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en Tunisie sur tomate, piment et aubergine : Quelques
caractéristiques de la souche tunisienne
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INRAT, Laboraioire de Virologie végétale, 2080 Ariana - Tunisie
I.N.R.A., Station de Pathologie végétale, Route de Saint-Cyr, F 78000 Versailles

RESUME

Depuis 1979, nous avons observé a de nombreuses reprises le virus du rabougrissement buissonneux de la
tomate (Tomato Bushy Stunt Virus: TBSV) dans le Nord-Est de la Tunisic dans des cultures de tomate
(Lycopersicum esculentum L.), piment (Capsicum annuum L.) et aubergine (Solanum melongena L.). Le
virus semble endémique dans la région et certaines années il provoque des dégits importants. Les 3 isolats
appartiennent a une méme souche de TBSV, proche de la souche tomate décrite par SMITH cn 1935. Parmi les
variétés de tomate testées, 5 sont résistantes, 11 sensibles et 10 tolérantes. Aucune variété locale de piment
n’est résistante. De nouveaux hétes sensibles sont décrits ainsi qu’une méthode de purification sans
ultracentrifugation.

Mots clés additionnels : Gamme d’hotes, souches, sérologie, purification.

SUMMARY

Identification of Tomato Bushy Stunt Virus on tomato, pepper and eggplant in Tunisia. Some
characteristics of the Tunisian strain.

Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV) was observed in different places in Tunisia, specially in the North-East
region. TBSV was encountered on tomato plants (Lycopersicum esculentum) as well as pepper (Capsicum
annuum) and eggplant (Solanum melongena). Serious reduction of yield was observed. After purification of
the virus using a new method without ultracentrifugation, a strong antiserum was made. The host range of the
virus was studied and new susceptible plants described. The three isolates of the virus belong to the same
TBSYV strain and were very similar to the original tomato strain described in 1935 by SmiTH in Great Britain.
Tomato varieties were tested for resistance. Five varieties were resistant, 11 susceptible and 10 tolerant. No
local pepper varicties were resistant.

Additional key words : Host-range, strains, serology, purification.

I. INTRODUCTION

le virus Y de la pomme de terre, la mosaique du tabac, la
mosaique du concombre et la mosaique de la luzerne

En Tunisie, les cultures maraichéres sont pour la plupart
situées dans le Nord-Est du pays ou la pluviométrie est
supérieure a 400 mm par an et le long de la cote du Sahel
(fig. 1). La tomate et le piment représentent 1/3 de cette
production et couvrent 30 000 ha. Par contre, I'aubergine
reste essenticllement une culture familiale. Ces 3 solanées
maraichéres sont cultivées tout au long de l'année: en
primeur, saison et arri¢re-saison. Au cours d’un inventaire
des viroses qui attaquent ces cultures, nous avons identifié
par voie biologique, d’une part sur tomate, la mosaique du
tabac et la mosaique du concombre, d’autre part sur piment,

(CHERIF, données non publiées).

Au printemps 1979, une grave maladie est observée au
Cap Bon (fig. 1) sur tomate, piment et aubergine. Celle-ci
se caractérise par un rabougrissement marqué des plantes ;
les feuilles sont petites, cloquées, enroulées et présentent
des taches étoilées de couleur vert-clair ou jaune ; les
feuilles plus anciennes ont des taches nécrotiques ; les fleurs
ont tendance a avorter ; la production de fruits est extréme-
ment réduite et ceux-ci sont de petite taille (fig. 2 et 3).
Chez laubergine, les rares fruits produits présentent des
taches chlorotiques et des déformations.
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Figure 1.  Tunisie septentrionale.

Northern Tunisia.

Limite occidentale de la polyculture intensive.
Western limits of intensive polyculture.

> Régions infestées de TBSV.
%
22 TBSV-infested regions.

En 1980 et 1981, cette méme virose est également
observée dans la région de Bizerte, Tunis et Zaghouan.
Chez les variétés sensibles, jusqu'a 40 p. 100 des plantes
extériorisent des symptomes a coté de variétés sans sympto-
mes. Les différents tests décrits plus loin révelent que les
isolats obtenus des 3 espéces (tomate, piment, aubergine)
apparticnnent au Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV).

