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Résumé

La présente étude a été réalisée au niveau de la zone de la Mitidja, la plus importante région
agrumicole d’Algérie. Ce travail a été axé sur une étude de la distribution de la tristeza et la
caractérisation des isolats locaux détectés. Durant les campagnes agrumicoles 2009-2010,
2010-2011, 2011-2012, les prospections effectuees sur les sites étudies, ont mis évidence la
présence de symptdmes associés a la présence du virus de la tristeza, comme les
dépérissements rapides, le nanisme des arbres et la réduction de calibre de fruits. Les résultats
des analyses au laboratoire effectués sur plus de 2000 échantillons, a travers des tests
sérologiques, ont montré un taux d’infection total de 19.47%, d’abord concernant la détection
du virus, par les deux méthodes sérologiques ELISA et DTBIA et sur plus de 2000
échantillons, un taux d’infection global (25.6%). Avec les orangers, une prédominance
d’infection a ¢été relevée sur la variété d’oranger Jaffa (58.8%), suivi par la double fine
(22.20%) et enfin le groupe des navels (16.53%). Par contre avec les mandariniers et
mandariniers similaires, le taux d’infection a été important avec le mandarinier commun
(72.13%), suivi par Tarocco 53.01% et la Satsuma avec 23.04%. Par contre les taux
d’infections les plus bas ont été enregistrés chez le citronnier et le clémentinier avec
respectivement 5.7% et 8.2%. L’identification biologique du CTV a travers la transmission
par les pucerons sur les plantes indicatrices herbacés de pois et sur des plantes ligneuses
(bigaradier et lime mexicaine), a été tres révélatrice de certains aspects liés a I’apparition de la
maladie. La plante herbacée (pois) est un indicateur biologique, mis en contact avec les
pucerons Aphis gossypii, Toxoptera-aurantii et Aphis spiraecola porteurs du virus prélevés
sur différentes espéces d’agrumes, ont presque tous exprimé des symptomes de 1’enroulement
et des taches foncés sur le feuillage. L’analyse sérologique par la technique ELISA de feuilles
de pois a été positive au virus de la tristeza. Des résultats sur la transmission du CTV sur le
bigaradier et la lime mexicaine par les trois pucerons ont été obtenus et 1’efficacité de la
transmission par les trois vecteurs est différente d’une espéce a I’autre et également vis-a-vis
de I’indicateur ligneux.

Une identification des pucerons sur les sites prospectés a fait 1’objet de notre étude, vu
I’incidence et la présence du virus de la tristeza, des pourcentages éleves ont été observes sur
les vergers agrumicoles dépassant les 50% d’infestation par Aphis gossypii, T. aurantii et A.
spiraecola, avec une prédominance de I’espéce A.gossypii dans 1’ensemble des sites
prospectes.

La caractérisation des 39 isolats locaux de CTV, en utilisant des indicateurs ligneux (Lime

Mexicaine), provenant d’un verger commercial et d’un parc a bois, ont mis en évidence



I’apparition de symptomes d’éclaircissement de nervures aprés environ SiXx mois post-
inoculation ; par contre le symptome de stem-pitting,, associé¢ a des souches sévéres n’a pas
été observe sur les échantillons analysés.

L’extraction des acides nucléiques totaux et le passage de ’ARNss au ¢cDNA par la reverse
transcription-PCR, et la technique du SSCP, ont permis de choisir les souches pour I’analyse,
le clonage et le séquencage du géne de la capside des particules virales. Le séquengage de la
protéine de la capside des échantillons testés, ont révélé des souches présentant des

similitudes avec les isolats atténués T385 tres diffus en Espagne et en région méditerranéenne.

Mots clés: Algérie, Agrumes, prospection (CTV), caractérisation, DTBIA, PCR, SSCP, IC-
RT-PCR



Summary

This study was carried out at the level of the Mitidja zone, the most important citrus growing region of
Algeria. This work focused on a study of the distribution of tristeza and the characterization of local
isolates detected. During the 2009-2010, 2010-2011, 2011-2012 agrimonial campaigns, the surveys
carried out on the sites studied showed the presence of symptoms associated with the presence of the

tristeza virus, such as rapid decline, dwarfism and reduction of fruit size.

The results of the laboratory tests carried out on more than 2,000 samples, through serological tests,
showed a total infection rate of 19.47%, first with regard to the detection of the virus, by the two
ELISA and DTBIA serological methods and More than 2000 samples, an overall infection rate
(25.6%). In orange trees, a predominance of infection was observed on the Jaffat orange variety
(58.8%), followed by double fine (22.20%) and finally the group of navels (16.53%). On the other
hand, in mandarin trees and similar mandarin trees, the infection rate was high in common mandarin
(72.13%), followed by Tarocco 53.01% and Satsuma with 23.04%. On the other hand, the lowest rates
of infections were observed in lemon and clementine with 5.7% and 8.2%, respectively.
The biological identification of CTV through aphid transmission on pea herbaceous indicator plants
and on woody plants (bigarad and Mexican lime) has been very revealing of some aspects related to
the appearance of the disease. The herbaceous plant (pea) is a biological indicator, brought into contact
with the Aphisgossypii, Toxopteraaurantii and Aphisspiraecola aphids carrying virus from different
citrus species, almost all expressed symptoms of winding and dark spots on the foliage. Serological
analysis using pea leaf ELISA was positive for tristeza virus. Results were obtained on the
transmission of VCT on yellow-grassberry and Mexican lime by the three aphids and the effectiveness
of transmission byThree vectors are different from one species to another and also with respect to the
ligneous indicator. Identification of the aphids on the prospected sites was the subject of our study,
given the incidence and presence of tristeza virus, high percentages were observed on citrus orchards
exceeding 50% of Aphisgossypii infestation, T. aurantii and A. spiraecola, with a predominance of A.
gossypii in all the sites surveyed. The characterization of the 39 local CTV isolates using woody
indicators (Mexican Lime), from a commercial orchard and a woodlot, showed signs of rib clearing
symptoms after about six Month post-inoculation; On the other hand the symptom of stem-pitting,
associated with severe strains was not observed on the samples analyzed.

The extraction of the total nucleic acids and the passage from the sSRNA to the cDNA by the reverse
transcription-PCR, and the SSCP technique, made it possible to choose the strains for the analysis, the
cloning and the sequencing of the capsid gene of the viral particles. The sequencing of the capsid
protein of the tested samples revealed strains with similarities to the very diffuse T385 attenuated

isolates in Spain and in the Mediterranean region.

Key words: Algeria, Citrus, prospecting (CTV), characterization, DTBIA, PCR, SSCP, IC-RT-PCR
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Introduction

INTRODUCTION

Le virus de la tristeza cause une des plus dévastatrices maladies des agrumes (Bar-Joseph et
Lee, 1989) et constitue le pathogene viral le plus économiquement connu sur cette culture
(Lee et bar-Joseph, 2000).

La tristeza est causée par un virus classé en liste A, de 1’Organisme Européen de la

Protection des Plantes et en liste A; Algérienne des organismes nuisibles de quarantaine.

La maladie de la tristeza a causé¢ la mort de millions d’arbres greffés sur le bigaradier par le
dépeérissement rapide et des épidémies ont été signalées dans différents pays (Argentine,
Brésil, Venezuela, Pérou, Etats-Unis d’Amérique, Espagne et d’autres régions agrumicoles du
monde (Roistacher, 2002).

Dans le passé et suite aux épidémies du Phytophthora ayant touché les agrumes, le bigaradier
a été utilisé parce qu’il présentait d’excellentes qualités agronomiques et il s’adapte bien a
différents types de sol et présente également des tolérances a plusieurs maladies entre autres
les maladies virales, a viroides. Malheureusement 1’association du bigaradier avec tous les

cultivars d’agrumes est extrémement sensible & la tristeza (Roistacher, 2002).

Le virus de la tristeza infecte toutes les espéces, cultivars et hybrides des agrumes.il infecte
aussi certains genres apparentés aux agrumes tels qu’Aeglopsis, Afraegle, Fortunella et
Pamburus et quelques hybrides inter-génériques (Yokomi, 2009).

Le CTV est transmis par plusieurs especes de pucerons selon le mode semi-persistant et dont
le vecteur potentiel est Toxoptera citricida (Bar-Joseph et al., 1983). Plusieurs souches du
virus ont été décrites, différentes entre elles, par les symptdomes (Bové et Vogel, 1981),
qu’elles induisent sur de nombreux hoétes par leur transmissibilité par les pucerons (Bar-
Joseph et al.,1983), par la configuration de leurs ARN (Dodds et al.,1987),, par leur carte
peptidique (Guerri et al.,1990) et par leur réaction sérologique aux anticorps monoclonaux
(Permar et al., 1990) .

La tristeza a été introduite dans tous les pays de la région Méditerranéenne par le citronnier
Meyer contaminé importé des Etats Unis et de I’ Afrique du Sud (Bové, 1995). Tous les pays
ayant importé du matériel végétal contaming, ont signalé la présence de la maladie, comme ce
fut le cas de I’Algérie, Maroc et Tunisie. L’absence du vecteur potentiel Toxoptera citricida

de la Tristeza dans cette région faisait croire que le danger était loin, malheureusement la

1
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situation est alarmante car la présence de ce vecteur au niveau du pourtour Méditerranéen a
¢té signalée au Portugal a I’ile Madére 1994 (Aguiar et al., 1994), disséminant des souches

séveres.Aprés dix ans il a été trouvé au nord du Portugal et d’Espagne (ITharco et al.2005) .

L’Algérie comme tout autre pays Méditerranéen n’est plus a 1’abri du danger de la Tristeza
qui menace 90% de plantations greffées sur le bigaradier et de I’introduction de son vecteur
potentiel. Ce virus peut anéantir cette culture rapidement surtout en absence d’un programme
de certification rigoureux et de contrbles et prospections généralisées a toutes les régions

agrumicoles.

L’ Algérie porte un grand intérét a ce sujet et par le biais du ministeére de 1’agriculture de la
péche et du développement rural (MAPDR) ainsi que les institutions scientifiques et
techniques concernées, telles que la Direction de la protection des végétaux et du contrdle
technique (DPVCT), le centre national de contrble et certification de plants et semences
(CNCCQ), I’institut de la protection des végétaux (INPV) et I’institut technique d’arboriculture
fruitiere et de la vigne (ITAFV) et les universités (Univ.Blida) impliquées dans le contrdle et

la gestion de cette maladie, des efforts sont déployés pour faire face a la Tristeza.

Cette maladie a été rapportée il y a plus de 50 ans (Frezal, 1957), et est réapparue en 2000
sous forme de foyers localisés ou des cas positifs ont été identifiés et détectés par le test
immunoenzymatique (ELISA et DTBIA) dans la région de la Mitidja (ITAFV, 2002).
Actuellement 1’incidence et la présence de cette maladie dans 1’ensemble du pays reste mal

connue. Egalement les souches de la Tristeza présentes en Algérie ne sont pas connues.

A cet effet, nous nous sommes proposees d’entreprendre une recherche sur ce virus de
quarantaine afin de situer 1’état sanitaire de nos vergers et de caractériser les souches locales

du CTV. A cet effet, les objectifs principaux de notre travail ont porté sur les points suivants:

1-Détection immuno-enzymatique (DAS-ELISA) et immuno-empreinte (DTBIA) de la

Tristeza, au niveau de la Mitidja, dans certains vergers commerciaux prives et étatiques.

2-Caractérisation biologique
3-Caractérisation moléculaire des souches présentes en Algérie

4-Comparaison des souches virales Algériennes avec les souches Méditerranéennes du point

de vue virulence

Ce travail a été effectué en partie :



Introduction

En Algéric a I'université de Blida;, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, du
Département des Biotechnologies Végétales (ex: Agronomie) au niveau du laboratoire de
recherche de la protection et valorisation des produits agrobiologiques (PVRAB) dirigé par
Madame le Professeure Belkahla Hadjira. Dans ce laboratoire les premiers tests immuno-
enzymatiques (DAS-ELISA), les empreintes sur les membranes de nitrocellulose (DTBIA)
ainsi que la transmission par des pucerons ont été réalisés. Les premiéres identifications des
pucerons ont eu lieu au niveau du laboratoire d’entomologie et les secondes a 'INA d’El-

Harrach

-En ltalie a I’Institut Agronomique Méditerranéen de Bari (IAMB) au laboratoire « Integrated
Pest Managment » sous la direction de Madame le Docteur Anna Maria D’Oghia et Docteur
Djelouah Khaled. La réalisation de toutes les analyses sur les membranes de nitrocellulose
(DTBIA), moléculaires (Extraction des acides nucléiques totaux, RT-PCR, SSCP) ont été
effectuées au niveau de ce laboratoire. Une partie concernant la caractérisation moléculaire et
le séquengage des souches d’échantillons positifs au virus de la Tristeza y a été réalisée a

I’Université de Turin en ltalie.
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Partie 1 : PRESENTATION ET IMPORTANCE DES AGRUMES
DANS LE MONDE

I.1.1. Généralités sur les agrumes

Les agrumes appelés aussi hespérides, sont des arbres produisant des fruits caractérisés par
une surface de peau (zeste) riche en glandes a huiles essentielles, et une pulpe organisée en
quartiers comprenant des pépins et de nombreux poils succulents gorgés de jus (Luro et al.,
2013) . Le mot « agrumes », d’origine italienne, désigne les fruits comestibles et par extension
les arbres qui les portent, appartenant au genre « Citrus ». Les principaux agrumes cultivés
pour la production de fruit sont : les orangiers, les mandariniers, les clémentiniers, les
citronniers, les pomelos. Toutes ces especes appartenant a la famille des Rutacées qui

comprend trois genres (Poncirus, Fortunelle et le genre Citrus (Loussert ,1987).
1.1.2. Origine et histoire des agrumes

L’ancienneté de la culture des agrumes ne permet pas de définir précisément leur zone
d’origine, cependant, selon Tanaka (1954) et Jackson (1991), celle-ci serait originaire du
nord-est de I’Inde, alors que selon Swingle et Reece, (1967), Soost et Cameron (1975), Davies
et Albrigo (1994), Spiegel Roy et Goldschmidt (1996), plusieurs especes d’agrumes seraient

probablement originaires de la Chine.

Selon Luro et al. (2013).les agrumes sont originaires d’Asie subtropicale et plus
particulierement d’une zone allant du nord-est de 1’Inde jusqu’au nord de I’Indonésie, en
passant par le Myanmar (Birmanie) et le sud de la Chine. La premiére importation d’un
agrume en zone méditerranéenne remontait au 111° siécle av. J.-C., et certains auteurs situent
celle-ci lors de I’épopée d’Alexandre le Grand en Perse, ou le cédratier était cultivé. Appelé a
I’époque « Pomme de Perse », le cédrat rapporté en Gréce a rapidement conquis le reste de la
Méditerranée. Plusieurs siecles se seraient écoulés avant que d’autres variétés d’agrumes ne
soient introduites en occident. La primauté du cédratier en occident et 1’absence d’autres
agrumes sur une période s’étalant de I’Antiquité au Moyen Age sont controversés chez les

historiens et les archéologues.

En dehors du sud-est asiatique, le Bassin méditerranéen est considéré comme le tremplin de la

diffusion de la culture des agrumes a travers le monde. C’est lors des échanges commerciaux
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avec 1’Asie, a partir du X°® siécle, que les Génois et les Portugais introduisirent dans le Bassin
méditerranéen I’orangier, le bigaradier et le citronnier. Les Maures implantérent la culture des
orangiers dans tout le Maghreb et 1’ouest de la méditerranée. Leur introduction dans de

nouvelles contrées a souvent été liée a la découverte de nouvelles terres.

1.1.3. Les agrumes dans le monde et en région Méditerranéenne

La culture des agrumes s’est intensifiée a 1’échelon mondial au cours des XIX® et XX°siécles,
et couvre aujourd’hui plusieurs millions d’hectares. Les agrumes sont aujourd’hui cultivés du
cap de Bonne-Espérance au Bassin méditerranéen, de 1’Argentine a la Californie et de
I’Australie au Japon. Cette extension permet d’expliquer la place de tout premier plan que
cette famille occupe dans la production fruitiere mondiale (Tab.1). Selon la FAO, la récolte
mondiale approchait 123 millions de tonnes en 2009-2010 (Imbert, 2013). Les niveaux de

production des différents agrumes sont tres hétérogenes.

Bien que I’aire moderne de culture des agrumes soit tres vaste, le Brésil, le Bassin
méditerranéen, la Chine et les Etats Unis contrdlent a eux seuls les deux tiers de la production
mondiale. A chaque zone de production il y a une spécialisation, I’Amériques domine
I’industrie de la transformation et la moitié des agrumes frais exportés a travers le monde
provient de la Méditerranée. La Méditerranée s’est spécialisée dans le commerce mondial des
agrumes frais, ainsi, en fruits frais, le Bassin Méditerranéen contréle pas moins de 60% du
commerce mondial des oranges et des citrons (hors lime) et plus de 70% de petits agrumes
(Imbert,2013) .

