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INTRODUCTION

La lutte contre les maladies virales fait appel & différentes stratégies. Dans tous les cas,
la démarche privilégiée est I’utilisation de variétés résistantes pour éviter les épidémies. Pour
les virus transmis par les semences ou pour les plantes 3 multiplication végétative, la lutte
consiste dans la production de matériel sain. Cependant, chez certaines espéces pour lesquelles
aucune résistance n’a été mise en évidence, la protection croisée est une alternative
séduisante.

Les travaux, présentés dans ce mémoire, concernent des étapes de la mise en place de
ces deux derniéres stratégies de lutte pour deux viroses des cultures maraichéres & la Réunion:
la bigarrure de ’oignon sur I’ail, dont 1’agent pathogéne est 1’Onion Yellow Dwarf Virus et
la mosaique jaune de la courgette, due au Zucchini Yellow Mosaic Virus.

Pour 1’ail, avant de produire des semences locales certifiées, il s’agit de déterminer,
par des tests immunologiques, 1’état virologique des différentes variétés de la Réunion. Si
certaines plantes apparaissent indemnes de virus, elles pourraient &tre utilisées, par le
producteur de semences certifiées, comme semences de base en vue d’une multiplication.

Parallglement, on teste I’hypothése selon laquelle les plus petits bulbes seraient plus
infectés que les gros.

Concernant les Cucurbitacées, une "souche" atténuée de ZYMV (ZYMV-Q5R1A) a
été obtenue a 'INRA de Montfavet & partir de 1a souche forte (ZYMV-R) que I’on trouve
a la Réunion. L’étude menée dans ce rapport consiste a tester, sur la courgette, I’efficacité de
la protection croisée avec ZYMV-Q5R1A pour lutter contre ZYMV-R.

L’efficacité est mesurée par l’intensité des symptOmes et les rendements observés,
d’une part & I’abri de toute épidémie (travaux en cages étanches aux insectes) et d’autre part
en présence de la souche forte du virus (essai en plein champ).



CHAPITRE 1
I - VIRUS DE LA BIGARRURE DE L’OIGNON (OYDYV)
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L’ail cultivé, Allium sativum est une des espéces du genre Allium. Il appartient 2 la famille
des Liliacées ol I’on retrouve également le poireau (A. porrum), I’oignon (A. cepa), la ciboule
(A. fistulosum), I'échalote (A.cepa var. aggregatum)... et d’autres espéces ornementales : tulipes
(Tulipa spp.), lys (Lilium spp.), narcisses (Narcissus spp.)...

Avec trois millions de tonnes, 1’ail occupe la treiziéme place dans la production mondiale de
légumes. La France en produit aux environs de 50.000 tonnes par an sur une superficie de 7.000
hectares, principalement localisés dans les régions Midi-Pyrénées (60%), Provence (25%) et dans
le département du Puy-de-Ddme (10%)(GRY, 1989).

En ce qui concerne I’ile de 1a Réunion, la production annuelle est de 250 tonnes (DELEUZE,
1990). La culture est principalement pratiquée dans la commune de Petite-Ile et & un degré
moindre & St-Joseph (au Sud de I’ile). On la retrouve aussi bien sur le littoral qu’en moyenne
altitude. La culture d’ail, autrefois culture spéculative, traverse aujourd’hui une période difficile.
En effet, elle n’est quasiment pas mécanisée et trés sensible & de nombreuses maladies, ce qui
augmente considérablement son coiit de production. Ainsi la production a chuté de 30% de 1989
a 1990. Les surfaces ne cessent de régresser : a Petite-Ile, elles sont passées de 100 hectares en
1987 a 40 en 1990 (DELEUZE, 1990).

Les variétés locales que I’on trouve sur I'ile présentent I’avantage d’€tre bien adaptées au
climat de la région mais leur manque d’homogénéité au niveau de la taille et de la forme des
bulbes, des rendements faibles, ainsi qu’un mauvais conditionnement font qu’elles concurrencent
difficilement les ails d’importation. Ces derniers représentaient 866 tonnes en 1989 (DELEUZE,
1990). 1ls sont, pour la plupart, en provenance de pays ol la main d’oeuvre est peu cofiteuse :
Chine (592 tonnes), Madagascar (54 tonnes) ou Inde (200 tonnes). On retrouve aussi, parmi les
pays exportant a la Réunion, la France métropolitaine (71 tonnes), I’ Afrique du Sud (18 tonnes)
et 1’ Argentine (63 tonnes).

L’ail se reproduit essenticllement par voie végétative. La reproduction par graines est
exceptionnelle et n’a été observée, qu’a partir de types variétaux provenant du centre d’origine
de ’espece, situé dans la région qui va de Samarcande & Alma-Ata (MESSIAEN & BEYRIES,
1988). La reproduction au moyen des caieux du bulbe, ou éventuellement des bulbilles de
I’inflorescence, a pour avantage d’entrainer une relative homogénéité de la descendance obtenue
a partir d’une seule plante. Elle a I’inconvénient d’assurer la transmission des virus atteignant la
plante mére a toute sa descendance. A la Réunion, outre la bigarrure de I’oignon, les cultures
d’ail sont trés sensibles & la pourriture blanche (Sclerotinium cepivorum) et a la rouille (Puccinia
alii).

La maladie de la bigarrure de 1’oignon a été identifi€e sur I’ail dés 1946 par BRIERLEY et
SMITH puis par MESSIAEN et ARNOUX en 1960. L’hypothése d’un seul virus a longtemps
prévalu (MESSIAEN et al., 1965). Mais des études cytologiques (CADILHAC et al., 1976) puis
sérologiques (DELECOLLE & LOT, 1981) ont successivement révélé la présence de deux puis
de trois virus différents. Il s’agit d’un complexe formé d’un carlavirus et de deux potyvirus, dont
I'un est ’OYDV. Les ails sans symptome peuvent contenir un complexe de deux virus : un
carlavirus et un potyvirus, sérologiquement identiques aux virus non identifiés des ails malades.
Ces deux virus sont dits latents et peuvent varier selon le pays d’origine de I’ail. C’est 'OYDV
qui est responsable des symptomes de mosaique sur les plantes atteintes par la bigarrure de
I’oignon.



PLANCHE I

LES SYMPTOMES PROVOQUES PAR L’OYDV SUR AIL

Symptémes provoqués par OYDV sur un plant d’ail (LEROUX)

Feuille saine (A) et mosaique en tirets sur une feuille infectée
par O¥YDV (B) (LEROUX)



1 - Structure de ’OYDV

Les particules flexueuses d’OYDYV sont de forme allongée, d’une longueur moyenne de 775
nm (BOS, 1976) et d’un diamétre de 15 nm (SPANIK et al., 1961).

Le génome est constitué d’un ARN monocaténaire. Celui-ci est entouré d’une capside
constituée de sous-unités protéiques (DELECOLLE, 1988), responsable des propriétés
immunogeénes du virus.

2 - Plantes hites et symptomatologie

La gamme d’hdtes (expérimentaux et naturels) est assez réduite (tableau 1).

Tableau 1 : les plantes hotes de ’OYDV

A.sativum (BRIERLEY & SMITH, 1946) | A.paradoxum (HAVRANEK, 1972)

A.cepa (BRIERLEY & SMITH, 1946) Narcissus pseudo narcissus
(BRIERLEY & SMITH, 1946)

A.porrum (BRIERLEY & SMITH, 1946) Narcissus tazetta
(BRIERLEY & SMITH, 1946)

A.cepa var.aggregatum Narcissus jonquilla

(BRIERLEY & SMITH, 1946) (BRIERLEY & SMITH, 1946)

A fistulosum (DELECOLLE, 1988) Chenopodium amaranticolor
(MARROU et al., 1973)

A.roseum (DELECOLLE, 1988) Phaseolus vulgaris (HAVRANEK, 1972)

A.vineale (DELECOLLE, 1988) Pisum sativum (HAVRANEK, 1972)

A.polyanthum (DELECOLLE, 1988)

Suite 4 une inoculation d’OYDV, certaines espéces présentent des symptdmes graves et
d’autres simplement des 1ésions locales.

Sur Iail, la virose provoque I’apparition d’une mosaique en tirets sur les feuilles dés ’entrée
en végétation des bulbes qui va en s’aggravant avec la croissance de la plante (LEROUX,
communication personnelle ; planche I). Les symptomes sont plus ou moins importants selon la
variété, les conditions d’incubation, 1’état physiologique de la plante et la souche de virus. En
général, la plante malade a une croissance plus faible. Dans des cas extrémes, on peut observer
des déformations foliaires : feuillage aplati et tordu.
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I pourrait exister des souches différentes d’OYDV qui se distingueraient par leur pouvoir
pathogéne. MESSIAEN (MESSIAEN et al., sous presse) a constaté qu’en inoculant la variété
“Blanc de la Drome" (variété appartenant au phylum A') saine avec un extrait végétal virosé
d’une variété d’ail du méme phylum, on obtient un taux de réussite de 100% et des symptomes
forts. Inversement, des inoculations, avec des variétés du phylum B, ne réussissent qu’a 10-15%,
avec des symptOmes faibles.

La mosaique de I’ail peut entrainer des pertes de rendement variables en fonction, notamment
d’une relative tolérance de la variété vis a vis du virus. En France, on observe une perte moyenne
de 25% pour des variétés tolérantes, alors qu’elle est de 56% pour des variétés plus sensibles
comme THERMIDROME aprés inoculation en cours de végétation (MESSIAEN et al., 1981).

3 - Transmission du virus

Expérimentalement, ’OYDYV peut facilement étre transmis mécaniquement & I’intérieur d’un
méme groupe variétal, trés difficilement entre espéces ou entre différents groupes variétaux
(MESSIAEN, communication personnelle).

Toutefois, en conditions naturelles, la transmission de I’OYDYV se fait essentiellement par les
bulbes et par les pucerons.

On a dénombré soixante trois espéces de pucerons capables de transmettre I’OYDV
(KENNEDY, 1962) dont les plus importants sont Myzus persicae, Aphis rumicis, Aphis maidis
et Rhopalosiphum prunifoliae. Aucune des espéces éprouvées n’a d’affinité particuliére pour I’ail,
elles ne colonisent pas les plantations. En effet, les infections sont provoquées par des pucerons
ailés, provenant de I’extérieur du champ, qui réalisent des piqfires'd’essais sur différentes plantes
avant de s’éloigner MARROU et al., 1972). La période d’incubation de la maladie est d’environ
trois semaines. Le virus est transmis selon le mode non persistant, acquis apres une pigire d’essai
bréve. Le puceron est capable de transmettre le virus immédiatement aprés acquisition et reste
infectieux pendant une heure.

4 - Répartition géographique et épidémiologie

Depuis la description, en France, de la maladie de la bigarrure de I’oignon, on a constaté que
I’OYDV était mondialement répandu (figure 1). Cette répartition peut s’expliquer principalement
par deux facteurs :

- le mode de reproduction végétatif de I’ail qui permet la transmission du virus aux
descendants d’une plante-mére atteinte. Une dissémination du virus via les échanges commerciaux
est alors possible et conduit 4 la création de nouveaux foyers d’infection ;

- les nombreuses espéces de pucerons capables de transmettre le virus.

1. les variétés d’ail se distinguent par leur précocité et leur rapidité de levée de dormance. On
trouve dans le phylum A, les variétés de plaine, précoces et a gros caleux (BLANC DE LA DROME, VIOLET DE
CADOURS, VACOA...} et dans le phylum B, des variétés tardives de montagne, & petits caleux (ROSE DE LAUTREC,
ROSE D'ESPAGNE, VIOLET DE KABYLIE...).



FO " Choix de 120 bulbes Jl

C
1ére multiplication en lignées
T
F1 120 lignées de 648 plantes Sélection aprés contrdles
| = 800 & 900 plantes sanitaires en cours de
culture (SOC-INRA)
F 28me multiplication en lignées
L F2 4000 & 8000 plantes classées Sélecﬁon aprés contrdles
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Séme multiplication en familles : (SOC-INRA)
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Figure 2 : Schéma de la sélection sanitaire des semences certifiées d’ail
(LEROUX, communication personnelle)



Des tests ELISA, réalisés a des étages différents des feuilles et a des intervalles de temps
successifs, montrent que le virus migre tout d’abord 2 partir de la feuille inoculée vers le bulbe.
Puis il remonte vers ’apex de la plante ot il se généralise. Ce n’est qu’ensuite qu’il envahit les
feuilles intermédiaires. A chaque fois que les symptdmes de mosaique ont été observés au champ,
on a constaté que tous les caieux étaient recontaminés. En revanche, on a pu noter une certaine
hétérogénéité de I'infection parmi les caieux des bulbes issus de plantes ne présentant pas de
symptdmes (MARROU er al., 1972).

