UNIVERSITE SAAD DAHLAB DE BLIDA

Faculté des sciences agronomiques et vétérinaires

Département d’agronomie

Spécialité : phytopatholo

&
MEMOIRE DE MAGIST F\@

ETUDE DU VIRUS DE LA TRISTEZA AG@S (CTV) :

IDENTIFICATIO@&SA E@@IA

w2

et

<

o
S8 de
Profasseur U.S.D.Blida Président
BENCSABSANE Maitre de conférences A U.S.D.Blida Examinateur
L.ALLA Professeur U.S.D.Blida Examinatrice
H.BELKAHLA Professeur U.S.D.Blida Promotrice
D.LARBI Maitre assistante A U.Skikda Examinatrice

Blida ,Juin 2012



RESUME

Le Citrus tristeza virus (CTV) est présent dans la majeure partie de l'aire
citricole, et est reconnu comme la maladie la plus dangereuse des Citrus, connu
sous le nom de «déclin rapide». Le mouvement du matériel infecté et sa
transmission selon le mode semi-persistant, assuré par plu rs especes de

pucerons plus particulierement Toxoptera citricida, v%cte ce, sont a

qotre travail

towe le plus fréquent

I'arbre sur la variété

CTV ont été observe il s'agit ' Fntil . cithicolay\Egalement les tests

sérologiques ont confirmés la p y ggion de la Mitidja. Ainsi

respectivement durant
révélé que le

citricola.



SUMMARY

The Citrus tristeza virus (CTV) is present in most of the citrus area, and is

recognized as the most dangerous disease of citrus known as\a "rapid decline".

in the Mitidja. The results of visual obser
shown that the most common symptom w.
dieback of the tree all the variety of%arin

Thomson. Two potential vectors of L %

unfirmed

\ aléd an infection rate of 24.25
) gampaign. The transmission tests

iSsia; ‘ ntical to T. aurantii and A.citricola.
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INTRODUCTION

Les agrumes sont le groupe de fruits le plus cultivé dans le monde et

représentent la premiere production fruitiere mondiale (80 millions.de tonnes en

1995-96) [1]. Sur la période 2000-2004 la production anruelle, fot
plus de 105 millions de tonnes, et a atteint 115 millions k\ 2008 juste
devant le groupe des bananes (106 miIIions),& devant le raisin (69

millions) ou la pomme (64 millions) [2].

La superficie du verger agrumicole d sur viron 3,5 millions
d'hectares répartie sur une aire tres INU approxi nt entre les 40°
de latitude Nord et Sud tout aut nde, sentgnt donc une grande

capacité d'adaptation a des con ns péd Iimatiqu es différentes [1].
YN
Les agrumes so e e en%@éﬁ pour leurs fruits destinés a la
\ i

consommation en fr I . extraction du jus principalement
(oranges, pomeglos, %
teneur en jus en
régionsles plus , leg.ag
=

étre consery Want d'accommoder les plats cuisinés [3].

richesse en vitamines A, B et C, la

a ration alimentaire de base. Dans les

industrie de la parfumerie, les tourteaux, sous-produits de la transformation,

peuvent étre utilisés en alimentation animale [3].

La Méditerranée fait partie des principales zones de production d’agrumes
dans le monde. Avec 17 millions de tonnes, elle figure en deuxieme position aprées
le Brésil (20 millions de tonnes), et arrive devant la Chine et les Etats-Unis qui

produisent 14 millions [3].
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L'Algérie parmi les pays de la Meéditerranée ou l'agrumiculture couvrait
une superficie globale de 59 368 ha en 2004 [4]. En 2010 le verger agrumicole
occupait 63.58%ha [5]. Cependant chaque année la rentabilité des vergers
d'agrumes est conditionnée par les facteurs climatiques défavorables (la
sécheresse...etc), le vieilissement des vergers et l'attaque par les ravageurs et
les maladies cryptogamiques, bactériennes et virales.

est connue

La présence de maladie a virus dans les verger& d

depuis assez longtemps. Toutes les régions agrumi nde sont

affectées, plus ou moins séveérement par ces viro mes d'affections

virales peuvent apparaitre sur une ou plusieurs p I'arbre. Dans ces

conditions toute portion de la plante est susceptible de transmettre par greffage le

virus a un plant non affecté. Les viroses des S peuvent étre transmises de
diverses manieres : par greffage, par les.semenceés et par ' tes vecteurs.
La Tristeza peut étre con \ e@maladie virale la plus

ier;la maladie a détruit pres

destructrice pour les agrum

de 50 millions d’arbres d ]. Les dégats provoqués par

Presque toutesTes es es sur bigaradier (sauf le citronnier)

dépérissent en\présen

Selon l'importance et la gravité de cette maladie, notre travail est axé

autour des objectifs suivants:

e Observation macroscopique des symptdmes de la Tristeza dans les
vergers d’agrumes dans la région de Mitidja.

e Collection d’échantillons et la sélection des échantillons infectés par le
virus du CTV par les tests immuno-enzymatiques (ELISA et DTBIA).

e Détection biologique par transmission semi-persistante par pucerons.
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CHAPITRE 1
PRESENTATION DES AGRUMES

Le mot « agrumes » est un mot italien, v i-mé&me du latin médiéval

&
1.1- Généralités sur les agrumes %E %
lu

acrumen qui désigne ces « arbres a fruits acjdes » [8].

Les agrumes sont les fruits des végé s genres Citrus, Fortunella,

Microcitrus, Eremocitrus et Poncirus ille des eae), parmi lesquels on
trouve les citrons, les clémentines,
mandarines, les oranges, les p

cédrats. Le genre Fortunella fe

une seule espéce qui pr% noiles (les bigaradiers) [9].
t eti

(o@% 4 & 12 m de hauteur, a feuillage

Les agrymes
dense et persistant (sauf le \u trifoliata). Les branches sont parfois
épin s, plus p erement lorsque l'arbre est issu de semis. Les feuilles sont

chez les limettiers [10].

Le fruit, de taille tres variable (10 g a plusieurs g), a une structure particuliére, c'est

une baie constituée de trois enveloppes :

e Un épicarpe coloré ou flavédo qui contient des glandes renfermant les
huiles essentielles ;
e Un mésocarpe ou albédo, constitué de tissus spongieux blancs. Il est trés

développé et ferme chez les cédrats ;
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« Un endocarpe, paroi interne des carpelles, qui est tapissé par des poils qui

se transformeront en vésicules juteuses a maturité.

1.2-Origine et histoire des agrumes

L'origine géographique exacte des agrumes n'est pas clairement identifiée,

bien que la plupart des chercheurs la situe dans le sud-est asiatique et plus

particulierement de la partie basse de la chaine de I'Himalaya [3]:\ Les Chinois et

Maures d'Andalousie. Le Bassi i outefois une importante

zone de diversification pouf (r ces EE sdau plan économique : les

orangiers, les mandarint t nn%e omelo, Citrus paradisi, hybride

naturel du pamplemousse; €styyn des umes commerciaux originaire des
Caraibes [12]
. . . %

ilayad'Oran), effectuant un croisement de mandarinier * Commun " avec le
igaradier " Granito " découvrit la clémentine qui s'est avéré une variété précoce

parmi le groupe des mandarines [4].

1.3- Répartition géographigue dans le monde

La production d'agrumes est trés répandue autour du globe, plus de 140 pays
produisaient des agrumes. Cependant, la majeure partie de la production se
concentre dans certaines zones géographiques. La plupart est cultivée dans
I'Hémisphére Nord, comptant pour environ 70% de la production totale [13].
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Les principaux pays producteurs d'agrumes sont le Brésil (20 millions de
tonnes), les pays du bassin méditerranéen (17 Mt), la Chine (4 Mt) et les Etats-
Unis (14 Mt ou les agrumes sont principalement cultivés pour leur
commercialisation sur le marché frais sont produites en Californie, en Arizona et
au Texas, alors que ceux destinés a la fabrication de jus d'orange sont produits en
Floride). Ces états comptent pour plus des deux tiers de la_production totale
d'agrumes (Figure 1.1&1.2) [12]

PN

Les leaders des agrumes transformés ™ Les leaders d

N
= - i

i ational des agrumes frais

-
L, R

e |

5 Y%odu marché mondial
petite agrumee 72 %,

ron 46 %, pomelo 23 %)

-,
]

N peésil: A | [ Ty
N 55¢% us > o ey UAS

:: * an % dirtotal d'agrumes transformés Source : FAQ/ Présentation : CIRAD

igure 1.1 : Les agrumes : une forte spécialisation géographique [12].

En Europe, les agrumes sont cultives dans les pays méditerranéens, I'ltalie
possede une tradition historique et un savoir faire particulier (Bergamote de
Calabre, Limoncello de Sorrente, agrumes décoratifs des jardins florentins, etc.)
[14].
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Figure 1.2 : Les agrumes poussent bien%s umt Qp \Q subtropical [15].
28K Q
1.4- Importance de I’aqrum%@@

1.4.1-Dans le monde

La croissance d

linéaire au c ieres dé du XXeme siecle. La production
annuelle totale\d'agru ‘est se)@ plus de 105 millions de tonnes sur la
<Jq oranges tituent la majeure partie de la production

ec plus de i% (71%), citrons et limes (13 %), mandarines,

erres cultivées consacrées aux agrumes, mais également a un changement de
comportement de la part des consommateurs dont le revenu progresse et dont les
préférences s'orientent de plus en plus vers des produits sains et pratiques (Figure
1.4) [16]
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BIF akistan OJapon O &utres

Figure 1.4 : Répartition géographique de la production d'agrumes destinés au
marché frais [17].
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1.4.2 - En Algérie

Actuellement les agrumes n’occupent que 7,7 % de la superficie des cultures

fruitieres. Les plus grandes superficies sont occupées par l'olivier 288.442 ha le
palmier dattier 160.867, 'ensemble des rosacées fruitieres 263.332 ha, le figuier
n'occupe pas que 46.935 ha [5].

