uganda,
Tanzania (Harrison et al., 1997) or
Cameroon (Fondong et al., 2000), where
the ACMV/EACMV mixture provoked
very severe infections. In several studies, a
clear relationship between symptom
severity and yield losses has been
established as well as between symptom
severity and presence of mixed infections.
When referring to the results obtained on
the local cultivar ‘RENDRE”’, it seems that
such mixed infections may occur more

102

Chapitre llI

rarely in CAR yet. Nevertheless, there is a
risk that this situation will move in the next
future toward a more critical pandemic that
could heavily challenge the production of
local cassava cultivars that are for the
moment only mildly-diseased.

For the time, the local cultivar ‘RENDRE’
will probably continue to be grown despite
it expresses mild symptoms when the
pressure of whiteflies is important.
Actually, its inherent tolerance to the
disease, its yield potential found non-
different from that one obtained on best
resistant genotypes as well as its favorable
taste and other desirable characteristics
may explain this situation for the moment.
Local cultivars that express mild symptoms
have been reported to be still commonly
grown in several countries because of their
good vyield potential and this despite the
availability of resistant clones released by
IITA breeding program (Mallowa et al.,
2011). Diffusion to farmers of resistant
cultivars with high yield potential such as
‘GABON’  or ‘91/02322° must be
envisaged in this evolutionary context.
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CHAPITRE IV : Lutter contre la CMD en utilisant la thermothérapie

Les principales méthodes de lutte utilisées pour controler la CMD en Afrique sont
I’utilisation de variétés résistantes et l’assainissement du matériel végétal (Fauquet et
Fargette, 1990; Tresh et Cooter, 2005). Dans le cas de l'assainissement du matériel végétal,
deux techniques sont principalement utilisée avec la sélection sanitaire de boutures
asymptomatiques et 1’¢limination des plantes symptomatiques (sources virales) a ’intérieur
de la parcelle (roguing, Mallowa et al., 2011). L’utilisation de boutures saines permet
rapidement de réduire I’impact de la maladie sur le terrain, d’améliorer la reprise et la
croissance des plantes, et finalement d’améliorer le rendement (Fargette et Fauquet, 1990 ;
Mallowa et al., 2011). D’autres techniques d’assainissement comme la thermothérapie (Kaiser
et Louie, 1982; Kwabena, 2009), associée ou non a la culture de tissus (Kartha and Gamborg;
Adejare and Couytts, 1981), ont permis d’assainir des cultivars sensibles de manioc (Adejare
and Couytts, 1981; Walker et Kaiser, 1982; Manganaris et al., 2003; Kwabena, 2009; Wassa
et al., 2010).

Les enquétés réalisées en 2007 et 2008 en Centrafrique ont démontré que 79% des
boutures utilisées pour la plantation de nouvelles parcelles de manioc sont contaminées par la
CMD (Zinga et al. 2012b). Or, il ne fait aucun doute que la qualité sanitaire des boutures
représente un €¢lément clef pour éviter les €épidémies précoces de CMD et limiter I’impact sur
le rendement (Fargette et Fauquet, 1990). Face a I’attachement de la population pour les
variétés locales de manioc et 1’état sanitaire déplorable des boutures, nous avons entrepris de
mettre au point et d’évaluer ’efficacité de la thermothérapie (Article 6 en préparation pour
Journal of Phytopathology). La thermothérapie a I'avantage d'étre une technique simple et peu
couteuse. Des travaux ont précédement démontré son intérét dans la lutte contre la CMD.
Cependant, il restait a tester cette technique dans les conditions épidémiologiques de RCA et a
mettre au point une méthode pour son utilisation courante en plein champ (Kaiser and
Teemba, 1979; Kwabana, 2009).

Les boutures contaminées d’une variété locale sensible a la CMD ont été
thermotraitées dans des bains d’eau chaude entre 43°C et 51°C pendant 30 minutes puis
évaluées en plein champ sur une période de 12 mois jusqu’a la récolte. Globalement, méme si

aucune des températures de traitement testées n’a permis d’éliminer le virus et d’obtenir
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100% de plantules indemnes de CMD, les boutures de manioc thermotraitées produisent des
plantes avec une incidence et une sévérité des symptémes de la CMD significativement plus
faible que les plantes non traitées. Nos résultats montrent que 49°C représente la température
optimale de traitement, sans impact négatif sur la capacité de régénération des boutures, et
pour laquelle nous avons observé le rendement en tubercules le plus élevé (4,7 kg / plant),
équivalent aux boutures non traitées issues de plantes asymptomatiques (4,6 kg / plant). Nos
données confirment l'intérét de la thermothérapie pour maintenir un haut niveau de
performance des cultivars locaux dans des conditions séveéres d’épidémie de CMD. L’étude de
la faisabilit¢ du déploiement en milieu rural de cette méthode d’assainissement est

actuellement en cours.
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Field evaluation of the effectiveness of thermotherapy against cassava mosaic disease in
Central African Republic

Innocent Zinga “*3, Frédéric Chiroleu *, Emmanuel Kamba 2, Charlotte Giraud-Carrier *,
Mireille Harimalala *, Ephrem Kosh Komba 2, Simplice P. Yandia ?, Silla Semballa %, Bernard
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The effectiveness of thermotherapy in managing cassava mosaic disease (CMD) was
studied in the field on a susceptible local cultivar in the Central African Republic
epidemiological conditions. Diseased plant cuttings were treated in heated water bath
with temperature ranging from 43 to 51°C during 30 min and cultivated in field.
Treatments from 43 to 49°C were found to have no deleterious effect on both the
survival of cuttings and regeneration of plants. One month after planting (MAP), for the
cuttings treated between 47 and 49°C, up to 40% of the cuttings had regenerated a plant
without CMD symptoms compared to 7% for untreated cuttings. After three and five
MAP, cassava cuttings treated at 49°C produced plants with a significantly lower
incidence of CMD than those obtained with the other treatments. All plants grown from
treated cuttings have developed CMD symptom of y significantly lower severity than
those observed for untreated cuttings between 5 and 12 MAP. The highest tuberous root
yield was obtained with diseased cuttings treated at 49°C (4.7 kg/plant), equivalent to
untreated symptomless cuttings (4.6 kg/plant). These data have clearly demonstrated the
value of thermotherapy as an interesting technique contributing to maintain a high level
of production for local cultivars under severe CMD epidemic conditions.