Aprés une premi¢re mention au Maroc (FISCHER &
LOCKHART, 1977), c’cst la deuxicme fois que le TBSV est
signalé au Sud de la Méditerranée sur cultures de tomate et
piment. Tout comme au Maroc ¢t au Mexique (MARTI-
NEZ et al., 1974), cette virose semble endémique dans le
Nord-Est de la Tunisie. Certaines années les dégéts sont
importants, tandis que d’autres années les symptomes se
manifestent uniquement sur les rejets en fin de culture.

II. MATERIEL ET METHODES

A. Transmission mécanique

Les cxtraits infecticux des 3isolats sont obtcnus en
broyant les feuilles ou les plantes enti¢res dans 3 volumes de
tampon phosphate monopotassique-disodique 0,03 M,
pH 7,3 et 0,4 p. 100 de 2-mercaptoéthanol. Un minimum de
4 plantes par essai sont inoculées aprés adjonction de
poudre de carborandum (600 mesh). Un témoin non inoculé
est conscrvé dans chaque essai.

B. Purification du virus

Le virus est purifié selon la méthode de HOLLINGS (1962),
légerement modifiée afin de I'adapter aux conditions de
travail tunisiennes. Dcs feuilles cou des plantes cntiéres
infectées artificicllement par le TBSV (Nicotiana clevelandii
Gray, tomatc, piment ou Datura stramonium L.) sont
broyées dans 2 ml/g de tissu de tampon phosphate monopo-
tassique-disodique 0,05 M pH 7,6 et 0,4 p. 100 de 2-mercap-
toéthanol. On ajoute du n-butanol goutte a gouttc jusqu’a

Figure 2
Symptomes de TBSV sur tomate.
TBSV symptoms on tomato.

Figure 3
Symptomes de TBSV sur piment.
TBSV symptoms on pepper.
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une concentration de 8,5 p. 100. Le mélange est agité 30 mn
a 4 °C, puis laissé au repos 24 h a 4 °C. Le virus est ensuite
concentré par 2 cycles de centrifugations différentielles, I'un
de 20000 g, l'autre de 47 000 g (20 000 t/mn) pendant 3 h,
dans un rotor JA-20 d’une centrifugeusec Beckman J-21. Les
culots sont repris dans un faible volume de tampon phos-
phate monopotassique-disodique 0,03 M a pH7,5. Apres
homogénéisation et unec centrifugation a basse vitesse, le
surnageant est traité a la chaleur (10 mn dans un bain-marie
a 70°C) et refroidi immédiatement. Ce procédé permet
d’éliminer le reste de protéines normales ayant précipité
avec le virus.

Quant aux tombusvirus utilisés pour les tests sérologi-
ques, ils sont purifiés selon la méthode récemment décrite
par KOENIG & KUNZE (1982).

C. Microscopie électronique

Les extraits purifiés sont examinés cn microscopie élec-
tronique (« Philips » EM 300) apres coloration négative a
'acide phosphotungstique (2 p. 100 a pH 7).

D. Tests sérologiques

Ces tests sont réalisés cn immunodiffusion dans une
gélosc a 0,6 p. 100 additionnée de 0,85 p. 100 de NaCl et
0,2 p. 100 de NaNj, le tout dissous dans un tampon 0,01 M
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monopotassique-disodique pH7,3. Les
déposés 5 h avant les antisérums.

Deux antisérums contre les extraits « piment» et
« tomate » sont obtenus apres 6 injections intramusculaires
d’extrait purifié additionné d’adjuvant complet de Freund.
Leur dilution limite se situe entre 1/256 et 1/512 en présence
d’extraits purifiés de virus.

Les antisérums Petunia Asteroid Mosaic Virus (PAMYV)
et Pelargonium Leaf Curl Virus (PLCV) ont été obtenus du
Pr LovisoLo de Turin ; Artichoke Mottle Crinkle Virus
(AMCV), TBSV-BS-3, Carnation Italian Ringspot Virus
(CIRV), Cymbidium Ringspot Virus (CyRSV) du Pr MAR-
TELLI de Bari et Eggplant Mottle Crinkle Virus (EMCV) du
Pr MAKKOUK de Beyrouth.

antigénes sont

III. RESULTATS

A. Symptoémes et gamme d’hétes

Les extraits virosés des 3 espéces (tomate, piment,
aubergine) provoquent les mémes réactions sur plantes-
hotes. Celles-ci sont présentées dans la tableau 1.