Une progression sensible des plantations d’agrumes :

e Au cours de la décennie 1990-1999 le verger@gr

nationale et la production moyenne de

quintaux [18].

e A la fin de 2004, le ve
de 59 368 ha soit 0. 20

ﬁ) et issait essentiellement

antes l@au 1.1).

ene n 2004
((E (\X
Wiw \ “Superficie Production

A\ © (ha) (M)
Blida 16030 375102
Chlef N 5649 87559,5
Alger 4709 80053
Relizane 4130 79842,25
Mostaganem 3030 77265
Skikda 2180 33790
EL-Tarf 2097 37116,9
Total des 7 wilayas 37825 770728,68
Total Algérie 59368 1038346,68
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e Nous remarquons que la période la plus importante de plantation se
situe entre I'an 2000 et 2006, une augmentation de 16.892 ha sans une
occupation significative de nouvelles zones ; les plus grands chantiers
ont eu lieu dans les régions traditionnelles des citrus (Tableau 1.2) [5].

Tableau 1.2 : Situation des agrumes par région. Sur trois périodes 2000 ; 2006 et
2009

NN
U
Wilayas Superficie Superficie €< e@ioog
2000

Total 46.010 62.902 63.589

N

Xlent en svde la moyenne

internationale et plus faible qu S \LEr fents dé(ho isins méditerranéens
[19]. Culture intensive par ( grumi re,Téncontre de nombreuses
contraintes liées a’ insuff : , ques, a I'état défectueux des

:~ avancé de plus de la moitié des

Les rendements des agru

plantations et/@uné utis

ofrespond a 3 genres botaniques : Citrus,

gloSaxons appellent " Citrus " I'ensemble des

Clymeniia. Citropsis et Severinia a la sous-tribu des Citrinae, tribu des Citreae,

sous-famille des Auranrioideae. Famille des Rutaceae. Ordre des Géraniales [21].

» Deux grandes classifications existent pour le genre Citrus. Celle de Tanaka
[22] comprend 156 especes tandis que Swingle et Reece [21] n'en
distinguent que 16. Cette contradiction s'explique par les larges possibilités
d'hybridations interspécifiques ainsi que par la polyembryonie qui fixe ces
structures hybrides : Tanaka [22] éléve ainsi au rang d'espéce de nombreux

hybrides intra ou interspécifiques.
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» Le genre Fortunella désigne les Kumquats. Il comprend 2 ou 4 espéeces
selon les auteurs avec quelques cultivars commerciaux.

» Le genre Poncirus est monospécifique : P. trifoliata est la seule espéce,
parmi les agrumes, a étre a feuilles caduques et trifoliolées, tres résistante

au froid, son fruit est impropre a la consommation.

S
1.6-Conditions de croissance des agrumes @
e%)
Vi

Les agrumes sont généralement cultivés semi-arides ou
l'irrigation est nécessaire. Les températures moyennesavorables a la culture des

~

agrumes sont de l'ordre de 10 & 12°C p
printemps, En général, les agrume onten eve e rissent lorsque la
température nocturne ne descend pas-€ ssous de 1 [23].

S
et le tysont deux facteurs non

éulement la production mais

I'hiver, 22-24°C pour I'été. Au

t, t ondeur que latéralement, démontre que

o] @s d’'une partie racinaire et une
0 n

nt
Ales s le développement et la localisation des

téme racinaire est localisé dans le 1" métre de

rte-greffes cultivés

Les agrumes présentent une tres grande diversité mais le matériel végétal
destiné a étre utilisé comme porte-greffe d’agrumes doit permettre une meilleure
résistance au froid, une adaptation a certains types de sols (calcaires), une
meilleure vigueur de la variété cultivée (greffon), une meilleure résistance aux
maladies plus particulierement la tolérance a la Tristeza et la résistance ou la
toléerance a la gommose due au Phytophthora [25]. Le porte-greffe idéal n’existe
pas, il convient donc de retenir le meilleur compromis. En pépiniére de production

de plants, les porte-greffes sont obtenus par multiplication de semis, Si I'on greffe
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sur des pieds agés (2-3 ans), la production peut avoir lieu au bout d’'un an pour les
agrumes [26].

> Bigaradier ou oranger amer (Citrus aurantium)

Le bigaradier est le principal porte-greffe utilisé jusqu'a présent en région
méditerranéenne [27]. Cependant I'extension du CTV impose de devoir
développer rapidement un nouveau porte-greffe résistant a cetteNnaladie et bien

adapté aux contraintes de cette zone de culture [28]. <

l'a &9 roduit au  XII®

frique du Nord, Sicile,

Son origine est du Sud Est de I'Inde. Les Ar
siécle en Perse, Irak, Syrie, Palestine, Egypte,

Sardaigne et en Espagne. Ceux sont les GRaisés qui leMépandront dans toute
'Europe ou, pendant prées de 500 |I e seul t d'organier cultive.

Christophe Colomb [l'introduisa aux An s lors de s ieme voyage, et il

atteindra les rives de I'Améri ntaig ver ux Etats-Unis, ou il

il uss s jardins sauvages [29].
S

ot provencal apparu au XV'°m®

trouve une terre particuliereme

Le terme "bigarad
siecle et dont e. Le mot est apparu en 1600,

angier bigarrat”. L’arbre de bigaradier

gomvhose due au Phytophthora (Tableau 1.3) [24], il se comporte comme le
rte greffe le plus rustique des agrumes. Il peut supporter des températures de
I'ordre de -10°C. Ainsi il supporte les sols sablo limoneux, craint les exces d’eau et
les sols lourds. Il présente une bonne tolérance aux chlorures si le terrain est
perméable, une assez bonne tolérance au calcaire [31]; et une bonne affinité avec
'ensemble des variétés commerciales (sauf Kumquat et mandarine de type

Satsuma), productivité moyenne a bonne qualité du fruit [27].
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> Les citranges

a-Citrange troyer (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata)

Le citrange troyer est un hybride de I'orangier Washing Navel avec le
Poncirus trifoliata. De ce fait, il a les caractéristiques de ses %S [32]. Du
e

point de vue aptitude, ce porte-greffe présente une rési levée aux

maladies virales, une vigueur moyenne, une pro ité élevé une mise a fruit
ameliorée [33].
Quant aux aptitudes édaphiques, sa rre est moyenne. Elle

est faible a moyenne en terre séche. Sa rési

aux chlprures est faible et sa
multiplication est facile et se fait soit pa

b-Citrange carrizo %
C’est un porte-greff i nsis et de Poncirus trifoliata
[35].Aprés ce croissem Swi it impressionné de I'aspect des

fruits du citran

» Poncirus trifoliata

Le citronnier épineux (Poncirus trifoliata) originaire de Corée et du nord de
la Chine, d’'une hauteur de 3 a 4 metres, il posséde des feuilles trifoliées
caduques, une tige tres épineuse et la pulpe des fruits n’est pas comestible
[38,39].

Les diverses variétés de ce genre monospécifique, résistant a des
températures de -20°C sans concurrence chez les agrumes, est partiellement
conférée au scion [40] .Ce porte-greffe est donc recommandé pour les zones a

hiver marqué. Le Poncirus supporte bien les terres humides et I'asphyxie, mais |l
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craint les sols secs. En revanche, il montre une grande sensibilité au calcaire et

aux chlorures, c’est un porte-greffe mal adapté aux régions chaudes et arides [34].

> Citrus volkameriana

A l'origine, ce porte-greffe avait retenu I'attention pour sa résistance au mal
secco. C’est un bon porte-greffe, notamment pour les citronniers, les limettiers et

divers autres agrumes. Le Citrus volkameriana est assez résistant>aux chlorures,

s’adapte bien en sols secs, mais nécessite des Sols ( aé supporte
moyennement les sols lourds et présente une ma i&x a l'asphyxie

[34].

» Mandarinier Cléopatre (Citrus retim anco).