Keywords: Manihot esculenta, cassava mosaic disease, phytosanitation, thermotherapy,
CMD incidence and severity, yield.
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Introduction

Cassava (Manihot esculenta Crantz,
Family Euphorbiaceae) is one of the most
cultivated and the most consumed staple
crop in sub-Saharan Africa (FAOSTAT,
2009). However, cassava mosaic disease
(CMD), transmitted by the whitefly Bemisia
tabaci (Gennadius) and perpetuated through
cuttings, causes severe losses annually in all
cassava-growing areas of Africa. Of the 134
million tonnes of tuberous roots produced in
Africa in 2010, losses were estimated at 35
million metric tons (FAOSTAT, 2012).
Except the recent cassava brown streak
disease epidemic in East Africa (Legg et al.,
2011), CMD is the principal limitation factor
for cassava cultivation in tropical and
subtropical regions in Africa (Fondong et al.,
2000; Harrison et al., 1997; Legg et al.,
2006; Owor et al., 2004a; Owor et al.,
2004b; Pita et al., 2001; Zinga et al., 2008).

Several studies have demonstrated that
phytosanitation measures improve the
health-status of cassava planting materials
and then, contribute to improve the cassava
production (Fauquet and Fargette, 1990;
Kaiser and Teemba, 1979; Kartha and
Gamborg,  1975; Kwabana,  2009).
Thermotherapy technique coupled with
tissue culture, to cure the infected plants,
have been carried out from the 70s in several
countries (Kaiser and Teemba, 1979; Kartha
and Gamborg, 1975). In Nigeria, meristem
tips from diseased cassava plants subjected
to heat treatment at 35-38°C during 30 days
were found healthy after visual inspection of
the leaves (Adejare and Coutts, 1981). In
Ghana, similar results were obtained with
CMD plants treated at 37°C for 30 days
(Kwabana, 2009). Thermotherapy performed
directly on the cuttings from plants affected
with CMD was initiated in Kenya (Kaiser
and Louie, 1982). After hot-air treatment of
plants contaminated with CMD at 37°C
during 87 to 105 days, the pathogen was
eradicated from 33 to 44% of tip cuttings
(1.0-1.5 cm long). However, they concluded
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that hot-water treatments of diseased stem
cuttings, at 50 or 55°C for varying intervals,
had not therapeutic effect.

Temperature dramatically affects plants-
virus interactions (Szittya et al., 2003).
Environmental factors have been shown to
modify plant-virus interaction with an
attenuation of virus-induced symptoms at
high  temperature  (Harrison, 1956)
Consequently, thermotherapy has been
considered as a first-choice method to free
vegetative material from viruses
(Manganaris et al, 2003). It was
demonstrated that the underlying molecular
mechanism behind the effect of temperature
on symptom severity of Cymbidium ring
spot virus (CymRSV; an RNA virus) was
associated with gene silencing. The increase
of temperature leads to an increase in virus-
derived siRNA accumulation, resulting in
fewer symptoms development (Szittya et al.,
2003) . Cassava geminivirus-induced RNA
silencing was also found to be increased by
raising the temperature from 25°C to 30°C,
with the appearance of asymptomatic newly
developed leaves, irrespective of the nature
of the virus (Chellappan et al., 2005).

In Central African Republic (CAR) cassava
is the first food crop with 2.4 million metric
tons of fresh tuberous roots, equivalent to
600,000 tons of chips, a production ten times
higher than maize or groundnuts (Mallouhi
and Kafara, 2002). Both tuberous roots and
leaves are eaten, the former as a major
source of carbohydrates and the latter as
green vegetable providing vitamins, minerals
and proteins (Achidi et al., 2005). Disease
surveys conducted in CAR between 2005
and 2008 have reported a 85% incidence of
CMD with a yield loss estimated at 50%
(Zinga et al., 2008; Zinga et al., 2012b).
Importantly, these studies also demonstrated
that 79% of the cuttings used by farmers for
cultivation were contaminated with CMD.
Molecular characterization of the viruses
involved also showed that the causal agents
of CMD in CAR were the African cassava



mosaic virus (ACMV) and the Uganda strain
of East African cassava mosaic virus
(EACMV-UG), with 58% of diseased
samples presenting mixed infection (Zinga et
al., 2012b; Zinga, 2012a). Even if
management efforts to control CMD have
mainly focused on multiplication and
dissemination of resistant varieties (Otim-
Nape et al., 2000), the application of
phytosanitation deserve further research.
This paper presents results on the study of
the effectiveness of thermotherapy in
managing cassava mosaic disease (CMD) in
the field and under Central African Republic
epidemiological ~ conditions.  Particular
attention was paidto the identification of
cheap and readily applied management
measures that could be popularized in rural
areas.

Material and Methods
Plant material and experimental design

Cuttings from the local CMD-
susceptible cultivar ’Yalipé’ showing with
symptom (severity score of= 3 following
(Cours, 1951) rating scale) and symptomless
cuttings from the same cultivar were
collected in cassava fields at Damara. Two
hundred diseased cuttings of 30 cm long
were split up in five sets (40x5),
corresponding to  five  temperature
treatments. Each set was treated during 30
min into a heated-water bath at 43°C (T1),
45°C (T2), 47°C (T3), 49°C (T4) or 51°C
(T5). Three untreated controls of 40 cuttings
each were integrated in the experimental
design with (i) a diseased control of Yalipé
cultivar, (ii) a symptomless control of Yalipé
cultivar, and (iii) a healthy control of a
cassava cultivar from Reunion Island free
from CMD. All the cuttings were planted
following a complete randomized block in
open field and spaced at 1 m x 1 m.
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Experimental site

Experimental site was located at
Kapou, 40 km south of Bangui in the
Guinean  forest zone  (04°13’425N;
18°18°034E; 255m altitude) characterized by
an annual mean temperature of 25°C with a
rainy season between May and October and
a dry season between November and April.
Annual mean rainfall is 1600mm. The study
was carried out from August 2010 to July
2011, corresponding to a complete cultural
cycle.

Assessment of thermotherapy

On each plant, CMD incidence,
CMD symptom severity score and
abundance of whiteflies were recorded on
the top five younger leaves monthly from 1
to 12 months after plantating (MAP). The
CMD incidence was calculated as the
proportion of plants presenting with
symptoms. The CMD symptom severity
score was rated on a six-point scale (Cours,
1951) with 0, no symptoms; 1, mild
chlorosis without leaf deformation; 2, clear
mosaic with or without slight leaf
deformation; 3, strong mosaic all over the
leaflets with mild deformation; 4, strong
mosaic all over the leaflets with severe leaf
deformation; and 5, severe mosaic and
severe reduction of leaf size. The weight of
tuberous roots was recorded twelve MAP
(July 2011) at harvest. The vyield was
estimated as the average weight in kg of
fresh tuberous roots per plant and per
treatment.