Tableau 1. Production mondiale de fruits (moyenne 2009-2010).

Millions de tonnes % de production
totale
Banane et plantain 136 23
Agrumes 123 21
Pomme 70 12
Raisin 68 11
Goyave, mangue, mangoustan 36 6

Total fruits, hors melon et pastéque 600 -
Source : FAO (2010)
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Cependant, selon Imbert (2005), la majeure partie de la production se concentre dans certaines
zones geographiques, la plupart est cultivée dans I'némisphere nord, comptant pour environ
70% de la production totale. Les principaux pays producteurs d'agrumes sont le Brésil (20
Mt), les pays du bassin Méditerranéen (17 Mt), la Chine (4 Mt) et les Etats-Unis (14 Mt)

(Fig.1).

Califomnie : ]
20 % jus de citron Floride :
65 % jus de pomelo
40 % jus d'orange

Argentine :
40 % jus de citron

* en % du total d'agrumes transformés

Les leaders des agrumes transformés *
o - LI 1 ¢

Les leaders du commerce international des agrumes frais
vr = — o

N

—f ,{r?‘

SIS N )

. Méditerranée : 65 % du marché mondial

- des agrumes frais (petits agrumes 72 %,

| orange 58 %, citron 46 %, pomelo 23 %)
o e \

Source : FAO / Présentaiion : CIRAD

Figure 1. Lesagrumes une forte spécialisation géographique (Imbert, 2005)
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Partie 2: la filiere agrumicole et la tristeza en Algérie

1.2.1. Les agrumes en Algérie

Les agrumes sont une source d’approvisionnement en fruit entre les mois de Novembre et
Mai. Les terres utilisées pour la culture des agrumes sont parmi les plus riches du pays. Les
zones de I’ouest sont rassemblées dans des périmétres irrigués. Au centre un bon pourcentage
est concentré¢ hors des périmétres irrigués, alors que pour ’est une occupation appréciable
dans les périmetres de Skikda Annaba et Guelma. L’est de 1’ Algérie reste une région ou les
agrumes n’ont pas connu un développement important, plus de la moitié du verger se trouve
au centre du pays. Les rendements des agrumes restent en dessous de la moyenne
internationale est plus faible que les rendements de nos voisins Méditerranéens (Bellabas,
2010).La production des agrumes pour la campagne agrumicole (2014), a atteint 11 millions
de quintaux sur une surface globale de 65 000 ha, avec une hausse de 20 000 ha depuis 2000.
Pour les agrumes, I'ITAFV développe actuellement de nouvelles variétés destinées a
I’industrie des jus, et tend a augmenter la production a 17 millions de quintaux dans les cing

prochaines années (Anonyme, 2014).

1.2.2. L’agrumiculture Algérienne en periode coloniale

L’agrumiculture Algérienne a progressé en trois étapes successives, la premiere partie a
commencé depuis 1850, date d’introduction du mandarinier, au premier recensement
Algérien, en 1858, on dénombre 170 ha d’orangeraies avec 22.330 arbres dont la plupart se
trouve dans la région de Blida. En 1850, les exportations avaient augmenté passant de 13
tonnes pour atteindre 1000 tonnes en 1913. La superficie était alors de 4000 ha. Quelques
années plus tard elle passait a plus de 8000 ha et en 1928 le début d’exportation de la
clémentine. La seconde partie part de 1936, année caractérisée par une amelioration de
I’agrumiculture, on assiste alors a des plantations d’agrumes a un rythme de 2000 a 3000
ha/an. Des 1946, les plantations étaient stimulées par de nombreux facteurs (besoins
alimentaires, utilisations de techniques nouvelles, etc.). L’accroissement des plantations se fit
a un rythme accru jusqu’au 1956. La superficie était alors de 35000 ha et une production de

360.000 tonnes (Ferhat et al. 2010).
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1.2.3. Situation actuelle de I’Agrumiculture en Algérie

La culture des agrumes représente pour notre pays un segment stratégique occupant 0,7 % de
la surface agricole utile couvrant ainsi 8% de la superficie totale occupée par les cultures
pérennes (ITAFV, 2013). L’ensemble du verger agrumicole est constitué¢ de 64771 ha dont
57479 ha en rapport. Le reste étant constitué de 7292 ha de jeunes plantations. La superficie
des vergers improductifs reste a determiner (comprise dans la superficie en rapport) (MADR,

2013). Le potentiel agrumicole national est réparti, a 1’échelle régionale comme suit (Fig.2).

Répartition de la superficie totale par région (Ha)

70000
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30000 B SUPERFICIE TOTALE
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CENTRE EST OUEST Sub TOTAL

Figure 2. Superficie par zones / Source Bilan de production agrumicole par varietés
(DRDPA 2000 /2010)

Selon les exigences pédo- climatiques des agrumes, la plaine de la Mitidja occupe 43%, suivi
par le périmetre de la Mina et Bas- Chélif 27%, vient ensuite la plaine du Saf-Saf (Skikda)
avec 10%, enfin le périmétre de la Habra (Mascara) avec 07%. La structure variétale
commercialisée se distingue par I’importance des oranges et des clémentines en matiere de

superficie (Hadj-Sahraoui, 2007) (Fig.3).
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Répartition variétale de la superficie des
agrumes (2009/2010)

Citrons; 4438 i
Pomélos; 90

Mandarine; 2077

Clémentine; 10334

Oranges; 46426

Figure 3. Superficie de la structure variétale Source (Bilan de production agrumicole par
variétés) (DRDPA/2013)

Selon les arbres qui constituent le verger agrumicole Algérien, il apparait que la plupart des
plantations sont anciennes datant de la période coloniale, malgré la politiqgue de

renouvellement, on enregistre un faible taux de plantation (Fig.4).

Superficie par tranche d'age

plus de 50

Figure 4. Rapport ITAFV (réhabilitation agrumiculture1997) Source DSA (2001-2007 ;
DRDPA (2010-2013)
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1.2.3.1. La production

Concernant la production, il est a signaler que la rentabilit¢ économique d’un verger
d’agrumes commence a décroitre a partir de 1’age de 50 ans. Durant la période post-réformes
(Loi 19/87), les nouvelles plantations d’agrumes ont connues une forte régression. Toutes les
nouvelles plantations, dans la tranche d’age (0-10 ans) ont éte réalisées dans le cadre du Projet
National du Développement Agricole (PNDA). La production est beaucoup plus marquée

dans le centre et ’ouest du pays (Fig.5).

uuuuuuuuu
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Figure 5. Répartition de la production en Tonnes (Source : DRDPA(2013)

1.2.3.2. Le rendement

Le rendement national par rapport aux surfaces complantées est de I’ordre de 209,6 gx/ha
(Tab.2). Ce niveau est faible par rapport au potentiel de production d’une culture d’agrumes
conduite aux normes techniques admises. Les rendements dans la plupart des pays
agrumicoles méditerranéens sont de 200 a 350 gx/ha. En Algérie, les meilleurs rendements se
situent au niveau des wilayas de Mostaganem, Tipaza, Boumerdes, Blida, Relizane, Alger
(Innal, 2015).

Tableau 2. Rendement d’agrumes par période

Période Décennie 1990 Décennie 2000 Année2013

Rendement (gx/ha) 80 137 209,6

Source : Programme de réhabilitation agrumicole (1997) / DRDPA(2013)
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1.2.3.3. Contraintes

Plusieurs contraintes constituent des entraves pour le développement de I’agrumiculture en

Algérie :

Contraintes hydriques : la culture des agrumes exige un volume d'eau important soit
1200 mm, ainsi sous une pluviométrie de 700 a 800 mm, un apport deau
supplémentaire de 4000 & 5000m*/ha est & effectuer en période estivale L’insuffisance
en apport d'eau d'irrigation influe considérablement sur la production entrainant
rapidement la chute de production et le dépérissement des plants. Cette situation
caractérise certains périmétres par les importantes pertes d'eau occasionnées due a
I'état défectueux des réseaux de distribution. A cela s'ajoute, la réduction du volume
d'eau réservé a l'agriculture et a l'agrumiculture en particulier due a l'effet a la
sécheresse et au manque d'eau au niveau des périmetres (Hadj Sahraoui, 2007).

Les contraintes techniques : les travaux d’entretien du sol sont généralement mal
exécutés et réalisés a des périodes inadéquates. La fertilisation minérale n’est pas
exécutée rationnellement-; I’absence de couverture sanitaire adéquate et rationnelle a
engendré 1’apparition de maladies virales ayant causé le dépérissement d’une partie
du verger; la vente sur pied des vergers sans aucune restriction réglementaire a
aggrave la situation (Saraoui, 2006).

Les Contraintes sanitaires: le probleme phytosanitaire qui reste peu connu
constitue un danger permanent pour les agrumes, étant donné que les principales
maladies transmises par greffage ont été signalées dans diverses régions du pays
(Bové, 1995).Actuellement beaucoup de travaux signalent la présence de la tristeza,
qui représente un danger pour les agrumes, mais la situation dans tout le pays reste
mal connue (Belkahla et al., 2013).

1.2.4. Apercu sur les maladies transmissibles par greffage des
agrumes en Algérie

Les maladies transmises par greffage, ont été signalées dans les vergers d’agrumes il y a plus
de 50 ans (Brichet, 1944 ; Lamour, 1950 ; Blondel, 1953 ; Amizet, 1954 ; Frezal, 1957 ;

Chapot, 1959) ; d’autres maladies aussi importantes tels que le mal secco, le Phytophthora et

I’anthracnose, causees par des champignons ont aussi été rapportées dans divers vergers

commerciaux (Bové, 1995).

11
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Récemment, des recherches sur le dépérissement des agrumes dans la région de la Mitidja ont
montré des symptdmes t rés associés a la présence d’agents fongiques tels que le Fusarium
solani et le Phytophtora (Yahou-Benrabeh, 2015). D’autres travaux plus poussés sur les
maladies fongiques montrent une grande diversité de la flore fongique impliquée dans le

processus de dépérissement (Benzohra, 2016).

La psorose, maladie cosmopolite, rapportée dans les principaux pays producteurs d’agrumes,
sous ses diverses formes, a été signalée par divers auteurs (Brichet, 1944 ; Frezal, 1949 ;
Lamour, 1950 ; Amizet, 1954 ; Chapot, 1959). Les arbres malades étaient en général des
orangiers doux dépassant 15 ans d’age, et présentaient des symptomes séveres d’écaillement
de I’écorce sur Valencia late a El-Harrach), sur Thompson Navel & Boufarik, et sur
clémentine a Chlef (Bové, 1995). Des travaux sur la psorose ont été effectués par bon nombre
d’auteurs, dont les travaux de (Larbi, 2016), ou les résultats ont révélé un taux d’infection de
12.4% sur les vergers échantillonnés.D’autres travaux entrepris par (Felkai, 2008) et
(Belkahla et al., 2016) sur la psorose dans différents vergers agrumicoles dans la région de la
Mitidja,ont révélé des taux plus élevés dépassant les 50%. Cette maladie figure parmi les
maladies qui sont contrélées dans le matériel végétal de propagation des agrumes avec la
tristeza par le biais de la certification (Roistacher, 1991).

Des symptomes évidents associés a la panachure infectieuse ont été observeés, dans la région
d’Oran et Boufarik, sur fruits et feuilles de la variété Jaffa orangier doux greffé sur bigaradier

(Bove, 1995) et recemment dans les travaux de (Larbi, 2016).

La maladie de la tristeza est ancienne en Algérie (Larbi, 2009), sa présence fut signalée depuis
les années 50 (Bové; 1995). Selon des études récentes effectuées dans la zone de la Mitidja, la
tristeza est bien installée dans cette zone.Elle a été détectée dans plusieurs zones de la Mitidja
(Bayoud,2001) de I’Université de Blida, dans la méme période, dans les résultats de controle
du matériel végétal de propagation de I'ITAFV (2000/2002), par la suite dans différents
travaux de mémoires de fin d’études (Univ.Blida), entres autres, (Alloune,2011),(El
Ferran,2003 ), (Bouafia, 2011), (Moudoud, 2012), (Guetouche,2013), (Merouane, 2013) et
(Belkahla et al., 2013).

Le stubborn maladie caractéristique des régions arides et semi arides, a egalement été signalee
par Chapot (1959), récemment citée dans les travaux de Benazzouz (2006) ou I’incidence de
la maladie a été forte enregistrant des taux d’infection élevés atteignant les 35%. Les maladies
causées par des viroides ont été rapportées dans de nombreux vergers agrumicoles; c’est ainsi

que des symptdmes associes a la cachexie xyloporose ont été observés sur mandariniers par

12
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Frezal, (1957). L’exocortis, maladie affectant surtout les arbres greffés sur oranger trifolié a
¢été rapportée par Bové (1995), a travers 1’observation des symptomes séveres d’écaillement

de I’écorce sur des clémentiniers greffés sur oranger trifolié.

La maladie du gummy bark a été signalée en Algérie; cependant, aucune prospection n’a été
effectuée pour confirmer sa présence (Bové, 1995).Par ailleurs d’autres maladies des
agrumes, induites par des agents de type viral, ont été signalées en Algérie, et des symptdmes
séveres associés au “cristacortis”, au "concave gum” et a I’impietratura” ont été observeés
(Boveé et VVogel, 1975 ; Catara et Scaramuzzi, 1975; Bové, 1995).

Selon Bové (1995), les symptdmes associés a certaines maladies des agrumes, comme le
"satsuma dwarf", le "vein enation-woody gall”, le "tatterleaf”, le "gumpocket”, le "leaf curl",
la "leprosis”, le "yellow vein", le "blight“et le "decline"n’ont jamais été observés dans les

vergers Algériens

1.2.5. Histoire et situation actuelle de la tristeza en Algérie

La tristeza a été rapportée en Algérie il y a plus de 50 ans (Frézal, 1957). A cette époque pas
de dissémination naturelle connue sauf la propagation par le matériel de multiplication.
L’éradication des arbres du citronnier Meyer et les caractéristiques de la souche virale ont
diminué le risque de dissémination du virus. (Bové, 1967). Dans le cadre de la mission
COFFROR en 1971 (Anonyme, 1971). Ferraj et Omar en (1969) ont suspecté la présence de
la maladie sur une trentaine d’arbres.En 1967, Bové dans le cadre d’une mission en Algérie,
trouva la tristeza sur certains arbres de la collection variétale (Owari Satsuma, Tangerine) et
quelques clémentines de la méme collection de la Ferme d’Expérimentation de Boufarik
(ITAFV). En 1982, Bové a détecté deux arbres montrant les symptémes de CTV au niveau de
la collection variétale de la Ferme d’Expérimentation de Boufarik. Ces arbres ont été

confirmés par indexage biologique et détruites.

Des travaux ont rapporté la présence du CTV dans la zone de la Mitidja (Bayoud, 2001) et
(Belkahla et al. 2013).

1.2.6. Controéle et gestion de la maladie de la tristeza en Algérie

En Algérie , la tristeza n’avait toujours pas constituée un probléme pour 1’agrumiculture

algérienne, peut étre c’est a cause de la nature de la souche virale et des conditions

environnementaux, des vecteurs présents ainsi que les variétés infectées a 1’époque

(Larbi,2009).Malheureusement, la situation est devenue délicate depuis sa détection et sa
13
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propagation (Bayoud,2001), (ITAFV, 2002).L’étude de cette maladie est restée trop limitee,
on ignore a I’heure actuelle I’incidence et la présence de ce virus sur I’ensemble de
I’agrumiculture en Algérie, surtout avec les nouvelles données sur 1’apparition du vecteur
potentiel T. citricida dans le pourtour méditerranéen (Aguiar et al.,1994). sa présence est

confirmée au nord du Portugal et I’Espagne (ITharco et al., 2005).

En Algérie la politique de gestion de cette maladie reste encore a ses débuts. Cette situation
n’est guére favorable pour lutter contre cette maladie en cas d’épidémies et d’introduction de
souches exotiques avec la probable présence du T.citricida en Algérie. L’Algérie étant
membre au MNCC (Mediterranean Net Work Citrus Certification), doit suivre le schéma
proposé par le Réseau Méditerranéen de Recherche sur la Certification des Citrus (MNCC) du
CIHEAM / MAIB pour la prévention et / ou le contrble de la propagation du virus de la
tristeza par ce puceron qui peut disséminer des souches séveére rapidement et endommager
tous les arbres gréffés sur n’importe quel porte-greffe (Rocha-pena et al. 1995). La
proposition du projet de lutte contre la tristeza par le MNCC a pour objectif de prévenir une
telle catastrophe, a travers des efforts conjoints de tous les pays de la région pour mettre en
ceuvre des mesures préventives d'urgence et des mesures de lutte contre le virus et son vecteur

(D’Onghia, 2009).
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Partie 3: étude de la plante hote

1.3.1 Etude botanique des Citrus

1.3.1.1. Caracteres spécifiques des Citrus

Les agrumes sont de petits arbres ou arbustes dont la taille peut varier de 2 a 10 m de haut
suivant les espéces. Leurs feuilles sont persistantes a 1’exception du poncirus et leur
frondaison est généralement dense Les fleurs sont généralement blanches, de 4 a 5 pétales,
selon les especes la floraison est en grappe ou en fleur isolée. L’époque de floraison dépend
des especes et du climat .Les fruits murissent selon les espéces (Benedicte et Bachés, 2011).
Les agrumes sont hermaphrodites. Les fleurs ont 3 a 5 sépales, 4 a 8 pétales et habituellement
20 a 40 étamines, plus ou moins soudées entre elles a la base par groupe de 3 (Praloran,
1971).