Le porte-greffe Mandarinier Cléopéatre est origi

introduit en Floride de la Jamaii e niilieu d
Floride, Espagne et en Austratie '

I'Inde et a été

siecle. Il est utilisé en

mieux dans |

tolérance a la

macrop
%inair 3 e Cebu aux Philippines. C’est un hybride issu d’un

entre ier et pamplemoussier. Ce porte-greffe peut étre

commandé de préférence pour les citronniers et les limettiers a gros fruits dans

régions indemnes de Tristeza. Citrus macrophylla est sensible au froid et aux
sols humides. En revanche, il supporte des teneurs élevées en chlorures et
s’accommode aux sols trés calcaires mais souvent sensible aux carences en

magnésium [34]



Tableau 1.3: Sensibilité des portes greffe d’agrumes aux maladies [34] [42].
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Porte greffe Gommose et | Tristéza Cachexis Exocortis
phytophtora
Xylopsorose
Bigaradier Résistant Tres sensible | Tolérant Tolérant
Mand. Résistant ou | Tolérant Tolérant Tolérant
Cléopatre sensible
o (¢
Poncirus Résistant Tolérant Toléra @S)Sensible
trifoliata &
Citrange Résistant Tolérant Tolér\c\% Sensible
" Troyer "
NEIRQ\N
Citrange Résistant Toléra Toléran vSensible
" Carrizo " Q @
2RI NG
Orangier de | Sensible éﬁ@ Tolérany Tolérant
semis @\ %Q
a C
Limette douce | Sensibl %\Q‘é sibl Sensible Sensible
de Palestine @2\@
= <
Lime Rangpur | Sensi a Sensible Sensible
gpur | Sensifle, | Fltanp

Rougyéﬁ]on \]@hsibl \ﬁ%éﬁant Tolérant Tolérant
Citru Résistan Tolérant Tolérant Tolérant

itrus R@' ' t Sensible Sensible Tolérant

acr la
Citrus Résistant Tolérant Tolérant Tolérant
volkameriana
Citrus  junos | Résistant Tolérant Tolérant Tolérant

(Yuzu)
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CHAPITRE 2
ETUDE DE VIRUS DU CTV

2.1- Généralités sur les virus des agrumes

En 1966, le comité international de la taxonomie‘des \ir ) a établi
une classification des virus en fonction des prop té% et physico-
esson

chimiques des particules virales. Les virus des- agrum divisés en trois

catégories :

» La premiere catégorie est composée irus appartenant a des genres

regroupés en cing familles. Ces.dernieres’possede cide nucléique de

type ARN simple brin, mis 2 a famille oviridae qui est
@ Jouble @n articule virale de ces

- ; rme@l‘@ que, batonnet, filament et

» La deuxiéme caté @ virus appartenant a des genres non
en familte. Leur e est de type ARN simple brin, leur

rrg de batonnet et en filament.

se compose de virus non assigneés ni a une famille ni

rticules virales sont de type filamenteux comme le Citrus
gspot (CRSV) et sphérique comme le Satsuma dwarf virus (SDV) avec

un ARN simple brin.



Tableau 2.1 : Classification des virus des agrumes [43,44].
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@
) @Q§>

Génome Particule Ordre Famille Genre
ADN db Isométrique, - Caulimoviridae | Badnavirus
Circulaire Batonnet
ARN sb, Filamenteuse | Nidovirales Clostgrovi Y%sterovirus
QW
ARN sb et Isométrique, | Nidovirales Lutteovirus
Enveloppe Monopartite, | Mononegavirales Ophiovirus
Sphérique,
Tripartite. Nid%xa\x @ llarvirus
ARN sb Isométrique, \@ \2\/
Tripartite, @ x Y2 Capillovirus
Q Rhabdovirus

Légende

)

eulement aux agrumes mais a d’autres cultures (Tableau 2.2).




Tableau 2.2: Famille et genre de virus présents chez les agrumes et d’autres
familles de plantes [44,45].
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Famille

Genres
spécifiques

Agrumes

Genres non spécifiques

Agrumes

Bromoviridae

llarvirus : (CVV) ,
(CLRV)

llarvirus: ( TSV)
<

virus : (OLV2)

I\

Bunyaviridae

Ophiovirus : (

Tospoviru )

%enuivi : V)
(>

Caulimoviridae

Badnd\élr

) %

<

us : (ComYMV)
mirus : (CaMV)
%VCV-Iike
(SBCMV-like viruses

CsVMV-like viruses (CsVMV)
RTBV-like viruses (RTBV)

@ wm&e

Sterovirus :
V)

Closterovirus : (BYV)
Crinivirus : (LIYV)
Capillovirus : (ASGV)

Luteoviridae

Luteovirus :(CVEV)

Luteovirus : (BYD-PAV)
Polerovirus : (PLRV)
Enamovirus : (PEMV)

Légende: (TSV) : Tabacco streak virus , (CVV) :Citrus infections variegation virus
,(CLRV) : Cherry leaf roll virus ,(AMV) :Alfalfa mosaic virus, (BMV):Brome mosaic
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virus, (CMV):Cucumber mosaic virus , (OLV2):Olive latent virus 2, (CPsV) : citrus
psorosis virus, (TSWV) :Tomato spotted wilt virus,(RSV) :Rice stripe virus,
(CIMV) : Citrus mosaic badnavirus,(ComYMV):Commelina yellow mottle virus,
(CaMV): Cauliflower mosaic virus,(PVCV-like) :Petunia vein clearing virus,
(SBCMV-like viruses):Soybean chlorotic mottle virus,(CsVMV):Cassava vein

mosaic virus,(RTBV): Rice tungoro bacilliform virus, (CTV) : Citrus tristeza virus,

Dsaic virus.

dwarf virus-PAV,(PLRV):Potato leafroll virus ,(PEMV):sP

2.2- Généralité sur le virus de la Tristeza

‘ordre des>Nivirales, famille des
rés Bar-Joseph et al. [47], la

ille gui infectelessagrumes, cause la

maladie le plus économiquement p ici {g qui a mort des millions
d’arbres partout dans le mon

endu d'aut illions inutiles pour la
production [48,49]. @ ©
2.3- Synonymes @

dans les pays de langue francaise [54].
La vaste répartition géographique de cette maladie explique la diversité des
appellations sous lesquelles on la désigne; deux noms : Tristeza et Quick decline

sont nettement prévalu sur les autres [42].
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2.4-Historique

Le virus de la Tristeza est l'un des virus le plus redoutable sur agrumes dans
le monde entier [54]. Le virus est originaire d'Asie et s'est propagé par I'homme
dans la plupart des régions productrices d'agrumes [55].

Les épidémies dévastatrices ont eu lieu au début dans I'hémisphere

occidentale, puis en Afrique, en Amérique du Sud dans les an
et en Amérique du nord par l'importation porte greffes (@gr ‘r e
les années 1950 et en Californie en 1939 [58,59].

En Thailande, ce virus a été signal par Knorr et ses

collaborateurs. Le CTV a été signalé en @Afriqgue du Sud en 1910 suite a un

greffage de I'orangier doux sur bigaradier [60

En 1954, la maladie a été dec erte

dans Ie
'Afrigue du Nord et dans le ix dltqgranee

agrumicoles de
identifiée sur des

variétés particulieres comme |

Frezal I'identifiat I ' @ne sur le Citronnier Meyer en

1957 [62], puis par e su |er Satsuma greffé sur bigaradier
en 1967, sur prangier rini 2001), (Kheddam 2009) et (Bouafia
2011) sur les différent a |etes es dans la région de Mitidja.

IOI’] QGOQL

teza nt répandue dans les zones tropicales productrices
Q s/ (Figure ]
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> |
\$
Figure 2.1: Répartitio @ p\EﬁZ{a "%@\ﬁ'jr?emationale de la maladie de la
Tristeza des a es 63 %

2.6-Impact e omigque
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2.7-Etude de la particule virale

2.7.1- Propriétés de la particule virale

Le CTV est un virus a longues particules flexueuses de 2 000 nm de longueur
et 12 nm de largeur. Le poids moléculaire de la protéine de la capside est de 27
000 a 28000 Da. La particule contient un ARN monocaténaire d'eqwiron 6,5 x 106
Da (Figure 2.2) [66,67].

m'“ % &

(/7% iétés hi I ue et moléculaire

\Q) rticule @ontient un ARN simple brin d’environ 6,5 10° Da [66], &
ens positif, est formée de 193 nucléotides [68],avec deux protéines capsidiales

. CP (Capsid proteins) couvrant 95% de la longueur de la particule avec un poids
moléculaire de 27 000 a 28 000 Da et la protéine de la couche de divergence «d
CP» (diverged coat proteins) présente a une seule extrémité de la particule
formant une structure en serpent [69,70,71,72,73]. A la «d CP» la fonction de

transmission par les aphides est toujours postulée [72].
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Quatre modes de conservation en séquence (domaines I, Il, Ill, IV) existent
entre les  deux protéines (Figure 2.3) [74]. L'acide nucléique du génome a été
isolé par Bar-Joseph et al, [75].

CTV (citrus tristeza virus
19,296 nt

RARE
FITE T R

8 iy

Le séquencage d @ 5 Q\
l'isolat T36 de ' in : C’b‘. nes sont identifiés chez le CTV [76].
Son génome e&nisé %s ouverts de lecture (Open Reading
Frame)” (ORF) a %tion de 17 protéines ; le bloc 5’ est appelé

de débug s “au nucléotide 108 et comportant plusieurs
sdub & papain like protéase (P-Pro), Methyltransferase
caé (H F1b d'arrét est formé de 57 KDa de ARN putatif-ARN

inverse au niveau de plusieurs ribosomes et cela a cause du codon CGG
(Arginine) [68, 77, 78,79].

Le deuxieme bloc contient 5 ORFs; 3-7 conservant le CTV parmi les
Closterovirus, et renfermant les génes du CTV homologue de génes HSP70
protéines (heat-shock protein), et la duplication des genes de la protéine

capsidiale [68].