Des observations faites dans le Sud-Est de la France (MESSIAEN & MARROU, 1965 ;
MARROU et al., 1972) ont montré que dans les zones ol I'on trouve la maladie, les cultures
pouvaient étre entiérement contaminées en deux années. Cette contamination est d’autant plus
rapide que les cultures sont & proximité d’ails virosés.

C’est en suivant I’évolution de la recontamination dans une parcelle d’ail contenant un certain
pourcentage de plantes malades introduites volontairement, que 1’on a constaté un phénoméne de
type agrégatif c’est-a-dire recontamination de “proche en proche" (MARROU et al., 1972).

5 - Les méthodes de lutte

Devant I’inefficacité des luttes aphicides et I’échec de la thermothérapie (VILMA C. CONCI
& NOME, 1991), seule la lutte préventive est efficace pour limiter la dissémination de ce virus.

L

Pour réduire les risques de contamination dans de grandes proportions, il est conseillé d’isoler
les cultures d’ail de quelques centaines de métres d’une culture susceptible d’héberger ’OYDV:
oignons (méme issus de semis), échalotes et surtout ails tolérants. En zones tempérées, on peut

aussi favoriser la culture d’ail dans des régions ol les vols de pucerons sont tardifs.

Une épuration des semences est impossible car on ne peut pas y détecter les viroses. Afin
d’assurer des rendements convenables aux producteurs, des recherches ont été entreprises et ont
abouti & la mise en place de semences certifiées. En France, seules ces derniéres sont disponibles
sur le marché.

Les pionniers de cette technique sont MANN en Californie et PAQUET en Auvergne. A la
station de pathologie de I'INRA de Montfavet, MESSIAEN a entrepris la sélection sanitaire de
I’ail "Blanc de la Drome", la seule variété , jusqu’a aujourd’hui, pour laquelle ont ét€ découverts
des bulbes indemnes d’OYDV (MESSIAEN et al., 1966).

D’une maniére générale, le schéma de sélection a été€ le suivant (figure 2) :

a/ Obtention de populations saines par sélection massale de la variété "Blanc de la
Drdme" ou culture de méristéme (régénération des variétés virosées) avec €limination des plantes
chétives, malades et hétérogénes.

b/ Choix des meilleurs bulbes servant de téte de clone (FO).

¢/ Etude de la descendance et choix des meilleurs clones selon les critéres de
production, de résistance aux maladies, d’aptitude & la conservation...



Les variétés sélectionnées par I'INRA sont multipliées pendant deux ans par le CTIFL. L’état
sanitaire de ces cultures est rigoureusement vérifi€é et contrdlé par I'INRA et le SOC avec
I’utilisation, entre autre, des tests ELISA. Ces semences de prébase sont multipliées ensuite par
des établissements multiplicateurs pendant trois ans, sous surveillance rigoureuse (€limination des
plantes malades). Elles doivent présenter moins de un pour mille bulbes atteints par la pourriture
blanche, les nématodes (Dytilenchus dipsaci), la mosaique et ne pas présenter d’acariens (Acer
tulipae). Elles sont ensuite suivies plus précisémment par le SOC : isolement des cultures,
mesures prophylactiques, traitements, épuration des plantes malades ..., et peuvent alors &tre
certifiées (MESSIAEN et al., 1966).

Les recherches, effectuées & ’INRA de Montfavet, ont abouti 4 I’obtention de différentes
variétés, dont les plus anciennes sont (GRY, 1989) :

- MESSIDROME et THERMIDROME, obtenues en 1971 & partir du "Blanc de la
Drome" par sélection massale puis généalogique.
Ce sont des variétés particuliérement productives.

- GERMIDOUR (1975) et FRUCTIDOR (LEROUX, 1983) régénérées par culture de
méristéme puis ayant subi une sélection massale.

La sélection sanitaire a maintenant fait ses preuves puisque les semences certifiées permettent
une amélioration quantitative de la récolte de 20 & 40% (MARROU et al., 1973).

Ces semences présentent de nombreux avantages dont les principaux sont : une culture
homogeéne, & fort potentiel de rendement et indemne de viroses, de nématodes et de pourriture
blanche ; peu de manques & la levée grice a une bonne faculté de reprise.

Toutefois, dans de nombreux pays et notamment a la Réunion, les semences certifiées, ne sont
pas encore cultivées car elles ne sont pas adaptées au climat et ne produisent pas. Suite aux
problémes que rencontrent les ails locaux de 1’ile par rapport aux importations de métropole, des
actions communes CIRAD-CA-SUAD ont été entreprises. Il s’agit de promouvoir 1’"ail pays"
(conditionnement sous vide pour les collectivités, conditionnement en filets, publicité...),
d’améliorer les techniques culturales (mécanisation...) et de tenter d’obtenir des variétés sans
virus. Toutes ces actions permettraient de diminuer les cofits de production, tout en augmentant
les rendements.

L’élimination du virus fait I’objet d’une action sous convention INRA - CIRAD-CA qui est
en cours depuis début 1990. Elle prévoit I’épuration de tous agents pathogénes des variétés
"VACOA" et "AIL ROUGE" par culture de méristéme et multiplication sous serres étanches aux
insectes. Cette phase du programme est effectuée & la station INRA de Montfavet, puis, a la
station CIRAD-CA de Saint - Pierre pour les multiplications ultérieures. L’aboutissement de ce
programme d’obtention de semences certifiées est prévu & I’horizon 1995.

Avant d’implanter dans I'fle ces semences saines, il est nécessaire de faire un bilan
virologique des variétés locales. C’est ce travail qui fait 1’objet de la premiére partie de ce
rapport, avec une hypothése supplémentaire & tester selon laquelle les plus gros bulbes pourraient
étre exempts d’OYDV.



CHAPITRE 1
II - VIRUS DE LA MOSAIQUE JAUNE DE LA

COURGETTE (ZYMV)



La Courgette, Cucurbita pepo, est une des quatre espéces cultivées appartenant au genre
Cucurbita (famille des Cucurbitacées). Toutes les espéces sont originaires d’ Amérique, depuis
le sud des Etats-Unis jusqu’en Amérique du Sud. La Courgette est I’espéce la moins exigeante
en chaleur et est généralement cultivée pour ses fruits consommés immatures, mais aussi pour
ses fleurs traditionnellement mangées dans la région méditerranéenne.

Sur I’fle de 1a Réunion, la Courgette est principalement cultivée dans une zone située au
dessus de 400-500 metres d’altitude. Dans les exploitations, cette culture occupe en général
une petite superficie (1000 2 2000 m?) et les rendements sont bons (rendement moyen de 30
a 35 tonnes/hectare) si la culture présente peu de viroses (Données de la chambre régionale
d’agriculture de la Réunion). La production réunionnaise couvre la consommation.

Les rendements des cultures de Cucurbitacées sont toujours affectés par les maladies
virales. On retrouve quatre principaux virus, appartenant 3 deux groupes taxonomiques
différents, capables d’infecter cette culture : le virus de la mosaique du Concombre (CMV),
le virus des taches en anneaux du Papayer (PRSV-W), le virus de la Pastéque type 2 (WMV-
2) et le virus de la mosaique jaune de la Courgette (ZYMYV : Zucchini Yellow Mosaic Virus).

Une premiére enquéte, menée en 1991, sur I'ile de la Réunion (CHABRIERE &
FAUCON, 1991) a montté que les Cucurbitacées étaient principalement attaquées par le
ZYMV et le PRSV-W ou par le complexe de ces deux virus.

Observé pour la premiére fois en Italie sur Courgette (LISA ez al., 1981), le ZYMYV avait

été décrit en France simultanément sous le nom de Muskmelon Yellow Stunt Virus (LECOQ
et al., 1981).

1 - Structure et localisation du ZYMYV

Le ZYMV a la structure typique d’un potyvirus, a savoir qu’il se présente sous la forme
d’un filament non enveloppé, flexueux, d’une longueur moyenne de 750 nm et d’un diamétre
de 11 nm. Il est constitué d’un ARN monocaténaire linéaire, représentant 4,5 & 7 % du poids
de la particule et de protéines d’un seul type qui forment la capside (BRUNT et al., 1990).

On retrouve cette particule dans le cytoplasme des cellules de toutes les parties de la
plante. Dans les cellules malades, se forment des inclusions appelées "pinwheels". Elles
pourraient intervenir lors du passage du virus d’une cellule a ’autre.

2 - Plantes hites et symptomatologie

En conditions naturelles, le ZYMV semble confiné aux Cucurbitacées. Il provoque des
symptOmes tr&s graves, proches de ceux du PRSV-W : mosaique et déformation des feuilles,
nanisme de la plante, rabougrissement, décoloration et déformation des fruits, qui deviennent
non commercialisables. Ils ne s’expriment qu’aprés une période d’incubation d’une & deux
semaines.

Les plantes y sont particuliérement sensibles pendant la phase végétative et le début du
stade floral ol une attaque de ZYMYV provoque une chute de rendement de 94 & 76% sur
Cucumis melo, selon I'intensité de 1’épidémie (BLUA & PERRING, 1989).

Le ZYMV  présente une grande variabilité. Les souches différent par leur
symptomatologie, leur gamme d’hdtes mais aussi par leur transmission. Dans des conditions
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Tableau 2 : GAMME D'HOTES DE QUATRE SOUCHES DE ZYMV (WANG et al., 1992)

Symptomes provoqués par les différentes souches de ZYMV

Feuilles _inoculées

Symptome systémiques

Plantes hotes

ZYMV-CT {ZYMV-FL

ZYMV-WK

ZYMV-TW

ZYMV-CT

ZYMV-FL

ZYMV-WK

ZYMV-TW

HOTES NATURELS

Cucurbitaceae
Citruilus lanatus
Cucumis melo
Cucumis sativus
Cucurbita pepo
Luffa acutangula

HOTES EXPERIMENTAUX

Amaranthaceae
Gomphrena globosa
Caricaceae
Carica papaya
Chenopodiaceae
Chenopodium amaranticolor
Chenopodium quinoa
Leguminosae
Glycine max
Phaseolus vulgaris
Black Turtle #1
Black Turtle #2
Red Kidney
Pisum sativum
Ranger
Vigna angularis
Vigna unguiculata
Solanaceae
Datura stramonium
Lycopersicon esculentum
Nicotiana benthamiana
Nicotiania tabacum

is
[
is
I
is

lic

]
it

lic

lic
lic

I3

?

22 2

lic

lic
lic

i
lic

1B

R

F I I ]

is
il
is

pni

lic

lic
lic

fl
lic

ms,j

2

?

ma
ms

ma

is
is
ma

2

2

pni

F I

Souches de ZYMV :
ZYMV-CT : Connecticut
ZYMV-FL : Floride
ZYMV-WK : France
ZYMV-TW : taiwan

Tableau 3 : DEUX EXEMPLES DE CLASSEMENT DES SOUCHES DE ZYMV EN

Symptomes :

lic : Iésion locale chlorotique
pni : plage nécrotique irréguliére

ma : mosaique atténuée

If : 1ésion locale

is : infection sans symptomes

ms ; mosalque sévére

f : fiétrissement

i : jaunissement

Réactions confirmées par ELISA
~ : pas de symptomes et ELISA négative

FONCTION DE LEUR COMPORTEMENT VIS-A-VIS DES CULTIVARS
DE MELON (LECOQ & PITRAT, 1984)

Réactions des cultivars de melon

PATHOTYPES Pl 414723 DOUBLON
O NF O JBRm (n)

F 0 F
1 NF pcS JAm (n)

F pcS F
2 NF JRm, JRAmM

F JR F

JRm : jaunissement, rabougrissement, mosaique ; plus ou moins nécrotique (n)
pcS : plage chloronécrotique systémique

F : flétrissement

O : pas de symptome si ce n'est occasionellement des plantes avec pcS ou JRm
10




expérimentales, les différentes souches de ZYMV peuvent infecter des espéces trés
diversifiées et les symptomes qu’elles y induisent peuvent permettre de les différencier. Le
tableau 2 donne les gammes d’hdtes naturels et expérimentaux de quatre souches de ZYMV
(WANG et al., 1992).

Les souches sont classées en pathotypes (tableau 3). Il existe différents classements, selon les
symptomes qu’ils induisent sur des cultivars choisis. Les deux plus communs sont les suivants

- pathotypes N et NF (LECOQ et al., 1981) déterminés selon les symptomes
observés sur le cultivar "Doublon" du Melon ;

- pathatypes 0, 1 et 2 (LECOQ & PITRAT, 1984) déterminés selon les réactions
du cultivar PI 414723 du Melon ;

3 - Transmission du virus

Certaines observations suggérent que le virus est transmis mécaniquement (au cours
d’opérations de récolte ou de taille) ou par contact entre feuilles (BLANCARD et al., 1991).
Le ZYMYV peut étre facilement transmis mécaniquement, & condition de respecter certaines
précautions pour le préserver de toute dénaturation, notamment de 1’oxydation.