1.3.1.2. Classification botanique

Le genre Citrus regroupe la plupart des espéces d’agrumes cultivés et renferme, suivant les
taxonomistes, entre seize (Swingle et Reece, 1967) et cent cinquante-six especes (Tanaka,
1961). La complexité relative de ces classifications résulte, entre autres, d’une large diversité
morphologique et de la compatibilité sexuelle des espéces du genre Citrus. Récemment, une
nouvelle proposition de taxonomie des agrumes a été suggérée par Mabberley (1997), dans
laquelle la notion de fertilité de croisements est mieux respectée que celle des deux
précédentes, elle regroupe ainsi six genres des agrumes vrais, Poncirus, Fortunelle, Citrus,
Eremocitrus, Microcitrus et Clymenia, sous une seule dénomination de genre : Citrus (Luro et

al., 22013) in Jacquemond C. (2013). Les principaux genres cultivés sont :

e Le genre Fortunella : petits fruits qui se mangent avec la peau (Kumquat), deux
variétés sont connues dans ce genre: Fortunella japonica (T) Kumquat rond,
Fortunella magarita (L) Kumquat ovale.

e Le genre Poncirus: ils sont utilises comme porte-greffes (fruits non comestibles)
Poncirus trifolia (L).

e Le genre Citrus Linné : toutes les autres espéces d'agrumes (16 especes dont chacune

contient plusieurs variétés ou cultivars).
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D’aprés Swingle et Reece (1967), la Position systématique des agrumes est la suivante :

Régne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicotylédones

Ordre : Rutales

Sous- classe : Rosidées

Famille : Rutaceae

Genres : Poncirus, Fortunella, Citrus (sexuellement compatibles entre eux).

1.3.1.3. Variétés des Citrus : parmi les principales espéces et variétés cultivées en région
méditerranéenne (Loussert, 1987).Parmi les principales espéces et variétés d’agrumes cultivés

en Algérie, la clémentine et beaucoup de variétés d’agrumes (Fig.6).

e Les orangiers : I’orangier doux (Citrus Sinensis), est I’espéce du genre Citrus la plus
importante, tant par le nombre de variétés qu’elle renferme, que par I’importance de
ses productions. Les fruits sont tres différents ce qui permet de les classer en quatre
groupes : Les oranges blondes Navel

Les oranges blondes
Les oranges sanguines
Les oranges sans acidité
e Le mandarinier (Citrus nobilis), constitue un groupe d’espéces que 1’on peut
différencier comme suit :
Les mandariniers Satsuma (Citrus unshiu)
Les mandariniers Communs (Citrus deliciosa)
Les clémentiniers (Citrus clementina)
Et les autres mandariniers (Citrus reticulata) et les hybrides.

e Les citronniers : les principales variétés cultivees sont : Eureka, Lisbone, Verna et
Femminello ovale

e Les pomelos : les principales variétés cultivees en méditerranée sont : Marsh seedless,
Duncan, Ruby et Shambar

e Le Cedratier : deux principales variétés cultivées sont : le cédrat de Corse a pulpe
douce et le cédrat Diamante a pulpe acide.
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Clémentinier Mandarinier
Citrus clementina ou reticulata Citrus deliciosa

Le bigaradier Citrus aurantium

Citronnier Citrus limon

Figure 6 : Les agrumes d’Algérie (Source internet-Google)
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1.3.1.4. Conditions agro- climatiques de croissance des agrumes

Les agrumes prospérent bien dans un sol de consistance moyenne, ayant une perméabilité
suffisante, car 1’excés d’eau provoque la gommose, le pourridié et 1’asphyxie radiculaire. La
précocité est améliorée dans les sols Iégers. Avec un sol argileux, les racines ont du mal a se
développer et les fruits ont une peau plus épaisse. Il faut éviter de planter les agrumes dans
une terre ou la nappe phréatique est a faible profondeur (2 a 3 métres), surtout si le verger est
situé dans une cuvette. Les sols trop humides sont améliorés par drainage. Une bonne
fertilisation est nécessaire. Le potentiel hydrogene, ou pH, a son importance, et I’on estime

qu’il devrait se maintenir entre 6 et 7, d’ou une légére acidité (De Ravel d’Esclapen, 1984)

1.3.1.5. La croissance des agrumes

Les températures moyennes favorables a la culture des agrumes sont de I’ordre de 10 a 12° C
pour I’hiver et 22 a 24° C en été, quant au printemps, les températures inférieures a plus de
12° C peuvent entraver la formation du fruit suite & une mauvaise pollinisation et fécondation
due a la faible activité des insectes (Loussert, 1987). Selon Blondel (1959), I’humidité
excessive de I’air ambiant et le vent sont deux facteurs non négligeables qui peuvent parfois
endommager non seulement la production mais également 1’arbre.

Les zones exposées aux gelées et mal ventilées, comme les bas fonds, doivent absolument
étre évitées. L hygrométrie est un facteur important a prendre en considération car I’exces
d’hygrométrie favorise le développement de maladies fongiques et bactériennes, ce qui
implique une surveillance redoublée et des soins constants pour protéger les arbres et leurs

fruits (Jacquemond et al. 2013).

1.3.1.6. Les étapes de la vie d’un verger d’agrumes : la vie d’un verger d’agrumes
débute a la plantation des scions issus de pépiniére. Schématiquement, elle comprend cing
phases correspondant a des périodes plus ou moins longues et d’intérét tres différent pour
I’arboriculteur. D’aprés Loussert (1987), les étapes de la vie d’un verger passent par plusieurs

périodes :

® Période d’élevage en pépiniére : Cette période dure de 12 & 36 mois et se déroule en
pépiniére. Cette phase est improductive ; néanmoins, les arbres nécessitent des soins

attentifs (fumure, irrigation, taille de formation, traitements phytosanitaire, etc.).
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® Phase d’entrée en production: La mise a fruit devient progressivement plus
importante selon les especes et variétés, mais aussi en rapport avec les techniques

mises en ceuvre par 1’agrumiculteur.

® Phase de pleine production : Lorsque le niveau des rendements permet de compenser
les frais annuels, le verger est dit “en production” .La durée de cette phase ne dépasse

guere une vingtaine d’années.

® Phase de vieillissement et de decrépitude : Les productions des arbres, dont ils sont
en place depuis 30 a 40 ans, vont progressivement diminuer. La pratique de certaines
techniques culturales (sous-solage, taille de rajeunissement, fumure, etc.) dans une

certaine mesure, peut redonner un “coup de fouet” a la végétation.

1.3.1.7. Les différents porte-greffes cultivés

Les agrumes présentent une trés grande diversité de porte-greffe, mais le choix du porte-

greffe tient compte du pouvoir d’adaptation de ce dernier aux conditions édaphiques, ainsi

que sa résistance aux différentes maladies (Phythophtora Tristeza, Psorose, Cachexie,

Exocortis) et aux nématodes. Selon Aubert et Vullin (1997), les porte-greffes des agrumes

conventionnels sont les suivants :

Citrus aurantium (Bigaradier) ou orangier amer : il s’agit du porte-greffe le plus
anciennement utilisé en raison de sa resistance a la gommose a Phytophthora, sa tolérance
a la cachéxie -xyloporose et a I’exocortis, mais sensible aux nématodes notamment ceux
du type Tylenchulus semipenetrans malheureusement il présente des associations tres vis

du virus de la tristeza.

Poncirus trifoliata (trifolié): Ce porte-greffe forme des associations tolérantes a la

tristeza, mais il est sensible au blight et a I’exocortis.

Citrange troyer issu du croisement Citrus sinensis x Poncirus trifoliata : Il est sensible
aux chlorures et craint les sols secs (Rey,1997).Ce porte-greffe est assez résistant a la
gommose a Phytophthora. Le citrange troyer forme des associations tolérantes a la
tristeza .

Citrange carrizo issu du croisement Citrus sinensis x Poncirus trifoliata : Le citrange
carrizo est semblable au citrange troyer. Aujourd’hui, il est utilisé dans plusieurs pays
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agrumicoles de la zone tropicale et subtropicale. Il donne des associations tolérantes a la
tristeza.

= Mandarine Cléopatre ou Citrus réticulata blanco : Ce porte-greffe est utilisé pour sa
tolérance a la cachexie-xyloporose et a I’exocortis. Il donne également des associations
tolérantes a la tristeza.

= Citrus volkameriana : Ce porte-greffe résiste correctement a la gommose a Phytophthora
Il donne des associations tolérantes a la tristeza a I’exocortis, a la cachéxie-xyloporeuse,

mais sensible au blight.

Citrus macrophylla: Ce porte-greffe peut étre recommandé de préférence pour les
citronniers et les limetiers a gros fruits, dans les régions indemnes de tristeza. Il est

sensible a la tristeza et la cachexie-xyloporose, tolérant a la gommose a Phytophthora.

Poncirus Flying-dragon : C’est un porte-greffe appartenant a I’espéce Poncirus trifoliata.
Il est résistant a la tristeza et a la gommose a Phytophthora. 1l est sensible a I’exocortis

mais tolérant aux nématodes.

Les citrumelos issus du croisement Citrus paradisi x Poncirus trifoliata : Une longue
série d’observation a conduit a préférer les citrumelos comme porte-greffe des pomelos,
notamment la sélection Swingle, ou 447, tolérante a la tristeza. Ce porte greffe montre

une certaine sensibilité au sel, il peut convenir pour I’orangier et le mandarinier.
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PARTIE 4: PROBLEMES PHYTOSANITAIRES DES AGRUMES

1.4.1. LES PRINCIPALES MALADIES TRANSMISSIBLES PAR
GREFFAGE DES AGRUMES

Les agrumes sont sujets a de nombreuses maladies causées par des champignons, bactéries,
nématodes, virus, agents de type viral et viroides (Tab.3) (Whiteside et al. 1988; Roistacher,
1991 ; Bové, 1995). Selon Roistacher (1991) et Bové (1995), les maladies transmises, par
greffage sur agrumes, connues depuis plus de 40 ans, sont complexes et diversifiees et sont

regroupées comme suit :

e Maladies virales: Tristeza (CTV), Psorosis (CPsV), Citrus Satsuma dwarf (SDV),
Citrus Vein enation (CVEV), Citrus Leprosis (CLPV), Variegation (CVV), Citrus Leaf
blotch (CLBV),

e Maladies a agents non identifiés dites de type viral : sont représentées par le
complexe OLP (Ock leaf pattern), incluant le cristacortis, I’impietratura, la convavité
gommeuse et le Citrus Chlorotic dwarf (CCD)

e Maladies a Viroides et de type viroide : Cachexia, Exocortis, Kassala disease,
Gummy bark.

e Maladies a bactéries endogenes (agents prokaryotes limités au phloéme) : la
maladie du balais de sorciére (Witche’s broom lime disease), le Stubborn et la chlorose
varieguée.

e Maladies a étiologie inconnue : Citrus Sudden Death (CSD), Blight.
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Tableau 3. Principales maladies transmises par greffage des agrumes (Roistacher, 1998)

Mode de transmission Pathogéne

_ Greffage Vecteur Trans.mécanique

Procaryote

Greening + + = Candi. liberobacter sp.
Stubborn + + = Spiroplasme citri
Withces’ broom + + - Cand.Phytoplasme aurantifolia
Chlorose variéguée Xylella fastidiosa
Virus
Tristeza + + - Virus (CTV)
Vein enation + + - Virus (CVEV)
Psorose - + +* Virus (CPsV)
Ring spot + N + Virus (CPsV)
Panachure infectieuse s - + Virus CVV)
Satsuma Dwarf N + Virus (SDV)
Tatter leaf - - + Virus (CTLV)
+
Probable virus
Concavité gommeuse &3 - - Virus Probable
Impietratura + = - Virus Probable
Cristacortis + - - Virus ou viroide Probable
Viroides Exocortis + - + Viroide (CEVd)
Cachexie + - + Viroide (HSVd)
Gommy bark + - - Viroide similaire
Miscellaneous Blight §s n = Inconnu
Declino + n = Inconnu
Fruta bolita N n - Inconnu
Abnormal bud-union s - - Inconnu

+ : Positif ; - : Négatif ; n:inconnue

*: certaines souches de la psorose ont été transmises mécaniquement

Les maladies des agrumes dues a des agents pathogénes transmissibles par la greffe ont posé
un grand défit pour la communauté scientifique par leur grand nombre et leur importance
économique. Le défi a pu étre levé grace aux efforts de collaboration internationale, ainsi les

¢tudes sur 1’éthiologie des maladies ont révelé des agents pathogenes nouveaux,
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insoupconnés : viroides, Ophiovirus, Celivirus, Spiroplasmes, Libéribacters...En dépit de ces

efforts tous les agents pathogenes ne sont tous identifiés, c’est le cas du blight.

Certains agents pathogeénes ont été largement caractérisés et partiellement ou complétement
séquencés comme les virus de la tristeza, tatterleaf, satsuma dwarf, panachure infectieuse, leaf
rugose, le spiroplasme des agrumes et les principaux viroides (Lee et Garnsey, 1996).
Toutefois, il existe de nombreux agents pathogénes de type viral qui restent a ce jour non
classés, comme [’Algerian navel orange virus (ANOV) (Garnsey, 1975) et le Citrus yellow
mottle (Ushiyawa et al., 1984), ainsi que ceux associés a d’autres types de cultures comme le
Potato mottle virus (PMV) (Holmes, 1959), le Cucumber mosaic virus (CMV) (Thonberry,
1966),Tobacco necrosis virus (TNV) (Yot Dauthy et al., 1972) et ['olive latent virus1(OLV 1)
(Martelli et al., 1996).

D’autres agents de type viral ont été signalés, a savoir celui associé au Rio grande gummosis
en Floride (Hebb et Sonoda, 1992 ; Powel et al., 1998) et le badnavirus des agrumes qui a été

isolé caractérisé en Inde (Ahlawat et al., 1996).

Ces dernieres années, certaines maladies causées par des phytoplames et des bactéries ont fait
I’objet d’¢études particulieres, comme par exemple Witches’ broom, le Greening et la chlorose

varieguée (Bové et Duran-Vila 2013).

1.4.2. Les maladies virales

1.4.2.1. La tristeza des agrumes (CTV) Citrus tristeza virus

Le Citrus tristeza virus(CTV) représente le pathogeéne le plus économiquement important pour
les agrumes (Lee et Bar-Joseph, 2000). Le CTV, apparemment originaire d’Asie, a été
disséminé dans tous les grands bassins agrumicoles mondiaux par des échanges
internationaux de matériel végétal contaminé. De plus, I’introduction de Toxoptera citricida
Kirkaldy, le puceron brun des agrumes, excellent vecteur de la maladie, a facilité la
propagation régionale du virus. Le symptdme le plus foudroyant de la Tristeza : le Quick
Decline, mort brutale affectant orangers et mandariniers greffés sur bigaradier. La
transmission mécanique par taille est plus rare étant donné la grande dimension du virus.
(Leblanc et al., 1998).
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1.4.2.2. La Psorose écailleuse (CPsV) Citrus psorosis virus

Cette maladie originaire d’Orient est maintenant rapportée dans tous les pays agrumicoles
(D’Onghia et Lacirignola, 1997).Selon Bové-et Duran-Vila (2013), la psorose écailleuse est
I’une des premiéres maladies ayant été reconnues chez les agrumes par Swingle et Webber
(1896). Elle se traduit par un écaillement spectaculaire de 1’écorce du tronc et des branches
(Fig.7), des orangiers, des mandariniers, des clémentiniers, des tangelos et des pomelos. Il
existe deux formes de la psorose, une forme sévére (psorose B) et une forme moins sévere
(psorose A). Selon Fawcett (1936), les symptdmes foliaires indiquent que la forme A
consistent en des €claircissements en tirets n’affectant que les jeunes feuilles, alors que le cas
de la psorose B, des symptdmes permanents de type ringspot décrit par Fawcett et Klotz
(1948), se manifestent sur les feuilles adultes. Fawcett fut le premier a avoir suggéré
I’¢étiologie virale du virus de la psorose aprés sa transmission par greffage. Récemment, a la
suite des éetudes faites par Derrick et al., 1993 (USA), Milne et al., 1996 (Italie), que le virus
est purifié et sa nature précise est reconnue. Le terme « Ophiovirus » a été retenu par le
Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV). La psorose A et la psorose B seraient

dues a des souches différentes de virus.