Le bloc 3 contient les ORF (8-11) terminaux codant pour une ARN- protéine

agglomérante (attachante) ORF 11 et 3 protéines a fonction indéterminée [68].
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2.8-Symptomes causes par le CTV

2.8.1-Symptdmes macroscopigue

Les dégats provoqués par le CTV sont étroitement liés a I'incompatibilité de
greffage avec le porte-greffe et a l'utilisation du bigaradier comme porte-greffe
(C.aurantium) [48].

Les symptbmes induits sur arbres greffés sur bi dier sont la
dégénérescence et la nécrose des tubes criblés au nive e greffe,
Cela se traduit par une hypertrophie des cellules p a (changement

4) et larrét de

de couleur des nervures des feuilles du vert au
passage de la seve élaborée provoquant ainsi mort de l'arbre par

dépérissement du systeme radiculaire (Figure 0].

¥,

Figure 2.4: Sur limettier des symptdmes sur feuilles caractérisée par le

jaunissement des nervures.
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S ) .
Les symptomes externes | thaladie se traduisent par un flétrissement
puis un dessechement plus(o [ & frondaison en élevant un
morceau d’écorce au e il est observé de trés fines

0is-sur 4

&

aiguilles de b

S

Figure 2.6 : striures du bois sur tronc [79].
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Le virus du CTV peut aussi provoquer des striures du bois, des
rabougrissements et une diminution des rendements chez des espéces sensibles
(surtout lime, pomélo et certains orangiers) méme si elles sont greffées sur des

porte-greffes tolérants (Figure 2.7) [81].

i {
\
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Figure 2.7 : st

Figure 2.8 : Dégats sur fruits [79]
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2.8.2-Symptdmes microscopigues

Le CTV est un virus du phloeme, les particules virales se localisent dans le
phloeme de la plante héte. Les modifications induites par le CTV sont observées
dans le phloeme, ou il s'accumule en tres larges agrégats dans le cytoplasme, lieu
de sa réplication [82,83,84]. On peut l'observer aussi d le réticulum

endoplasmique ou au niveau des mitochondries [85]. ¢
Le virus et les inclusions se localisent dans .le la des cellules
infectées et sont sous forme d’inclusions crist s [ 7]\kes températures
optimales pour l'infection par le virus et pour sa réplica sontde 20 a 25 °C.
% N @z
O
%§§
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CHAPITRE 3
VOIES DE TRANSMISSION

La transmission du CTV se fait de fagcon indirecte et a longue distance, il est

systémique dans la plante et s’y réplique et persiste dans Ie nateriekpropagé par

voie végetative (greffage). La propagation locale du viry t @
vecteurs naturels [48,91]. &\

3.1- Vecteurs du CTV

Au niveau du verger, le virus est transm emi-persistant par

plusieurs especes de pucerons [92, 9 8,94 oxopter (Puceron brun

des citrus), Aphis gossypii (Pucero leer) iraecola (Puceron vert
des citrus), Toxoptera aurantu%%n oir des ¢C ) (Figure 3.1) et Myzus

persicae (sulzer). %



Figur

1 .

différents

Yu CTV [13].
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3.1.1-Toxoptéra citricida

Dans le passé, T. citricida a souvent été confondu avec T. aurantii (Boyer de
Fonscolombe), le puceron noir des agrumes, de nombreux signalements de ce
dernier correspondent a T. citricida, mais rarement dans l'autre sens. Un ravageur
redoutable, vecteur efficace du CTV et puceron colonisateur des agrumes (Figure
3.2) [95].

Figure 3.

Synon S:

— Paratoxoptera argentiniensis Blanchard.

Actuellement il est reconnu sous le nom de Toxoptera citricida (Pucerons
oriental des citrus) ou le puceron marron des citrus ; Brown citrus aphid (BrCA),

homoptere de la famille des Aphididae [95].
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3.1.1.1-Répartition géographigue

Le puceron T. citricida se rencontre principalement dans les régions tropicales
humides et est sans doute originaire du sud-est asiatique; il s'est disséminé
ensuite sur les agrumes dans d'autres régions tropicales [97,98] et également

dans des régions a climat méditerranéen (Figure 3.3) [95].

P

! I.
-
%rum -”-r
iy - 3 - = !

Tropor. du zapricere

.*v. _ g':
- |--—---l

o B ol i b et
? e drigariion ds T, el

Figure 3.3: Aire de répartition et mouvement de Toxoptera citricida dans le monde
[12].
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3.1.1.2-Biologie

Les femelles sont parthénogénétiques et une génération se développe en 6-8

jours. On ne lui connait pas de reproduction sexuelle fertile. Le potentiel de
reproduction dépend plutét de I'abondance de seve; il est compris entre plus de 47
larves pondues en 12 jours a moins de 22 larves pondue§xen 20 jours. Au
Zimbabwe, des générations de 8-21 jours (11,8 en moyen \Tignalées.
Ainsi, plus de 30 générations peuvent se développe? ivant les
températures. Les femelles ailées donnent naissa ades s infestations
[95].

La fréquence de vol est en corréla*t‘l avec les” précipitations, il y a

généralement 2 maximums pour les vols journalig entre 0 et 1100 heures et

entre 1700 heures et le crépuscule (au

iname). AT bserve des pics
de populations saisonnieres, udy plusizj;@w octobre. De fortes

infestations s'observent a la s/plui ‘éte-peut-étre a cause de plus
<
a ladi ition de ces pucerons pour

I'hiver. Au Japon, on 0ok 2 s de<po n, mai, juin et septembre. Les

infestations s@s te
3.1.1.3<Morp \q@

dulte> est vigourey

grandes quantités de pous

iphoncules mesurent environ 1/6 de la longueur du corps et sont fortement
sCulptés (Figure 3.4), la partie caudale est arrondie en forme de bulbe a son
extréemité. Les individus apteres doivent étre examinés au microscope pour que
les trés longs poils fins et droits sur les pattes et sur les c6tés du corps soient
visibles. Les siphoncules sont similaires a ceux des individus ailés mais plus

courts. La partie caudale est épaisse et brutalement arrondie a son extrémité [95].



Clf U

Figure 3.4 : Toxoptera

NI
¢ 2
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Pour distinguer T. citricida de T. aurantii, il est utile de savoir qu'une colonie
de ces derniers produit un grincement tres distinct, perceptible jusqu'a 45 cm de la
feuille, alors que les colonies de T. citricida ne le font pas. De plus, des spécimens
de T. citricida plongés dans de l'alcool le teignent en rouge, alors que les autres

especes de Toxoptera ne le font pas (Figure 3.5) [95].

unes™ruits. Méme un petit nombre de pucerons sur une jeune pousse peuvent

éter le développement des bourgeons floraux et provoquer leur chute [99].

Aprés la chute des pétales, cependant, les pousses durcissent et il y a moins
de dégats, méme avec des niveaux de population relativement élevés. Les
branches peuvent se déformer et les feuilles se recroqueviller. De la fumagine
s'accumule sur le miellat de ces pucerons, ce qui interfére avec les fonctions de la

feuille et forme des dépbts sur les fruits, qui diminuent leur valeur commerciale.
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Cependant, il pose une menace encore plus grande pour les agrumes en

raison de sa transmission efficace du CTV [100, 67,46].

3.1.2-Puceron vert: Aphis spiraecola Patch

Cette espece est tres répandue en région meéditerranéenne et tres fréquente

sur les agrumes. L'espece est polyphage. En Amérique, «d'ou l'espece est

probablement originaire, les agrumes constituent un de leurs hotes_secondaires.

if depuis le
printemps jusqu'en automne, sans interruption estivale( | esent ainsi a
chaque période de végétation, au printemps et om Il hwwerne a I'état de

femelles parthénogénétiques sur les pousses|97,101].

3.1.2.1-Description

ng, de couleur vert
couleur beaucoup plus

gui est verdatre. Les pattes

Figure 3.6 : Puceron vert [97]. Figure 3.7 : Dégat sur les feuilles [97].
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3.1.2.2-Biologie

Plusieurs générations se développent au cours de l'année sur les Citrus ou

I'on dénombre plus de 40 générations par an. Dans le bassin méditerranéen,
I'espéce est monophage et se reproduit par parthénogenese. Les femelles aptéres
sont présentes surtout au début de la saison et pendant la période froide; elles
sont les fondatrices de nombreuses colonies larvaires au <printemps et sont
observées particulierement pendant les périodes plus chaudes d nnée et leurs

pullulations sont moins importantes.

3.1.3- Puceron noir : Toxoptera aurantii
C’est une espéce cosmopolite présepte en rég agfumicole. Dans les
zones tropicales, l'espece est polyphage. climat méditerranéen, elle est

guasi monophage, n'attaquant gue rume s dommages se
manifestent par I'enroulement et le e des fe restent petites et

déformées; un avortement d

e t%gale € t ervé. Les pucerons

sécretent un abondant miel n e% s fourmis et entraine la
ns

formation de la fumagin out peuvent subir des degats
considérables car ce
des jeunes rameaux \ essechement des jeunes brindilles

(Figure 3.8) [9

Figure 3.8 : Dégat sur feuille [92]

3.1.3.1-Description

Le puceron T. aurantii a un corps de couleur foncée ce qui le distingue des

autres espéeces de pucerons citricoles. Les adultes aptéres sont noirs brillant. Les
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antennes et les pattes sont de couleur alternativement claire et foncée (rosatre et

brunatre le plus souvent). Le puceron adulte mesure 2 mm de long environ (Figure

) =

NN

3.1.3.2-Biologie %

Toxoptera aurantii évo |ons qui se chevauchent au

?