La maladie a connu un trés fort développement dans de nombreux pays, pendant la
derni¢re décennie. L’hypotheése d’une transmission par graines sur longue distance avait ét¢
émise. Mais des études sur des graines de Courgette et de Melon sévérement infectées ont
montré qu’elle était fausse (GLEASON & PROVVIDENTI, 1990).

Il est principalement transmis par pucerons, selon le mode non-persistant. Le vecteur est
capable d’acquérir le virus sur une plante infectée, ou de le transmettre 4 une plante saine,
au cours de pigfires trés bréves, de 'ordre de quelques dizaines de secondes (piqtires
"d’épreuve” permettant & 1’insecte de reconnaitre si la plante, sur laquelle il est posé, est un
hote favorable & son développement). Le puceron reste capable de transmettre le virus pendant
quelques dizaines de minutes, mais il perd rapidement cette capacité s’il effectue des piqiires
d’épreuve ou alimentaires.
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C’est un mode de transmission particulierement efficace. De nombreuses espéces de
pucerons transmettent ce virus ( tableau 4).

Tableau 4 : Les pucerons vecteurs du ZYMV.

PUCERONS VECTEURS

REFERENCES
BIBLIOGRAPHIQUES

Aphis gossypii

LISA & LECOQ, 1984

Aphis citricola

LISA & LECOQ, 1984

Aphis armoracia

BRUNT et al., 1990

Aphis craccivora

BRUNT et al., 1990

Myzus persicae

LISA & LECOQ, 1984

Uroleucon sp.

BRUNT et al., 1990

Macrosiphum euphorbiae

LISA & LECOQ, 1984

Brachycaudus rumexicoloris

PERRING et al., 1989

Brachycaudus helichrysi

ULLMAN et al., 1991

Rhopalosiphum maidis

ULLMAN et al., 1991

Toxoptera citricidus

BRUNT et al., 1990

Lipaphis erysimi

CASTLE et al., 1992

Acyrthosiphon kondoi

BLUA & PERRING, 1989

Acyrthosiphon pisum

BLUA & PERRING, 1989

La transmission par pucerons du ZYMYV, comme chez la plupart des potyvirus, fait
intervenir deux protéines distinctes, codées par le génome du virus : le facteur aidant (FA)
et la protéine de la capside (CP). L’hypothé¢se qui prédomine & ’heure actuelle, quant a
I'intervention de ce facteur aidant dans la transmission, est qu’il permet au virus de se fixer
sur les stylets puceron. Des travaux viennent étayer celle-ci : en présence d’un FA actif, le
PVY, un autre potyvirus, est fixé aux stylets maxillaires du puceron alors qu’avec un FA
inactif, ce phénoméne n’a pas lieu MATTHEWS, 1991).

Ce FA agit avec une certaine spécificité : ainsi, lors d’une infection, avec plusieurs virus,
en présence du facteur aidant de 1’un des virus, c’est le virus correspondant qui sera transmis
préférenticllement (LECOQ & PITRAT, 1985).

TRANSMISSION ET VARIABILITE DU ZYMV
Des études concernant la transmission du ZYMYV permettent de différencier des souches
du ZYMV. Ainsi, I’étude de la transmission de quatre souches de ZYMV par deux pucerons:

Myzus persicae et Aphis gossypii, a montré que certaines souches ne pouvaient pas étre
-transmises (WANG et al., 1992).
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Des comparaisons récentes de séquences d’acides aminés de facteur aidant et de la
protéine de la capside, conduites sur des isolats transmissibles et non-transmissibles par
pucerons, révelent que des changements pour seulement un ou deux acides aminés, dans I’une
ou I’autre de ces protéines peut expliquer la perte de la transmission (LECOQ & BOURDIN,
1991). Pour les isolats ZYMV-PAT et ZYMV-WT, il s’agit de la production d’un FA inactif,
alors que pour la souche ZYMV-NAT, il s’agit de modifications dans les séquences d’amino-
acides du triplet asp-ala-gly, localisé prés de la protéine de la capside (WANG et al., 1992).

Certaines de ces souches, présentant une anomalie de CP, ne pouvant &tre transmises, se
maintiennent malgré tout, grice a un‘phénoméne d’hétéroencapsidation. En plein champ, lors
d’une infection avec plusieurs virus, I’acide nucléique de la souche virale déficiente est
partiellement ou totalement encapsidé par la CP d’un autre virus (LECOQ & BOURDIN,
1991).

4 - Répartition géographique et épidémiologie

On retrouve le ZYMV dans les principales zones de production de Cucurbitacées du
monde entier : France, Italie, Espagne, Allemagne, Grande-Bretagne, Etats-Unis, Maroc,
Israel, Liban, Turquie, Arabie- Saoudite, Egypte, Australie, Ile Maurice...(BLUA &
PERRING, 1989 ; LISA & LECOQ, 1984).

La répartition mondiale du ZYMYV peut s’expliquer facilement, si I’on prend en compte
Pexistence de nombreuses souches du virus et leur possibilité de recombinaison ou de
réassortiment de génes, qui leur permettent une rapide adaptation a de nouvelles conditions
environnementales.

Les épidémies de ZYMYV sont plus tardives et plus irréguliéres que celles du CMYV et du
WMV-2 (BLANCARD et al., 1991). On ne connait pas de plantes réservoirs, a 1’exception
de Melothria pendula, dans les zones subtropicales. La démonstration expérimentale d’une
période de rétention supérieure 2 trente heures, par des pucerons ailés, suggére son
. introduction saisonniére & partir de plantes réservoirs triés €loignées (MAESTRO TEJADA,
1992). Dans le cas d’une infection mixte avec PRSV-W, WMV-2 et ZYMYV, ce dernier a un
avantage épidémiologique certain (LECOQ & PITRAT, 1985). D’une part, il est beaucoup
plus virulent et d’autre part, lorsque WMV-2 et ZYMV sont mis en présence du FA du
WMV-2, c’est le ZYMV qui est transmis préférentiellement.

S - Méthodes de lutte

Seules les méthodes de lutte préventives sont efficaces. En tout début d’attaque, il peut
étre utile d’éliminer les premitres plantes infectées, particuliérement en culture sous abri.
Néanmoins, les symptdmes ne s’expriment qu’aprés une période d’incubation d’une & deux
semaines, pendant laquelle la plante peut &tre une source de virus pour les pucerons. De ce
fait, lorsque I'on observe les premiers symptomes, 1’épidémie peut étre en cours de
développement.

51 -Méthodes agronomiques

Elles ont pour objectif de limiter ou de retarder le développement des épidémies.

Les traitements insecticides sont utiles pour limiter les populations de pucerons, si celles-
ci sont importantes sur les plantes de la culture. Par contre, ils ne sont généralement pas
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efficaces pour empécher le développement des épidémies de virus, car les vecteurs viennent
souvent de I’extérieur de la parcelle, et transmettent le virus au cours de pigfires trés bréves,
avant que I’aphicide n’ait le temps d’agir (BLANCARD et al., 1991).

En ce qui concerne la lutte contre les mauvaises herbes : on ne connait pas les réservoirs
d’inoculum mais certaines mauvaises herbes (Amaranthus hybridus, A. spinosus, Bidens
pilosa, G. parviflora, Portulaca oleracea et N. physaloides), bien que ne pouvant servir
d’hbtes au ZYMV, sont des hotes alternatifs pour certains vecteurs (Aphis gossypii,
Brachycaudus helichrysi, Macrosiphum euphorbiae, Myzus persicae) (ULLMAN et al., 1991).

Il s’agit également de protéger les cultures suivantes contre une épidémie de ZYMV par
différentes méthodes :

- enlever immédiatement la culture aprés récolte car elle constitue un trés bon
réservoir d’inoculum.

- protéger les pépinitres et les jeunes plantes par des toiles étanches aux insectes,
tissées ou non tissées (type Agryl P17). Malheureusement, ce type de protection ne doit plus
s’appliquer a la floraison, afin de ne pas entraver 1’action des pollinisateurs (BLANCARD et
al., 1991).

- éviter de mettre en place des cultures destinées & des productions tardives a
proximité de cultures plus précoces qui risquent d’étre déja contaminées (BLANCARD et al.,
1991).

- pailler les cultures en plein champ avec des films plastiques (transparents ou
opaques thermiques) qui €éloignent les pucerons (BLANCARD et al., 1991). Aux Etats-Unis,
on a montré qu’un paillage aluminium avec un fort pouvoir réfléchissant désorientait
totalement les pucerons (NAMETH et al., 1986). Le nombre de pucerons était réduit de 96%,
ce qui correspond a une réduction de 85 & 90% de I'incidence du virus. Cette méthode
présente certains désavantages : ralentissement de la levée, perte de la qualité de réflection
lors du développement des plantes, nécessité d’enlever le paillage a la fin de la culture, qui
font que cette méthode a du mal 2 étre vulgarisée.

- retarder au maximum I’apparition de I’épidémie dans le cycle de la culture car
les Cucurbitacées sont beaucoup moins sensibles au ZYMYV aprés la fructification. Pour cela,
on installe des cultures de couverture (BLUA & PERRING, 1989). Lorsque la variété de
Melon "Cantaloupe" est plantée avec du blé, la transmission par les pucerons est globalement
retardée de deux semaines. L’inconvénient est que ces couvertures doivent &tre enlevées 2 la
floraison des Cucurbitacées pour permettre la pollinisation, ce qui induit une protection
moindre les années de forte épidémie.

52 - Les résistances variétales

Dans les prochaines années, des variétés résistantes au ZYMV devraient &tre disponibles
chez la Courgette. Elles existent déja chez le Concombre ol ¢’est un alléle récessif (zym) qui
contrble la résistance présente chez les cultivars chinois (PROVVIDENTI, 1987). La
résistance est aussi présente chez le cultivar PI 414723 du Melon. C’est une résistance
monogénique au pathotype O du ZYMV, contrdlée par un alléle dominant (Zym) (PITRAT
& LECOQ, 1983). D’autres souches isolées naturellement (pathotype 1) ou artificiellement
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(pathotype 2) sont capables de surmonter, plus ou moins complétement la résistance (LECOQ
& PITRAT, 1984). Malgré la variabilité du pouvoir pathogéne du ZYMYV, I’alléle Zym assure
une bonne protection.

Chez certains melons, c’est le cas du cultivar chinois "Songwhan Charmi", il existe une
résistance contre Aphis gossypii, qui est le vecteur du virus ( PITRAT et al., 1982). Cette
résistance est trés effective puisqu’il fant douze fois plus de pucerons pour infecter 50% de
plantes de cette variété qu’il n’en faut pour infecter la méme proportion de plantes d’une
variété sensible. Elle est gouvernée par un géne dominant.

53 - La protection croisée

Ce phénomeéne est encore appelé immunité acquise, immunisation croisée ou prémunition.
Le contrdle des maladies virales par 1’utilisation de variétés résistantes ou tolérantes est
parfois difficilement utilisable, de par la variabilité de certains virus qui peuvent surmonter
les résistances. Mais cette méme variabilité est a la base de la protection croisée. La présence
d’une souche atténuée d’un virus dans une plante, induisant des symptomes faibles, empéche
I’expression d’une souche plus forte de ce méme virus. On le retrouve dans la nature : ainsi,
la présence de plantes apparemment saines parmi un grand nombre de plantes sévérement
infectées reléve certainement de la prémunition. En 1929, Mc KINNEY est le premier a avoir
utilisé, avec succes, une souche du virus de la mosaique du tabac pour protéger la plante
contre une infection par d’autres souches. Depuis, de nombreuses études portant sur différents
virus, ont été effectuées, dont certaines concernant le ZYMV.

L’intérét de cette méthode est d’inoculer la culture avec une souche atténuée du virus, qui,
sans affecter la qualité de la production, protége contre une souche forte qui serait beaucoup
plus dommageable.