1/ Photo/source: Moreno in Roistacher 2002 2/ Photo/source: Roistacher 2002

3/Photo/source: Roistacher 2002 4/ Photo/source : Klotz in Roistacher 2002
1 et 2 / Craquellement de 1’écorce (Psorose) ; 3/Imprégnation de gomme sur le bois ;
4/ Taches annulaires (ringspot) sur feuille du pamplemoussier

Figure 7. Symptdmes de la psorose sur bois et feuille
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1.4.2.3. La panachure infectieuse (CVV) Citrus variegation virus (llarvirus)

La panachure infectieuse fut la premicre a étre transmise par greffage d’inoculation (Trabut,
1913). Les symptdmes affichaient sur les orangiers consistent a des chloroses sévéres qui
augmentaient d’intensité pendant deux ou trois ans et les arbres finissent par dépérir. Plus
tard, en 1950 Koltz suggérait que la chlorose de Trabut pouvait étre la « Panachure
infectieuse », décrite en 1939 par Fawcett et Koltz en Californie sous le nom américain de
« infectious variegation » (Bové et Duran-Vila, 2013).La maladie a été signalée
particulierement dans le bassin Méditerranéen, affectant sérieusement le citronnier, le
mandarinier (Bové, 1995). Cette maladie se trouve provoquée par deux souches différentes
d’un méme virus appartenant au genre llarvirus (Bové, 1995). Selon les souches virales deux

formes sont connues :

e La frisolée ou Crinckly leaf : connue pour produire un gaufrage et une déformation

du limbe des feuilles.

e La panachure infectieuse : cause des deformations considérables du feuillage au

niveau la nervure centrale (Fig.8).

Figure 8. Aspect gaufré de feuilles (CVV) Photo/source: Roistacher 2002

1.4.2.4. Le nanisme du Satsuma (SDV) Satsuma dwarf virus (Nepovirus)

Cette maladie est a distribution mondiale. Elle a été observée au début au Japon, puis dans
d’autres zones, spécialement en Chine, et en Turquie. Selon Roistacher (2002), la maladie est
connue depuis le début du 20™™ siécle. Le nanisme de Satsuma est sérologiquement

apparenté au virus de la mosaique du concombre (CMV). Les symptdémes au champ sont des
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rabougrissements et nanisme des arbres, des feuilles en forme de cuillére, avec des fruits

déformés (Fig.9 et 10).

Figure 10. Fruits déformés dus au virus du (SDV) Photo/source Roistacher (1976)

1.4.2.5. Tatter leaf (CTLV), Citrus tatter leaf virus (Capillovirus)

La maladie du tatter leaf (CTLV) des agrumes induite par citrus tatter leaf virus (Fig.11), a été
premierement décrite par Wallace and Drake (1962) comme maladie transmissible causant
des marbrures et tattering des marges des feuilles sur le semis de 1’indicateur Citrus excelsa,
d’ou le nom « tatter leaf ». Calavan et al. (1963) ont été les premiers a montrer la destruction
potentielle de cette maladie sur le porte greffe citrange si on inocule par greffage des tissus

infectés par le CTLV sur le mandarinier satsuma greffé sur Troyer citrange (Fig.12).
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Figure 11.Photo montrant le virus du Tatter leaf

Photo/Source Nishio in Roistacher 2002

Photo/source: Calavan Specimen Kuchinotsu, Japan

Photo/source:Roistacher 2002

Figure 12. Réaction sévere du mandarinier satsuma greffé sur le trifolié (Tatter leaf)

1.4.3. Les maladies de type viral (Cristacortis, Impietratura, Concave gum/blind

pocket)
Elles constituent un seul groupe induisant le symptéme de feuille de chéne (Ock leaf pattern)

observé au printemps sur feuilles de jeunes pousses de certaines especes ou variétés sur le
champ ou sous serre. Ces maladies dont ’agent pathogéne n’a pas encore été identifié
constituent un groupe de maladies dont la détection repose seulement sur 1’indexage

biologique en utilisant des semis de 1’orangier doux ou Dweet tangor (Roistacher, 1991).
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1.4.3.1. Cristacortis

Le cristacortis comme I’impietratura et la concavit¢ gommeuse sont retrouvées en région
Méditerranéennes (Algérie, Corse, Italie, Maroc et I’Espagne (Roistacher, 2002 & 1991).Une
maladie décrite pour la premiére fois en Corse sur orangier Tarocco par Vogel et Bové en
(1964), caractérisé par du stem-pitting sur le bigaradier (Fig.13) (Bové et Duran-Vila, 2013).
La propagation par greffage est le seul mode de transmission reconnu jusqu’ici. Le cristacortis
est souvent trouvé sur le bigaradier et rarement sur l’orangier doux et le mandarinier

(Roistacher, 1991).

1.4.3.2. Impietratura

L’impietratura est un mot Italien qui signifie pierre, se référant au fruit qui devient dure
comme une pierre. Cette maladie est distribuée a travers le monde et est surtout localisée au
niveau des régions Méditerranéennes (Europe et Afrique du Nord). Cette maladie a été
observée pour la premiere fois en Italie par Ruggieri en 1961. Elle est caractérisée par la
dureté des fruits, leur petite taille et la présence de gomme dans leur albedo (Fig.14) (Bove et
Duran-Vila, 2013). Jusqu’a présent le greffage est le seul moyen connu de propagation de
I’impietratura (Praloran, 1971). La maladie réduit le rendement en qualité et quantité mais ne

cause pas de dépérissement (Moreno, 2000).
1.4.3.3.Concavité gommeuse

Les symptdmes de la Concavité gommeuse ont été décrits pour la premiére fois en 1926 aux
Etats-Unis par Fawcett et Lee. La maladie est distribuée a travers le monde mais avec plus de
concentration au niveau de la région méditerranéenne. La maladie est caractérisée par de
profondes dépressions concaves plus ou moins larges sur tronc et branches (Fig.15). La
transmission par greffe sur des plantes de mandarinier ou semis de 1’orangier doux, est la

seule méthode de détection, (Roistacher, 2002).
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Figure 13. Symptomes de cristacortis sur 1’écorce, tronc et invaginations des trous sur bois

Photo/source: Vogel in Roistacher 2002

b
Figure 14. Impietratura sur 1’albedo des fruits et symptome de feuille de chéne sur feuilles
Photo/source: Roistacher 2002

29



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

Imprégnation de gomme sur les branches (Corse) Symptdme de feuille de chéne sur feuilles (Californie).

Figure 15. Symptdmes de la concavité gommeuse Photo/source: Roistacher, 2002.

1.4.4. Les viroides

1.4.4.1. L’exocortis

Selon Roistacher (2002), la maladie de I’exocortis a été nommée pour la premiere fois par
Fawcett and Klotz en (1948). Benton et al. (1949), ont décrit un sérieux détachement ou
craquelement d’écorce sur le trifolié en Australie et nommé "Scaly Butt" (Fig.16). La maladie
est probablement présente dans plusieurs pays agrumicoles. Les principales variétés
commerciales d’agrumes sont tolérantes a 1’agent d’exocortis, certains porte-greffe en
revanche sont sensibles et manifestent des symptomes, c’est la cas du Poncirus trifoliata, les
Citrumelos, la lime Ranpur, la lime douce etc (Roistacher,2002).La technique d’indexation
biologique a toujours été utilisée pour la détection de 1’exocortis sur le Cedratier Etrog (Bové
et Duran-Vila, 2013). Le viroide peut étre transmis mécaniquement par des outils de taille
d'arbre en arbre. Les symptomes classiques de 1’exocortis sont présentés par un sévere
craquelement d’écorce sur le trifoli€ ou le Rangpur lime accompagnés par divers degrés de

nanisme induit sur de 1’arbre (Fig.17).
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Figure 16. Symptomes classiques de I’exocortis sur le trifolié en Australie

Photo/source: Roistacher, 2002

Figure 17. Nanisme sévére sur I’orangier Valencia greffé sur trifoli¢ en Californie

Photo/source: Roistacher, 2002

1.4.4.2. La cachexie-xyloporose

La maladie a été décrite en Palestine en 1934 par Reichert et Perlberger comme une nouvelle
maladie, la xyloporose, dont les symptomes s’observaient sur la lime douce Citrus
limettioides utilisée comme porte-greffe.. En 1950, des symptomes similaires, mais
comprenant en plus la présence de gomme dans I’écorce, étaient décris en Floride par Childs
sous le nom de cachexie 'des kakos grecs (mauvais) et hexis (condition). En outre, Childs
démontrait que les symptomes de la cachexie étaient transmissibles par greffage d’inoculation
(Bové et Duran-Vila, 2013). La maladie de la cachexie a été prouvée par (Semancik et
al.1988), qu’elle est causée par un viroide. La cachexie est bien distribuée sur les agrumes

dans le monde entier car elle est asymptomatique sur orangier doux ou pamplemoussier
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greffé sur le bigaradier, le citrange ou le trifolié. Les symptdmes de cette maladie concernent
des chloroses et nanisme des plants, le mandarinier trés sensible a la cachexie, des symptémes
de présence de trous sur le bois avec des protubérances sur 1’écorce et de la gomme (Fig.18 et
19). La Cachexie est premiérement attribuée aux mandariniers et ses hybrides (Roistacher,
2002).

Figure 18. Symptdmes de Cachexia sur le mandarinier Cléopatra au Venezuela

Photo/source: Roistacher,2002

Photo/source: Ochoa in Roistacher 2002 Photo/source: Roistacher, 2002

Figure 19. Symptdmes de cachexie sur le bois
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1.4.5. Les procaryotes limités au phloeme

1.4.5.1. Le subborn (St) Spiroplasme citri

La maladie est causée par Spiroplasme citri, a été signalée en Californie en 1915 sur les
orangiers navel nommée "Stubborn'. Le nom "acorn disease™" a été également donné a cette
maladie a cause des fruits déformés en forme de gland (Brown, 1992). (Igwegbe et Calavan
(1970) et Le Fleshe et Bové (1970) ont découvert des organismes mycoplasmatiques dans les
cellules du phloeme de plants d'orangiers doux infectés. Saglio et al. (1973) a nommé le

nouvel organisme Spiroplasmes citri.

La cicadelle de la betterave Neoaliturus (Circulifer) tenellus et Scaphytopius nitridus ont été
découverts comme les premiers vecteurs du Stubborn en Californie Ing Ming Lee et al.,
(1973). La cicadelle N. haematoceps est peu étre le vecteur primaire dans tous les pays du
proche orient (Bové, 1995; Fos et al. 1986; Kersting et al., 1993). La maladie du stubborn

peut étre retrouvée dans la plupart des pays agrumicoles des régions arides et semi arides.

Sur le terrain, les arbres infectés apparaissent compressés et rabougris. Parfois, seule une
partie de l'arbre est affectée et les branches sont compressées avec des feuilles plus petites.
Ces symptdmes sont également présents dans les jeunes plants de pépiniere (Fig.20). Les tiges
et les feuilles peuvent montrer une marbrure chlorotique (Fig.21 et 22). Les arbres sont
rabougris restent petits et récupérent rarement. Le fruit ne se colore pas correctement et
I’extrémité stylaire conserve sa couleur verte, de petite taille, déformé et peut également
montrer une apparence en forme de gland. Les fruits de variétés utilisées pour la semence
peuvent avoir des graines plus petites et plus sombres et de couleur violette ou des graines

complétement avortés. Ceci est appelé «l'avortement de semences™ (Roistacher,2002)(Fig.23)

Plant sain
-~ 7

Plant malade

Figure20. Nanisme induit par le Stubborn

Photo/source: Roistacher 2002
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Figure 22. Marbrure et mosaique chlorotique sur feuilles d'orangier doux

Photo/source: Roistacher,2002

Figure 23.Avortement des semences (orangier Valencia en Californie).

Photo/source: Roistacher, 2002
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La présence de petites graines de couleur pourpre foncé (a droite) est symptomatique de la
maladie. Ces graines sont excellentes pour la culture de S. citri. Des semences normale a

partir d'un fruit normal est sur la gauche.
1.4.5.2. Le balai de sorciere (WBDL) Witches' broom diseaseof lime

La maladie du Witches' broom diseaseof lime (WBDL) : la maladie est rapportée d’abord par
Bové en 1986 au Sultanat d’Oman, mais les observations faites disent que la maladie a été peu
étre présente depuis 1981 dans la région « Liwa». En 1989, la maladie est signalée a
’Emirats Arabes Unis par Garnier et al. (1991). En Iran la maladie a été signalée par Seheli
et al. 1997. En 2005, la maladie avait atteint la principale zone de production de limes en Iran,
la région au nord de Bandar Abbas (Bové et Duran-Vila, 2013).Les arbres malades montrent
des balais de sorciéres spectaculaires La taille des fruits sur les parties asymptomatiques des
arbres gravement infectés est réduite par rapport aux fruits d'un arbre sain (Fig.24).La maladie
est causée par un phytoplasme (Phytoplasma aurantifolia). Le phytoplasme a pu étre transmis
par Garnier et al. 1991 a la pervenche (Catharanthu roseus) par 1’intermédiaire de la cuscute.
Ce sont les pervenches qui ont fourni du matériel végétal a partir duquel le phytoplasme, non

disponible en culture, a pu étre caractérisé (Bové et Duran-Vila, 2013).

Figure 24. Symptémes de « Balais de Sorciere » sur tiges et réduction du calibre de fruits

Photo/source: Al-Zadjali in Roistacher 2002
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1.4.5.3. Huanglongbing ou le Greening (HLB) maladie des pousses jeunes

Le Huanglongbing (HLB) ou « maladie des pousses jeunes ». La HLB est une maladie tres
redoutable et destructrice des agrumes et est due a une bactérie Candidatus liberobacter située
dans les tubes criblés du phloéme des plants atteints. 1l existe deux formes de cette maladie, la
forme africaine C. L. africanus se manifeste a des températures basses, celle de la forme
asiatique C. L. asiaticus apparait a des températures élevées. En général les symptémes de la
forme asiatique sont plus virulents que ceux de la forme africaine. La bactérie infecte presque
tous les hybrides, cultivars et espéces d’agrumes ainsi que certaines espéces proches des
agrumes. La bactérie est transmise selon le mode persistant par deux psylles : Trioza erytreae
qui vit en Afrique et est associé a la forme africaine, et Diaphorina citri (Fig.25), qui est plus

adaptée aux climats humides et chauds vit en Asie (Roistacher, 2002).
Aujourd’hui, les quatre premiers pays producteurs d’agrumes sont contaminés par la HLB.

Les pays méditerranéens et le proche et Moyen-Orient sont indemnes, mais le vecteur T.
erytrea est présent a 1’lle de Madere et aux Iles Canaries depuis 1994 et 2002, respectivement.
Depuis 1997, D. citri a envahi tout le sud-est de I’Iran et en 2008 y était signalée (Bové et
Duran-Vila, 2013).

Figure 25. Transmission du Greening par les Psylles de Diaphorina citri sur feuilles

Photo/source: Roistacher and Teerapan Tantiwa in Roistacher 2002
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Partie 5 : methodes de diagnostic des maladies trabsmissibles des
agumes par greffage

1.5.1. Evolution du diagnostic des maladies des agrumes
transmissibles par greffage

La détection des virus et des agents de type viral des agrumes a connu un progrés important
durant la deuxieme moiti¢é du vingtiéme si¢cle, passant de I’observation visuelle des
symptdmes au champ et la détection par indexage aux différentes techniques sérologiques et
moléculaires au laboratoire.Le diagnostic visuel seul reste insuffisant, quoique I’indexage et la
transmission mécanique demeurent indispensables pour exclure la présence d’un pathogene

inconnu (Roistacher, 1991; Bové, 1995).

Les techniques sérologiques (ELISA, DTBIA) se sont avérées trés importantes dans la
détection massale de plusieurs agents phytopathogénes, par ailleurs, la validation et la
standardisation des différentes techniques (DAS-ELISA, TAS-ELISA) basées sur des
antisérums polyclonaux et des anticorps monoclonaux produits contre divers isolats des virus,
ont permis une utilisation de routine de ces techniques sur les virus du CVV (Davino et La
Rosa; 1984), SDV (Kulhara et al., 1982), CTV (Bar Joseph et al., 1979) ; et CPsV (D’Onghia
et al., 1998b; Alioto et al., 1999 ; Djelouah et al., 2000 ) et d’autres agents phytopathogénes
tels que le Spiroplasma citri (St) (Saillard et al., 1980) , CVC et Xanthomonas campestris pv
citri (Lee et al., 1992 ; Garnier et al., 1993).

La technique Direct Tissue Blot Immunoassay (DTBIA), grace a sa sensibilité, sa rapidité
d’exécution et son colit réduit a été largement utilisée dans des détections a grande échelle du
CTV (Garnsey et al., 1993 ; Cambra et al., 2000 ; Djelouah et al., 2002) et récemment, du
CPsV a travers I’utilisation de fleurs (D’Onghia et al., 2001 ; Djelouah et al., 2002).