Figure 3.9 : Puceron noir [92]

cours de l'année. Il s [ s int endant toute l'année. Les deux
périodes de uent nettement; l'une se situe au
printemps, [ ee du développement complet d'une
génér ales (20 a 25°C), s'éleve a une semaine
enviro

ort. Les zones littorales offrent des conditions particulierement favorables au
deéveloppement de cette espéce. Un adulte peut donner naissance a une

cinquantaine de larves

3.1.4-Puceron du citronnier : Aphis gossypii Glover

Le puceron commun du melon et du citronnier est le plus commun dans les

zones ou le BrCA n’est pas présent (Figure 3.10) [102 ,103].
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3.1.4.1-Description

La femelle aptére mes

2 %\Iﬁjng et l'ailée 1,8 a 2,7.Les
@ic sont tres foncées et la cauda

antennes sont de coule

plus pale.

montrant une prédilection pour les

Fraisier [97 ,105]. Dans les pays dont le climat est tempéré, comme [ltalie, le
syceron se reproduit toujours par parthénogenése Les périodes de plus grande
activité se situent au printemps et en automne. Aux Etats-Unis, I'espéce peut étre
homocyclique, avec, comme hote primaire, Catalpa, Rhamnus ou Hibiscus. Ce
ravageur résiste trés bien aux chaleurs estivales, et peut développer pres d'une
soixantaine de générations par an [105].
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3.1.5-Myzus persicae (sulzer)

Ce puceron est particulierement dangereux comme vecteur de virus
(jaunisse modérée de la Betterave (BMYV) selon le mode non persistant). |l
colonise de nombreuses plantes herbacées (gueule de loup, bégonia, calcéolaire,
ceillet, fuchsia, primevere, tulipe...).

La femelle aptére est d’'une longueur de 1,2 a 2,5 mm par rapport a l'ailée qui

mesure entre 1,4 a 2,3 mm de long. La couleur de la téte et le thqorax est brun-

noiratre et 'abdomen vert a vert-jaunatre et souventosatfe ne tache
foncée sur le dos. Les cornicules sont assez longues’s datx aire [106]. .
3.2 - Transmission semi-persistante

La transmission par vecteur compr lusieurs phases. La phase
d’acquisition correspond au laps de t S né e a ition du virus par

le laps de temps

¢ le vecteur et enfin la
phase d’inoculation qui c@ : tem negessaire au vecteur pour
transmettre le virus a u ¢ saine. iste éritables interactions entre le

la~fixation du virus sur les stylets que
. Lors de la fixation du virus sur les

virus qui interagit avec la surface des

virus et le puceron,

‘agides aminés specifiques [107].

nts ont une durée de rétention longue (quelques
irus se propage, le repas d’acquisition et le repas

inoculation doivent étre longs (quelques heures).

Le virus de la Tristeza est transmis par plusieurs espéces de pucerons selon
le mode semi-persistant. Les pucerons peuvent acquérir le virus apres une tétée
environ de 10 minutes sur des plantes infectées, mais un temps d'alimentation
plus long (jusqu'a 24 heures) permet d'accroitre l'efficacité de la transmission du
CTV. Les pucerons ainsi viruliferes sont capables de transmettre le virus du CTV

pendant 24 heures apres avoir quitté une plante infectée.
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Le puceron marron des citrus (BrCA) ou le puceron tropical est le vecteur le
plus efficace de la transmission de la maladie dans le monde entier [108] et
surtout il transmet les souches virulentes et séveres du CTV [109,110] et est
également un vecteur important, notamment en Californie et en Floride [101,111],
en Afrique de sud [58], en Tunisie [98] et en Turquie [112]. Toutefois, le niveau de
transmission du puceron est faible au Japon [113].

le CTV 25 fois mieux qu’A. gossypii, A. spiraecola

vecteurs du CTV mais moins efficients que T. citti

3.3 - Gamme d’hétes

Le virus du CTV infecte toutes\les espéces” «cu t hybrides» des

agrumes. Il infecte aussi d'autres es Rutacées tels
gu’Aeglopsis chevalieri, Pani

pamburus, Gilletiana citropsi

infectées expéri
plantes hotes
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CHAPITRE 4
MATERIELS ET METHODES

Le virus du CTV a été extrait a partir d’ tillo tés sur vergers

4.1- Identification du CTV S
4.1.1- Source d'inoculum &
S co

d’agrumes durant la campagne 2010-2011 dans des xégions” agrumicoles de la

SN

{& efféotuées(@an s 6 sites de la wilaya

a. Q
N\ ©
S rumes durant la campagne
é%n été réalisés.

Iév

’a%es est de 0,25 ha comportant des arbres

9 plants), plantés en ligne de maniére alternée,

Mitidja.

4.1.2- Sites prospectés

Les prospections ont gté
agricole 2010-2011

Ax1.2.2- Exploitation 2

Le verger est localisé a la sortie de la Chiffa, et est constitué de 4 hectares
d’orangers variété Thomson et Portugaise et 5 hectares de Washington navel. La

majorité des arbres est agée et est greffée sur bigaradier.
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4.1.2.3- Exploitation 3

C’est une plantation présentant une diversité arboricole intéressante d’'une

superficie totale de 11 ha divisés en 5 ha d’abricotiers et 6 ha d’agrumes et 1200
plants d’oliviers utilisés comme brise vent.

Les plants d’agrumes sont composés de la variété Thomson et Washington
navel. Ceux sont de jeunes arbres agés de 7 ans et greffés surdigaradier.

S X r les variétés
suivantes : 3 ha de Pamplemoussier, 5hade T e Satsuma, 3 ha de
Salustiana et 7 ha Washington naval. Ces d t de 1988.
4.1.2.5-Exploitation 5

Ce verger est d'une superficie

4.1.2.6- Exploitation %@
Ce vergey\est d'un perf composé uniguement de variétés de
clémentinier greffée suy big a ette plantation a été crée en période

@x loitati

@ \G\Q‘gg{une plantation située a I'Est de Hadjout, a vocation agrumicole et est

onstituée de différentes variétés d’agrumes greffées sur bigaradier et plantées en
2001. La superficie est de 22 ha dont 5,45 ha clémentiniers (1500 plants), 5,45ha
de citronniers (1500 plants), 1.80 ha de double fine (416 plants), 7 ha de Valencia
late (2136 plants) et 2,3 ha Washington navel (634 plants).

4.1.2.4- Exploitation 4

Le site est situé dans la région de Boufarik
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4.1.3- Méthode d’identification

4.1.3.1- Le diagnostic visuel

Le prélevement des échantillons (fleurs fermé et ou ouverte et feuilles) a

éte fait pendant la phase de la montée de la seve (mars, avril et mai 2011) car le

CTV est un virus du phloeme (Closterovirus).
<
Méthode d’échantillonnage : protocole de monitorage
Dans le plan d'échantillonnage hiérarchiqu r (wald et Hughes,

[118] seulement 25% de plants sont systématiguementéchantillonnés. Ainsi pour

3 en carrés composés
de quatre arbres chacun. Dans ce cas.il s’agit\de prélever des.€chantillons a partir
de chaque carré par alternance suivaNlée des puce@ure 4.1).
% N @3
O <

2
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12 3 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Plant<¢g tillonné

Plant non échantillonné

Figure 4.1 : Echantillonnage hiérarchique (monitoring) [118].

4.1.3.2- Conservation des échantillons

Sur terrain, les fleurs et les feuilles prélevées sont mises dans des sacs en
plastique numeérotés, les fleurs sont mises au froid a 4°C pour la conservation et

les feuilles sont conservées au congélateur.



4.1.4- ldentification par sérologie
4.1.4.1- Direct Tissue Blot ImmunoAssay (DTBIA)

Le format Immunoprinting est une méthode alternative de diagnostic et un

certification, notamment en pépiniere [120].

Le protocole de DTBIA utilisé est celyimis au point par D’Onghaia et al.
[121] , Djelouah et al ., [122] et Djeloyah et a ] pour |a.détection du CPsV
CV\W

@n utili ticorps monoclonal

et CTV ; en revanche , pour la détectio

La présente technique, a été

produit par Agritest, Italie co e CPsV et _cel

Espagne contre le CTV. % @
Mode opérataire %@
s %@ isant une coupe des ovaires des fleurs

1- Les empreiates ont &té xéalis
i nles branes de nitrocellulose, qui est laissée a

ng pendant quelques heures a quelques jours

' duit par Plant printen
<

Figure 4.2: Empreintes d’'une coupe des ovaires des fleurs sur les membranes de
nitrocellulose.
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2- La deuxiéeme étape correspond au blocage de la membrane, dans une
solution de BSA (Bovine Serum Albumin) a 1% et incubée pendant toute la
nuit & 4°C (Figure 4.3).

‘;
.s) ne %SA.

n (Phosphate Buffered Saline)
lonal spécifique au CTV (Plant print)
Ipé a 1 :250, a été ajouté (Figure 4.4).