On explique généralement la prémunition par le fait que la présence de 1a souche atténuée
du virus ne permettrait pas a la souche forte de se multiplier. De nombreuses hypothé&ses ont
été émises, quant aux mécanismes mis en jeu dans ce phénoméne, dont les plus classiques
sont :

- utilisation des métabolites nécessaires au second virus par le premier. En 1974,
ROSS (cité par SHERWOOQOD, 1987) propose que la souche faible séquestrerait la majorité
des ribosomes de la cellule par une production accélérée d’ ARN messager viral. Ainsi, le
second virus, apparenté ou non au premier, ne pourrait pas effectuer une réplication correcte.
Son acide nucléique serait dégradé avant de pouvoir s’exprimer. Cette hypothése est contestée
pour différentes raisons : d’une part, dans une plante saine, le nombre de particules virales
n’est pas limité par la production d’acides aminés. D’autre part, selon ce mécanisme, une
protection entre des virus différents devrait étre possible, ce qui n’a jamais été observé. Enfin,
FULTON (cité par SHERWOOD, 1987) a montré, par des études sur le tabacco streak virus,
qu’il n’existe pas de relation entre la prémunition et la concentration en souche faible;

- la plante, infectée par la souche atténuée, produirait des substances proches des
anticorps animaux. Toutefois, les multiples études n’ont pas permis de mettre en évidence,
chez ces plantes, de structures complexes voisines de celles du systéme immunitaire animal,
qui seraient nécessaires & la production de telles substances (SHERWOOD, 1987) ;

- agrégation des virus dans la cellule infectée. En 1975, DE ZOETEN et FULTON
(cités par SHERWOOD, 1987) proposent la théorie de ’encapsidation : lors de la seconde
inoculation avec le virus super-infectant, le génome de la souche forte serait capturé par la
protéine de la capside de la souche atténuée et ne pourrait pas se multiplier. Cette explication
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du phénomene, bien que présentant un intérét certain, ne permet pas d’expliquer la protection
contre les viroides ;

- BAWDEN et KASSARIS (cités par SHERWOOD, 1987) ont suggéré I’existence
de sites de multiplication spécifiques du virus dont le nombre serait limité. S’ils sont occupés
par la souche faible, pour sa multiplication, la souche forte, inoculée plus tardivement, ne peut
pas effectuer la sienne. Dans le cas de deux inoculations successives, avec deux virus non
apparentés, leurs sites étant différents, le second pourrait parfaitement se multiplier ;

Le mécanisme mis en jeu, dans le cas de la prémunition avec une souche atténuée de
ZYMYV, n’est pas encore connu, mais des essais concernant son efficacité ont ét¢ menés.

Ces essais ont été réalisés avec une souche atténuée (ZYMV-WK) obtenue, en France, 2
partir d’un isolat de ZYMYV, induisant des symptomes sévéres mais peu transmissible par
puceron car présentant un facteur aidant déficient. Ces deux souches ne peuvent &tre
différenciées, que ce soit sérologiquement, avec leur gamme d’hotes ou leur transmission par
puceron. La souche faible n’induit qu’une légére marbrure sur les feuilles inoculées, mais
aucun symptome sur les fruits de Cucurbitacées. Des essais sur Courgette ont montré,
qu’apres inoculation avec ZYMV-WK, le nombre de fruits par plante et la qualit¢ de ceux-ci
ne variaient pas, alors que le poids de fruit par plante diminuait de 11% (LECOQ &
LEMAIRE, 1991).

Des essais en plein champ de protection croisée, sur Concombre, Melon et Courgette, avec
cette méme souche, contre des souches de ZYMYV de provenances géographiques variées, ont
été menées a Taiwan (WANG et al., 1991). Deux cas ont été différenciés : pression faible et
forte de la maladie. Les rendements en fruits commercialisables étaient respectivement 2 et
40 fois plus importants chez les plantes prémunies. Chez le Concombre et la Courgette,
I’efficacité de la protection croisée, contre les différentes souches, varie de 50 a 90%, le taux
de réussite le plus élevé étant obtenu chez la courgette, dans le cas de la protection contre une
souche frangaise de ZYMYV. Ceci permet d’émettre 1’hypothése selon laquelle la souche
atténuée, obtenue dans une région donnée, protége mieux contre la souche forte de ZYMV
que ’on trouve préférenticllement dans cette région.

L’efficacité de la protection croisée augmente en méme temps que le délai entre la
premiére inoculation avec la souche faible et la seconde avec la souche forte. Pour le Tabacco
Mosaic Virus, un intervalle d’une 2 huit heures est suffisant pour obtenir une efficacité de 40
4 60%, alors qu'un délai de 24 heures et plus permet d’atteindre 90% (GOTO et al., 1984).

Ces expériences permettent de conclure en une bonne efficacité de la prémunition avec
ZYMV-WK, dans le Sud de la France et a Taiwan. Toutefois, des investigations
supplémentaires sont nécessaires avant de mettre cette technique 2 la disposition des
producteurs. En effet, dans certains cas, on a observé qu’une inoculation avec un virus pouvait
rendre la plante plus sensible aux maladies cryptogamiques, ou conditionner toute la culture
pour une réaction de synergie avec un second virus non apparenté (RUSSEL, 1970). De plus,
il semble important, de part les résultats obtenus par I’équipe de Taiwan, de tester I’efficacité
de la protection croisée avec ZYMV-WK dans des conditions écologiques différentes.
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A la Réunion, la mosaique jaune de la courgette est une virose qui pose de graves
problémes sur les cultures de Cucurbitacées. La protection croisée contre la souche forte
réunionnaise de ZYMYV (ZYMV-R) avec une souche atténuée, obtenue 4 I’INRA de Montfavet
a partir de la "souche" frangaise du virus, a été un échec. Bien que la souche forte ZYMV-R
n’ait pas encore été caractérisée de maniére trés précise, des observations ont permis de
constater qu’elle se distinguait beaucoup des souches de ZYMV que I’on trouve de par le
monde. Les expériences menées sur la courgette dans la suite de ce rapport ont pour but de
tester I’efficacité de la protection croisée contre ZYMV-R avec une souche atténuée du virus

(ZYMV-Q5R1A), obtenue & partir d’isolats de cette méme souche.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES



I - MATERIEL

1 - Le matériel végétal

11 - Les ails

Une collection d’ails locaux existe au CIRAD-CA de St-Pierre, comprenant également des
variétés envoyées par 'INRA de Montfavet. On retrouve treize variétés : VACOA, TI VACOA,
AIL. JAUNE, GROS BLEU, TI L’AIL BLEU, TI L’AIL BLANC, AIL CHINE, AIL
JAMAIQUE, AIL MADAGASCAR, AIL EGYPTE, AIL BLANC, GROS L’AlL et AIL ROUGE.
Toutefois, la collection a été divisée en dix neuf groupes car, pour chacune de ces variétés, on
a tenu compte de son origine. En effet, & la Réunion, chaque producteur reproduit sa variété lui-
méme.

Elles ont 1’avantage d’étre bien adaptées au climat de I'ile. Par contre, elles manquent
d’homogénéité au niveau de la taille des bulbes et des rendements.

12 - Les courgettes

La culture de la courgette a été€ choisie pour I’étude de protection croisée pour différentes
raisons : il n’existe pas de variété résistante au ZYMV a I’heure actuelle, des essais de protection
croisée avec une autre souche atténuée ont donné des résultats positifs et enfin, il s’agit d’une
plante a fructification rapide. Les plantes utilisées sont des semences hybrides F1 "DIAMANT",
commercialisées par TECHNISEM. Aprés semis en pots individuels, elles sont maintenues dans
un tunnel étanche aux insectes jusqu’au stade cotylédonaire ou elles sont inoculées.

2 - La "souche" faible de ZYMV (ZYMV-QSR1A)

La souche originale de ZYMV-Réunion (ZYMV-R) a été isolée en 1984 par LECOQ (INRA
de Montfavet) a partir d’un échantillon de "MARGOZE" (Momordica charantia L.) présentant
des symptomes de mosaique. Apres les premicres étapes de carctérisation, cet isolat a ét€ "cloné”
par transferts successifs & partir de 1ésions locales de Chenopodium amaranticolor. On a ainsi
obtenu plusieurs souches, dont la souche ZYMV-R1A, identique & la souche de référence en
matiére de symptomatologie, de sérologie, etc..., mais qui n’est pas transmissible par pucerons
(car déficiente pour le facteur aidant).

C’est cette souche qui a été utilisée pour obtenir I’isolat ZYMV-Q5RI1A, utilisée pour cette
étude. Le principe a été le suivant : prenant en compte le fait que la souche faible de ZYMV
"européen” (ZYMV-WK) produit des 1lésions locales chlorotiques sur C.amaranticolor,
contrairement aux souches sévéres de ZYMV qui produisent des Iésions nécrotiques, on a cherché
a sélectionner des "souches" issues de lesions locales chlorotiques. Pour cela, des lésions locales
chlorotiques, étant apparues sur les feuilles de C.amaranticolor inoculées mécaniquement avec
la souche ZYMV-R1A, ont été transférées par inoculation mécanique, une premicre fois sur des
feuilles de C.amaranticolor, puis sur C.quinoa. Enfin, on effectue un dernier transfert sur la
courgette (notons que le C.amaranticolor posséde des inhibiteurs qui empéchent le transfert direct
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1/ - Fixation des
anticorps (IgG)
spécifiques sur le
support (coating)
Dépdt de 200ul/puits

2/ - Dépdt des échantilions
(200pl/puits)fixation du
virus par réaction
spécifique avec les IgG
anti virus

3/ - Fixation du conjugué (IgE)
anti virus par réaction spécifique

avec le virus
Dépdbt de 200ul/puits

4/ - Révélation par
coloration grace a la
transformation
enzymatique du substrat
Dépdbt de 200ul/puits

<

Incubation 4H a 37°C dans une boite humide
LAVAGES :
(3 fois trois minutes avec du tampon P.B.S-

tween)

o

Incubation toute la nuit 4 4°C
LAVAGES

(1 lavage rapide et 4 de 3
minutes avec du tampon
P.B.S-tween)

Incubation 3H & 37°C dans une boite humide
LAVAGES

(4 fois 3 minutes avec du tampon P.B.S -
tween)

%
o

s

Lecture au spectrophotomeétre a 405 nm
apres incubation a 37 °C pendant 30, 60, 90,
et 120 minutes

Figure 3 : Protocole DAS/ELISA utilisé
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3 la courgette). Huit "souches" ont été ainsi obtenues (Q1 a Q8) ; parmi celles-ci la souche Q5
qui provoquait les symptOmes les plus faibles sur courgette a été retenue.

Sérologiquement, elle ne semble pas différer des souches types de ZYMV-Réunion mais elle
n’est pas transmissible par puceron (facteur assistant déficient). Dans des premiers essais,

réalisées 4 I'INRA de Montfavet sur un nombre limité de plantes, elle semblait bien prémunir
contre la souche réunionnaise de référence (ZYMV-R5A) (LECOQ, communication personnelle).

I1 - METHODES

1 - Les tests immunologiques

Le test ELISA (CLARK & ADAMS, 1977) est adapté a I’analyse d’un grand nombre
d’échantillons, facile & mettre en oeuvre et présente une grande sensibilité. Cette technique est
basée sur deux particularités :

- la reconnaissance antigéne-anticorps ;
- 'intervention du conjugué, qui est un anticorps (Ac) couplé & une enzyme ;

Le protocole E.L.LS.A. utilisé est un D.A.S-E.L.I.S.A., c’est-2-dire "double antibody
sandwich" ou "test en double anticorps”. Le complexe Ag-Ac est mis en évidence par
Pintermédiaire de I’enzyme qui est sur le conjugué qui, en dégradant son substrat, produit une
coloration dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de particules virales présentes dans
I’échantillon testé (DEVERGNE et al., 1981).

Ces tests ELISA sont utilisés dans le cadre des études sur les variétés d’ail et sur la courgette.

11 - Détection de ’'OYDV

Dix sept lots de la collection d’ail sont testés par ELISA. Dans chaque groupe, soixante quatre
gousses ( 32 provenant des plus gros bulbes, c¢’est-2-dire d’un diamétre supérieur a 45 mm, et
32 provenant des petits bulbes) sont plantées dans des pots individuels. Ils sont placés dans des
cages insect-proof et arrosés deux fois par jour par aspersion, sans aucune adjonction d’engrais.

Les feuilles sont testées par la technique ELISA au stade 2 ou 3 feuilles. Celles qui réagissent
négativement sont retestées a un stade de développement plus avancé.

Les échantillons, prélevés en cages et tunnels insect- proof, sont broyés dans un tampon de
broyage (annexe I), selon une dilution de 1/5¢me, puis filtrés. Ces filtrats sont déposés dans les
réservoirs.

Les réactifs immunochimiques utilisés sont commercialisés par la société SANOFI et sont
utilisés selon les dilutions indiquées (1/500&me pour les anticorps et le conjugué).
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Le test ELISA se déroule sur deux jours, selon les étapes indiquées dans la figure 3. Les
annexes I et II présentent les tampons de dilution des différents réactifs et les dépOts a chaque
stade du test, dans les différents types de puits.