L’infection naturelle de 5 variétés de tomates, « Cal-j »,
« Cintra », « Fandango », « Noria » (F. 197), et « Vémone »
a été suivic dans les champs et sous abris-plastique. A la
suite de ccs observations, des essais ont été réalisés afin de

TABLEAU 1

Gamme d’hotes de la souche tunisienne de TBSV.
Host range of the TBSV Tunisian strain.

Plantes inoculées Réactions Réaction Plantes inoculées Réactions Réactipn
locales généralisée locales généralisée
Atropa belladona L. — — Nicotiana clevelandii Gray 1 S
Capsicum annuum L. S N. debneyi Domin 1 —
C. chinense Jacq 1l S N. glutinosa L. 1l —
C. flexuosum Sendt. — — N. langsdorfii Weinm — —
C. frutescens L. N. rustica L. 1 —
var. « Tabasco » 11 -
N. sanderae Sander. — —
C. luteun Lam. — —
Celosia argentea L. 1 S N. tabacum L. var. :
Chenopodium amaranticolor 1l — « Samsun » 1 —
Coste ct Reyn « White Burley » — —
« Xanthi » — —
C. quinoa Willd. il — « Burley BO-5 » 1l —
Cucumis sativus L. 11 — Ocimum basilicum L. ] —
Datura inoxia Mill. 1l — Pelargonium zonale L. 11 —
D. metel L. 1 S Petunia hybrida Vilm. 1l —
D. stramonium L. ] S Phaseolus vulgaris L. « Pinto » il —
Gomphrena globosa L. 1 — Physalis angulata L. — SS
Hyoscyamus albus L. Il — P. floridana Rydb 1 —
H. niger L. — S P. peruviana L. — —
Lavatera trimestris L. 1l — Senecio cruentus DC. 1 —
Lycium afrum L. — Solanum capsicastrum LK. — SS
Lycopersicum cerasiforme 1 S. dulcamara L. — SS
(Dun.) Voss. S. melongena L. Il S
L. esculentum Mill. 1l S S. nigrum L. — S
L. hirsutum Mill. — — S. sodomeum L. — —
L. peruvianum Mill. — S S. mberosum L. var. « Bintje » || —
L. pimpinellifolium Mill. — — Tropaeolum majus L. ] —
Nicotiana acuminata Hook — — Vigna sinensis Savi 1 —
N. bigelovii (Tor.) Watson 11 S Zinnia elegans Jacq. 1l —

Il : Lésions locales ; local lesions.

S : Symptémes généralisés visibles ; visible systemic symptoms.
SS : Infection sans symptomes ; infection without symptoms.
: Pas d’infection ; no infection.
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tester la sensibilit¢ de variétés et hybrides utilisés en
Tunisic.

— 9 variétés sont infectées artificiellement par inocula-
tion mécanique ct manifestent des symptomes caractéristi-
ques de l'infection par le TBSV : « Cal-j », « Canatella »,
« Epona », « GC-204 », « Montfavet H63-5 », « Noria » (F-
197), « Porphyre », « Severiani », « Vémone ».

— 10 variétés sont infectées artificicllement par inocula-
tion mécanique et ne manifestent pas de symptomes.
Cependant le virus peut étre mis en évidence au sommet de
la plantc par rétroinoculation : « Early PAK 7 », « Florida
MH1 », « Lucy », « Momor », « Monita », « Ohio MR 12 »,
« Roma », « Tropic », « Ventura », « WN-63 ».

— Enfin 5 variétés nc sont infectées ni naturellement ni
artificicllement et le virus ne peut étrec mis en évidence au
sommet de la plante par rétroinoculation: « Jolimac »,
« Marmande », « Mobaci », « Motelle », « Piersol ».

Les variétés « Cintra » et « Fandango » n’ont pu étre
testées faute de semences. Cinq variétés locales dc piment
sont testées par inoculation mécanique ; elles sont toutes
sensibles au TBSV: «le piment d’Algérie », « Beldi»,
d’« Hirat », « Korba » ct « Meski ».