Figure 4.4 : Membrane avec le conjugué.
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4- Apres 3h d’incubation, la membrane est lavée 3 fois pendant 5 min avec
la méme solution de lavage utilisée auparavant. Le développement de la
membrane a été réalisé en diluant une pastille de BCIP-NBT(5-bromo-4-
chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt- nitro-blue tetrazolium chloride)
dans 10 ml d’eau distillée ; puis laissée a incubée (5 a 10 min), puis la

réaction est bloquée en ringant la membrane a I'eau du robinet (Figure 4.5)

5- La |
binocul

Figure 4.6: Observation a la loupe binoculaire.
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Dans notre expérimentation uniquement I'étape N°1 a été réalisée au laboratoire

de virologie. Alors que les autres étapes ont eu lieu en Italie a l'institut de Bari.

4.1.4.2- Test sérologique ELISA

4.1.4.2.1- Les solutions tampon

Plusieurs solutions tampon ont été préparées pour réalis t ELISA

(voir Appendice B).
4.1.4.2.2- Préparation des échantillons \

Les feuilles conservées sont broyés

l'aide de™nortiers dans un tampon

phosphate (PBS-T). A la fin de I'opération, le btenu est mis dans des tubes en

plastique numérotés. Chaque tube représente antilleq\ge jus est analysé

par le test ELISA.

anticorps mar

colorée en presence
(PNPP) 193, 90

etrealalo

nzyme, le paranitro-phenyl phosphate
e’ la coloration est mesurée a l'aide d'un
onde de 405 nm.

spectr

e plantes a tester réagit avec les immuno-globulines G (IgG) fixé sur la plaque de
microtitration. 1l est ensuite mis en contact avec une préparation d’'lgG spécifiqgue
couplé a I'enzyme phosphatase alcaline. La double réaction sérologique est mise
en évidence par la réaction du substrat de I'enzyme, le PNPP, ce qui induit une
réaction colorée dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de I'antigene fixé
[61].
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4.1.4.2.4- Sérum utilisé

Pour l'identification du virus recherché, nous avons utilisé un sérum

composé des anticorps polyclonaux Anti-CTV qui reconnait toutes les souches et

d’un conjugué universel provenant du laboratoire de Biorad de France.

4.1.4.2.5- Mode opératoire

Etape 1 : Fixation des anticorps
Les anticorps sont dilués au 1/1000 dans é&;.
sés

se fait juste avant l'utilisation. Les anticorps sont d ns les puits de la

on. La dilution

plaque a raison de 100 pul/puits. Ensuite, le gues sont>mises en incubation a

37°C pendant 2 heures (les plaques dgivent é vertes) (kigure 6.7)

o @O
Apres 3 lavages des pla ampaon age, I'extrait des plantes
est déposé a raison de 100 (plpui r éc ons” Ensuite, les plagues sont
mises au froid & 4° C p it (Fi :
Etape 3 : Dép@an&m}s COD‘R&&E

N

Ie&%\és anticorps conjugués dilués au 1/1000

sposé dans les puits de la plaque a raison de 100

Etape?2 : Dépbt des échantillons,

Q -
N L v

es 3 lavages)des

dansie\ta n conjugué

suite, la t mise en incubation a 37°C pendant 2 heures

tape 4 : Dépbt du substrat

Aprés 3 lavages des plaques, le substrat de I'enzyme le PNPP est dilué
dans sa solution a raison de 100 pl /puits et les plaques sont mises en incubation

a température (18-25°C) a I'obscurité (Figure 6.7).

4.1.4.2.6- Lecture des résultats

Aprés 30 minutes a une heure d’incubation, plusieurs lectures sont faites pour
suivre I'évolution de la réaction enzymatique approximativement toutes les demi-

heures.
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Ce suivi se fait par observation visuelle des puits qui virent au jaune tandis que
les mesures qualitatives se font sur spectrophotométre réglé a une longueur
d’onde de 405 nm.

A partir de la densité optique des témoins négatifs, nous avons la possibilité
de déterminer les échantillons virosés : I'échantillon est déclasitif quand sa

densité optique est supérieure a celle de la moyenne deé té s_hégatifs plus la

somme des trois ecarts type (DO d’échantillon positif = (té gatif 1+témoin
négatif 2+témoin négatif 3) /3) + (écart typel+ écapt type2récarttypel).
Dans notre cas vu I'absence du spectrophotomet ous avons fait que des
observations visuelles. ‘
% v @z
%’ <
§§§@



Fixation des anticorps

Incubation a 37°C
l Pendant 3 h

Lavage 3 fois /1llavage /10mn

Anticorps
Dépo6t échantillons
Incubation a 4°C

Toute la nuit

S

Lectdre a 405mn
30mn ,60mn, 120mn

Figure 4.7 : Principe du test - ELISA [61 ,124].

Lavage 3 fois / 1lavage 10@©

|
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4.1.4.2-7 : Taux d'infection

Le taux d’infection ou incidence de la maladie de chaque exploitation est

calculé comme suit :

Nombre de plants positifs

Taux d’'infection = x 100

Nombre de plants testés S %

4.2- Détection biologigue et efficacité de Ia/@n

4.2.1- Collecte les pucerons

A chaque station visitée, des pucerons s ont été préleves et mis dans

des boites de Pétri humectés puis dispQsés s neplan rbgcée saine (pois)

pour une période d’inoculation. % S @
4.2.2- |dentification des ;(G%AQ\\mﬁ

gngi idus«

A chaque préléver @» 2

essai contena eau’distillée e ndkethanol. L'identification des pucerons
a été faite au\laboratoi zoo cole nationale Supérieure d’agronomie

ait selon la formule suivante:

Nombre d’une espéce de puceron par feuille

Taux d’infestation = x 100

Nombre des deux espéeces de pucerons par feuille
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4.2.4- Transmission par pucerons

4.2.4.1-Gamme d’hétes

Les semences de pois ont été semées a raison de 3 graines par alvéole
contenant de la tourbe. Pendant notre essai I'entretien des plantules a été fait par
des arrosages réguliers et des traitements aphicides (Pirimor)."\bes plantules sont

maintenues en serre a une température de 25°C S

4.2.4.2 : Méthode d'inoculation X

Les pucerons collectés sont mis au contact des plants.gle pois au stade 2

feuilles a l'aide d’'un pinceau humide a ra de 6 individus de pucerons par

plantule. Ainsi pour chaque espeéce et statio oté répétée 10 fois,

apres 5 min d’inoculation, les pucerons t étééliminés iguement.

. =.
D
>

i /) 3
%\ @

La lecture des résultats e

symptémes apparaissent. %

d’inoculation lorsque les




63

CHAPITRE 5
RESULTATS ET DISCUSSION

5.1- Diagnostic symptomatologique du CTV

Les symptébmes de type CTV ont été observés dans la totalité des stations
visitées. En effet ces symptdmes peuvent variés dinténisité, (d ais aussi
dans la dispersion selon les sites. Les symptémes |le$ plug f observeés sur
tous les vergers prospectés étaient &

v' Enroulement des feuilles, typique d’attaque aphi nne (Figure 5.1)
Jaunissement des feuilles (Figure 5.2)

g &.5)

Forme en cuillére des feuilles

Desséchement des branche

v
v
v
v

Desséchement total de Vepb

ey

A B

Figure 5.1: Enroulement des jeunes pousses A : observé sur la double fine de
I'exploitation 7 ; B : observé sur Thomson de I'exploitation 1.
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e observé a I'exploitation 7
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C

Figure 5.3 : Feuilles en cuillere A et B : observé sur la mandarine de I'exploitation
5; C : observé sur double fine de I'exploitation 7.



298

Q
s
DAY

Figure 5.5: Desséchement total de Mandarine observé a I'exploitation 5

66
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5.2-Discussion

Les résultats de diagnostic symptomatologique montre la présence des
symptémes de forme en cuillere des feuilles et dépérissement total de I'arbre sur
la variété Mandarine de I'exploitation 5 et sur la variété Satsuma de I'exploitation 4

et Thomson de I'exploitation 2.

La sévérité des symptdbmes observés peut varier selon x facteurs: la
densité de la population de pucerons présente et duCclimat. et plus le
nombre d’individus potentiellement vecteurs du CTY, v le virus se

a fois;a laprésence du virus

propage, causant ainsi d'important dommages lié

mais aussi aux ravages causés par les pucerons tel que I'enroulement. Le climat

demeure un facteur majeur dans la dissémin delaTri

favorables et les précipitations irrégutieres fa

ainsi que la propagation du virus. R
R ONED

5.3-Inventaire des populati aphidiennes @

Les pucerons vecteur \\QD aur g«zgtg@ citricola (A.spiraecola) ont

été observés durant le S ns s@férens vergers, mais avec un

( a

|II é:nt d' a un autre (Figure 5.6).

€za : les températures

tlap tion des pucerons

A B

Figure 5.6: Especes aphidiennes rencontrées dans les sites prospectés
A : Toxoptera aurantii ; B : Aphis citricola
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5.3.1- Exploitation 1

La situation de ce verger a été caractérisée par la prédominance de

I'enroulement des feuilles résultat de la présence massive des populations
aphidiennes. Sur 108 échantillons de feuilles collectés, durant la campagne 2010-
2011 A. citricola (84%) est plus fréequent que T. aurantii (60%).