Les méthodes moléculaires (Palacio et al., 2000; Minafra et al., 2001) et 1’¢électrophorése
utilisée pour la détection des viroides par I’intermédiaire du SPAGE, permettent de
diagnostiquer la majeure partie des viroides des agrumes recensés a ce jour (Semancik et
Duran Vila, 1991).

La PCR, méthode trés sensible, s’est avérée efficace pour la détection de maladies des

agrumes tels que le Greening, le Witches broom et le Stubborn (Bove, 1995).
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D’autres méthodes moléculaires ont contribué dans la détection et la caractérisation de
beaucoup de pathogénes connus sur les agrumes, a savoir la SDS-Immunodiffusion (Bar-
Joseph, et al., 1979 ; Brlansky et al., 1984 ; Garnsey et al., 1979), la RFLP (Gillings et al.,
1993), SSEM (Brlansky et al., 1984), dot-immunobinding assay (Rocha-Pena et al., 1991a;
Rocha-Pena et al.,1991b), radio-immunosorbent assay (RISA) (Rocha-Pena et al., 1991b), in
situ immunofluorescence (ISIF) (Brlansky et al., 1988), in situ immunoassay (ISA) (Lin et al.,
2000), Wester blot assay (Guerri et al., 1990 ; Lee et al., 1988 ; Rocha-Pena et Lee, 1991),
single strand polymorphism (SSCP) (Rubio et al., 1996), la transcription inverse polymérase
chaine réaction (RT-PCR ) (Cevik et al., 1996 ; Hung et al., 2000).

L’hybridation des acides nucléiques utilisée pour la détection et la différenciation de plusieurs
pathogenes de plantes en utilisant I’'DNAc radioactive ou non-radioactive marqué et des
sondes oligonuléotides citées dans la différenciation des souches de quelques virus

spécifiques tels que le CTV (Rostner et al., 1986).

1.5.2. Evolution dans la détection et la différenciation des souches
du virus de la tristeza

Depuis la technique de I'iodure de potassium, le premier essai de détection du CTV en plein
champ les techniques de diagnostic du CTV ont considérablement évolué, notamment dans la
sérologie et le moléculaire. Beaucoup de techniques de laboratoires peuvent étre utilisées pour
la détection du virus de la tristeza d’abord les techniques sérologiques (Bar Joseph et al.,
1979 ; Garnsey et al., 1993) et les techniques moléculaires (Mawassi et al., 1995 ; Pappu al.,
1993 ; Cevik et al 1996 ; Nolasco et al., 2002), cependant parmi ces techniques aucune ne
peut remplacer 1’indexage biologique sur | indicateur universel du virus de la tristeza « La

limette Mexicaine.

1.5.2.1. Le test de I'iode de potassium

Selon, Roistacher (1991), le test de I'iode de potassium était le premier essai de détection du
CTV au niveau du point de greffage entre le bigaradier et le cultivar. La nécrose des cellules
du phloéme du bigaradier juste au dessus du point de greffage induisant une sorte de gaine
empéchant la circulation des seves et par conséquent causant le dépérissement des arbres.
L’accumulation de I’amidon au niveau des cellules du phloeme atrophiées du bigaradier était
évidencié par la réaction de 1’iode affichant une couleur virant vers le noir au dessus du point

de greffage. Egalement 1’observation des symptdmes de ’inverse pitting sur la partie interne
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de I’écorce du porte-greffe du bigaradier était le premier test sur le terrain pour la détection

de la Tristeza sur des arbres en dépeérissement.

1.5.2.2. L’indexage biologique

L’indexage biologique constitue un outil nécessaire a la détection et 1’extériorisation de
symptomes de maladies sur les agrumes. La lime mexicaine indicatrice ligneuse universelle
pour la détection du virus de la tristeza (Citrus aurantifolia) est encore un outil trés puissant
pour I’extériorisation des différentes souches du CTV. Les symptomes typiques apparaissent
dans la serre dans des conditions relativement fraiches, 1’éclaircissement des nervures sur les
jeunes feuilles de I’indicateur constitue le premier symptome a observer par toutes les souches
du CTV (Roistacher, 1991).En dehors de la lime mexicaine, le pamplemoussier Duncan, le
citronnier Eureka, ’oranger Madame vinous, et le bigaradier peuvent étre utilisés pour la
détection et la caractérisation biologique des isolats de CTV (Chang-yong, 1996). L’indexage
biologique reste le meilleur outil quoiqu’il présente certains inconvénients pour la production
des indicateurs issus de semis, dans ce contexte, une nouvelle méthode pour 1’indexage
biologique basée sur ’utilisation des bourgeons au lieu des graines de I’indicateur ligneux a
été mis au point par (D’Onghia et al., 2009) et les résultats peuvent étre obserés environ 20
jours apreés inoculation des greffons

1.5.2.3. La sérologie et le moléculaire

Des méthodes sérologiques telles que ELISA (Enzyme linked immunoassay) en microplaques
(Garnsey and Cambra, 1991), ou par la technique dite DTBIA (Direct tissu blot immuoassay)
sur membrane de nitrocellulose (Garnsey et al., 1993), ont été utilisées pour la détection
massale du virus de la tristeza (Garnsey et Cambra, 1991).La connaissance récente de la
séquence nucléotidique du génome CTV, et des progres supplémentaires ont été accomplis sur

la différenciation des souches de CTV.

e La technique sérologique (ELISA) : selon Roistacher (1991), cette technique est un
moyen tres utilisée pour le monitorage et permet la détection des souches faibles qui ne
montrent pas de symptomes clairs avec I’indexage biologique sur la Lime Mexicaine. La
période d’échantillonnage reste une étape critique pour la réalisation du test ELISA qui
nécessite des températures ne dépassant pas des 25°C pendant le printemps, car les
températures qui dépassent les 26°C peuvent masquer la détection de la plupart des

souches (Dodds et al. 1987). Cette technique peut détecter toutes les souches, cependant,
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elle ne permet pas de distinguer entre diverses souches, mais elle est utilisée pour des
détections massales permettant d’obtenir des résulats rapides (Bar-joseph et al., 1979).la
validation et la standardisation des différentes techniques (DAS ELISA, TAS
ELISA),basées sur des antisérums polyclonaux et des anticorps monoclonaux produits
contre divers isolats des virus, ont permis une utilisation de routine de ces techniques sur
les virus du CTV (Bar Joseph et al., 1979). Le développement d'anticorps monoclonaux
(Vela et al, 1986; Permar et al, 1990) a été une percée majeure dans le diagnostic du CTV.
L’anticorps monoclonal MCA13 est particuliérement utile car il réagit principalement avec
le la plupart des souches séveres. Cependant, il n'est pas possible de conclure a l'aide du
MCA13 si un échantillon contient une souche du bois strié (SP) ou une souche du
dépérissement rapide (QD). Par ailleurs, la réaction négative avec le MCAL3, ne permet
pas de conclure si I’échantillon n’est pas infecté ou infecté par une souche atténuée

e La technique sérologique (DTBIA): La technique Direct Tissue Blot Immunoassay
(DTBIA), grace a sa sensibilité, sa rapidité d’exécution et son colt réduit a été largement
utilisée dans des détections a grande échelle du CTV (Garnsey et al., 1993 ; Cambra et al.,
2000 ; Djelouah et al., 2002). Pour la réalisation de ce test, différents explants peuvent étre
utilisés, mais des explants de fleurs fermées et ouvertes donnent de meilleurs résultats avec
les deux tests sérologiques ELISA et DTBIA (Djelouah et D'Onghia, 2001).

e Les techniques moléculaires : beaucoup de méthodes moléculaires ont contribué a la
détection et la caractérisation du virus de la tristeza. Les méthodes moléculaires sont
basées sur Iamplification des séquences du génome in vitro (Gillings et al., 1993). La
microscopie électronique est utilisée pour la détection, 1’électro microscopie immuno-
specifique est tres sensible pour la détection (Garnsey et al, 1980). La
microscopie « light » est un outil de performance pour la détection des inclusions au
niveau du phloeme de plants infectés (Edwardson and Christie 1978 ; Garnsey et al., 1980 ;
Brlansky et al., 1988) in (Yokomi, 2009).Des techniques telles que le dsRNA, et le
cDNA), sont aujourd’hui connues dans le domaine de diagnostic et d’identifications des
souches du virus de la tristeza (Roistacher,1991).Grace a la PCR, Gillings et al. (1993) a
développé la technique du polymorphisme de longueur des fragments de restriction
(PLFR) pour différencier les souches de CTV, puis, Mawassi et al. (1993) et Pappu et al.
(1993b) ont déterminé les sequences nucléotidiques du géne de la capside protéique (CP)
de diverses souches de CTV. La technique SSCP (Simple brin de polymorphisme de
conformation (Orita et al, 1989; Yap et McGee, 1994), permet une identification rapide

des fragments d'ADN de la méme taille, mais avec des variations de séquences. Cette
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technique peut distinguer les souches de CTV (Rubio et al. 1996). L’hybridation avec des
sondes spécifiques et la transcription reverse RT-PCR ont permis de d’analyser des zones
homologues sur des zones discretes sur le génome viral.La technique de Real-time RT-
PCR a été largement utilisée dans 1’étude sur ’expression du gene et/ou la détection
d’acides nucléiques spécifiques présents dans différents types d’échantillons. La haute
sensibilité, spécificité et reproductibilité qu’elle procure sont les plus importantes raisons
qui justifient son application pour la détection et la comparaison de pathogénes
(Bustin,2000,2002 ; Freeman et al., 1999 ; Heid et al., 1996 ;Mackay et al.,2002 ; Tan et
al., 2004 ; Whelan et al., 2003), la Real-time RT-PCR a été développée pour detecter le
virus de la tristeza (CTV) avec 'ARNmM de plante a travers les travaux de Saponari et al.,
2008.
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Partie 6: étude du virus de la tristeza

1.6.1. Idendité de la maladie de la tristeza

Le nom de la maladie est « Citrus tristeza Closterovirus » CTV (acronyme).

Les synonymes de la maladie, Citrus quick decline virus (Fawcett & Wallace, 1946), Citrus
seedling yellows virus (Fraser, 1952) Grapefruit Stem pitting virus (Oberholzer et al., 1949),
Lime die-back virus, (Hughes & Lister, 1949) .

Les noms communs: Tristeza, seedling yellows, quick decline (English), Tristeza (French,
Spanish) (EPPO, 2006).

1.6.2. L'agent causal

1.6.2.1. Place taxonomique du CTV

Le CTV est membre du genre Citrivirus appartenant a la famille des Closteroviridae, qui se

compose de trois genres (Kitajiama et al, 1964; Karasev et al. 1995).

e Le genre Biclovirus dont le LIYs (Lettuce Infectious Yellows) est membre type) avec
deux génomes de 8,1 et 7,1 kb et 9 ORFs

e Le genre Closterovirus dont le BYV (Beet Yellow Virus) est le membre type avec un
génome de 15,4 kb et contenant 9 ORFs.

e Le genre Citrivirus dont le CTV est le membre type, avec un génome de 19,3 kb et

contenant 12 cadres ouverts de lecture (ORFs).

1.6.2.2. Propriétés de la particule virale

Le virus du CTV est un Citrivirus a structure taxonomique indéfinie (Martelli, 1994). Le
virion est constitué de particules filamenteuses et flexibles, non enveloppées (Bar-Joseph et
al., 1972). Le CTV est le plus grand virus connu chez les plantes, a une taille de (11x 2000)
nm, constitué d’un simple brin d’environ 6,5 10°Da (Bar-joseph et al., 1989), & sens positif, le
génome est formé de 19.200 a 19.300 nucléotides (Karasev et al., 1995), avec 12 cadres de
lecture ouverts (ORFs) qui codent a plus de 19 protéines, deux de ces proteines, codent pour
la protéine capsidiale ORFs p25 et ORFs p27, 25 kDa et 27 kDa, sont les poids des deux
protéine capsidiales, qui couvrent respectivement environ 95 et 5% de la particule, (Sekiya et
al, 1991;. Febres et al, 1996), et deux régions terminales non traduites (UTR) en 5 ‘et 3'
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(Pappu, 1994) nécessaire pour la reaction de 'ARNg (Satyanarayana et al. 1999). L’ORFj,
qui couvre la moitié 5 'du génome, est traduite a partir de I'ARNg pour produire des protéines
liées a la réplication. L’ORF;, code pour une polyprotéine de 349 kDa qui contient de la
papaine-protéase, hélicase-like, et méthyltransférase comme domaines. L’ORFy, code pour
une protéine avec I'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) domaines (Karasev et al,
1995). Les dix ORF restants, qui sont exprimées par I’ARN sous-génomique (ARNsg) 3
‘coterminal (Ayllon et al, 2005;. Hilf et al., 1995), encode (de 5 'a 3") protéines p33, p6, p65,
p6l, p27, p25, p18, pl13, p20, p23 (Karasev, 1995; Pappu, 1994) (Fig.26).En plus de I'ARNg
et sgRNAs, le génome du CTV contient souvent des ARN défectueux (D-ARN) qui ont les 5'
et 3 régions terminales du ARNg mais manque un segment variable de la région centrale
(Mawassi et al.1995; Yang et al, 1997; Ayllon et al, 1999).

PRO PRO MET HEL p P H5ET CPm pl1g p2l
l-y_-D i
— 033 p cp 23
FUTR 1§

pa pl3

3 UTR

Figure 26. Organisation génomique du virus de la tristeza (Hilf et al. 2000)

PRO: protéases papaine, MT: méthyltransférase,

HEL.: hélicase, RdRp: ARN polymérase dépendante de I'ARN, p6: protéine hydrophobe,
HSP70 protéines de choc thermique, CPM: protéine mineure d'enveloppe, CP: protéine
majeure d'enveloppe, UTR: Régions terminale non traduite.

1.6.2.3. Taxonomie et nomenclature

Selon (Wallace, 1978 ; Roistacher, 1995) la maladie de la tristeza n’a été établie qu’aprés les
observations en Afrique du Sud, malgré qu’elle a été rapportée depuis le début du vingtieme
siecle dans différentes zones ou le bigaradier était utilisé comme porte greffe. Selon Yokomi
(2009), la maladie est apparue en 1931 en Argentine et au sud du Bresil 1937 apres
I’importation du matériel infecté par la tristeza en Afrique du Sud. L’étiologie virale a été
probablement décrite quand Meneghini (1946) a montré que 1’agent causal est transmis par
« Oriental citrus aphid (=brown citrus aphid), Aphis citricida (=Toxoptera citricida)

(kirkaldy). Aussitot aprés, il a été rapporté en Afrique du Sud et en Californie que le
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dépérissement rapide était du a 1’association du bigaradier. La Maladie « Lime dieback » en
Afrique était éventuellement associée au CTV (Walace, 1978, Bar Joseph et al. 1989) .Cette
large diversité des souches du virus de la tristeza a été bien établie et les études sur la
caractérisation sont actuellement bien avanceés et suggerent que le virus ce la tristeza peut bien

étre un complexe viral (Yokomi, 2009).

1.6.2.4. Les plantes-hotes

Selon Yokomi (2009), les hotes naturels du CTV sont toutes les espéces d’agrumes, les
hybrides interspécifiques et quelques intergénériques hybrides. La seule plante-h6te naturelle
n’appartenant pas aux agrumes est Passiflora (Roistacher, 1991). Selon Garnsey et al.
(1996¢), beaucoup d’hotes naturelles du CTV reste asymptomatiques a 1’égard d’infection par

différents isolats du virus du CTV.

1.6.2.5. Localisation du virus et le comportement des especes avec le virus de la

tristeza

La présence du virus est limitée aux différents tissus du phloeme et peut étre détectée au

niveau des feuilles, tiges fruits et les racines (Yokomi, 2009).

Selon Garnsey et al., (1996c), beaucoup d’especes hotes affichent une tolérance a la plus part
des isolats du virus de la tristeza par contre d’autres espéces montrent une sensibilité sélective
quand elles sont infectés par certaines souches et pas par d’autres, par contre certaines especes
restent sans symptomes apparents. Selon Miiller et Garnsey (1984) d’autres espéces hotes
telles qu’degle marmelos (L.) Corr. Serr., Aeglos chevalieri Swingle, ont été
expérimentalement infectées par pucerons, inoculation par greffage ou par transmission
mécanique. et également Passiflora gracillis Jacg., P.incense, et P. incarnata (Roistacher and
Bar-Joseph, 1987).

1.6.3. Histoire et origine de la tristeza

Le nom tristeza, signifie la tristesse en espagnol et portugais (Lee et Rocha-Pefia, 1992), a été
a l'origine utilisée pour décrire le dépérissement et la mort rapide (déclin rapide) de millions
d'arbres greffés sur le porte-greffe bigaradier en Argentine et au Brésil suite a I'introduction et
la propagation du CTV dans les années 1930.