12 - Détection du ZYMV

Des plants de courgette DIAMAND sont inocul€s mécaniquement avec la "souche" atténuée
de ZYMV : ZYMV-QS5RI1A, conservée en BOS (annexe II). Treize jours plus tard la présence
du virus est détectée par tests ELISA.

Les échantillons prélevés sont broyés dans un tampon (annexe I), selon une dilution de
1/10&me. Les réactifs utilisés ont été obtenus par I’équipe de LECOQ de I’'INRA Montfavet. Ils

sont utilisés selon une dilution de 1/2000e¢me pour les anticorps et de 1/1000éme pour le
conjugué.

Le protocole est le méme que celui utilisé pour la détection de 'OYDV (figure 3).

13 - Résultats et interprétation

En I’absence de tout virus (échantillon sain), le spectrophotométre détecte quand méme une
coloration : on I’appelle bruit de fond. Il ne correspond donc pas 2 la présence d’antigénes reli€s
sérologiquement 2 la protéine de la capside du virus.

Pour I’étude de I’ail, I’addition de lait en poudre dans le tampon de broyage Strensen permct
de diminuer 1’absorbance du témoin sain qui est naturellement trés €levée.

Les mesures des D.O. sont réalisées apres un temps d’incubation variant généralement de 30
a 120 mn.

Pour interpréter ces mesures, il est nécessaire d’analyser les D.O. des puitss référence tampon
et des témoins sains et virosés ainsi que la cinétique des réactions.

Des lectures assez tardives et le calcul du seuil de positivité S permettent souvent de
discriminer des €échantillons faiblement positifs.

S=X+T*s
- X représente la moyenne des D.O. des témoins sains,
- s est I’écart type de ces mémes D.O.,
- n est le nombre de témoins sains testés,

- T estle T de Student & n-1 degrés de liberté au seuil de 5%.

2 - Transmission du ZYMYV par inoculation mécanique

Le tissu végétal frais virosé doit étre soigneusement broyé dans un mortier froid (4°C) dans
un tampon d’extraction, selon une dilution de 1/4éme (Annexe I).
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L’inoculum, ainsi réalisé, doit étre rapidement utilisé. L’inoculation mécanique est effectuée
quand les plantes sont au stade cotylédonaire, en frottant délicatement la surface des deux feuilles
avec le doigt protégé par des gants. Les feuilles inoculées sont ensuite rincées & ’eau pour
éliminer le charbon végétal qui génerait la lecture des lésions locales.

3 - Les dispositifs expérimentaux

31 - Etudes des variétés d’ail

Outre les expérimentations, décrites précédemment (cf II 1.1), concernant 1’état virologique
des variétés d’ail, une notation des symptdomes a ét€ effectuée. Les 19 "variétés" d’ail locales,
constituant la collection de I'IRAT St-Pierre ont été plantées & raison de 200 plantes par variété,
disposées en microparcelles. Le placement des variétés sur la parcelle n’a pas fait 1’objet d’une
randomisation. Les 17 variétés, dont des individus ont ét€ testés en ELISA, y sont représentées.
Pour chacune d’elles, 50 plantes ont été tirées au sort et ont fait I’objet de notation de
symptOmes.

32 - Essai de protection croisée sur courgette

Deux dispositifs sont mis en place : une étude en cages étanches aux insectes et une au
champ.

* ESSAI EN CAGES ETANCHES AUX INSECTES

Apres que la présence de la souche faible de ZYMV ait ét€ testée par ELISA (cf I 1.2), les
deux derniéres feuilles bien étalées de chaque plante prémunie sont réinoculées avec la souche
forte de ZYMYV : ZYMV-R (provenant d’échantillons végétaux virosés frais).

Un échantillon de dix plantes est utilisé pour la prémunition. Trente plantes sont semées en
méme temps : dix d’entre elles sont des témoins sains, dix des témoins "souche" faible et les
dix derniéres des témoins souche forte. Toutes ces courgettes sont cultivées en cages insect-proof.

Le développement des symptdmes est suivi tous les 10 jours a partir de la seconde inoculation
avec ZYMV-R, et ceci pendant 40 jours.

* ESSAI AU CHAMP

Celui-ci est conduit sur la station CIRAD-CA de Ligne Paradis, avec le cultivar DIAMAND
de la Courgette. Aprés semis, les plantes sont cultivées sous serre, en pots de plastique et sont
séparées en deux groupes de 100 plantes.

Le premier groupe est inoculé mécaniquement avec la souche faible ZYMV-QS5R1A, au stade
cotylédonaire. Le second n’est pas inoculé. Treize jours plus tard, la présence du virus est
détectée, chez les courgettes prémunies, par tests ELISA. Les plantes sont ensuite plantées au
champ.
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L’essai consiste en cinq blocs de méme taille (1,5%42m), constitué d’une bande de plastique
noir, équipé d’un rang de goutteurs le long duquel les plantes sont espacées de 70 centimétres.
Chaque bloc comprend 50 plantes :

- 5 plantes de bordure, & chaque extrémité de la ligne de plastique ;
- 20 plantes prémunies avec ZYMV-Q5R1A ;
- 20 plantes saines.

La disposition des deux traitements, & I’intérieur de chaque bloc, est déterminée aléatoirement
avec le logiciel STAT-ITCF. (Le plan de I’essai et la fiche technique de la culture sont donnés
"en annexes III et IV).
Immédiatement aprés plantation, on inocule mécaniquement une plante sur deux sur toute la
longueur de ces bordures infestantes avec ZYMV-R, afin de faciliter 1’installation d’une
épidémie. L essai est suivi jusqu’au 45°™ jour aprés plantation.

L’efficacité de la protection croisée est mesurée en comptant, tous les deux jours, le nombre
de plantes présentant des symptomes sévéres. Une échelle de notation des symptomes est réalisée
dans ce but (cf I1.4). Afin de déterminer & quel virus ces symptomes sont dis, la derniére feuille
étalée des courgettes malades est prélevée au moment ol apparaissent les premicres
manifestations de la maladie. Elle est testée par ELISA pour différents virus : PRSV, CMYV,
ZYMV.

Parall¢lement & ce suivi des symptOmes, les fruits des plantes prémunies et non prémunies sont
récoltés tous les deux jours, dés qu’ils atteignent le calibre commercial (2 savoir une longueur
de 15 cm et un diamétre de 5/6 cm). Pour chaque plante sont relevés :

- le nombre total de fruits et leur poids ;
- le nombre de fruits commercialisables et leur poids.

La période de récolte s’étale du 28°™ au 45°™ jour aprés la plantation. Tous ces résultats sont
traités statistiquement.
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4 - Notation de symptomes

Concernant la notation de la collection d’ails, I’échelle utilisée et ses correspondances en
termes de symptomatologie sont données dans le tableau 5.

Tableau 5 : Echelle de notation des symptdmes de la Bigarrure de 1’Oignon, sur le feuillage des
variétés d’ails de la Réunion.

NOTES SYMPTOMES CORRESPONDANT
1 Plante saine
3 Une feuille avec une mosaique peu marquée
5 Plusieurs feuilles avec mosaique
7 Totalité ou la plupart des feuilles avec une forte mosaique (larges
trainées jaunes)
9 Mort de la plante _

Apres certaines observations effectuées lors d’épidémies de ZYMYV sur courgette, une échelle
de notation des symptdmes sur feuillage de courgette a été choisie (tableau 6).

Tableau 6 : Echelle de notation des symptomes de la Mosaique Jaune de la Courgette, sur la
derniére feuille déroulée des plants de courgette.

NOTES SYMPTOMES CORRESPONDANT
1 Plante saine
2 Mosaique en petites plages vertes réparties sur ’ensemble du limbe
3 Mosaique forte localisée 1égérement autour des nervures
4 Mosaique accompagnée d’un "vein banding"
5 "Vein banding" bien marqué
6 Légere déformation de la feuille/petites cloques vert foncé
7 Feuille aux contours dentelés/cloques trés prononcées
8 Feuille filiforme
9 Mort de la plimte
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CHAPITRE 3

BILAN VIROLOGIQUE DES VARIETES LOCALES D’AIL



I
RESULTATS



N
(6

Tableau 7 : Résultats des tests ELISA sur des plants d’ail & Ia fin de I'expérimentation (le 04/06/92)

Tableau 8 : Résultats des tests ELISA sur des plants d'ail
au stade 2-3 feuilles aprés deux heures d'incubation.

VARIETES
effectif | % OYDV(+)
VACOA P.GONTHIER 85 100
VACOA F.FONTAINE 60 100
VACOA C.BARRET 52 96,1
VACOA N.MUSSARD 60 56,7
TI VACOA K'BIDY 61 100
AL JAUNE N.MUSSARD 63 _ 952
TI L'AIL BLANC LAURET 60 96,7
AIL CHINE LAURET 59 100
AIL ROUGE REUNION 67 62 100
AlL ROUGE ENTRE DEUX 63 100
AlL ROUGE K’BIDY 58 100
GROS BLEU A.BARRET 57 100
Ti L'AlL BLEU C.BARRET 61 73,8
Tl L’AIL BLEU LAURET 60 100
AlL JAMAIQUE 61 100
JAMAIQUE MERISTEME 62 08,4
AIL BLANC 61 100
TOTAL [ 1045 | 95,2

VARIETES |Grosses tétes Petites tétes Total
effectif % OYDV(+) effectif | % OYDV(+) | % OYDV(+)

VACOA P.GONTHIER 40 100 45 100 100
VACOA F.FONTAINE 30 100 30 100 100
VACOA C.BARRET 25 100 27 100 100
VAGOA N.MUSSARD 32 100 28 100 100
TI VACOA K'BIDY 30 100 31 100 100
AlL JAUNE N.MUSSARD 31 100 32 100 100
TI L’'AIL BLANC LAURET 31 100 29 100 100
AlL CHINE LAURET 30 100 29 100 100
AlL ROUGE REUNION 67 32 100 30 100 100
AIL ROUGE ENTRE DEUX 32 100 31 100 100
AlL ROUGE K’BIDY 29 100 29 100 100
GROS BLEU A.BARRET 26 100 31 100 100
Tl L’AIL BLEU C.BARRET 29 100 32 56 77

Tl L’AIL BLEU LAURET 32 100 28 100 100
AlL JAMAIQUE 29 100 32 100 100
JAMAIQUE MERISTEME 31 100 31 100 100
AIL BLANC 32 100 29 100 100
TOTAL 521 100 524 97,3 98,6

OYDV(+) : plante infectée par OYDV.

OYDV(+) : plante infectée par OYDV
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1 - La détection de I’OYDYV par tests ELISA

Ils permettent de faire un bilan virologiqué des ails de la Réunion.

Le tableau 7 présente les résultats des tests ELISA 2 la fin de I’expérimentation menée
en cages étanches aux insectes.

Pour 16 "variétés" d’ail, toutes les plantes testées sont virosées, qu’elles soient issues
de gros ou de petits bulbes. Seul I’ail "TI L’AIL BLEU" de CBARRET ne présente que
77% de plantes atteintes. Les individus indemnes de virus sont essentiellement issus de
petits bulbes. En effet, le pourcentages d’infection des bulbes de petite taille, pour cette
variété, n’est que de 56%.

Cependant, cette homogénéité¢ des résultats, en fin d’étude, est & tempérer par une
évolution contrastée du pourcentage de plantes virosées dans chaque variété. C’est ainsi
qu’au stade 2-3 feuilles, on obtient les résultats suivants (tableau 8):

- Onze variétés présentent 100% de plants virosés dés le stade 2 ou 3 feuilles.

- Les variétés "VACOA" de C. BARRET, "AIL JAUNE" de N.MUSSARD, "TIL’AIL
BLANC" de LAURET et "JAMAIQUE méristtme" ne présentent, respectivement, que
96,1, 95,2, 96,7 et 98,4% de plantes infectées au moment du premier test ELISA.

On retrouve surtout ce retard chez les variétés "VACOA" de NNMUSSARD et "TI
L’AIL BLEU" de C.BARRET, pour lesquelles les plantes sont virosées dans des
proportions de 56,7 et 73,8 % au moment du premier test.

Les individus, qui présentaient une réponse négative aux tests ELISA au stade 2-3
feuilles, ont ét€ testés plusieurs fois & des stades de développement plus avancés (figure
4).