Statistical analyses

Data processing and analysis were
performed with the R software (version
2.11.1, R Development Core Team, 2010). A
test of pairwise comparison of proportions
was used based on a Chi-square test with
correction of Benjamini and Yekutieli
(2001)), to compare the global incidences,



Chapitre IV

the symptom severity scores and the weight  rainy season; Figure 1). Importantly, no
of tuberous roots between each treatment.  difference of the mean number of whiteflies
The effect of yield was tested using a  was observed between untreated and treated
Generalized Linear Model with likelihood  plants.

ratio test (Chi-square test or Fisher test in

case of overdispersion), and Tukey's

pairwise mean comparison test. Effect of thermotherapy on plants

regeneration

Results Treatments from 43 to 49°C were
found to have no significant deleterious
effect on the survival of cuttings and

The whitefly abundance observed on  regeneration of cassava plants with nearly
plants was low (1-3 whiteflies) during the ~ 100% of plants regenerated, while only 80%
first three months of the experiment and  Of the cuttings treated at 51°C regenerated
thereafter gradually increased to reach a first ~ cassava plants (significantly different from
peak at seven MAP (22-28 whiteflies, during ~ Other treatments at P<0.005; Table 1).
the dry season) and then a second peak at
eleven MAP (10-18 whiteflies, during the

Abundance of whitefly vectors

Table 1: Effect of thermotherapy on plants regeneration

Treatment T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
(43°C°) (45°C) (47°C) (49°C) (b1°C)
Plants 100% 100% 99% 100% 80% 100% 97%  95%
regeneration
Mean + SE a a a a c a b b

T1: treated diseased cuttings to 43°C, T2: 45°C, T3: 47°C, T4: 49°C, T5: 51°C, T6: untreated diseased cuttings,
T7: untreated healthy cuttings and T8: healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island. Standar error:
SE

CMD incidence

One MAP, statistical analyses revealed that  moderate CMD incidence of 61%, 59% and
the lowest CMD incidences were obtained  57%, respectively.

for untreated symptomless cuttings (T7, ) o ) .
23%) and untreated healthy cuttings from Highly significant differences were obtained

Reunion Island (T8, 5%). On the other hand, bgtween the u_ntreated control (T6) and the
the highest CMD incidences were observed ~ diseased cuttings treated at 49°C (T4,
on plants grown from untreated diseased ~ P=0.0006), 47°C (T3, P=0.0019) and 51°C
cuttings (T6), diseased cuttings treated at  (T9 P=0.0016). Although the incidence of
43°C (T1), and 45°C (T2), with CMD the CMD on these plants reached 100%
incidences of respectively 93%, 88% and  €ight MAP, the plants regenerated from
85% (Figure 2). Grown plants from diseased ~ diseased cuttings treated at 49°C (T4)

cuttings treated at 47°C, 49°C and 51°C had ~ Present with  significantly lower CMD
incidence than those treated at 47°C and

51°C (P<0.001) between three and five
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MAP, suggesting that 49°C is the most
effective treatment for reducing the disease
incidence. The rapid increase of CMD
incidence from 5 to 100% at 3 MAP for the
Reunion cultivar free of virus confirmed the
high susceptibility of this cultivar as well as
the high whitefly population pressure.

CMD symptom severity

While during the first five months, plants
grown from diseased cuttings treated from
45°C to 51°C (T2 to T5) present a
significantly lower CMD symptom severity
score than untreated diseased plants (T6)
(P<0.05), only treatments at 47°C (T3) and
49°C (T4) present with significantly lower
severity score than untreated diseased plants
(T6) during the twelve months of the
experiment (P<0.05; Figure 3).

At twelve MAP, the plants grown from
cuttings of the healthy cultivar from Reunion
island (T8) show the highest CMD symptom
score (mean score 2.8, P<0.05), followed
successively by the untreated diseased
cuttings (T6, mean score 2.4), the untreated
symptomless cuttings (T7, mean score 2)
and the treated diseased cuttings T1 (mean
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score 1.85), T5 (mean score 1.8), T4 (mean
score 1.7), T2 (mean score 1.6) and T3
(mean score 1.5).

Importantly, the plants grown from treated
diseased cuttings (T1 to T5) have
significantly lower CMD symptom scores
than those from untreated diseased cuttings
(T6) (P<0.05), suggesting that
thermotherapy of cuttings has the ability to
reduce the expression of CMD symptoms.

Weight of tuberous roots

The highest mean weight of tuberous
roots per plant were obtained with plants
grown from untreated symptomless cuttings
(T7, 4.6 kg/plant) and treated diseased
cuttings at 49°C (T4, 4.7 kg/plant) (Figure 4,
P<0.05). Statistically lower vyield were
obtained from the other treatments with
3.11kg/plant from treated diseased cuttings
at 47°C (T3), 2.8 kg/plant for untreated
diseased cuttings (T6), 2.5 Kkg/plant for
treated diseased cuttings at 45°C (T2), 2.3
kg/plant for treated diseased cuttings at 43°C
(T1), and 2.09 kg/plant for untreated healthy
cuttings from Reunion Island (T8).
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Fig. 1 Population whiteflies abundance on treated diseased cuttings, untreated diseased cuttings and untreated
healthy cuttings of local cultivar (Yalipé) and healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island free
from CMD over 12 months after planting (MAP) at Kapou (2010/2011). T1: treated diseased cuttings to 43°C,
T2: 45°C, T3: 47°C, T4: 49°C, T5: 51°C, T6: untreated diseased cuttings, T7: untreated healthy cuttings and T8:
healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island free from CMD.
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Fig. 2 Incidence of cassava mosaic disease on treated diseased cuttings, untreated diseased cuttings and
untreated healthy cuttings of local cultivar (Yalipé) and healthy control of a cassava cultivar from Reunion
Island free from CMD over 12 months after planting (MAP) at Kapou (2010/2011). T1: treated diseased cuttings
to 43°C, T2: 45°C, T3: 47°C, T4: 49°C, T5: 51°C, T6: untreated diseased cuttings, T7: untreated healthy cuttings
and T8: healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island free from CMD.
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Fig. 3 Mean cassava mosaic disease symptoms score (score 0-5) on treated diseased cuttings, untreated diseased
cuttings and untreated healthy cuttings of local cultivar (Yalipé) and healthy control of a cassava cultivar from
Reunion Island free from CMD over 12 months after planting (MAP) at Kapou (2010/2011). T1: treated
diseased cuttings to 43°C, T2: 45°C, T3: 47°C, T4: 49°C, T5: 51°C, T6: untreated diseased cuttings, T7:
untreated healthy cuttings and T8: healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island free from CMD.
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Fig. 4 Mean weight of tuberous root of treated diseased cuttings, untreated diseased cuttings and untreated
healthy cuttings of local cultivar (Yalipé) and healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island free
from CMD over 12 months after planting (MAP) at Kapou (2010/2011). T1: treated diseased cuttings to 43°C,
T2: 45°C, T3: 47°C, T4: 49°C, T5: 51°C, T6: untreated diseased cuttings, T7: untreated healthy cuttings and
T8: healthy control of a cassava cultivar from Reunion Island free from CMD.
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Discussion
Our results have clearly
demonstrated that thermotherapy of