Le CTV est originaire d'Asie (Fig.27), ou il existe depuis des siécles, non reconnu, peut-étre
parce que les variétés d'agrumes couramment cultivées ont été tres tolérantes. Les agrumes

étaient d'abord introduit en Europe et le Nouveau Monde en tant que semences et depuis le
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CTV n'est pas transmis par les semences, ces arbres étaient susceptibles d'étre exempts de
virus. Les majeures maladies préoccupantes pour les agrumes dans le début du 20™ siecle
ont été Phythophthora a gommose et la pourriture des racines, et par conséquent, les arbres
ont été greffés sur le porte-greffe bigaradier resistant et hautement adapté au Phytophthora.

L'utilisation du bigaradier comme porte-greffe s’est vite propagé pour sa résistance au
Phytophthora (Fawcett, 1936; Rocha- Pefia et al., 1995), son adaptation & de nombreux types
de sol, sa résistance au calcaire. En fait, la premiere catastrophe de la tristeza a été signalée
dans les années 1930 en Argentine, ou 90% des agrumes ont été plantés sur le bigaradier. La
tristeza a été considérée comme une incompatibilité entre le porte-greffe et le greffon, un
trouble nutritionnel ou une maladie des racines, jusqu'en 1946, quand Meneghini a pu prouver
que la maladie est d'origine virale par transmission par les pucerons dans des conditions
expérimentales. Selon Roistacher et Moreno (1991), les isolats de CTV avec des
caractéristiques biologiques et moléculaires différentes ont été rapportés dans le monde,

cependant, il existe des pays qui n’ont pas connu des épidémies graves de la maladie.

ORIGINE DU
CTV

Figure 27. Origine de la tristeza (Roistacher, 2002)

1.6.4. Répartition géographique

Apparemment, la tristeza est originaire d’Asie et existe depuis longtemps sur des cultivars
tolérants multipliés par voie végétative (bouturage) et par semis (Yokomi, 2009). De
nouvelles zones agrumicoles ont été crées dans d’autres continents a partir des semis et de ce

fait elles étaient indemnes du virus de la tristeza. Par la suite le virus a été introduit dans
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presque tous les pays agrumicoles suite aux echanges de matériel infecté, par conséquent, le
CTV est présent dans tous les pays agrumicoles mais avec une incidence variable (Fig. 28).

Il est pratiguement endémique dans la plupart des régions de I'Asie, de I'Afrique du Sud,
L'Australie et I'Amérique du Sud; posséde une forte incidence dans les Etats-Unis d’ Amérique
et I"'Espagne et se propage activement dans plusieurs pays d'’Amérique centrale (Bové et
Vogel, 1981). La tristeza a également été rapportée dans certains pays de la Méditerranée et
Moyen-Orient tels que I'Albanie, I'Algérie, I'Egypte, la France, la Grece, I'ltalie, Jordanie,
Liban, Libye, Maroc, Palestine, Portugal, Syrie, Tunisie, Turquie (Djelouah et D'Onghia,
2000), sans caractére épidémique et dans certains pays de I'Amérique du Centre et du Sud
comme le Belize, le Chili, 'Equateur, le Salvador, le Honduras, le Mexique et le Nicaragua
(Cambra et Moreno, 2000). L'Espagne est le premier pays méditerranéen ou une propagation
de la tristeza a eu lieu, plus précisément en Valence en 1957, depuis lors elle a causé la mort

d'environ 15 millions d'arbres (Bové, 1995).

Distribution Maps of Quarantine Pests for Europe

Citrus tristeza closterovirus

Figure 28. Distribution mondiale de la tristeza ((EPPO, 2006)
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1.6.5. Souches du virus de la tristeza

Il existe plusieurs souches du virus de la tristeza induisant divers symptémes aux champs sur
différents cultivars et porte-greffes (Tab.4). Le type de symptdmes et leur sévérité varient en
fonction de la virulence de la souche du virus, du type d'agrume infecté et de la combinaison
variété/porte-greffe et des conditions environnementales. En général les mandariniers sont
tolérants et les trifoliés sont beaucoup plus intéressants vis-a-vis de cette tolérance (Bové,
1995 ; Roistacher, 1991). L’orangier doux, le citronnier rugueux et le Rangpur lime sont
souvent latents (asymptomatiques), mais peuvent réagir en présence de souches virulentes
(Timmer et al., 1999). Les souches faibles ne produisent pas de symptdmes apparents sur la
plus part des combinaisons des greffons de cultivars et peuvent induire des symptomes faibles
sur la lime mexicaine en conditions froides (Skaria et al. 1997).Trois souches sont connues

pour la tristeza :

» (CTV-QD) Souches induisant un dépérissement rapide (déclin rapide) des arbres greffés
sur bigaradier (orangers, mandariniers et pomelos) (Permar et al. 1990 ; Bar-Joseph et al
., 2002).

» (CTV-SP) Souches induisant les symptémes du « Stem pitting » sur les cultivars de
plusieurs variétés. Selon (Permar et al., 1990) ; (Bar-Joseph et al., 2002), c’est la souche la
plus redoutable observée sur limettiers, pomelos et certaines variétés d’orangers.

» (CTV-SY) Certaines souches du CTV inoculées par greffage a des jeunes plants de semis
de citronnier, de bigaradier ou de pomelo, induisent un fort rabougrissement de ces plants
Il s’agit la de souches sévéres (Bové et Duran-Vila, 2013). Ces souches peuvent induire
un fort dépérissement et méme la mort de 1’orangier doux, du pamplemoussier et du

mandarinier greffés sur bigaradier (Permar et al., 1990 ; Bar-Joseph et al., 2002).
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Tableau 4. Plantes indicatrices des souches de CTV (Roberts et al. 2001)

Souches Indicateurs

Orangier doux greffé sur bigaradier (orange

CTV-QD

amere)
Mexicaine lime, semis orangier amer

CTV-SP sur orange doux | Madam vinous, semis orangier doux
CTV-SP sur grappe fruit | Semis du Duncun grape fruit

QD:quick decline; SY: seedling yellow ; SP:stempitting

1.6.6. Symptdmes

Selon Bové et al. (1998), étant un virus limité au phloeme, la plupart des symptémes sont
associés a une destruction virale des cellules du phloéme et leurs fonctions. L’expression des
symptdmes sur les différentes hotes des citrus est hautement variable affectée par les
conditions environnementales, le cultivar et la virulence de la souche virale. Les mandariniers
sont généralement tolérants, I’orangier doux, le bigaradier, Rough lemon et Ranpur lime sont
souvent asymptomatiques mais peuvent réagir a certaines souches virulentes. Les especes
sensibles au virus de la tristeza sont le pamplemoussier, le pomelo, quelques cultivars
d’oranger doux et quelques hybrides de citrus. Les symptomes sont des éclaircissements de
nervures et la chlorose, la forme en cuillére de feuilles, la subérification des nervures, le
Stem-pitting et la réduction de calibre des fruits sont les symptémes les plus communs

observés sur les especes sensibles au virus de la tristeza (Eppo, 2006) (Fig.29).

Les symptémes sur le champ affichent des chloroses avec un aspect fané et la réduction du
calibre de fruit et le nanisme (Fig.30).Certaines souches provoquent le bois strié (Fig.31) sur
certains cultivars de pamplemoussier de lime et d’oranger doux. Le bois stri¢ ne conduit pas a
la mort du plant mais affecte 1’état général de 1’arbre, il devient chétif faible rabougrit et
donne des fruits de faible qualité avec des calibres réduits (Marais et al. 1996).

Certaines souches du CTV causant le jaunissement du semis (SY) (Fig.32) qui se traduit par
une chlorose et un nanisme, cette affection est généralement mais pas souvent, présente avec
le dépérissement sur le bigaradier et ou avec les souches du bois strié du CTV (OEPP, 2006 ;
Yokomi, 2009).
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Symptdme de forme en cuillére de feuilles

Bois strié sur bois induits par des souches severes Suberification des nervures causées par souches

(SP) virulentes (SY)
Figure 29. Symptomes de la tristeza sur feuille et bois (lime mexicaine)
Photo/source: Roistacher, 2002

Dépérissement de plants greffés  Souches sévéres du CTV ~ Dépérissement rapide de I’arbre

sur bigaradier vue aérienne. Déperissement rapide

Reéduction du calibre de fruits Nanisme et déperissement sur les rangs

Figure 30. Symptdmes induits par certaines souches séveres du CTV (Roistacher, 2002)
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Figure 31.Bois strié sur mandarinier Figure 32. Symptdme du jaunissement de semis
Photo/illustration by: (Roistacher, 2002)

1.6.7. Transmission

Le CTV n’est pas transmis par la semence. La transmission naturelle du virus du CTV est
premierement attribuée au matériel végétal de propagation infectée par les pucerons.

Selon Roistacher (1991), le virus est transmis par diverses méthodes de greffage a savoir par
bourgeons, sections de feuilles incluant les nervures, et les portions de tiges peuvent étre tous
utilisees comme inoculum. Le surgreffage est responsable de dissémination de la maladie
dans certains pays. La transmission par vecteur constitue la deuxiéme voie de dissémination
de la maladie (Bar-Joseph et al., 1979), par différents pucerons variant dans 1’efficacité de
transmission (Garnsey and Lee, 1988), cette transmission se fait selon le mode semi persistant
(Bar-joseph and Lee 1989). Plusieurs especes de pucerons peuvent acquérir et transmettre le
virus comme il a été prouvé par la détection par ELISA (Cambra et al., 1981). Toxoptera
citricida est le vecteur potentiel de ce virus (Yokomi et al., 1994). L’espéce Aphis gossypii,
est le vecteur le plus important dans les pays ou le T.citricida n’est pas encore présent.
Toxoptera aurantii et A. spiraecola, sont moins efficaces dans la transmissibilité du virus par
rapport a T.citricida (Roistacher et Bar-Joseph, 1987).

1.6.8. Epidémiologie

Selon Yokomi (2009) et Roistacher (1991), les premieres infections du CTV font suite aux

échanges de matériel de propagation infectés. La présence du vecteur potentiel implique
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I’apparition des épidémies de dépérissement. L’épidémiologie est aussi en relation avec le
type de cultivar et les méthodes de multiplication, les plus importants facteurs dans
I’épidémiologie sont les différents isolats du virus et les vecteurs.

La présence de T. citricida augmente la dissémination du virus dans un laps de temps tres
court (Garnsey et al. 1996b). Il est 6 a 25 fois plus efficace que le puceron du melon. Il est
également connu pour transmettre certaines souches de CTV qui ne sont pas transmissible par
d'autres especes. Il n'était pas présent dans les pays de I'OEPP mais apres Madeére (Franquinho
Aguiar et al., 1994), il était détecté récemment au Portugal, et par conséquent, constitue une
menace pour le reste de la région méditerranéenne (llharco et al., 2005). Le puceron du
melon, A. gossypii, peut transmettre certains isolats de CTV avec haute efficacité, mais en
général, est beaucoup moins efficace que T. citricida. Il dispose d'une large gamme d'hétes,
mais il préfére les hotes non-Rutaceae Cucurbitaceae (melon et concombre) et seulement

occasionnellement il colonise les agrumes surtout le genre Citrus (Hullé et al., 1999).
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Partie 7: étude des vecteurs du CTV

1.7.1. Généralités

Les pucerons sont tres présents au printemps sur les agrumes ils sont visibles a 1’ceil nu. Ils
sont jaunes, verts, noirs ou encore “farineux”. Ils s’attaquent de préférence aux jeunes pousses
tendres Ils forment des colonies en grappe le long des tiges, ou se réfugient sur la face
inférieure des feuilles. Les symptémes sont le plus souvent des feuilles gaufrées, déformees
(par injection de toxines), ou encore enroulées sur elles-mémes. Tiges et feuilles sont
collantes a cause du miellat sécrété par les pucerons, déjection sucrée qui est souvent la cause
de I’apparition d’un dép6t noir du a un champignon, la fumagine (Bénédicte et Bachés, 2011).
Certains pucerons sont des vecteurs de virus, ce qui provoque des maladies redoutables (Hullé
et al., 1999). Quatre espéces aphidiennes sont vectrices de la Tristeza. Ces especes

appartiennent a 2 principaux genres qui sont Aphis et Toxoptera (Yokomi et, al.1994).

1.7.2. Caracteéristiques biologiques

Les espéces de pucerons qui se développent sur une seule espéce végétale sont appelées
"monoéciques”, tandis que celles qui migrent au cours de leur cycle entre 2 espéces de plantes
sont dites "hétéroéciques”. La reproduction des pucerons est complexe : il existe des especes
qui ne sont composées toute 1’année que de femelles, et qui se reproduisent par
parthénogénese (voie asexuée sans intervention des males), et d’autres qui ont au moins une
génération avec présence de males. Parfois des formes ailées apparaissent, ce qui permet la
dissémination des colonies, en particulier quand la densité de population est trop importante.
La nuisibilité des pucerons vient principalement de leur capacité a se reproduire rapidement,
et en tres grand nombre : chaque femelle peut donner naissance de 3 a 10 larves/jour, pendant
plusieurs semaines. Dans des conditions favorables, on peut avoir en moyenne une nouvelle
génération par semaine, et dans certains cas, la population peut se multiplier jusqu’a 4 a 8 fois
en une semaine. Lors de leur développement, les larves muent plusieurs fois: a chaque
changement de stade, elles abandonnent une exuvie blanche, qui est visible sur les feuilles. La
présence de ces exuvies permet de déceler la présence d’une colonie de pucerons. (Berger,

2013)
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1.7.2.1. Le cycle de vie des pucerons

Les pucerons sont des insectes a métamorphose incompléte (hémimétaboles).Dans leur cycle
vital il y a des variations diverses d’une espece a I’autre. Ils se multiplient rapidement, se
dispersent a longues distances et transmettent beaucoup de maladies a virus aux plantes .Les
pucerons effectuent dans leur cycle de vie une reproduction sexuée et une autre asexuee. Les
pucerons effectuent leur cycle sur la face inférieure des feuilles et sur les jeunes rameaux.
Plusieurs dizaines de générations annuelles se succedent et se superposent. La multiplication
est essentiellement parthénogénétique, les femelles engendrent de nouvelles générations sans
avoir été fécondées (Jacquemond et al., 2013 ; Hullé et al. 1999).Dans leur vie, ils peuvent
apparaitre sous forme ailée et aptére, selon des conditions environnementales (Hoffman et
Frodsham, 1993).

Dans les régions a hivers doux une génération peut se développer dans quelques jours (une
semaine environ), on parle d’Anhocyclie (Hullé et al., 1999).Certaines espéces ont un cycle
qui se déroule entierement sur une méme plante hote, d’autres changent de plantes au cours de
I’année. Les pucerons qui hivernent sur d’autres plantes hotes présentent une reproduction
asexuée sur I’hdte estival ; pendant I’hiver, ils migrent sur d’autres hotes ou se reproduisent

par voie sexuée (Malais et Ravensberg, 1992).

1.7.2.2. Les pucerons vecteurs de la tristeza

Les agrumes sont colonisés par quatre espéces aphidiennes appartenant a deux genres
principaux : Aphis et Toxoptera (Yokomi, 1994 ; Lee, 2000).

Le genre Toxoptera: Deux especes les plus dommageables et potentielles dans la
transmission du CTV sur les agrumes sont représentées par :T. citricida Kirkaldy et T.aurantii

Boyer de Fonscolombe

Le genre Aphis: Ce genre comprend deux especes vectrices du virus de la tristeza

représentees par A. gossypii Glover et A. spiraecola Patch.

1.7.2.3. Morphologie des pucerons vecteurs de la tristeza

Les pucerons constituent un groupe d’insectes extrémement répandu dans le monde, ils ont

colonisé la plupart des angiospermes, ce sont de petits insectes qui se nourrissent de la seve
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des plantes (Hull¢ et al., 1999). Ils sont dotés d’un appareil buccal piqueur-suceur constitué
d’une paire de stylet, lévres supérieures ou labre, 1évres inférieures ou labium et un systéme

salivaire tres développé (Rosen, 1977).