- T T T 1 L L L 1
22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73
Jours aprés plantation

(1 Ti rail bleu BAR. Il Vocoa MUS. Vacoa BAR.
Figure 4 : Evolution du pourcentage
de plantes virosées en cours de culture
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MOYENNE DES NOTES

Tableau 9 : Répartition, dans les bulbes, des caieux présentant un délai de réponse aux tests ELISA

TLAL  BLEU C.BARRET VACOA N.MUSSARD
gros bulbes petits bulbes gros bulbes petits bulbes
Nbre de caleux testés 16 15 17 15 15 10 7 15 10 8
- en ELISA
% de caleux présentant un
délai de réponse 0 0 94 0 40 80 14 Q0 60 50

9
8.5+
8_
7.5
74
6.5
6..
5.5
5 an
<3
4.5- B
4_
4 KA %!
8.57 ;ig %Eg é o
ool ey e
al ol ol
soacs e XX XK
1 LI S B R B SOV T T T T i
VF VB VM VG TIV JAUTIBLCH R67 RR RK GB BLBBLL JA JAmBLC
. . . VARIETES
46 jours aprés plantation
Figure 5: Moyennes et e’corl‘s‘—fypes
des notes attribuées aux varietés d'ail
VF : Vacoa F.Fontaine RR : Ail rouge Entre-Deux
VB : Vacoa C.Barret RK : Ail rouge K’Bidy
VM : Vacoa N.Mussard GB : Gros bleu A.Barret
VG : Vacoa P.Gonthier BLB : Ti 1“ail bleu C.Barret
TIV : Ti vacoa K’Bidy BLL : Ti 1’ail bleu Lauret
JAU : Ail jaune N.Mussard JA @ Ail jama:ique L
TI BL : Ti 1’ail blanc Lauret JAm : Ail jamaique mer‘ls:izeme
CH : Ail chine Lauret BLC : Ail blanc J.M.Rivieéere
R67 : Ail rouge Réunion 67
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Pour les lots "VACOA" de C.BARRET, "AIL JAUNE" de NNMUSSARD,, "TI L’ AIL
BLANC" de LAURET et "JAMAIQUE méristéme", ce n’est qu’une cinquantaine de jours
aprés plantation que tous les échantillons répondent positivement au test.

Concernant le "VACOA" de N\MUSSARD, cette séropositivité tardive persiste jusqu’a
64 jours aprés plantation.

Enfin, pour le "TI I’AIL BLEU" de C.BARRET, on le retrouve sur une période
beaucoup plus longue (plus.de 73 jours). Ces plantes n’ont pas pu étre testées
ultérieurement. ’

Lors de la plantation des différentes variétés, chaque caieu a été différencié, ce qui
permet de voir si les plantes présentant un délai de réponse aux tests ELISA sont issues
d’un méme bulbe (tableau 9). Deux gros bulbes et deux petits bulbes sont & 1’origine des
caieux testés pour "TI L’AILL. BLEU" de C.BARRET. Concernant "VACOA" de
N.MUSSARD, il s’agit de trois grosses et de trois petites tétes.

Pour "TI L’AIL BLEU" de C.BARRET, les caieux d’un méme "petit" bulbe sont
concernés par ce délai, alors que pour "VACOA" de NMUSSARD, ce sont les caieux de
quatre bulbes (deux "gros" et deux "petits) qui présentent ce phénomeéne.

Les pourcentages des caieux concernés a 'intérieur de chaque bulbe varient de 40
(VACOA N.MUSSARD) a 94% (TI L’AIL BLEU C.BARRET).

2 - Evaluation symptomatologique de la maladie

La notation des symptdmes permet d’évaluer I’expression de la maladie dans chaque
variété.

La figure 5 permet de visualiser les moyennes et les €carts types des notes attribuées
aux plantes des différentes vari€tés d’ails (46 jours aprés plantation).

Les lots "TT VACOA" de K’BIDY, "AIL ROUGE Réunion 67", "AIL ROUGE" de
K’BIDY, "TIL’AIL BLEU" de LAURET et "TT L’ AIL BLEU" de C.BARRET présentent
des symptOmes relativement ' faibles puisque leurs moyennes de notation sont
respectivement 3.08, 2.88, 2.84, 3.44 et 3.16. A 'inverse, les trois "variétés" "VACOA"
de F. FONTAINE, "VACOA" de P. GONTHIER et "AIL BLANC" de J.M. RIVIERE,
dont les moyennes sont 4.96, 5.2 et 4.4, semblent plus sensibles.

Le type "AIL ROUGE" parait étre relativement tolérant vis-a-vis de la maladie, alors
que les ails "VACOA" semblent étre plus sensibles. Toutefois, il existe une grande
hétérogénéité selon I’origine des semences.

Les écarts-types sont importants pour toutes les variétés, excepté le "VACOA" de F.
FONTAINE. Ceci nous a conduit & mener une étude plus précise de la distribution des
notes a 'intérieur de chaque variété (figure 6).
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g%gg:l:e 6 : Répartition des notes pour trois variétés locales
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Les répartitions obtenues sont de trois types, qui sont illustrés par trois exemples
représentatifs : VACOA N. MUSSARD (A), TI L’ AIL BLANC LAURET (B) et VACOA
F. FONTAINE (C). Les graphiques 3, 4 et 5 concernent respectivement 8, 7 et 2 variétés.
On peut les décrire de la maniére suivante :

- type A : les notes sont hétérogénes et se répartissent sur I’ensemble de
I’échelle de notation, ce qui signifie que la gravité des symptOmes est trés variée ;

- type B : plus de 75% des plantes notées ont des symptdmes inférieurs 3 3 ;

- type C : les notes varient de 5 4 9. Les plantes de ces variétés présentent des
symptdmes graves.

Une seconde notation a été effectuée 52 jours plus tard. Quel que soit le type de
graphique, on constate un léger déplacement des notes vers des valeurs plus élevées d’une

notation a ’autre.
On observe une légére augmentation de la moyenne des notes qui passe de 3,7 & 4

pour ’ensemble des variétés (figure 7).
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I
DISCUSSION



Toutes les variétés d’ail locales sont virosées. Les résultats obtenus, par tests ELISA,
sur les gros et les petits bulbes montrent qu’ils sont infectés dans des proportions
équivalentes. Toutefois, afin de pouvoir I’affirmer de maniére définitive, mais aussi pour
tester la différence du degré d’infection de ces deux types de bulbes, il serait nécessaire
d’étudier un nombre plus important d’échantillons par variété et d’utiliser des tests ELISA
quantitatifs ou semi-quantitatifs.

En effet, les résultats obtenus ne permettent pas de déterminer si les degrés d’infection
des deux types de bulbes sont les mémes car ils ne peuvent pas étre exploités
quantitativement et ceci pour différentes raisons :

- probléme d’échantillonage : pour avoir des résultats semi
quantitatifs, les poids des échantillons testés auraient dfi étre pris en compte. Or ceux-ci
variaient, selon les cas, de 0,2 & 1 gramme. De plus, il aurait fallu disposer de virus
purifi€ pour faire une gamme de dilution.

- "effet plaque" : les tests sont effectués sur des plantes au stade
2 ou 3 feuilles. Par conséquent, les plantes d’une méme variété peuvent Etre testées sur
des plaques différentes (car I'homogénéité & la levée n’était pas toujours tres bonne), ce
qui introduit une nouvelle source de variation dans les résultats intra-variétaux.

- "effet t€moins" : tous les aulx pays semblant infectés par
I’OYDV, ce sont toujours les mémes témoins sains qui sont utilisés, quelque soit la
variété testée. Il s’agit, d’une part de feuilles d’ail "VACOA" régénérées par culture in
vitro 2 ’'INRA de Montfavet et conditionnées en BOS, d’autre part de feuilles des variétés
certifiées "GERMIDOUR" et "BLANC DE LA DROME". Ces plantes n’étaient pas au
méme stade de développement que les échantillons testés. Cela constitue une source
d’erreur supplémentaire pour le calcul du seuil de positivité, pour lequel la moyenne des
densités optiques des témoins sains est prise en’ compte.

Cependant, la différence de croissance des bulbes serait plutdt die & des phénomeénes
agronomiques (difficultés & 1a levée...) ou a I’hétérogénéité génétique des variétés locales
(variétés population).

Les plantes testées par ELISA sont cultivées en cages insect-proof, & 1’abri de toute
infection par les pucerons, pendant toute la durée des expériences. Par conséquent, le délai
a I’apparition de la séropositivité que 1’on trouve chez certaines variétés, correspondrait
4 un retard dans le développement du virus dans la plante. Deux hypotheses peuvent
expliquer ce phénomeéne :

1/1a variabilité de POYDV.

1l pourrait exister des souches d’OYDV différentes, notamment de par leur pouvoir
pathogéne (MESSIAEN et al., sous presse).
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2/une résistance.

Les variétés posséderaient une résistance a la multiplication du virus. Ce type de
résistance partielle a été mise en évidence chez le piment (Capsicum annuum) contre le
virus de la mosaique jaune du concombre. En 1977, a été découverte une lignée de piment
a trés petits fruits chez laquelle la multiplication du virus est limitée (POCHARD &
DAUBEZE, 1989).

Des études sont nécessaires pour tester ces deux hypothéses:

- rechercher d’éventuelles souches différentes par des études cytologiques,
sérologiques chez les différentes variétés d’ail, mais aussi caractériser les souches en
réinfectant des ails sains réunionnais et métropolitains avec différents isolats du virus.

- rechercher une résistance en suivant la descendance des plantes présentant un
retard du développement du virus afin d’observer si ce phénoméne se répéte. Une
méthode quantitative fine permettrait de vérifier s’il s’agit d’une résistance a la
multiplication du virus.

Dans tous les cas, la présence de caieux, ne présentant pas de retard au développement
du virus, dans un bulbe ol ce phénomene se manifeste, s’expliquerait par une répartition
hétérogéne du virus dans la plante. Cela a déja été observé chez des plantes infectées par
le TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) ou certaines feuilles, d’'une méme plante
,présentent des symptdmes alors que d’autres sont apparemment indemnes (GEBRE-
SELASSIE, communication personnelle).

Concernant le suivi des symptomes sur les variétés d’ail foraines, le léger décalage
vers les notes supérieures que 1’on observe entre les deux notations, sont diis a
I’apparition de symptomes de plus en plus marqués au fur et & mesure que I’on avance
dans le cycle de développement de la plante. Ceci est en accord avec les résultats obtenus
par LEROUX (communication personnelle).

Il n’est pas possible de corréler ces symptdmes a un degré d’infection car les plantes
suivies n’ont pas été testées par ELISA. Toutefois, on peut penser que les variétés,
présentant des distributions de notations de symptOmes similaires aux figures 4 ou 5,
pourraient posséder certains individus présentant un retard dans le développement du virus
(parmi les plantes notées 1 ou 3).

Afin de pouvoir compléter ces expérimentations, il serait intéressant de faire le méme
type d’étude en apportant certaines modifications. On pourra utiliser un protocole ELISA
de type quantitatif ou semi-quantitatif afin d’obtenir des renseignements quant au degré
d’infection des plantes et effectuer un suivi des symptdmes en parallgle. Ceci permettra
de relier 1’échelle de notation & la quantité de virus présente et d’observer si les retards
au développement du virus, détectés par ELISA, sont corrélés & des symptomes atténués
au champ.
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Dans tous les cas, il subsistera le probléme que constitue I’absence de témoins sains
pour chaque variété.

Concernant I’impact de ces résultats pour la culture d’ail & la Réunion, I’existence
d’une résistance, limitant la multiplication de I’OYDYV chez certaines variétés serait trés
intéressante. En effet, une fois régénérées par culture de méristéme, les plantes issues des
bulbes concernés (TI L’ AIL BLEU C.BARRET et VACOA N.MUSSARD), présenteraient
un retard a la réinfection. A 1’heure actuelle, le seul exemple de régénération est 1a variété
JAMAIQUE méristéme, qui aprés deux années de mise en culture est presque totalement
réinfectée par le virus. On pourrait espérer que ce délai serait plus important avec les
plantes "résistantes”, permettant aux producteurs de maintenir des rendements élevés sur
un plus grand nombre d’années.