diseased cuttings at 47 to 49°C during 30
minutes has a significantly positive effect
on the production of cassava plants without
CMD symptoms. One MAP, with these
treatments, up to 40 % of the plants were
symptomless compared to only 7% for the
untreated control. However, none of the
tested temperatures allowed to completely
eliminate symptoms or even to reach the
healthy plant rates obtained from control
cuttings (77 and 93% healthy plants grown
from symptomless cuttings of the local
cultivar and healthy cuttings from Reunion
free of CMD, respectively). These results
are similar to those obtained by Kaiser and
Louie (1982) who concluded that the hot-
water treatments of diseased stem cuttings
at 50 or 55°C for varying intervals were
not therapeutic. In contrast to untreated
diseased cuttings and untreated
symptomless cuttings which achieved
100% of diseased plants after 2 and 7
MAP, the diseased cuttings treated at
47°C, 49°C and 51°C reached 100%
incidence of CMD only at 8 MAP. Also, in
our study all plants grown from hot-water
treated diseased cuttings  expressed
significantly  lower CMD  severity
symptoms compared to untreated diseased
cuttings at 12 MAP. These results confirm
that heat treatment stimulate CMD
resistance (Dunoyer, 2009; Kaiser and
Louie, 1982; Kwabana, 2009; Manganaris
et al., 2003). Similar CMD severity
symptom reductions after thermotherapy
were observed by Kwabena (2009) on a
local cultivar from Ghana. The effect of
temperature was associated with RNA
silencing. Drastically elevation of virus-
derived short-interfering RNA (siRNA)
accumulation  was  measured  with
increasing temperature, resulting in fewer
symptom developments (Chellappan et al.,
2005; Dunoyer, 2009; Szittya et al., 2003).

In our study the highest yield has been
obtained with plants grown from treated
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diseased cuttings at 49°C (4.7 kg/plant), a
yield statistically similar to that obtained
from untreated symptomless cuttings (4.6
kg/plant). Although plants grown from
diseased cuttings treated at 47°C, 49°C and
51°C have a similar CMD incidence at 1
MAP (61%, 59% and 57%, respectively),
the treated diseased cuttings at 49°C
significantly present lower CMD incidence
between 3 and 5 MAP compared to plants
from the two other treatments. Thus, our
results suggest that the lower incidence and
severity of the disease during the first eight
months of plant growth have a significant
effect on the final yield. These
observations are consistent with previous
field experiments were yield of cassava
decreased dramatically when the infection
occurs early (Fargette, 1987; Fauquet and
Fargette, 1990).

From our results, it is clear that farmers
can benefit from growing thermo-treated
cuttings of local cultivars, especially in the
CAR where it was demonstrated that the
majority of cuttings used by farmers are
contaminated (Zinga et al., 2012b). This
simple technique is particularly appealing
because of the probable involvement of
RNA silencing (Chellappan et al., 2004;
Chellappan et al., 2005). This technique is
therefore appropriate to local cultivars
generally susceptible to CMD but adapted
to the agro-ecological conditions of the
country and the tastes and customs of the
farmers. Cheap and easy to implement, this
technique represents an underestimated
cultural practice that should be associated
with all existing phytosanitary measures to
control CMD in Africa such as spread of
mosaic-free cuttings, roguing of diseased
plants and deployment of resistant cultivars
(Fauquet and Fargette, 1990; Thresh and
Cooter, 2005).
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Discussion genérale

La maladie de la mosaique du manioc (CMD) est I’'une des contraintes majeures de la
production du manioc en Afrique. Elle est endémique sur le continent et est actuellement
causée par neuf espéces virales appartenant au genre Begomovirus (Confére paragraphe
1.3.3.2). L’émergence d’une nouvelle souche recombinante de ’TEACMV (EACMV-UG),
associée aux infections mixtes (ACMV et EACMV-UG), a été un des parametres
épidémiologiques clef a I’origine d’une épidémie sévére de CMD en Ouganda dans les années
1990 (Zhou et al., 1997; Patil et Fauquet, 2009). Cette épidémie qui a réduit la production de
manioc de 82% en Ouganda et éliminé au passage certaines variétés vulnérables (Thresh et
al., 1994a), s’est répandue rapidement en Afrique de I’Est et du Centre, pour atteindre certains
pays d’Afrique centrale comme le Congo, la République Démocratique du Congo et le Gabon
(Fondong et al., 2000; Legg, 1999; Legg and Fauquet, 2004; Ntawuruhunga and Legg, 2007).
Récemment la Centrafrique a également été touchée par la pandémie. Le manioc représente la
premiere source alimentaire et de revenu de la population centrafricaine, avec une production
de 600 000 tonnes de cossettes par ancouvrant plus de 50% des besoins énergétiques de la
population (Mallouhi and Kafara, 2002). La baisse de rendement du manioc, enregistrée ces
dix dernieres années, a coincidé avec I’apparition de symptomes séveres décrits comme la
Iépre du manioc ou bourouma dans la langue locale. En Centrafrique, le rendement moyen est
faible et tourne autour de 3 tonnes a I’hectare (IFAD, 2008) contre 7 a 8 t/ha en République
Démocratique du Congo (RDC), 11 t/ha au Nigéria, 14t/ha au Brésil, 21 t/ha en Thailande
(FAOSTAT, 2009). Les importations de manioc des pays voisins (Cameroun et RDC)
interviennent souvent pour compenser la production déficitaire, car le besoin est estimé a 900
000 tonnes de cossette par an (IFAD, 2008).

Afin d’augmenter les rendements et pour lutter contre la CMD, des variétés résistantes ont eté
introduites du Nigéria par I’Institut Centrafricain de Recherche Agricole (ICRA) dans les
annees 1990 (Inola et Kafara, non publié¢). Ces variétés améliorées ont été pour 1’instant
faiblement vulgarisees car pas assez adaptées aux conditions agro-climatiques et ne

correspondant pas aux attentes et goQt des agriculteurs.
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Situation épidémique de la CMD en Centrafrique

L’enquéte préliminaire réalisée de 2005 a 2006 dans six localités a montré une
incidence moyenne de la CMD de 74% a I’échelle nationale, avec un maximum (97%)
enregistré a I’extréme ouest du pays et un minimum (67%) au centre (Chapitre I, Zinga et al.,
2008).

L’évaluation de I'impact de la maladie sur les cultivars de manioc a permis d’estimer une
baisse potentielle de rendement de 49%, résultat en adéquation avec les études réalisés
précédemment. Les travaux de Thresh et collaborateurs (1994a) ont montré que 50 a 60%
d’incidence peuvent provoquer une perte de 30% a 40% de la production de manioc. En
Ouganda, I’évaluation de I'impact de la CMD sur un cultivar local sensible a montré des
pertes de 42% a 82% selon le type (simple ou mixte) et la nature (ACMV et/ou EACMV-UG)
de l’infection (Owor et al., 2004a; Owor et al., 2004b). Les résultats de cette enquéte
préliminaire nous ont permis de conclure a une situation épidémique sévére de la CMD en
République Centrafricaine (RCA). D’autre part, I’observation d’un gradient d’incidence de la
maladie sévére entre I’ouest et le centre du pays suggérait 1’existence d’un front épidémique

et ’introduction de la forme sévére de la maladie par le sud-ouest du pays.