5.3.2- Exploitation 2

La présence d’'A. citricola et T. aurantii est mass%/ infestation
obtenu respectivement des 2 espéces aphidiennes étai N itricola, 42%
T. aurantii
5.3.3- Exploitation 3

Cette exploitation s’est averé eu in nte seul symptome
observé est I'enroulement des feuilles\xésultat de Vi ation par une seule
espéce de puceron A. citricola. S (g z
g%@é Q
tation,” le tions effectuées ont permis de

des @ savoir A. citricola (60%) suivie de T.

5.3.4- Exploitation 4

Au niveau de

constater une(/forte pu tion

aurantii (40%).

O
535 oitation 5

Les\population }ennes dominantes sont A. citricola (87%) suivie de T.

rantir(30%)
3.3.6- Exploitation 6

Durant nos prospections, les populations aphidiennes dominantes étaient A.
citricola (82%) suivi de T. aurantii (70%)

5.3.7- Exploitation 7

Cette exploitation est bien entretenue a linverse des exploitations

précédemment décrites, en effet le taux d’infestation des 2 especes aphidiennes
était 50% A. citricola, 42% T. aurantii.



69

5.4-Discussion

Les résultats de l'identification montrent I'existence de 2 especes vectrices:
T. aurantii et A. citricola et l'absence du vecteur principal T. citricida. Les
observations effectuées, nous ont permis de constater une variabilité de la

distribution des espéces vectrices du CTV. Le puceron Ac¢citricola est plus

fréquent que T. aurantii. Selon Lee et Bar-Joseph [94] le pucer

considéré comme un vecteur significatif du CTV quand%a pop

taux trés éleves. \

5.5- Résultats de la serodétection de la Triste
5.5.1- Résultats de DAS-ELISA

sur 400 échantillons analysés par | ue DAS-E k et Adams [77],

seulement 97 échantillons se t el %ositifs \Y; n taux d’infection de

24,25%. %Q

5.5.1.1- Exploitation({ >
Le test S

La totalité des échantillons collectes est sur, sites prospectés,

r 16 échantillons collectés, 1 seul

échantillon s’ révélé ‘infection est de 6,25%.

asenté un taux d'infection de 46 ,66%, sur 15
répondu positif au test DAS-ELISA.

5.5.1.3- Exploitation 3

Cette exploitation a présenté un taux d’infection de 2 ,94%, sur 34 échantillons

testés ,1 seul échantillon a répondu positivement au test DAS-ELISA.

5.5.1.4- Exploitation 4

Sur 128 échantillons testés par DAS-ELISA uniquement 46 d’entres eux se sont

révélés positif au CTV avec un taux d’infection de 35,93% (Figure 5.7).
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Figure 5.7: Taux d'infection de différen
4

5.5.1.5- Exploitation 5

Dans cette exploitati

positifs est de 28 sur

5.5.1.6- EXD;gW
Suf 4échaMolle

un taux d’

%ulement 27 ont été testés, 5 se sont réveles
e 18,51%.

7,/ Exploitat

Cette exploitation présente un taux dinfection de 7,14%, sur les 140
antillons testés 10 sont révélés positifs & la DAS-ELISA (Figure 5.8).
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Figure 5.8: Taux d’'infection de diffé

5.5.2- Discussion

détecté dans toutes

CTV oscille enue

position; suivi par la variété Double fine de I'exploitation 7. Pour I'exploitation 1,

le CTV est présent mais faiblement représenté par rapport aux exploitations

précédentes.

Ce taux trés élevé de la présence du CTV dans la région de Mitidja est due
probablement a I'age avancé des arbres d'une part et a leur greffage sur
bigaradier, porte greffe le plus sensible au CTV, d’autre part. Globalement, nos
résultats confirment ceux obtenus par plusieurs auteurs, notamment, Bové et
Vogel [63], Roistacher et al. [125]. lls rapportent que I'épidémie de la Tristeza est

observée surtout tous es arbres greffés sur bigaradier.
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L'incidence réelle de la Tristeza dans la région de la Mitidja n‘a jamais été
définie avec précision, mais ce taux d'infection probablement laisse présagera une
infection générale des arbres dans les prochaines années et une perte définitive
des vergers, ce qui constitue une contrainte importante pour le développement de

I'agrumiculture en Algérie.

5.5.3- Résultats du test DTBIA

Sur 687 échantillons analysés par le test DTBIA selgn lg'p établi par
Garnsey et al. [119] seulement 173 se sont révélés positifs.au avec un taux
diinfection de 25,18%. &
5.5.3-1- Exploitation 1

Le test de DTBIA a été effectué sur 33 é Hlons ¢ es, 2 échantillons
sont révélés positifs ce qui correspond taux d’infectj 6%.
5.5.3.2- Exploitation 2 %ﬁ

Cette exploitation a p e 46 ,66% calculé a la base

5.5.3.3- Expgta\ti%ﬂ%
Syr68 éc aW

A avec un t ction de 8,82%.

4~ FExploitati

Sur 171 échantillons testés par test DTBIA, 64 d’entres eux se sont révélés
itifs au CTV avec un taux d’infection de 37,42% (Figure 5.9)
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Figure 5.9 : Taux d'infection de différentes esp e parc ahois de I'exploitation

4
5.5.3.5 - Exploitation 5

)

&

8

9

Sur 82 échantillons testé
test DTBIA. Le taux d’infecti

S O,@
5.5.3.6- Expl itati& %ﬁ
Un

iguement 17 échantillons, sur ollectés et testés, se sont révélés positifs

o

ngé des résultats positifs au

avecun tauxd’infection d %>

@\ loitatic

\\ﬁttj)}xploita@ésente un taux d’infection de 6,59%, sur les 288
gchantifons testés 19 sont révélés positifs par DTBIA (Figure 5.10).
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5.5.4- Discussion
Le CTV est détec

échantillonné Ci C TV

test DTBIA oRt montré I'ex est la plus atteinte par le CTV. Ces
$ ifi @ Sensibilité du mandarinier au virus de la tristeza,

Q &oitation 4 ou la variété Satsuma est la plus

st a‘sigrialer que la plupart des mandariniers appartiennent a la variété satsuma
qui comprend environ 200 cultivars. L'orangier Washington naval de I'exploitation
2 se classe en troisieme position, suivi par la variété Clémentine de I'exploitation
6. Pour I'exploitation 1, 3,6 et 7 le CTV est présent mais faiblement représenté par

rapport aux exploitations précédentes.

Par ailleurs certains échantillons ayant ont répondu négativement au test
DAS-ELISA ont donné des résultats clairs et positives avec DTBIA (voir
Appendice B). Cette situation peut s’expliquer par le fait que le test DTBIA fournit

des informations directes sur la distribution du virus au sein de I'n6te. Méme des
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échantillons a réactions négatives par ELISA donnent généralement résultats
clairs avec le test DTBIA, puisque seulement un groupe de cellules infectées est

nécessaire pour donner un signal clair [119].

Dans le test DTBIA il ya une liaison directe du virus des cellules infectées sur
la surface de la coupe du tissu avec l'anticorps. Dans le test ELISA il ya une
liasison compétitive des protéines de I'hdte et des antigenes presents dans I'extrait
a la phase solide et, quand le titre de virus est faible, &pe msuffisant de

I'antigene spécifique au pathogene [119 ,122].

Ainsi, les signaux forts sont formés dans zon\lwﬂisées qui sont
facilement détectés. Si I'échantillon est broyé et I'extrait est testé par ELISA,

I'avantage de la localisation est perdu et un s faible est obtenu [119 ,122].

5.6-Identification biologique du vm\du V

5.6.1- Transmission par pucerans” O @
i t

locaux sous forme de

Les plantules de pois % S 'S AQ
taches fonceées sur la face.s es feuyi @es dernieres ont la forme en
cuillere (Figure 7.11) kg test A est positive (Tableau 5.11)
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Figure 5.11: Résultat de la transmission par pucerons viruliferes : A : taches sur la
face supérieure des feuilles ; B:déformation des feuilles en forme de cuillére.