1.7.2.4. Classification des pucerons vecteurs du CTV
Rang taxonomique:

Regne: Animal

Phylum: Arthropodes

Classe: Insectes

Ordre : Hémipteres

Sous-ordre: Sternorrhyncha

Superfamille: Aphidoidea

Famille: Aphididae (Blackman et Eastop, 2007)

1.7.3. Etude de Toxoptera citricida

1.7.3.1. Identité du puceron

e Nom scientifique préféré : Toxoptera citricida (Kirkaldy)

e Synonymes:Aphis aeglis Shinji, Aphis citricidus (Kirkaldy), Aphis citricola van der
Goot, Aphis nigricans van der Goot, Aphis tavaresi Del Guercio, Myzus citricidus
Kirkaldy, Paratoxoptera argentiniensis EE Blanchard, Toxoptera aphoides van der
Goot, Toxoptera citricidus (Kirkaldy) (Yokomi, 2009).

e Les noms communs : Brown citrus aphid, Oriental citrus aphid, tropical citrus aphid,
Black citrus aphid (en Anglais), Aburamushi (japonnai), Da ju ya (chinois) (Yokomi,
2009). Le Toxoptera citricida est présent en liste Al list : no.45, EU (EPPO, 2006)

1.7.3.2 Plantes hotes

Selon Yokomi (2009), le puceron T.citricida colonise la plus part des agrumes et il s’attaque
aux jeunes feuilles, pousses, inflorescences de la plus part des variétés et des porte-greffes.
Le puceron peut également survivre sur des especes n’appartenant pas aux rutacées pendant sa

migration (Yokomi et al., 1994).
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1.7.3.3. Distribution géographique

Le puceron T. citricida se produit principalement dans les régions tropicales humides et est
présumé originaire de I'Asie du sud-est (Fig.33). Depuis la moitié du vingtieme siécle, le
puceron a été trouvé largement distribué, en Asie, I’Inde, la Nouvelle Zélande, 1’ Australie, les
Iles pacifiques (incluant Hawaii), Madagascar, les iles de I’Océan Indien et le sud d’ Amérique
(Yokomi, 2009).

En 1994, sa présence a été détectée dans la région OEPP, en I’lle de Madére en 1994 au
Portugal (Aguiar et al. 1994), disséminant des souches séveres. Apres dix ans, T. citricida a
¢té trouvé au nord du Portugal et d’Espagne, constituant ainsi une grave menace pour les
citrus de la méditerranée (llharco et al., 2005).Komazaki (1982), suggéré que le T. citricida

s’adapte a différents climats suite a son origine tropicale et subtropicale

Ia zone agrumicols dms e monde
Air de répartition de T. cltricidus

Figure 33. Aire de répartition et mouvement de T. citricida dans le monde (Imbert, 2005).

1.7.3.4Biologie et écologie du puceron
Le puceron T. citricidus a souvent été confondu avec T. aurantii (Boyer de Fonscolombe), le
puceron noir des agrumes, de nombreux signalements de ce dernier correspondent a T.

citricidus, mais rarement dans l'autre sens (Fig. 34 a).
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Figure 34 (a). Toxoptera citricida (puceron colonisateur des agrumes) (Yokomi, 2005)

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 plutdt de
I'abondance de séve; il est compris entre plus de 47 larves pondues en 12 jours a moins de 22
larves pondues en 20 jours. Les femelles ailées donnent naissance a des nouvelles infestations.
De fortes infestations s'observent a la suite de fortes pluies d'été, peut-étre a cause de plus
grandes quantités de pousses tendres a la disposition de ces pucerons pour I'hiver (Stoetzel,
1994).

1.7.3.5. Morphologie

L’adulte est vigoureux, de taille moyenne, marron rougeatre a noir (Fig.34b) Les individus
ailés peuvent étre identifiés, par leur 3ieme segment antennaire totalement noir suivi d'un 4eme
segment pale. La nervure médiane des ailes antérieures est normalement ramifiée. Les
siphoncules mesurent environ 1/6 de la longueur du corps et sont fortement sculptés, la partie
caudale est arrondie en forme de bulbe a son extrémité. Les individus aptéres doivent étre
examinés au microscope pour que les tres longs poils fins et droits sur les pattes et sur les
cbtés 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 (Stoetzel,
1994).
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Figure 34 (b). Toxoptera citricida (individu ailé) (Yokomi, 2005)

1.7.3.6. Impact économique

T.citricida est le plus important par son haut potentiel d’efficacité de transmission, a
reproduction prolifique, et la dispersion et la dissémination rapide de souches sévéres
(Yokomi,2009).

1.7.4. Puceron vert Aphis spiraecola Patch (1914)

Le puceron vert est encore appelé « puceron vert de 1’orangier » Ou « puceron des agrumes »,
espece polyphage, treés répandue dans le monde et en région méditerranéenne. Il hiverne a
I'état de femelles parthénogénétiques sur les pousses (Fauque et Thouvene, 1984 ; Whiteside
et al. 1988).

1.7.4.1. Description

Selon (Blackman et Eastop, 2000), A. spiraecola est un puceron relativement petit dont les
individus ailés mesurent 1,2-2,2 mm et aptéres 1,2-2,2 mm, avec les plus grandes tailles au
printemps. Sa couleur de corps est vert-jaunatre clair ou vert jaunatre a vert pomme (Fig.35).
Il a une téte brune, principalement des pattes pales et des antennes, mais des siphoncules et
des caudales qui sont de couleur brun foncé a noir. Les ailés ont une téte et un thorax brun

foncé et un abdomen vert jaunéatre avec des taches latérales sombres sur chaque segment.
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1.7.4.2. Distribution

Le puceron A. Spiraecola avait probablement son origine en Extréme-Orient. Blackman et
Eastop (2000) I'ont classé comme étant présent en Amerique du nord au moins depuis 1907.
Tandis que les introductions se sont produites vers la région mediterranéenne vers 1939,
I'Afrique en 1961, I'Australie en 1926 et la Nouvelle-Zélande en 1931. L'espéce a maintenant

une distribution mondiale dans les régions tempérées et tropicales.

1.7.4.3. Dégats sur les agrumes
Sur les agrumes, les colonies de pucerons provoquent le frisage, le froissement et la
déformation des jeunes feuilles. Les fleurs et les fruits sont également endommageés. Les

boutons de fleurs endommagés peuvent ne pas se transformer en fruits (Heinze, 1977).

-

»
Aphis spiraecola Dégats sur-fétillage
- = \

&3 .

Figure 35. Puceron vert Aphis spiraecola Patch (Yokomi,2005)

1.7.4.4. Cycle évolutif

L’espeéce est anholocyclique et se reproduit enticrement parthénogénétiquement sur la
majeure partic de sa zone géographique. Dans les régions ou I’espéce est holocyclique et
produit des morphes sexuels, les principaux hoétes sont Spiraea ou Citrus. En Amérique du
nord et au Brésil, Spiraea est I'n6te principal (de Menezes, 1970). Au Japon, Spiraea et Citrus
sont les principaux hétes enregistrés (Komazaki et al. 1979). A. spiraecola a quatre stades
larvaires (Blackman et Eastop, 2000).

Dans la région méditerranéenne, les premiéres petites colonies sur la croissance des agrumes

nouveaux se produisent au début de Février. Par temps chaud, les nymphes peuvent se
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transformer en adultes en 5-6 jours, entrainant une croissance accrue de population. En
moyenne 14 générations peuvent étre produites en un an. Une proportion accrue de formes
ailées est produite en réponse a la surpopulation et a une détérioration de I'approvisionnement
alimentaire. Le puceron ne peut pas se nourrir de feuilles d'agrumes qui deviennent durcies
apres le premier «flush» de croissance. Lorsque la production de jeunes feuilles s‘arréte, les
ailées ont commencé a former presque toute la population adulte. Ces individus migrent a la
recherche de jeunes hotes frais. En automne, la formation des fruits enrichit la séve en faveur
du puceron et les populations commencent a se reconstituer. En hiver, dans les régions
tempérées, peu d'adultes survivent. Cependant, dans les tropiques, ou la production de
nouvelles pousses est toute l'année, les niveaux de population peuvent rester relativement
élevés (Heinze, 1977). Les colonies d’A. spiraecola sont habituellement assistées par des
fourmis. Dartigues (1991) a décrit comment I'espéce de fourmi Tapinoma simrothi a eu une

influence positive sur la croissance et la survie d'A. Spiraecola sur les agrumes en Algérie.

1.7.5. Puceron noir Toxoptera aurantii (Boyer de fonscolombe1841)

Selon Halbert et al. (2000), cette espéce est appelée aussi le puceron noir des Citrus. C’est une
espece cosmopolite présente partout ou on trouve des agrumes, Dans les zones tropicales,
I'espece est polyphage. Sous climat méditerranéen, elle est quasi monophage, n'attaquant

guére que les agrumes.

1.7.5.1. Description du ravageur

Toxoptera aurantii a un corps de couleur foncée ce qui le distingue des autres espéces de
pucerons des agrumes. Les adultes apteres sont noirs brillant. Les 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 (Yokomi et al. 1994). (Fig.36).

1.7.5.2. Dégats sur les cultures

Le puceron noir préleve de la séve et affaiblit les organes attaques. Les dommages se
manifestent par I'enroulement et le gaufrage des feuilles qui restent petites et déformées; un
avortement des fleurs est également observé. Au printemps, il peut étre tres nuisible pour les
agrumes en provoquant la coulure des fleurs. Le miellat abondant qu'il produit attire les

fourmis et entraine le développement de la fumagine (INRA, 2013).
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36. Puceron noir (Toxoptera aurantii) (Yokomi,2 005).

1.7.5.3. Cycle évolutif

Une trentaine de générations annuelles se succedent et se superposent. Chaque femelle donne
naissance a 50-70 larves. Les sexués sont inconnus dans la nature. L'anholocyclie est
obligatoire. Les colonies se développent de préférence a la face inférieure des feuilles. On
peut les trouver aussi sur les pousses et sur les bourgeons a fleurs.. Les basses températures
hivernales, et surtout les chaleurs de I'été (supérieures a 30°C) ralentissent le développement
des individus. En lItalie, le puceron noir passe I'hiver sous forme d'individus en trés petit
nombre installés sur les bourgeons et sur d'autres plantes qui se trouvent dans les plantations
d'agrumes (INRA, 2013).

1.7.6. Puceron du cotonnier Aphis gossypii Glover

le puceron commun du melon et du cotonnier est le plus commun dans les zones ou T.
citricida n’est pas présent (Yokomi et al., 1994 ; Yokomi et Garnsey, 1987). Le puceron A.
gossypii se trouve partout dans le monde, ou ses plantes hotes sont cultivées. Il préfére les
climats chauds; dans les zones plus froides, il est souvent un parasite dans les serres. Les

dégats sont causes par l'aspiration de la seve et la production de miellat. L'attraction indirecte
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qu'il exerce sur les fourmis constitue un probleme supplémentaire. Ce puceron est considéré

comme un vecteur parmi d'autres, du virus de la Tristeza des agrumes.

1.7.6.1. Description

Les individus aptéres sont de couleur jaunatre a vert sombre, d’une longueur de 1,2 a 2,2 mm,
les antennes sont jaune pales. Les cornicules sont tres foncées et la cauda plus péle .Les ailés
sont de couleur vert a vert foncé, mesurent entre 1,8 a 2,7 mm de long, portant de courtes
antennes et un abdomen avec sclérites marginaux, les cornicules sont noirs, plus courtes que

chez les aptéres, la cauda est pigmentée (Halbert et al. 2000) (Fig.37).

b/ pucerons s’alimentant sur les feuilles

Figure 37. Puceron de cotonnier Aphis gossypii Glover (Yokomi, 2005).

1.7.6.2. Biologie et cycle de vie

Cette espece est trés polyphage, montre une prédilection pour les Cucurbitacées et les
Malvacées (Cotonnier, Mauve, Hibiscus). Ce Puceron est signalé sur les agrumes (Roistacher
et al. 1980). Dans les pays tempérés comme ['ltalie, ce puceron se reproduit toujours par
parthénogenése. Aux Etats-Unis, cette espéce peut étre holocyclique., Ce puceron peut

produire pres de soixante générations par an, avec une bonne résistance a la chaleur estivale.ll
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a une relation mutuellement bénéfique avec les fourmis (fourmis utilisant le miellat des

pucerons qui, en retour, sont protéges de leurs ennemis) (INRA, 2013).

1.7.7. Myzus persicae sous-espece Myzus persicae nicotianae
(Blackman, 1987), sous-espece Myzus persicae persicae (Sulzer,1776)

Le puceron vert du pécher est une espece polyphage. M. persicae est probablement d'origine
asiatique, comme sa plante hote principale (Prunus persica), mais se trouve maintenant
partout dans le monde, sauf lorsqu'il ya des températures extrémes. M. persicae est une espece
tres variable; les races et les biotypes ont été distingués par leur morphologie, leur couleur,
leur biologie, leur préférence pour la plante héte, leur capacité a transmettre les virus et la

résistance aux insecticides (Van Emden et al., 1969).
1.7.7.1. La description

Les femelles parthénogénétiques adultes sans ailes sont ovales, de 1,2 a 2,1 mm de longueur
corporelle, de couleur trés variable; vert blanchétre, vert pale jaune, vert gris, vert moyen, vert
fonce, rose ou rouge (Fig.38). Les stades immatures sont assez brillants, mais les adultes le
sont moins. Les morphes a ailes ont un patch dorsal central noir sur I'abdomen. Les sujets
immatures des femelles ailées sont souvent roses ou rouges, surtout dans les populations

d'automne, et les males immatures sont jaunatres (Blackman et Eastop, 1984).

Figure 38. Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hullé et al., 1998).

1.7.7.2. Cycle de vie

Le cycle de vie de M. persicae varie selon les conditions climatiques. C'est en général un

parasite holocyclique hétéroécique, alternant entre des hétes d'hiver, des arbres du genre

Prunus (en général le pécher), et des hotes secondaires d'été, avec une reproduction sexuée
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pendant une partie du cycle biologique. Il devient anholocyclique sur des hotes secondaires
(d'été) dans de nombreuses régions du monde, la ou le pécher est absent et les températures
assez douces pour permettre a l'insecte de survivre I'hiver sous forme de stades actifs. 1l est
géneralement anholocyclique dans les zones tropicales et sub-tropicales, avec toutefois des

exceptions (Stoetzel, 1994).

1.7.8. Mécanisme de transmission du CTV par les pucerons.

Le virus est transmis selon le mode semi- persistant par plusieurs especes de pucerons
(Fig.39), dont les vecteurs potentiels (Denmark, 1963; Bar-Joseph et al., 1979; Lee et Bar-
Joseph, 2000; Brown et al., 1988) sont: T. citricida, A. gossypii, A. spiraecola et T. aurantii.
Les pucerons acquierent les particules virales sur 1’arbre infecté pendant un temps allant de 5
min jusqu’a quelques heures. La dissémination du virus par le vecteur augmente dans les 24
heures qui suivent I’acquisition. Les pucerons restent viruliféres 24 a 48 h aprés acquisition et
passage sur des plants infectés (Leblanc et al., 1998). La transmission des pucerons varie avec
les différentes especes de pucerons (Roistacher et Bar-Joseph, 1987), avec les souches virales
(Yokomi et al., 1989),et I’hote donneur et récepteur (Roistacher, 1991. Le CTV n'est pas
transmis par les semences (McClean, 1957) et ne se transmet pas par pollen ni les nématodes.
La transmission mécanique a I'hote herbacée a été rapportée (Garnsey et al, 1977; Garnsey et
Muller, 1988).