Afin de vérifier cette hypothése, une enquéte élargie a 27 localités en Centrafrique va été
réalisée entre 2007 et 2008 Zinga et al., 2012a ), en utilisant le protocole standardisé de
I’TIITA (Sseruwagi et al., 2004b). La CMD s’est au final révélée étre bien la premiére
contrainte biotique du manioc en Centrafrique avec une incidence et une sévérité élevées,
respectivement de 85% et de 2,7. Des incidences similaires, enregistrées pendant la pandémie
de CMD sévére en République Démocratique du Congo (86%, Legg et al., 2006), en Ouganda
(84%, Legg and Ogwal, 1998) et en Tanzanie (80%, Ndunguru et al., 2005), ont permis de
confirmer la situation épidemique sévere de la CMD en République Centrafricaine (RCA),
méme si des sévérités moyennes légérement supérieures ont été enregistrées lors en Ouganda
(3) (Sseruwagi et al., 2004b) et en RDC (2,9) (Ntawuruhunga and Legg, 2007). D’autre part,
nos travaux ont permis de démontrer que cette situation epidémique en Centrafrique était
principalement due a la mauvaise qualité phytosanitaire des boutures utilisées par les

agriculteurs. En effet, 79% des boutures utilisées pour la replantation sont contaminées par la
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CMD, confirmant les résultats de travaux similaires effectués ailleurs en Afrique (Ndunguru
et Jeremiah, 1999; Ntawuruhunga et Legg, 2007; Sseruwagi et al., 2004b). L’utilisation de
boutures de mauvaise qualité sanitaire s’explique par 1’indisponibilité de matériel sain et/ou
par I’ignorance de la maladie. Ces constatations mettent 1’accent sur I’importance et I’urgence
de la mise en place (1) de programmes de sensibilisation de la population rurale a cette
maladie et ses conséquences sur le rendement, et (2) d’une stratégie de lutte basée sur

I’utilisation de variétés résistantes et les méthodes d’assainissement.

Contrairement a la pandémie sévere de la CMD en Ouganda, ou la pullulation des aleurodes a
été un facteur clef dans la propagation de la maladie, avec en moyenne 7,1 insectes/plant
(Sseruwagi et al., 2004b), nous avons observé lors de notre enquéte une abondance
relativement faible des aleurodes (1,5 insecte/plant). L’incidence élevée de la CMD en
I’absence de populations d’aleurodes abondantes sur les cultures de manioc suggére que la
maladie en Centrafrique est pour I’instant principalement due a la transmission par les
boutures contaminées et que le front épidémique de la CMD sévére aurait déja traversé le
pays. Néanmoins, les travaux actuels sur 1’abondance des mouches blanches en Afrique sub-
saharienne montrent que les populations d’aleurodes fluctuent rapidement au cours des
saisons (Fishpool et al., 1995). Afin de déterminer I’importance de 1’insecte vecteur dans la
transmission des CMGs impliguées dans la CMD en Centrafrique, une évaluation saisonniére
de I’abondance des populations d’aleurodes et de leur capacité de transmission naturelle devra
étre effectuée dans les différentes zones agro-écologiques du pays (Ariyo et al., 2005; Fauquet
and Fargette, 1990; Mallowa et al., 2011; Monde, 2010).Notre étude a au passage permis de
remarquer 1’importance de 1’acarien vert qui représente le premier ravageur et la deuxiéme
contrainte biotique du manioc en RCA. L’insecte a été observé en cohabitation avec la CMD
dans 13 localités sur 27. Cette cohabitation représente une situation a risque car elle pourrait
accentuer les pertes de production liées a la CMD par synergisme.

En conclusion, nous avons donc établi que la situation épidémique de la CMD en Centrafrique
est a I’heure actuelle comparable a celle qui prévalait en Ouganda dans les années 90 (Gibson,
1996; Otim-Nape et al., 1994). L’identification et la caractérisation moléculaire des CMGs
impliqués dans cette epidémie en Centrafrique a donc représenté la seconde étape de notre

travail.
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Les bégomovirus impliqués dans la CMD en Centrafrique : diversité et distribution

géographique

Nos travaux de diagnostic par PCR avec des amorces spécifiques ont permis de
détecter la présence de ’ACMYV et de ’TEACMV-UG, en infection simple ou mixte, dans les
échantillons symptomatiques de feuilles de manioc centrafricain (Chapitre I, Zinga et al,
2012a). La caracterisation moléculaire de leur génome bipartite (ADN-A et ADN-B) et
I’obtention de séquences nucléotidiques complétes ont permis de confirmer leur statut
taxonomique (Zinga et al, 2012b). Nous avons ainsi pu démontrer I’implication de ’ACMYV et
de PEACMV-UG dans I’épidémie de CMD sévére en Centrafrique, de fagon trés similaire a
ce qui avait été constaté en Ouganda dans les années 1990, et dans les pays voisins touchés
par la pandémie, notamment la République Démocratique du Congo (RDC), le Congo, le
Gabon et le Cameroun (Akinbade et al., 2010; Fondong et al., 2000; Legg, 1999; Legg and
Fauquet, 2004; Neuenschwander et al., 2002; Patil et Fauquet, 2009)Nos résultats semblent
confirmer 1’hypothése émise par Legg et al (2006) que la Centrafrique a vraisemblablement
¢été touchée par la pandémie de CMD sévere au début des années 2000 et qu’elle a représenté
une zone charniére entre I’Afrique de I’Est et de 1’Ouest. La proportion plus importante de
plantes co-infectées par ’ACMV et ’TEACMV-UG dans la zone forestiére frontaliere aux
deux Congo, ou la pandémie sévere a déja été décrite (Legg et Fauquet, 2004,
Neuenschwander et al., 2002; Ntawuruhunga et Legg, 2007), suggere que cette pandémie
sévere serait entrée en RCA par le sud du pays et aurait progressée vers le nord. Cette
hypothése est confortée par le fait que le pourcentage de plantes co-infectées en RCA décroit
selon un gradient sud-nord. Elle est également compatible avec les récentes descriptions de
PEACMV-UG au Cameroun, dans une zone frontaliere a la République Centrafricaine
(Akinbade et al., 2010), et au Burkina Faso (Tiendrébéogo et al., 2009). L’ensemble de nos
résultats, ainsi que les pertes de rendement observeées par les agriculteurs centrafricains depuis
une dizaine d’années, corroborent I’hypothése d’une vague épidémique sévére de CMD qui
aurait traversée rapidement 1’ Afrique d’Est en Ouest en passant par I’ Afrique Centrale (Legg

et al., 2006).