Tableau 5.1 : Réponse des pois a I'inoculation par pucerons

A. citricg& +

Site Variété Vecteur Réaction
DAS-ELISA
Exploitation 1 | Thomson navel | A.citricola +
T.aurantii
Exploitation 2 | Thomson navel | A.citricola
T.auranti = < *@?\>
ANETAN
Washington )
Exploitation 3 | navel

Pamplemousse

A{citricola
T. ntii

Exploitation 4

Salustiana

A.cifyi
T.a tii

AN

\

“Washington

havel

Valencia late

Tarroco .citricola
@u%agrantii@ QX
Satsu .citricola +
NN .aurantji
Exploitation 5 Mahh@jb\) A.@E@@ +
@ Q 0 /\%
Exploi(?ﬁ@\?%\ Clémeéntineq” ?}&itricola +
T -aurantii
Clémenftinex2 A.citricola +
Wl@\é T.aurantii +
%&ompler +

Légende :

+ : Réaction positive, - : Réaction négative
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5.6.2-Discussion

La conclusion retenue a travers cette expérimentation montre la présence

des deux pucerons vecteurs :

Les résultats de la DAS-ELISA obtenu, nous a conduit a cotclure que les 2

especes T. aurantii et A. citricola rencontrées sur les agsum région de

Mitidja stations prospectées étaient viruliferes a I'exeep ue varietes
de I'exploitation 4 (Tarocco et Salustiana) et I itatio (Washighnton naval
ur

,Valencia-late) ou aucune infectivit¢ n'a é

s plantes de pois

icacité de“la transmission des 2

espéece étudiés n'a montré aucune différence) illeurs résultats,nous ont
permis de considérer le test biologiqguensomme mét [émentaire  aux

autres méthodes de diagnostic {126 AR @
> ¥

inoculées. Cependant, la comparaison de
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’agrumiculture occupe une place importante dans I'économie du pays,

mais cette culture a subi une diminution du point de vue qualité et quantité, du fait

de la propagation de nombreuses maladies graves en pl%s duyvieillissement et du

dépérissement des arbres. \1
D’aprés I'étude menée sur plusieurs sit umicoles ™It ressort que le

symptbme dominant dans nos vergers estle dépéris ent. Cependant, parmi

Arissement, la Tristeza, virus de

L’'identification, de cette mala

7

re

A0 r@@ :}l tidja, réalisée par les

deux tests sérologiques a per
vergers avec une incidence

la sensibilité élevé d
biologiques ont-vérifielg
viruliferes et \donc par
l'intermegthaire es v

Tenant compte que cette maladie attaque spécifiguement les agrumes et

hant que ces derniers présentent une importance économique et commerciale

majeure il serait donc important

- de mener des études sur la distribution de la maladie a travers nos

vergers afin d’envisager des mesures de lutte préventives et curatives,

- darréter la production de plants greffés sur bigaradier presque
exclusivement, du fait de sa résistance au sol a taux élevé en calcaire, a

bY bY

sa tolérance a l'exocortis, malgré sa sensibilité a la Tristeza, sa
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multiplication n'a pas été ralentie. En fait les portes greffe les mieux
placés aprés le bigaradier, pour la majorité des terres des zones
meéditerranéennes seraient, les citranges qui sont des hybrides issus du
croisement entre P. trifoliata et C. sinensis (orangier Washington navel)

tolérants a la Tristeza.

Par ailleurs, I'Algérie tend a reconsidérer ce probléme dans.son ensemble,
en adaptant une nouvelle orientation ayant pour objectif%ri ification de
d’éviter leur

I'état sanitaire des parcs a bois vis-a-vis des maladies\vi

>
multiplication a travers un matériel végétal mal SSi reation d’'un parc a

bois, sous haute surveillance, dans une zore _sans agr

Il n'est pas indispensable de Xﬁ tout prix @ser d’'un verger
complétement indemne de tout ; &ontre f chercher a tendre en
permanence vers un équilibrg de\a etro@@ans nos vergers.

e iace d’une stratégie de lutte et de

prévention.E senc i es viroses des plantes, la lutte contre

es ou en cages insect-

proof est une opération urgente.

En perspective

la maladie deNa Trist F ent par des mesures prophylactiques a

savoj

ction des etravail afin d’éviter la propagation de la maladie.

iser les réservoirs d'inoculum en arrachant les arbres malades et en les
remplacant par des associations porte-greffe/greffon tolérantes, Les arbres
arrachés doivent étre traités avec un aphicide et rester dans la parcelle pour
s’assurer de I'élimination des pucerons vecteurs de la maladie et ne
permettre le transport du bois infecté en dehors du verger qu'aprés
desséchement.

> Limiter 'extension de la maladie en choisissant des plants certifiés. Certains
hybrides, tels que citrange troyer ou citromelo swingle, prometteurs en tant
gue porte-greffes résistants.
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» Utilisation de nombreux ennemis naturels de vecteur potentiels du CTV.
Généralement, les coccinelles (Coléopteres) sont prédatrices de pucerons ;
les bactéries telles que le Baccilus thurigiensis [128], et les champignons
entomopathogénes [129]. Certains sont pris en considération dans des
programmes de lutte intégrée, par ex. Cycloneda sanguinea et Chrysopa sp.

au Brésil [130]. S @
S zﬂ% nir les dégats
pa

ulier empécher la

» Lutte chimique contre tous les pucerons vec

sur les fruits et sur les jeunes pousses, et

formation d'individus ailés, qui dissémi les virus.\Si le foyer est identifié,

des poudrages sont recommandés. Da as du eron T. citricida 4

traitements préventifs, d’insectici systémiques iSés sur jeunes

arbres : pyrimicarbe 37,5 g/hl ; h%carbe : @ u des produits peu
dangereux pour les auxiliair e 6 1.
(é E; Q <

du technique de la thermothérapie

Micro-greffage de méristemes pour lI'obtention de plants "virus free". Cette

technique a permis depuis les années 1980 d’obtenir aisément du matériel
végeétal sain exempt de virus par greffage d’apex, méme a partir d’arbres
malades. Actuellement la technique de microgreffage d’apex in-vitro est I'une
des plus importantes thérapies dirigées contre l'agent pathogene des

agrumes transmissible par greffage [6].
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» Utilisation des variétés et de porte-greffes résistants. Dans notre cas en
Algérie, il faut remplacer immédiatement le bigaradier par un autre porte-

greffe comme le citrange carrizo.

» Mise en place d'un programme de certification: ce dernier nécessite la

contribution de toutes les instances impliquées directementQu indirectement

dans le secteur des agrumes tant étatique que privé vu stissements

<
gue demande un tel programme. Parallelement, il courager

S R subventions,
surie.marché par rapport

aux plants communs qui se vendent a unprix trés ba

N

l'utilisation des plants certifiés par les produc

réduisant ainsi le codt trés élevé des plants certi
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Appendices

Appendice A

LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

ADN pg : Acide désoxyribonucléique double bri

ADN : Acide désoxyribonucléigue S
ADNc : ADN complémentaire @
ARN : Acide ribonucléique

ARN sg : Acide ribonucléique seul brin

BrCA : Brown citrus aphide X :®

CPsV : Citrus psorosis virus & @

CTV : Citrus tristeza virus % S

CVV: Citrus infection v.
ti % yme linked immuno sorbent assay

Q

DAS-ELISA :

DTBIA : Dire

sorbent assay

Organization

Kg : Kilogramme

M : Métre
ML : Millilitre
Mt : Millions de tonnes

Nm : Nanomeétre



OEPP : L'organisation européenne et méditerranéenne de la protection de la
plante

RT-PCR: Real time-polymerase chain reaction
SAU : Surface agricole utile
T :Tonne

UL : Microlitre
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Appendice B

Compositions des tampons

1-Tampons de broyage

Composé Quantité en
g/l

NaCl 8

Na,HPO4 2.9

KCL 0.2 (¢

KH,PO, 0.2

Tween 20 05 mi\

NAN3 0,2

Polyvynilpyrrolidone (PVP- PM :40.000) Q.

Eau distillée \ 1000 mb

ph 120 6.4

pH1 \ K74

2-Tampon de lavage[ 120

Q@&b@%

Composé W ﬁn\@ en
(>
NaCl as {8
Na,HPO, NS NN = 2.9
KCL — )) ® 0.2
KH,PO4 ([ ) 0.2
Tween 20 \\ 0 ORNP 0.5 ml
NAN3 )) 0.2
Eau disfillée X 1000 ml
pbﬂzo\ N 6.4
\ 7.4
\\&&l ksn tamp sphate 0,1M, pH=7.4
compose Quantité
osphate dissodique (Na2P0O4) 3.75
Eau distillee 1000ml
4-Solution B : 0,05M (g /I)
composeé Quantité
Phosphate monopotasique(Na,PO,) 1.425
Eau distillée 1000ml
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5-Solution finale

composeé Quantité
Solution A 143 mi
Solution B 57 ml
Eau distillée 800ml

Résultats de test DAS- ELISA

S (N

Site

Variété

Nombre d
plan}sﬁe S

0 des
s positif

Exploitation 1

Thomson navel

WA

S

Exploitation 2

Thomson navel

R«

Washin @ 34 N
Exploitation 3 el @
a\‘& <
1@ Q\J 4
-~
Exploitation 4 Cﬁ@a Q\S\\ﬁ 0
0
~TFdrroco \>©)V 22 0
Sa@@y) 46 20
Hington 40 15
I
E)?pgg%on 5 \Mandarine 40 28
Exploitation 6 Clémentine 27 5
Exploitation 7 Clémentine 60 4
Double fine 11 4
Citronnier 40 2
Washington 7 0
navel
Valencia late 22 0
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Résultats de test DTBIA

Site

Variété

Nombre des
plants testés

Nombre des
plants positif

Exploitation 1 Thomson navel | 33 2
Exploitation 2 Thomson navel | 15
< 7
N\
Washington 67 6.
Exploitation 3 navel
Pamplemousse/\15 4

N
W

A
&

Exploitation 4 Salustiana 0
Tarroco 22 N0
Sx
Sa@f\a 46 20
i (5
31
= )
Exploitation 5 &jﬁ&m%\\&/ 59
Exploitatiw CIW 41 11
loitation 7 §W@ntine 144 9
\\D@uble fine 18 4
Citronnier 70 4
Washington 7 0
navel
Valencia late 45 0
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