B. Purification et microscopie électronique

Les extraits ainsi purifiés, cxaminés au microscope ¢lce-
tronique permcttent I'observation de particules virales
parasphériques de 30 nm de diamétre (fig. 4).

C. Sérologie

Lorsque les cxtraits correspondant aux isolats des 3 espe-
ccs, tomate (T), piment (P), aubergine (A) sont placés dans
des réscrvoirs adjacents, on obscrve une ligne de précipita-
tion continue, sans formation d'éperon, quel que soit
Pantisérum utilisé. Les 3 isolats apparticnnent a une scule et
méme souche dec TBSV.

Cette souche comparée a d’autres tombusvirus (tabl. 2)
donne les résultats suivants :

Avec la souche tomate (BS-3), le précipité obtenu forme
une ligne continue. La souche tunisicnne est donc tres
proche sinon identifique a la BS-3 (fig. 5).

Par contre avec AMCV, PLCV, PAMYV, EMCYV et CIRV
on obscrve un précipité avec formation d’éperons. Bicn que
reliés sérologiquement, ces virus sont différents comme
indiquent la formation d’éperon, la comparaison des titres
des antisérums cn plus de leur gamme d’hétes ; (LOVISOLO,
1957 ; HOLLINGS, 1962 ; HOLLINGS & STONE, 1965 ; MAR-
TELLI, 1965 ; HOLLINGS et al., 1970 ; CHERIF, 1981 ; MAR-
TELLI, 1981 ; MAKKOUK et al., 1981).

Figurc 4

Aspect au microscope électronique d’un extrait purifié de la souche
tunisienne de TBSV (X 135 000).

Negatively stained particles of the Tunisian strain of TBSV.

Avcee le Cymbidium Ringspot (CyRSV) aucune réaction
n’est observée, ce qui confirme les résultats de HOLLINGS et
al. (1977).

IV. DISCUSSION

Les propriétés biophysiques, morphologiques et sérologi-
ques du virus isol¢ en Tunisie sont caractéristiques des
tombusvirus. Sa gamme d’hétes et ses propriétés sérologi-
ques le rapprochent de la souche type de TBSV décrite par
SMITH (1935). Cependant pour la premicre fois, une méme
souchc de TBSV infecte en condition naturclle 3 espéces de
solanées : la tomate, le piment et 'aubergine, sur lesquelles
ellc provoque des symptomes caractéristiques des tombusvi-
rus. Les souches « tomate » décrites dans le monde n’infec-
tent que cette espéee (SMITH, 1935 ; PONTIS ef al., 1968 ;
MARTELLI et al., 1972 ; MARTINEZ et al., 1974 ; FISCHER &
LOCKHART, 1977 ; BORGES et al., 1979).

Les tests biologiques révélent qu’en plus des hotes sensi-
bles propres aux autres souches « tomate » de ce virus, de
nouvcaux hotes sont mis cn évidence (tabl. 1). Il s’agit
notamment dc :

Celosia argentea L.: la formation de petites taches
nécrotiques circulaires de couleur rouge généralisées & toute
la plante, et nanisme marqué.

TABLEAU 2

Titres homologues et hétérologues de deux antisérums TBSV
vis-a-vis d'extraits de différents Tombusvirus, en immunodiffusion.

Homologous and heterologous titres of two TBSV antisera facing some Tombusvirus extracts.

Antigénes (*) TBSV BS-3 TBSV-Tun. AMCV PLCV PAMV EMCV CIRV
Antisérums

TBSV BS-3 128 128 32 32 16 8 8
TBSV-Tun. 128 128 32 32 16 8 8
S.D.L. (*) 0 0 2 2 3 4 4

(*) Serological Differential Index.
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Figurc 5
Comparaison sérologique des souches tunisiennes et BS-3 de TBSV.

Hyoscyamus niger L.: mosaique jaune et nanisme si
prononcé que les plantes ne dépassent pas 5 cm et restent en
forme de rosette.

Lycopersicum cerasiforme (Dun) Voss: chlorose et
nanisme.

Nicotiana bigelovii (Torrey) Watson : grandes l¢sions
locales chiorotiques suivies de taches jaunes et flétrissement
10 a 15 j. apres I'inoculation.