A partir de 149 échantillons de feuilles de manioc symptomatiques nous avons clonés et

séquencés 167 séquences nucléotidiques completes d’isolats centrafricains et tchadiens

d’ACMV (69 DNA-A et 52 DNA-B) et ’EACMV-UG (20 DNA-A et 15 DNA-B) ( Zinga et
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al, en préparation). L’analyse phylogénétique a permis de montrer que les séquences d’ADN-
A et d’ADN-B d’EACMV-UG forment des clades trés peu diversifiés, suggérant une
introduction récente et unique de TEACMV-UG en Centrafrique. Au contraire, 1’analyse
phylogénétique concernant les séquences d’ADN-A et d’ADN-B de ’ACMV montrent
I’existence de trois groupes phylogénétiques d’isolats centrafricains d’ACMV, suggérant
plusieurs éveénements d’introduction et une histoire évolutive plus ancienne et plus complexe
pour cette espéce (Zinga et al, en preparation). Alors que le premier groupe phylogénétique
d’isolats centrafricains d’ACMV est apparenté aux isolats du Cameroun, du Nigeria et du
Ghana (Afrique de 1’Ouest), le deuxiéme groupe phylogénétique est apparenté aux isolats du

Kenya (Afrique de I’Est).

Synergie entre PTACMYV et PEACMV-UG

L’usage d’amorces spécifiques pour le diagnostic PCR a permis de montrer que 58%
des échantillons analysés étaient co-infectés par ’ACMV et ’TEACMV-UG (Chapitre I, Zinga
et al, 2012b). Par ailleurs, ces échantillons co-infectés présentaient une sévérité moyenne de la
CMD significativement plus élevée que pour les infections simples, mettant en évidence un
phénomene de synergie des deux espéeces virales, avec une accentuation des symptomes. Ce
phénoméne de synergie entre les EACMV-like et ’TACMYV a été largement décrit dans la
littérature et a été désigné comme un facteur clef de la pandémie de CMD sévere (Harrison et
al., 1997 ; Fondong et al., 2000; Pita et al., 2001). Il est lié au contournement de la résistance
naturelle du manioc (PTGS) par I’action conjuguée des deux espéces virales (Vanitharani et
al, 2004 ; Chelappan et al., 2004). Plusieurs études portant sur les mécanismes moléculaires
impliqués dans la synergie de 'TEACMV-UG et de ’ACMV ont montré que lors des co-
infections les virus combinent 1’action de leurs protéines suppressives du PTGS (AC2 pour les

EACMV-like; AC4 pour ’ACMYV).

La prévalence élevée d’infections mixtes ACMV et EACMV-UG est compatible avec la

STV

maladie sur la production de manioc et les pertes de rendement enregistrées ces dix derniéres

années.
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Diffusion progressive et réguliére de 'ACMYV et de TEACMV-UG

Comprendre les facteurs associés a la diffusion des agents pathogenes est la premiére
étape dans notre tentative de prédire et de prévenir I'émergence de nouvelles maladies. Afin
de déterminer le mode de dissémination et les voies de diffusion de 'ACMYV et de TEACMV-
UG en RCA, nous avons comparé les distances génétiques entre les isolats viraux et leurs
distances géographiques par une analyse de régression (Zinga et al, en préparation). Dans une
premiére approche, la distance géographique directe entre les lieux d’échantillonnage a été
utilisée. Dans une seconde approche, nous avons d’abord reconstruit les positions les plus
probables des ancétres de ces virus, que nous avons par la suite pris en compte dans nos
calculs de distance entre paires de virus (Lam et al., 2012). Cette seconde approche, qui
permet la prise en compte de I’historique de la dissémination de ces virus dans le calcul des
distances, nous a permis d’améliorer la régression entre les distances géographiques et
génétiques. Notre analyse suggére que la diversité génétique augmente régulierement avec la
distance génétique et que les distances geographiques de migration entres les isolats
représentent de bons estimateurs de 1’évolution. Par ailleurs, elle suggére que ’EACMV-UG
et ’TACMV ont suivi un mode de diffusion régulier de courte distance. Cette approche
phylogéographique confirme que la propagation de boutures infectées a courte distance et la
transmission locales par Bemisia tabaci sont probablement les principaux vecteurs de la
diffusion des CMGs en RCA.

La résistance variétale pour lutter contre la CMD

Afin d’évaluer la résistance des variétés centrafricaines de manioc, une collecte a 1’échelle
nationale a été réalisée entre 2008 et 2009. Les 162 cultivars collectés ont été testés en
infestation naturelle pour évaluer (1) leur résistance aux principaux ravageurs et maladies
dont notamment la CMD, (2) leur productivité et (3) leur qualité organoleptique dans le cadre
d’une sélection participative. Les 12 cultivars présélectionnés (3 cultivars locaux et 9 cultivars
améliorés de I'IITA) ont été¢ évalués en infestation naturelle entre 2009 et 2010, dans deux
zones agroclimatiques de Centrafrique, une zone seche de savane (Damara) et une zone

humide de forét (Pissa) (Zinga et al, en préparation). Sur les 8 cultivars pouvant étre
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considérés comme résistants avec moins de 10% d’incidence moyenne annuelle de la CMD,
Les cultivars locaux ‘GABON’, ‘AMALA’ et le clone amélioré ‘91/02322° apparaissent
comme hautement résistants en conditions naturelles. Ce niveau de résistance reste a évaluer
en conditions d’inoculation contrélée, en infection simple (ACMV ou EACMV-UG) et en
infection mixte (EACMV-UG et ACMYV), cela de fagcon a mieux prévoir le comportement de
ces clones en conditions naturelle de trés forte pression de la maladie. Le dépistage en fin de
culture de PEACMV-UG et de ’ACMV a montré que lorsqu’un virus était détecté dans une
plante, il s’agissait généralement de I’ACMYV seul, parfois de ’TEACMV-UG et tres rarement
des deux. Dans le cas des génotypes résistants, seul ’ACMYV a été détecté sur les plantes
cultivées a Damara. Ce résultat suggere que la résistance variétale détectée agit plus fortement
a I’encontre de ’EACMV-UG et diminue les risques d’infection mixte et d’expression de
symptomes sévéres par synergie. Sachant que la synergie entre ’EACMV-UG et ’ACMV
représente un parametre épidémiologique majeur dans I’expression des symptomes séveres de
CMD en RCA (Chapitre I, Zinga et al., 2012a), 'utilisation d’une telle résistance variétale
pourrait fortement contribuer a contenir 1’épidémie sévére de CMD centrafricaine. Bien
gu'aucun des 3 cultivars hautement résistants repérés dans notre essai ne se soit montré
immune, car la présence de virus a toujours été détecté dans au moins quelques plants dans un
site ou 1’autre, on peut estimer qu'ils ont le potentiel génétique pour controler efficacement la
maladie dans des conditions épidémiques séveres. Cependant, avant de les intégrer dans un
programme de sélection classique, il faudrait connaitre le déterminisme génétique des
résistances présentes et les genes ou QTL responsables. La cartographie génétique de deux
genes majeurs CMD1 et CMD2 (Akano et al, 2002) et ’existence de marqueurs moléculaires
liés permettrait de vérifier leur présence/absence dans le matériel végétal sélectionné en
Centrafrique et ainsi d’envisager des stratégies de sélection par croisements classiques et/ou
assistés par marqueurs en utilisant ces sources de résistance. En conclusion,avant de se lancer
dans un programme de création de variétés de manioc résistants en Centrafrique, il faut
préciser le statut des clones résistants quant aux genes/QTL impliqués, le déterminisme

génétique et la spécificité des résistances vis-a-vis des souches virales.
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Effet de la CMD sur le rendement