Cette étude, en montrant que la totalité des variétés réunionnaises est virosée, a permis
de mettre en évidence 'intérét de la régénération de deux variétés ("VACOA" et "AIL
ROUGE" de K’BIDY) qu’a entrepris 'IRAT, en collaboration avec I'INRA . 1l serait
intéressant d’étudier la différence de rendement entre les aulx régénérés et les mémes
variétés virosées, mais aussi d’observer si des symptdmes atténués ou des retards dans la
multiplication du virus affectent la production.
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CHAPITRE 4

ESSAI DE PROTECTION CROISEE SUR LA COURGETTE



I
RESULTATS
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Figure 8 : Evolution du nombre de plantes présentant des
symptdémes sévéres (25) chez les courgettes prémunies et non-
prémunies

Tableau 11 : Résultats du test du y? sur la répartition du nombre
de plantes dans chaque classe de symptdme, entre les populations
prémunies et non prémunies

Joursaprés | 10| 12| 17| 19| 21| 24} 26| 32| 35| 38} 40| 42| 45
plantation
Probabilités 0 0] 05 1 1 1 0 0 0} 03] 04 01 0




1 - Suivi symptomatologique

L’efficacité de la protection croisée avec la souche atténuée de ZYMV (ZYMV-
Q5R1A) a été testée en cages étanches aux insectes aprés une inoculation mécanique de la
souche forte. L’apparition des symptdmes est suivie pendant 40 jours (planche II), on obtient
les résultats suivants (tableau 10) :

- les témoins sains, se trouvant a ’abri d’une contamination par pucerons, ne
présentent aucun symptome ;

- seule une mosaique légere est observée chez les plantes inoculées avec la
souche faible (ZYMV-Q5R1A) mais aucun symptdme séveére n’apparait ;

- sept témoins, inoculés avec la souche forte (ZYMV-R), présentent des
symptomes graves & partir de 20 jours. A 30 jours toutes les plantes sont atteintes ;

- une seule plante, sur les dix plantes prémunies avec la souche ZYMV-Q5R1A
puis inoculées mécaniquement avec la souche ZYMV-R, développe des symptdmes forts a
partir de 20 jours.

La différence entre les plantes prémunies et les plantes non-prémunies & 40 jours est
significative, au seuil de 5%, selon un test statistique non paramétrique, utilisant la loi
hypergéométrique (DAGNELIE, 1975). A cette date, I’efficacit¢ de la prémunition est de
90%.

Tableau 10 : Efficacité de la protection croisée avec une souche atténuée de ZYMV (ZYMV-
Q5R1A) apres inoculation mécanique de la souche forte, chez la Courgette (expérimentation
en cage étanche aux insectes).

Nombre de plantes
prémunies, avec des

Jours aprés Témoins souche Témoins symptdmes séveres®
inoculation avec | faible® souche forte® | (ZYMV-R)
la souche (ZYMV-Q5R1A) (ZYMV-R)
0 0 0 0
10 0 0 0
20 0 7 1
" 30 0 10 1
| 40 | 0 10 1

a : 10plantes inoculées mécaniquement avec la souche faible Q5RIA.

b : 10 plantes inoculées mécaniquement avec la souche forte ZYMV-R.

¢ : 10 plantes inoculées mécaniquement avec ZYMV-Q5R1A, puis 20 jours plus tard avec
ZYMV-R.

Dans un second temps, ’efficacité de la protection croisée, avec la méme souche
faible, a été étudiée en plein champ sans inoculation mécanique de la souche forte ZYMV-R
mais avec des bordures infestantes. Pour cela, les symptdmes des plantes prémunies et non-

prémunies ont été suivis (figure 8).
35



<o}
N

120

100
80
60
40
20

(6>) sgNwno sjuswapus.

il
o

lantation

e

jours apres p

V772 rdt total [__] rdt com.

(] Non-prémunies

@ Prémunies

Rendements cumulés chez les courgettes prémunies et

Figure 9

(100 plantes par traitement)

non-prémunies

36



Seules les plantes possédant une note supéricure ou égale 4 5 (qui correspond & I’apparition
de cloques sur le feuillage et & une forte déformation des fruits) sont prises en compte.

On distingue trois phases :

- jusqu’a 24 jours apreés la plantation, aucune plante ne présente de
symptomes sévéres, aussi bien chez les courgettes non-pémunies que chez les prémunies.
Seules ces derniéres extériorisent une légére mosaique qui n’est plus discernable aprés le
12*jour, ce qui explique que les populations prémunies et non-prémunies ont une répartition
, dans les classes de symptOmes, significativement différente. Des tests ELISA, réalisés 4
jours avant et 25 jours apres la plantation sur I’ensemble des plantes prémunies, confirme la
présence du ZYMYV. Les feuilles de cing de ces plantes ont été testées, révélant la présence
du virus dans I’ensemble de la plante.

- du 26*™ au 38" jour, des symptdmes sévéres apparaissent dans les deux
types de traitements (planche III). IIs sont plus précoces chez quelques plantes prémunies. Les
différences de répartition du nombre de plantes dans chaque classe de symptome, entre les
populations prémunies et non-prémunies, ont été testées par un test du %2, qui montre qu’elles
sont significatives. Du 26™ au 35*™ jour, le nombre de plantes présentant des symptomes
sévéres chez les plantes prémunies est supérieur & celui des plantes non-prémunies mais
devient quasiment équivalent du 38°™ au 42°™ jour.

Des tests ELISA, réalisés dés 1’apparition des symptémes forts, permettent de vérifier
que les courgettes atteintes sont infectées uniquement par le ZYMV.

- a partir du 38" jour, la tendance s’inverse : le nombre de plantes
exprimant des symptOomes séveres est supérieur dans les blocs non-prémunis. Cette évolution
est asymptotique, alors qu’elle semble se stabiliser chez les courgettes prémunies. Vingt cing
pourcents des plantes prémunies présentent des symptomes séveres 45 jours aprés plantation.

Trente courgettes, inoculées avec la souche atténuée ZYMV-Q5R1A en méme temps
que celles utilisées pour 1’essai au champ et conservées en tunnel étanche aux insectes, n’ont
pas développé de symptOmes séveres.

2 - Etude des rendements

Dans I’essai au champ, les rendements ont ét¢ pris en compte.

Le rendement total comprend tous les fruits alors que le rendement commercialisable
exclut les fruits déformés (figure 9).

La production est relativement constante sur ’ensemble de la période de récolte
considérée.

Concernant les plantes non-prémunies, ce n’est qu’a partir du 33*° jour
qu’apparaissent des fruits déformés. La différence entre les rendements commercialisable et
total reste faible puisqu’elle passe de 1,3 4 8,8% du 33*™ au 45 jour.

Chez les courgettes prémunies, cette différence apparait dés le 31°™ jour et est plus
importante. Elle évolue de 8,4 & 17% du 31°™ au 45*™ jour.

On distingue deux phases dans I’évolution des rendements :

- jusqu’au 38 jour aprés plantation, ce sont les courgettes non-prémunies qui
produisent le plus (poids des fruits totaux et commercialisables) ;
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- apres cette date, la production commercialisable reste plus élevée chez les plantes
non-prémunies (mais cette différence s’amoindrit, passant de 5,8 & 1,6% du 38" au 45
jour). Inversement, & 45 jours aprés la plantation, la récolte totale est de 26 kg chez les
plantes prémunies et de 20 kg chez les plantes non-prémunies.

Les écarts-types des différents blocs, trop variables, n’ont pas permis de réaliser une
analyse de variance sur ces données (les plantes ont été trés abimées par le vent, le brise-vent
n’étant pas suffisamment efficace sur I’ensemble de la parcelle). Toutefois, une analyse
statistique, utilisant le test non paramétrique des rangs (réalisée & 45 jours sur les rendements
commerciaux, plante par plante), permet de montrer que la différence observée, entre les
courgettes prémunies et non-prémunies, est significative au seuil de 5%.

En regroupant les plantes selon leur note de symptdmes a 45 jours, une différence de
rendement tré&s importante est observée entre les plantes avec des symptomes présentant des
symptdmes séveres ( note =5) et celles apparemment saines ou faiblement atteintes (note <2)
(tableau 12).

Tableau 12 : Rendements des plantes prémunies et non-prémunies en fonction de leur note
symptomatologique

Prémunies Non-prémunies

Notes Rdt Rdt Rdt Rdt
symptomatologiques total  com. total com.
<2 1.03 1.02 1.09 1.09

=5 0.92 0.43 0.6 0.56

Pour les plantes dont la note est inférieure ou égale a 2, les rendements totaux et
commercialisables sont équivalents dans les deux types de traitements. I1 n’y a pas de
différence entre les plantes prémunies et non-prémunies.

Par contre, pour les plantes dont la note est supérieure ou égale a 5, ce sont les plantes
prémunies qui produisent le plus de fruits (rendement total), mais il y a une inversion lorsque
I’on considére le rendement commercialisable.

Le pourcentage de fruits déformés est toujours plus €levé chez les courgettes
prémunies (figure 10), excepté aux 357 et 40*™ jours.
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PLANCHE I1

ETUDE DE LA PREMUNITION SUR COURGETTE EN
CAGES ETANCHES AUX INSECTES

Mosaique diffuse sur une feuille inoculée

mécaniquement avec ZYMV-QSR1A

Feuille cloguée inoculée mécaniquement
avec ZYMV-R

Détail de plages chlorotigues sur une feuille

prémunie avec ZYMV-QS5R1A, puis inoculée avec

ZYMV-R

Feuille cloguée et déformée

échec de la prémunition



PLANCHE II1

ESSAT DE PROTECTION CROISEE SUR COURGETTE
EN PLEIN CHAMP

¢ i1 Cloques et déformation sur une feuille
i 3 3 b, I b e . 3
Mosaique par. tdches sur une eu e non-prémunie infectée par ZYMV-R
ﬁgz&iéiif?ii/lgieCtee par ZXME-R (symptémes notés 7)

é

Mosaique sur une feuille prémunie
Mosaique et déformation sur une feuille

(sympt&dme noté 2) 3
prémunie (symptdmes notés 5)

Fruits déformés récoltés sur des
plantes prémunies présentant des

(symptdme noté 8) symptdmes sévéres

Feuille prémunie filiforme
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La souche atténuée ZYMV-Q5RI1A présente plusieurs avantages concernant son
utilisation pour la protection croisée contre ZYMV-R.

D’une part les études menées en cages étanches aux insectes permettent d’affirmer
qu’elle provoque des symptOmes faibles (Iégére mosaique) sur feuillage. Suite 4 un
changement de feuillage aprés la plantation des courgettes en plein champ (feuilles plus
épaisses et d’un vert plus foncé), ces derniers n’étaient méme plus discernables du 12°™ au
26°™ jours aprés la plantation. De plus, la production de fruits déformés est négligeable chez
les plantes prémunies présentant des symptdmes faibles (< 2).

Des test ELISA réalisés sur la totalité des feuilles de certaines plantes prémunies du
champ, ne présentant pas de symptomes sévéres, ont permis de montrer que la souche ZYMV-
R1A est répartie de mani¢re homogene dans la plante.

Enfin, les deux séries de tests ELISA, réalisées sur les plantes prémunies pour tester
la présence de la souche atténuée (4 jours avant et 25 jours aprés plantation) montrent que
le taux de réussite de I’inoculation mécanique de ZYMV-Q5RI1A est de 100%.

Toutefois, contrairement 3 1’étude menée en cages étanches aux insectes, I’essai au
champ a permis de mettre en évidence le faible effet de prémunition de ZYMV-QSR1A contre
le ZYMV-R.

Les résultats obtenus permettent de distinguer deux phases dans 1’évolution de la
maladie sur les plantes prémunies et non-prémunies.

Dans un premier temps, quelques courgettes prémunies avec la souche ZYMV-Q5R1A
développent des symptdmes forts, alors que les plantes non-prémunies restent saines. Ces
derniéres, non affaiblies par la virose, ont un rendement total plus €élevé, alors que les plantes,
inoculées avec la souche faible et présentant des symptomes sévéres, produisent des fruits
déformés.

A partir du 26*™ jour aprés plantation, une épidémie, due i la souche forte de virus
(ZYMV-R), s’exprime dans la parcelle. Le nombre de plantes présentant des symptdmes forts
augmente rapidement dans les blocs non-prémunis. Contrairement aux plantes prémunies
sévérement atteintes, elles ne produisent pratiquement pas de fruits ou des fruits déformés.
Ceci explique que le rapport entre les productions de fruits commercialisables et totaux est
plus favorable chez les courgettes non-prémunies. C’est au cours de cette seconde phase que
le rendement total des plantes prémunies dépasse celui des non-prémunies.

En suivant I’évolution de I’incidence de 1a maladie dans le cas d’une protection croisée
sur courgette avec la souche atténuée ZYMV-WK (issue de la souche frangaise du virus),
WANG et al.(1991) ont obtenu une efficacité€ de la prémunition de 90% 45 jours aprés la
plantation. Cette méme souche assure un rendement commercialisable 14,7 fois supérieur a
celui de plantes non-prémunies atteintes par le ZYMV (LECOQ & LEMAIRE, 1991). Il n’y
a pas de symptdmes sur fruits dans ce cas.

Dans le cas de la protection croisée avec ZYMV-Q5RI1A, si ’on considére I’incidence
de la maladie 45 jours aprés plantation, on constate que 25% des plantes prémunies présentent
des symptOmes sévéres. Cette évolution semble se stabiliser, mais pour connaitre I’efficacité
réelle de la protection croisée, il aurait fallu connaitre le pourcentage de plantes prémunies
avec des symptdmes séveres une fois que celui des non-prémunies ait atteint 100%.