Datura stramonium L. extériorise les mémes symptOmes
marqués de mosaique et déformations avec les 3 souches
« tomate » (tabl. 3), cependant la souche marocaine ne s’y
généralise quc chez les plantes trés jeunes (FISCHER &
LOCKHART, 1977). La souche marocaine provoque des
lésions locales chlorotiques sur D. metel L., mais ne s’y
généralise pas contrairement aux souches argentine (PONTIS
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Serological comparison of the Tunisian and BS-3 strains of TBSV.

et al., 1968) et tunisienne qui produisent une mosaique
plane. La souche anglaise de TBSV (SMITH, 1935) cause des
lésions locales sur Nicotiana langsdorfii Weinm. et
N. tabacum L. variété « White Burley », et les souches
marocaines en provoquent ¢également sur la  variété
« Xanthi », mais pas la souche tunisienne (tabl. 3).

Malgré les quelques différences énumérées ci-dessus, les
souches « tomate » marocaine (FISCHER & LOCKHART,
1977) ct tunisienne se rapprochent de la souche type de
TBSV. Ces observations sont confirmées par les réactions
de précipitation en immunodiffusion : la souche tunisienne
semble tout a fait identique a la souche BS-3 de STEERE
(1953), elle-méme dérivée de celle de SMITH (1935).

Par contre, la souche « piment » ou Moroccan Pepper
Virus (MPV) se¢ généralise chez différents Chenopodium

TABLEAU 3

Comparaison des sympiomes provoqués sur diverses espéces par les souches de TBSV qui attaquent les Solanacées maraicheéres.
Comparison between TBSV strains infecting solanaceous vegetable crops.

Souche
Souche Souches marocaines _Soucl_le tunisienne
Plantcs - test anglaise tomate piment l]banallsc tomate, piment
tomate aubergine aubergine
Capsicum annuum L. 0 S S+ 0 S+
Celosia argentea L. 0 0 0 0 /S
Chenopodium amaranticolor 0 i s i i

Coste et Reyn.

Chenopodium spp. 0 0 S 0 0
Datura metel L. 0 1 1 0 s
D. stramonium L. /8 BN — It 11/8
Lycopersicum esculentum Mill /s s 1/S 0 /s
L. pimpinellifolium Mill. 0 /S 11 0 —
Nicotiana clevelandii Gray /S S S S /S
N. langsdorfii Weinm 1 1l 11 0 —
N. tabacum L. var.

« Samsun » 0 It 1l 0 1l

« White Burley » 1l 1l 1 1l —

« Xanthi » 0 1l i 0 —
Physalis floridana Rydb. 0 i} 11 /S 11
Solanum melongena L. 0 /s /S s 11/S
Spinacia oleracea L. 0 1 S 0 0
Tropaeolum majus L. 0 0 11 0 I

11 : Lésions locales
S : Symptémes systémiques
S + : Symptomes séveres
— : La plante testée n’est pas infectée
0 : Non testée

Local lesions
Systemic symptoms
Strong symptoms
Not infected

Not tested
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spp. ainsi que Spinacia oleracea L., mais pas chez Datura
stramonium L. ni D. metel L. Ce virus est relié sérologique-
ment aux autres tombusvirus mais n’est identique & aucun
d’entre eux (FISCHER & LOCKHART, 1977).

Au Liban, MAKKOUK et al., (1981) ont décrit un tombus-
virus sur aubergine : Eggplant Mottle Crinkle Virus
(EMCV) dont les symptdmes au champ sont semblables a
ceux observés en Tunisie sur cette espéce. Cependant la
gamme d’hotes differe : TEMCYV se généralise chez Physalis
floridana Rybd. alors que la souche tunisienne n’y provoque
que des Iésions locales nécrotiques et n’infecte pas Datura
stramonium L. De plus, comme le montre le tableau 2 et les
travaux de MAKKOUK ez al. (1981), ce virus, bien que relié
sérologiquement a la souche type et a la souche tunisienne,

en est cependant éloigné. L’étude de 'épidémiologie de ce
tombusvirus en Tunisie est en cours.

Recu le 5 mai 1982.
Accepté le 25 mars 1983.
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