L’impact négatif de la CMD sur le rendement des variétés sensibles de manioc a été
largement documenté (Fauquet and Fargette, 1990; Owor et al., 2004a). Néanmoins, notre
¢tude a montré que la CMD n’a pas eu d’impact sur le rendement des cultivars tolérants ou
partiellement résistants testés. D’autre part, malgré une certaine sensibilité a la CMD, avec
I’expression importante de symptdmes observés sur le site de Damara, le potentiel de
rendement du cultivar local sensible ‘RENDRE’ ne semble pas affecté en conditions
naturelles d’infestation. L’absence d’impact de la maladie sur le rendement suggere qu’il
s’agit d’un cultivar plutot tolérant et non sensible comme cela était supposé au départ, résultat
néanmoins a confirmer. L’utilisation de cultivars locaux attaqués par la CMD mais tolérants,
avec des potentiels de rendement élevés et adaptés aux exigences des populations locales, a
par ailleurs été décrit en Afrique (Mallowa et al., 2011). Dans le contexte épidémique sévere
de la CMD en Centrafrique, la diffusion des cultivars hautement résistants a bon potentiel de
rendement ‘GABON” et ‘91/02322° doit étre envisagee a, court terme dans les situations les
plus critiques et cela pour régler le probleme basique de la production viriere chez les
paysans. Néanmoins, la pression de sélection exercée sur les populations virales par de tels
cultivars déployés a grande échelle et le risque a plus ou moins long terme du contournement
de la résistance par de nouveaux variants virulents est une question qu’il faut se poser (Moury
et al 2011). Il est difficile, voir impossible, de prévoir la durabilité des résistances aux
maladies virales, et d’en déduire des stratégies de d’utilisation des variétés résistantes
disponibles a court terme, d’autant que dans ce domaine on ne maitrise pas la facon dont les
paysans vont s’approprier telle ou telle variété en fonction de différents criteres y compris
I’efficacité des services de vulgarisation. On sait néanmoins que la combinaison dans un
méme genotype de plusieurs genes et QTL controlant différents mécanismes de defense, y
compris des transgenes, contribue a favoriser la durabilité en érigeant face au virus une
barriere tres difficile a franchir par mutation et recombinaison. C’est pourquoi, avant
d’envisager tout travail de sélection, une connaissance plus approfondie des facteurs
génetiques présents dans le matériel résistant s’impose. Cela requiert déja un travail d’enquéte
au niveau de I’obtenteur (IITA) en ce qui concerne le matériel introduit, I’historique des
écotypes locaux étant eux plus difficile a réaliser ou impossible. La publication de marqueurs
des geénes majeurs de résistance a ’avenir permet d’envisager de cribler tout le matériel

résistant et d’identifier les clones portant ces génes dans les collections.
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L’assainissement des boutures a I’aide de la thermothérapie

La sélection et la préparation des boutures représentent des étapes cruciales dans la
mise en place d’une culture de manioc. La qualité des boutures a en effet une influence
prépondérante sur la productivité (Legg et al., 2006; Mallowa et al., 2011). L’impact de la
CMD sur le rendement est de plus de 70% pour les plantes issues de boutures infectées alors
qu’elle n’est que de 10% sur les plants initialement sains lorsque 1’infection intervient 120
jours apres la plantation (Fauquet et Fargette, 1990). Nos travaux ont permis de démontrer
que la situation épidémique de la CMD en Centrafrique est en grande partie liée a la mauvaise
qualité phytosanitaire des boutures utilisées par les agriculteurs avec 79% de boutures
contaminées (Zinga et al., 2012 en préparation). Cette situation ne semble pas spécifique a la
Centrafrique puisque des résultats similaires ont été décrits dans d’autres pays producteurs de
manioc (Ndunguru and Jeremiah, 1999; Ntawuruhunga and Legg, 2007; Sseruwagi et al.,
2004b). L’utilisation de boutures de mauvaise qualité sanitaire s’expliquerait a la fois par
I’indisponibilité de matériel sain et par le manque de connaissance des paysans sur la CMD.
Dans tous les cas, nos résultats ont mis I’accent sur la nécessité de la mettre en place une
stratégie de lutte basée a la fois sur I’utilisation de variétés résistantes et les I’assainissement

du matériel végétal.

Notre étude en plein champ sur I’efficacité de la thermothérapie pour lutter contre la CMD a
clairement démontré que le traitement par thermothérapie des boutures infectées a la
température de 47°C a 49°C pendant 30 mn a un effet significativement positif sur la
production de manioc avec 40% de régénération des plants sans symptémes un mois apres
plantation. Comparativement, seulement 7 % de plants sans symptdmes ont été régénérés a
partir de boutures infectées non traitées. D’autre part, les plants provenant des boutures
malades non traitées et saines ont développé une incidence de 100% de la CMD
respectivement a 2 et 7 mois apres plantation, alors que les boutures traitées a 47°C, 49°C et
51°C ont atteint 100% d’incidence seulement 8 mois apres plantation. Nos résultats sont en
accord avec d’autres études réalisées en plein champs par le passé et qui avaient montré que
I’état de santé de la plante de manioc pendant les premiers mois de croissance a un effet
décisif sur le rendement en fin de culture (Fargette, 1987; Fauquet and Fargette, 1990). Ces
résultats concordent avec une étude realisee au Ghana qui a montré que la sévérité de la CMD
était réduite par la thermothérapie sur un cultivar local (Kwabana, 2009). Si les mécanismes

mis en jeupar la thermothérapie ne sont pas connus avec précision a ce jour, l'implication du
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RNA silencing dans I’activation de la résistance par la chaleur a déja été mise en évidence
(Chellapan et al, 2005).