Deux hypothéses peuvent expliquer ces différences de résultats :

- soit la souche faible deviendrait plus agressive (terme utilisé dans le sens de

BOMPEIX et COLENO, (1984)).
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- soit il y aurait une surinfection des plantes prémunies par la souche forte ZYMV-R.
Deux faits sont a rappeler :

- les courgettes inoculées mécaniquement avec la souche faible et conservées
en tunnel étanche aux insectes, n’ont pas développé de symptomes séveres ;

- les études de LECOQ et LEMAIRE (1991), utilisant 1la souche ZYMV-WK,
ont montré un pourcentage d’échec de 60% 2 la fin de I’essai (c’est-2-dire quand 100% des
plantes non-prémunies sont fortement atteintes).

Ces observations permettent de penser que les plantes prémunies sévérement atteintes
ont été¢ surinfectées par la souche ZYMV-R. C’est donc elle qui serait responsable des
symptomes apparus.

Pour tester cette hypothése, il serait nécessaire de tester si les virus présents dans les
isolats des plantes prémunies, extériorisant des symptOomes séveéres, sont transmissibles par
pucerons (sachant qu’il semble peu probable que la souche atténuée ait muté, d’une part pour
son facteur assistant et d’autre part pour son agressivité).

Si nécessaire, certains travaux en cours concernant le séquengage et la production de
sondes ADN pour le ZYMV permettraient de le confirmer.

La souche atténuée, ZYMV-QS5R1A, assure donc une légére prémunition contre
ZYMV-R puisqu’apres 45 jours, le gain de rendement total chez les plantes prémunies est de
7%. Mais si I’on considére le rendement commercial & cette date, celui des plantes non-
prémunies est supérieur de 0,5%, mais on peut penser que cela s’inversera avec le
développement de I’épidémie. Il aurait fallu suivre l’essai plus longtemps. D’autre part,
WANG et al. (1991) ont souligné que les différences entre les plantes prémunies et non-
prémunies s’expriment d’autant plus que 1’épidémie, due & la souche forte, est forte et
précoce, ce qui n’a pas ét€ le cas dans notre essai (épidémie tardive et ralentie par I’hiver
austral).

Toutefois, on peut d’ores et déja conclure que cet effet n’est pas suffisant. Des essais
similaires dans des conditions d’épidémie plus précoce permettraient d’observer une
éventuelle différence du comportement de la souche faible ZYMV-Q5R1A. Toutefois, il
faudrait sélectionner une nouvelle souche atténuée a partir de cet isolat de virus.
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CONCLUSION GENERALE

Concernant le virus de la bigarrure de I’oignon, les études menées ont permis de
montrer que toutes les variétés d’ail locales sont virosées et qu’il n’existe pas de différence
d’infection entre les petits et les gros bulbes. Ceci met en évidence I'intérét d’une
régénération de certaines variétés réunionnaises, notamment de celles qui, comme TI L’ AIL
BLEU de C. BARRET ou VACOA de N. MUSSARD, présentent un retard a la multiplication
du virus. Les plantes, présentant ce phénomene, pourraient €tre utilisées comme semences de
base apres une étude plus compléte de leur descendance. Il conviendrait de comparer les
rendements de ces variétés régénérées a ceux des ails virosés. Si les résultats obtenus sont
concluants, ces variétés pourraient faire 1’objet d’une multiplication massale et constituer des
semences certifies qui seraient mises a la disposition des producteurs de 1’fle mais aussi
d’autres pays tropicaux.

Le virus de la mosaique jaune de la courgette provoque des dégits importants sur les
cultures de Cucurbitacées & la Réunion. La souche atténuée ZYMV-QS5R1A posséde des
avantages (symptOmes faibles, facilité & €tre inoculée mécaniquement et bonne répartition
dans la plante). Elle présente un effet de prémunition, mais suite & une épidémie de ZYMV-R
tardive et ralentie par I’hiver austral il est difficile de juger de I’efficacité de la protection
croisée sur les rendements. Toutefois, la prémunition assurée par ZYMV-Q5R1A, est trop
faible et ne saurait faire I’objet d’une application en agriculture. Il serait nécessaire de
sélectionner une nouvelle souche atténuée,
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ANNEXE I : TAMPONS

P.B.S : (Phosphate Buffered Saline) : pH 7,4
8 g de NaCl

0,2 g de KH2 PO4

2,9 g de Na2 HPO4, 12 H20

0,2 gde KC1

0,2 g de NaN3, gsp 1 litre d’eau distillée

BROYAGE

Pour P’ail, tampon Sorensen :

2,45 g de KH2PO4

15,05 g de Na2HPO4, 12 H20, gsp 1 litre d’eau distillée

Ajouter 3% de lait en poudre au dernier moment qui permet une meilleure réalisation du test
(diminue les bruits de fond afin de rendre I’absorbance du témoin sain la plus basse possible).

Pour la courgette, tampon P.B.S-tween (P.V.P) :
20 g de P.V.P. dans un litre de P.B.S-tween

ELISA

Tampon de lavage : P.B.S. - Tween :
P.B.S. + 0,5 ml de Tween 20 par litre

Tampon d’adsorption des anticorps ( coating) : pH 9,6
1,59 g de Na2CO

2,93 g de NaHCO3

0,2 g de NaN3, gsp 1 litre d’eau distillée

Tampon de dilution du conjugué :
20 g de P.V.P.
2 g d’albumine bovine, gsp 1 litre de P.B.S-tween

Tampon du substrat de I’enzyme : pH 9,8

97 ml de diéthanolamine

0,2 g de NaN3

Ajuster a pH 9,8 avec HCI fumant et completer a 1 litre avec de 1’eau distillée.

INOCULATION DU ZYMV

0,03 M Na2HPO4

2% Na-diethydithiocarbamate (DIECA)

On ajoute 75 mg/ml de charbon actif et 75 mg/ml de carborundum




ANNEXE 11

DEPOTS DANS LES DIFFERENTS TYPES DE PUITS DE LA PLAQUE ELISA A

CHAQUE ETAPE DU TEST
Puits Témoin Témoin | Témoin | Echantillon
bordure | blanc DO sain malade
IgG H20, H20, + + +
{
Extrait H20, H20, + + +
végétal
ToE F20, H20, + + + |
Substrat H20, + + + +
enzyme

NB : H20 : eau distillée

+ : le dépbt est effectué

Conservation des souches de ZYMYV- technique de BOS

Les feuilles présentant des symptomes de la mosaique jaune de la courgette et ol la présence
du virus a été confirmée par test ELISA, sont finement dilacérées au scalpel. Elles sont ensuite
réparties, en un gramme, dans des pochettes de papier Joseph qui sont déposées dans une boite
plastique remplie d’un lit de chlorure de calcium en cristaux recouvert de sopalin. La boite,
hermétiquement fermée, est conservée a 4°C.

Cette technique permet de conserver les propriétés antigéniques (tests ELISA) et le pouvoir
infectieux (inoculation mécanique) pendant plusieurs mois ou années pour des virus tels que le
ZYMV.



PLAN DE L'ESSAI DE PROTECTION CROISEE SUR LA COURGETTE

ANNEXE il

BLOCV BLOC IV BLOC Il BLoci BLQC
BORDURE BORDURE BORDURE | BORDURE BORDURE
5 plantes 5 plantes 5 plantes 5 plantes 5 plantes
P NP NP P P
20 plantes 20 plantes 20 plantes 20 plantes 20 plantes
BORDURE BORDURE BORDURE
INFESTANTE INFESTANTE INFESTANTE
50 plantes 50 plantes 50 plantes
NP P P NP NP
20 plantes 20 plantes 20 plantes 20 plantes 20 plantes
BORDURE | BORDURE BORDURE | BORDURE BORDURE
5 plantes 5 plantes 5 plantes 5 plantes 5 plantes

NP : non prémunie

P : prémunie
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ANNEXE IV

FICHE TECEHNIQUE
culture: COURGETTE
variété: Diamand (technisem)
parcelle: H sud
surface: 500 m?

SEMIS: 07/07/1992 . _
Semis de 470 pieds, en pots d’un litre, dans un tunnel insect-proof.

DATE D’INOCULATION(ZYMV-QSRIA): 16/07/1992
Inoculation de 150 plantes avec la souche faible ZYMV-Q5RIA pour les prémunir. La
présence du virus est testée le 27/07/1992 par tests ELISA.

PREPARATION DU SOL: labour + disques

DATE DE PLANTATION: 31/07/1992
Plantation tous les 70 cm sur ligne de plastique.

FERTILISATION:

Fumure de fond :

Superphosphate 0-45-0 : 10 Kg

Engrais 20-0-33 : 15 Kg

Total: 60-90-99

Fumure de couverture :

Sulfate d’ammoniaque: 24 Kg (4 fractionnements)
Total: 96-0-0

Total des unités apportées au cours de la culture : 156-90-99

TRAITEMENTS :(calendrier des travaux)
Produits utilisés :
@ Oidium : Fungaflor (imazalil), Nimrod (bupirimate)

@ Maladies du collet : Pomarsol (thirame)

@ Mouches des fruits : Callimal EC (malathion)
+ Buminal (méthyl butenol + s-6-verbenol)

@ Dydimella bryoniae : Benlate (benomyl), Pomarsol (thirame)

RECOLTE :
Tous les deux jours, récolte des fruits au calibre commercial (longueur=15cm).
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RESUME

Au sein des cultures maraichéres de I'Tle de la Réunion, les Cucurbitacées et les
Alliacées sont les deux principaux groupes atteints par des viroses. Parmi les agents
responsables, on trouve deux potyvirus : I’agent de la bigarrure de 1’oignon sur I’ail (Onion
Yellow Dwarf Virus) ou OYDV et ’agent de la mosaique jaune de la courgette (Zucchini
Yellow Mosaic Virus) ou ZYMV.

Deux méthodes de lutte ont ét€ mises en oeuvre :

- obtention de certaines variétés locales d’ail indemnes de virus par culture in
vitro, afin d’améliorer leur rendement. Elle nécessitait, au préalable, I’étude de I’état
virologique des 17 principales variétés de I’ile. L’utilisation des tests immunologiques ELISA
a permis de montrer que tous les cultivars étudiés sont virosés. Toutefois pour TI L’ AIL
BLEU de C. BARRET et VACOA de N. MUSSARD, certains individus présentent un retard
a la multiplication du virus, qui pourrait étre dii & I’existence de souches différentes d’OYDV
ou a une résistance partielle.

- un essai de protection croisée avec un isolat atténué (ZYMV-Q5R1A) de la
souche forte de ZYMYV réunionnaise (ZYMV-R) sur une culture de courgette. Des études en
cages étanches aux insectes, suivis d’un essai au champ, ont montré que la souche ZYMV-
Q5R1A provoque des symptémes faibles et n’affecte pas la capacité de production de la
courgette. Mais elle ne présente pas un effet de prémunition suffisant puisque 25% des plantes
prémunies présentent des symptdmes séveéres 45 jours aprés la plantation.

Mots-clés : cultures maraichéres, Allium, Cucurbitacées, viroses, Zucchini Yellow Mosaic
Virus, Onion Yellow Dwarf Virus, protection croisée, semences certifiées

ABSTRACT

Cucurbits and Allium are very susceptible to virus diseases. Two potyviruses are very
frequent on these crops : Zucchini Yellow Mosaic Virus, which is regarded as a major
pathogen of Cucurbits ; and Onion Yellow Dwarf Virus, which infects garlic all over the
world.

Two methods have been tried :

- regeneration of some local varieties of garlic by tissue culture to increase
their yield. Viral infection levels of seventh major varieties of garlic, cultivated in the
Reunion Island, were investigated. The use of Enzyme Linked Immunosorbent Assays
(ELISA) showed that all local garlic varieties were virus infected. Nevertheless, multiplication
of OYDV is delayed in some plants of cv. "TI L’AIL BLEU" (C. BARRET) and cv.
"VACOA" (N. MUSSARD). This phenomenon could be explained by the presence of several
strains types of OYDV or by a partial resistance of these cultivars to OYDV.

- efficiency of cross-protection of squash, using a mild strain (ZYMV-R)
isolated in the Reunion Island, was studied. Experiments, performed in insect-proof cages and
under natural conditions, showed that the ZYMV-Q5R1A strain caused mild symptoms and
did not affect the yield of squash. However, its cross-protection effect was not sufficient in
the field, since it has been pointed that 25% of the cross-protected plants showed severe
symptoms 45 days after planting.

Key words : vegetable crops, Allium, Cucurbits, viral infections, Zucchini Yellow Mosaic
Virus, Onion Yellow Dwarf Virus, Cross-protection, certified seeds.