Les travaux de cette these permettent de préciser les causes et les parametres de la pandémie
qui seévit sur le manioc en Centrafrique depuis deux decennies et constituent une base pour
ensuite élaborer des stratégies de lutte.. L’efficacité de la thermothérapie, technique simple a
mettre en ceuvre dans le contexte centrafricain couplée a la sélection de variétés résistantes
devrait permettre dans un premier temps d’améliorer la situation actuelle. A plus long terme,
il convient de décider des meilleures stratégies pour le pays en fonction de 1’évolution de la
pandémie : poursuite de la recherche de variétés resistantes plus performantes en se basant sur
les introductions de I’'IITA pendant encore un certain temps, tout en préparant un programme
de création locale adapté aux contraintes socio-agro-climatiques et répondant mieux aux
attentes des paysans et consommateurs. La poursuite des enquétes et du suivi épidémiologique
devrait permettre de préciser 1’inventaire des espéces virales présentes et les risques

d’évolution de la maladie.
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Epidemiology of cassava mosaic disease in Central African Republic,
cultivar resistance and thermotherapy

Cassava became the most widely grown staple crops in sub-saharan Africa where it represent
the staple food for rural populations. In Central African Republic (CAR), cassava is the first
food crops with a production of 2.4 million tons of fresh tubers. Unfortunately, this vital crop
faced with yield reductions over the past ten years and a surge in market prices.

In order to improve cassava production and maintain a sustainable food security in the CAR,
the objectives of my thesis were firstly to identify the major biotic constraints of cassava in
CAR and characterize molecularly the pathogens responsible for the disease of cassava
mosaic disease (CMD). We conducted an epidemiological survey throughout the country and
determined that the CMD was the most important biotic constraint on cassava cultivation in
CAR with an incidence of 85% and a loss of production estimated at 50%. Our study also
highlighted the poor health status of cassava cuttings used for replanting plots, with 79% of
infected cuttings. On the other hand, we have molecularly characterized the East African
cassava mosaic virus-Uganda and the African cassava mosaic virus (Geminiviridae,
Begomovirus) as causal agents of CMD, and suggest that mixed infections and synergy play
an important role in the severity of CMD and crop losses observed in Central Africa.

Secondly, in order to provide improved cultivars to farmers, we performed a participatory
varietal selection, multi-site and multi-criteria, based on the CMD resistance, yield,
organoleptic qualities of tubers and their suitability with the culinary habits of the CAR
population. We have identified eight resistant cultivars and one tolerant cultivar to high yields
compatible with the severe epidemic of CMD in CAR and the requirements of local
populations.

Finally, we evaluated the effectiveness of easily replicable thermotherapy method for the
sanitation of cuttings. Monitoring in the field the phytosanitary status of cassava plants from
cuttings infected and thermo-treated demonstrated that thermotherapy can sanitise up to 40%
of the cuttings. Heat treated cassava cuttings produced plants with incidence and severity of
symptoms of CMD significantly lower than untreated plants. Plants grown from cuttings of
cassava thermo-treated at 49°C gave significantly higher yields, equivalent to that of cuttings
from asymptomatic plants.

Our epidemiological survey demonstrated that the most damaging disease of cassava in CAR
is the CMD, that contaminated cuttings are the main mode of propagation of the disease and
that the epidemic situation is severe. Solutions explored in this study to contain the epidemic,
namely the assessment of varietal resistance and the sanitation of cuttings by heat, gave very
encouraging results. For the urgent establishment of a control strategy against CMD in CAR,
the large scale deployment of resistant and tolerant varieties to CMD and the dissemination of
the thermotherapy technique, associated with prophylaxis measures, should greatly increase
the production of cassava.



Epidémiologie de la maladie de la mosaique du manioc en République
Centrafricaine, résistance variétale et assainissement par thermothérapie

Le manioc est devenu une culture essentielle en Afrique sub-saharienne ou elle assure la
sécurité alimentaire des populations rurales. En République Centrafricaine (RCA), elle
constitue la premiere culture vivriere avec une production de 2,4 millions de tonnes de
tubercules frais. Cette culture est toutefois confrontée a des baisses de rendement depuis ces
dix derniéres années entrainant une flambée des prix sur le marché.

Dans le but d’améliorer la production de manioc et de maintenir une sécurité alimentaire
durable en RCA, les objectifs de mon travail de thése étaient premiérement d’identifier les
contraintes biotiques du manioc en Centrafrique, en réalisant une surveillance
épidémiologique a 1’échelle du pays, et de caractériser moléculairement les agents pathogenes
responsables de la maladie de la mosaique du manioc (CMD). Nous avons ainsi déterminé
que la CMD était la plus importante contrainte biotique du manioc en Centrafrique avec une
incidence de 85% et une perte de production estimée a 50%. Notre étude a aussi mis en avant
le mauvais état sanitaire des boutures de manioc utilisée lors de la replantation des parcelles
avec 79% de boutures contaminées. D’autre part, nous avons caractérisé moléculairement
I’East African cassava mosaic virus-Uganda et I’African cassava mosaic Vvirus
(Geminiviridae, Begomovirus) comme agents causaux de la CMD et suggéré que les
infections mixtes et la synergie jouent un réle important dans la sévérité de la CMD et les
pertes de récoltes observées en Centrafrique.

Afin de mettre a la disposition des paysans des cultivars améliorées, nous avons dans un
deuxieme temps réalisé une sélection variétale participative en infestation libre, multi-sites et
multicriteres, basée a la fois sur la résistance a la CMD, le rendement, les qualités
organoleptiques des tubercules et leur adéquation avec les habitudes culinaires des
populations centrafricaines. Elle a permis d’identifier huit cultivars résistants et un cultivar
tolérant a hauts rendements vraisemblablement capables de contenir 1’épidémie sévere de
CMD centrafricaine et compatibles avec les exigences des populations locales.

Enfin, nous avons évalué I’efficacité d’une technique d’assainissement des boutures de
manioc basée sur la thermothérapie et facilement transposable en milieu paysan. Le suivi en
plein champ de I’état phytosanitaire des plants de manioc issus de boutures infectées et
thermo-traitées a montré que la thermothérapie permet d’assainir jusqu’a 40% des plants. Les
boutures de manioc thermotraitées produisent des plantes avec une incidence et une sévérité
des symptémes de la CMD significativement plus faible que les plantes non traitées. Les
plants provenant des boutures de manioc thermo-traitées a 49°C ont donné des rendements
significativement plus élevés, équivalent a celui des boutures issues de plantes
asymptomatiques.

L’ensemble de cette enquéte épidémiologique démontre que la maladie la plus dommageable
des cultures de manioc en Centrafrique est la CMD, qu’elle se propage principalement par les
boutures contaminées et que la situation épidémique est séveére. Les solutions explorées dans
cette étude pour endiguer I’épidémie, a savoir 1’évaluation de la résistance variétale et
I’assainissement des boutures par thermothérapie, ont donné des résultats trés encourageants.
Dans la mise en place urgente d’une stratégie de controle de la CMD en Centrafrique, le
déploiement a grande échelle de matériel végétal résistant a la CMD et la vulgarisation en
milieu rural de la technique de la thermothérapie, associés a 1’ensemble des pratiques
culturales capable d’améliorer 1’état sanitaire des plantes, devraient permettre d’augmenter
considérablement la production du manioc.
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