ALEAF TOP

Figure 39. Transmission du CTV par le puceron (Yokomi,2005).
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1.7.9. Efficacite de la transmission

Le puceron T. aurantii est apparemment efficace dans la transmission de certaines souches
(Lee and Bar-Joseph, 2000).Huit especes (T.citricida non inclus), constituent les vecteurs de
differentes souches méditerranéennes (Hermoso de Mendoza et al., 1984, 1988). Dans ces
régions A. gossypii est efficace dans la transmission a 78% . La dissémination dans le temps et
dans I’espace de la tristeza dans les pays méditerranéens a été étudiée dans les travaux de
plusieurs auteurs (Cambra et al., 1988, 1990 ; Gottwarld et al., 1996, 1997 ; Cambra et al.,
2000a).Le puceron du melon, A. gossypii, peut transmettre certains isolats de CTV avec haute

efficacité, mais en général, il est beaucoup moins efficace que T.citricida (Bar-Joseph et Lee,

1989), il était responsable des épidémies en Espagne en absence du vecteur potentiel T.
citricida. Le puceron A. spiraecola est une espece pas assez efficace dans la transmission du
virus, mais peut le devenir si les populations deviennent importantes, il peut constituer un
probléme pour les agrumes. D’autres pucerons A. craccivora et Uroleucon jaceae ont été

décrits en Inde comme vecteurs du CTV (Varma et al., 1965).
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Partie 8 : management et lutte contre la tristeza

Dans la gestion et le controle de cette maladie et selon (Bar-Joseph et al,.1989) ; Rocha-Pefia
et al. (1995); Wallace, (1978), plusieurs approches ont été utilisées pour controler les dégats
du virus de la tristeza. La stratégie de contr6le du CTV n’est pas la méme dans toutes les
situations (Garnsey et al., 1996 a), elle différe selon I’incidence et la sévérité des souches dans
une région et avec les cultivars et les porte greffe utilisés. Le choix de 1’approche dépend de
I'incidence du virus du CTV. Dans les zones ou le CTV est rare et la dissemination naturelle
est limitée, 1'accent a été mis sur I’introduction du virus. Les programmes de quarantaine et de
certification sont utilisés pour empécher I’introduction et la propagation de plantes infectées
dans de nouveaux domaines. Des programmes d’éradication ont également été utilisés, ou les
niveaux d'infection sont faibles ou localisés pour supprimer la dissémination naturelle du
CTV. Dans les zones ou le CTV est endémique et les risques d'infection naturelle sont élevés,

I'approche est de contrdler les pertes de production

8.1. Prévention des dégats ou I’incidence de la maladie est faible

e L'exclusion et la quarantaine : les mesures préventives sont nécessaires par
I’application de mesures strictes de quarantaine dans les pays ou la tristeza est absente
pour éviter son introduction, ou présente d’'une maniere localisée sous forme de foyers
faciles a contrdler, la quarantaine peut également stopper I’introduction de souches
séveres dans les zones caractérisées par la présence de souches faibles (Navarro et al,
1984;. Frison et Taher, 1991).Les pays producteurs d'agrumes doivent interdire
I'importation de plantes hétes des pays ou le CTV est présent, des programmes de
certification officiels virus-free sont recommandés pour les pays ou le CTV n’est pas
présent. Les sources d’inoculum en provenance de pays infectés tels que les
pédoncules et feuilles sur fruits doivent étre absents et ces derniers doivent étre lavés

et cirés, ou avoir subit des fumigations (EPPO, 1990).

e Les programmes de certification : les programmes de certification peuvent étre plus
efficaces dans les zones ayant une faible incidence de la maladie et dans les régions ou

le vecteur efficace T. citicida est absent. Le contrdle adéquat de multiplication des
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agrumes reste le seul outil important pour éviter une dissémination rapide et des

épidémies du virus de la tristeza (Navarro ,1993) in (yokomi, 2009).

e Eradication et répression: I’éradication de foyers isolés dans les zones ou le CTV est
absent et la présence de vecteurs est faible peut étre maitrisée par la suppression des
arbres malades et 1’augmentation de la vigilance. Selon Yokomi (2009), I’éradication
devient difficile et rarement efficace avec la dissémination de la maladie en présence

de conditions favorables pour les vecteurs.

e Les porte-greffes résistants ou tolérants: des combinaisons tolérantes au CTV, sont
considérées comme 1’association entre porte-greffe et greffon, et non pas le porte
greffe seul. La lutte contre la tristeza a donc consisté, et consiste toujours, a remplacer
le bigaradier par des porte-greffes compatible avec le CTV. De nombreuses recherches
ont été effectuées partout dans le monde pour trouver de tels porte-greffe. Parmi ceux-
ci, P. trifoliata, mérite une mention particuliére .1l est plus que tolérant, il est résistant
au CTV. Le virus ne peut pas s’y répliquer. C’est I’'une des trés rares especes
d’agrumes résistantes au CTV (Bové et Duran-Vila, 2013). Selon Yokomi (2009),
nombreux sont les porte-greffes tolérants ou résistants au dépérissement induit par le
virus de la tristeza et l’utilisation de ces porte-greffes est trés essentielle pour
maintenir une production des agrumes dans plusieurs zones. Actuellement, une
gamme de porte greffe tels que (le mandarinier Cléopatre, rough lemon, Rangpur lime,
oranger trifolié, Citrange carrizo, Citrange troyer et le Citrumelo swingle), s’avere
intéressante pour minimiser les dégats de la tristeza. Cependant I’inconvénient réside
dans la sensibilité de ces porte-greffe a d’autres maladies, par conséquent, le choix des
porte-greffe dépend des caractéristiques de la zone agrumicole (Climat et sol) ainsi
que le cultivar, chaque pays doit étudier le comportement de plusieurs porte-greffe vis-
a-vis des conditions pédologiques (PH, salinité, calcaire etc.) et en fonction de
I’association avec différents cultivars pour en déduire lesquels sont intéressants pour
sauver les agrumes du virus de la tristeza qui demeure le pathogéne le plus redoutable

pour cette espece (Loussert, 1987).

e La tolérance des cultivars (greffons) : la tristeza est une maladie d’association car
Citrus greffés sur le porte-greffe bigaradier, sauf pour le cas du citronnier greffé sur
bigaradier qui est une association tolérante a la maladie. Le bigaradier seul est tolérant
(Loussert, 1987). La plus part des mandariniers sont tolérants vis-a-vis du virus de la
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tristeza. En Asie, ou le CTV est présent sous des formes séveres, I’utilisation du
mandarinier est dominante a cause de sa tolérance au Stempitting. Tous les
pamplemoussiers sont sensibles a la souche grape fruit stempitting, les oranigers doux
varient vis-a-vis de la sensibilité a la souche stempitting. L’orangier Pera du Brésil est
trés sensible tandis que Valencia est ’un des plus tolérants cultivars, le rough lemon et
I’orangier doux sont parmi les espéces tolérantes au virus de la tristeza, d’autres

espéces sont sensibles a certaines souches et pas a d’autres (Yokomi, 2009).

8.2. Controéle de la maladie ou le CTV est tres répandue

Dans de nombreuses régions d'agrumes ou le CTV est déja endémique ou trop répandue pour

supprimer l'infection, en particulier lorsque le puceron brun est endémique, les arbres sont

généralement greffés sur des porte-greffes tolérants et la principale préoccupation est de

prévenir ou de réduire les pertes causées par des souches séveres du bois strié. L'accent

principal sera mis sur utilisation de cultivars tolérants ou résistants, une protection croisée de

souche bénigne et la gestion de la maladie.

La protection croisée : selon Gonsalves et Garnsey (1989), la protection croisée est
basée sur I’utilisation de souches atténuées qui protégent 1’arbre contre I’infection ou
I’apparition de symptomes de souches plus virulentes. Dans les zones endémiques, ou
sévit la maladie en présence de souches virulentes avec la présence du puceron brun T.
citricida, c’est la stratégie pour le contrdle du stem pitting. Selon Roistacher et Dotts
(1993), la protection est souvent efficace seulement entre certaines souches et
beaucoup de souches atténuées montrent une moindre protection. Une protection
croisée a long terme avec des souches de dépérissement d’arbres greffés sur le
bigaradier n’a pas ¢té démontrée (Yokomi et al. 1991). Les observations sur le champ
indiquent que la protection croisée n’est généralement pas permanente et que ’effet
protecteur peut s’atténuer avec le temps, spécialement quand la pression de la souche
virulente est importante. Du point de vue commercial, la protection croisée, est un
moyen de prolonger la productivité des plantations confrontés aux probléemes du stem
pitting, mais ne garanti pas la résolution des problémes du stempitting (Rocha-Pefia et
al, 1995).

Le contrdle des vecteurs : depuis que la propagation naturelle du CTV est attribuée

aux pucerons, la lutte contre les pucerons est parfois suggérée comme une approche
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pour réduire les problemes du CTV. La suppression de puceron vecteur n'a pas été
pratiquée dans les agrumes commerciaux, et n'est pas considéré comme une stratégie
efficace a I'exception, peut-étre, dans une pépiniere d'agrumes. La lutte efficace contre
les pucerons peut étre obtenue si I'organisme nuisible cible, en particulier, les formes
(ailées) sont maintenues a des niveaux bas. Cela est difficile lorsque le puceron du
melon et le puceron spiraecola sont les principaux vecteurs de CTV parce que les deux
pucerons ont une large gamme d'hétes et leur migration peut provenir des autres
hotes. Le contrble de T. citricida peut étre relativement facile a réaliser car il se limite

aux agrumes (Garnsey et al. 1998).

e La gestion intégrée de contrble de la tristeza: selon Garnsey et al., (1996,),
I’incidence et la dissémination du CTV est un procedé complexe qui fait intervenir le
plant, le pathogene et le vecteur. Une stategie de gestion de cette maladie doit faire
intervenir et incorporer plusieurs élements, si possible, basés sur les connaissances
fondamentales de la maladie.Yokomi (2005), propose I’utilisation de porte greffe
tolérant ou résistant au virus de la tristeza (Troyer, Carrizo, Swingle, Flying Dragon).
L’¢établissement de la certification des pépinicres pour la production de plants certifiés
et la prospection et 1’éradication des plants positifs au CTV surtout si 1’incidence de la
maladie est basse et que le vecteur potentiel n’est pas encore présent. En revanche, la
protection croisée est établit quand le vecteur potentiel T. citricida est abondant, le
CTV est endémique et les souches sont séveres (i.e., stem pitting) et que les souches
atténuées ou faibles ont été identifies ou bien développees.
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Chapitre Il : Materiels et méthodes

11.1. Sources du virus

Les plantes sources de virus proviennent des échantillons de différentes prospections
effectuées, sur les agrumes durant les campagnes agrumicoles 2009-2010, 2010-2011 et 2011-
2012, et ce sur différents vergers agrumicoles privés et étatiques, jeunes et vieilles plantations.

I1.1.1. Origine du matériel utilisé pour I’indexage biologique

Le matériel végétal utilisé incluait des plants infectés par le virus de la tristeza provenant de
deux sites différents (Boufarik2 et Guerouaw). Dans ce contexte, cing variétés appartenant a
deux especes (orangier et mandarinier), récoltés dans deux sites différents ont été inclus dans

cette caractérisation (Tab.5).

Tableau 5. Sources positives au CTV utilisées en indexage biologique

Oranger Navel BFK?2/ parc a bois 08

Oranger Jaffa BFK?2/ parc a bois 06

MandarinierTarocco BFK2 parc a bois 10
Mandarinier Satsuma BFKZ2/ parc a bois 07

Clémentinier G.Blida/ verger privé 08

39

BFK: Boufarik; G: Gerouaw Blida

11.1.2. Matériel vegétal utilisé pour la transmission par les pucerons

11.1.2.1. Matériel végetal herbacé : Les plantules de pois variété Kelvedon ont été élevées
sous serre du laboratoire de virologie du département d’agronomie de 1’Université de Blida.
Les semences de pois sont semées a raison de 3 grains par alvéole contenant la tourbe, des

arrosages reguliers et des désherbages manuels sont effectués régulierement. Ces plantules ont
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été utilisees comme plantes indicatrices pour la transmission du virus par des pucerons-

vecteurs récoltés lors des différentes prospections.

11.1.2.2. Matériel végeétal ligneux : des plants de bigaradier et de la lime mexicaine issus de semis
maintenus dans la serre de virologie (Univ.Blida), ont fait I’objet d’étude biologique du virus, les deux

especes ont recu des irrigations et des traitements contre les pucerons (aphicide).

11.2. Sites prospectées

Les prospections ont eu lieu dans la région de la Mitidja qui constitue la plus importante aire
de distribution des agrumes en Algérie. Plusieurs exploitations privées et étatiques ont fait

I’objet de nos prospections, controle et échantillonnage (Fig.40).

AlnDalla

Figure 40: Situation géographique de la Mitidja (Google earth, 2016)

Les prospections ont été menées sur des vergers choisis, d’abord par rapport, a leur age de
plantation (de 7 a plus de 70 ans), leur vocation, leur entretien ainsi que les différentes
variétés d’agrumes les constituant, et également, par la présence de multiples symptémes

associés a la maladie de la Tristeza.

Les sites prospectés ont concerné: La station expérimentale du Département des
biotechnologies végétales ex: Agronomie de I’Université de Blida;, EAC Tayeb Slimane 4
fermes de Guerouaou (Blida), EURL Reguiegue (Boufarik2), Exploitation de Bouinan
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(Boufarikl), Exploitation de Chebli, I’exploitation de Belhadef Brahim (Mouzaia), ITAFV
(Birtouta Alger), et enfin ’EURL Semiani de Hajout (Tipaza).

e Station Expérimentale du Département de Biotechnologies végétales ex:
Agronomie (Fig.41) : la superficie de ce verger d’agrumes est de 0,25 ha comportant des
orangiers de la variété Thomson (119 plants). Les plants sont agés de 9 ans, greffés sur le

bigaradier.

Figure 41. Image satellite de la station expérimentale du Département de biotechnologie
ex : Agronomie de I’Université de Blida; (Google earth, 2010)

e EAC Tayeb Slimane 4 fermes de Guerouaou (Blida) : cette plantation présente une
diversité arboricole intéressante d’une superficie totale de 11 ha, dont 6 ha d’agrumes. Les
plants d’agrumes agés de 7 ans, greffés sur bigaradier sont composés de deux variétés

(Thomson et Washington navel) (Fig.42)..
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Figure 42. Image satellite de ’EAC Tayeb Slimane 04 fermes de Guerouaou (Blida)
(Google earth, 2010)
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e Exploitation de Bouinan (Boufarik;) : cette exploitation est représentée par une
plantation datant de la période coloniale, les plants sont greffés sur bigaradier,

composée d’un verger de 5 hectares, compos¢ de plusieurs variétés de Mandarinier

avec quelques plants de citronniers et d’orangier variété Thomson (Fig.43).
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Figure 43. Image satellite de 1’Exploitation Bouinan (Boufarik;) (Googleearth, 2010)

e Exploitation : E.U.R.L Regueyegue parc a bois (Boufarik;) : le site est situé dans
la région de Boufarik, et est constitué des superficies et variétés suivantes : 3 ha de
Pamplemousse, 5 ha de Tarocco, 1 ha de Satsuma, 3 ha de Salustiana. tous les arbres

ont été plantés en 1988 (Fig.44). .
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Figure 44. Image satellite E.U.R.L Regueyegue parc a bois (Boufarik 02)
(Google earth, 2010)

e Exploitation de Chebli: ¢’est une plantation agrumicole de 7 ha constituée de
variétées de Clémentiniers. Au niveau de cette plantation datant de la période

coloniale, tous les plants sont greffés sur le bigaradier (Fig.45).
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Date des images satellite,, 2/70/2010,

Figure 45. Image satellite de I’Exploitation de Chebli (Google earth, 2010)

e Exploitation de Mouzaia : le verger est localisé a la sortie de la Chiffa (Blida), et est
constitué de 4 ha d’orangiers variété Thomson et Portugaise et de 5 ha varieté

Washington navel. La majorité des arbres sont agés et greffés sur du bigaradier

(Fig.46).
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Figure 46. Image satellite de I’Exploitation de Mouzaia (Google earth, 2010)
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e Exploitation EURL Semiani de Hadjout : cette plantation est située a 1’est de
Hadjout (Tipaza).Le verger est constitué de différentes variétés d’agrumes, plantés en
2001 sur une superficie totale de 22 ha, répartit comme suit : Clémentiniers 1500
plants (5,45 ha), Citronniers 1500 plants (5,45 ha), Double fine de 416 plants (1,80
ha), Valencia late 2136 plants (7 ha) et Washington navel 634 plants (2,3ha). Toutes

les variétés sont greffées sur le bigaradier (Fig.47).
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Figure 47. Image satellite de I’Exploitation de ’EURL Semiani de Hadjout
(Google earth, 2010)

e ITAFV SIEGE Birtouta Alger : cette station est constituée de matériel de multiplication

« parc a bois » d’agrumes conduit sous serre (Fig.48).

Figure 48. Image satellite de I'ITAFV siege Birtouta Alger (Google MAPS, 2016)
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I1.3. Méthodes d’étude

11.3.1. Protocole d’échantillonnage

11.3.1.1. Echantillonnage de fleurs : Le prélevement des échantillons a été effectue selon le
protocole d’échantillonnage de Gottwald and Hughes (2000).Selon cette méthode
d’échantillonnage, 25% des arbres au niveau d’un bloc sont systématiquement échantillonnés,
incluant les plants extériorisant des symptdmes pouvant étre associés a ceux de la tristeza
(Fig.49).

2 3 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figure 49. Schéma représentatif du protocole du monitorage (Gottwald et Hughes, 2000)

Les observations au niveau des vergers d’agrumes ont été effectué¢es pendant la période de
printemps et automne, caractérisée par la forte montée de la séve a des températures allant de
22 3 30°C et permettant ainsi une bonne extériorisation des symptémes par la forte réplication
du virus et par conséquent élévation de la charge virale.

Les symptdmes qui ont éte associés a la maladie de la Tristeza, concernaient, le dépérissement

partiel ou total de I’arbre, le nanisme de différentes parties de 1’arbre, le bois strié.

L’échantillonnage a été effectué particuliérement sur les fleurs ouvertes/fermées, les feuilles

et les tiges de I’année pour la réalisation des tests sérologiques DTBIA et ELISA (Fig.50).
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Inspections visuelles

DEPERISSEMENT
RAPIDE SURLE
BIGARADIER

Dwarfed trees
ARBRE NAIN

Inverse pitting

SUR BIGARADIER |

NECROSE DU POINT DE GREFFE

LA TAILLE DIFFERENTE
DES FRUITS

Figure 50. Observations visuelles d’arbres suspects porteurs du CTV
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Le nombre d’échantillons prélevés sur les trois campagnes était de 1324 orangiers+869
mandariniers d’ou un total de 2193 échantillons (Tab. N°6).

Tableau 6. Echantillons récoltés durant les campagnes agrumicoles 2009-2010, 2010-2011 et
2011-2012

Espece Nombre d’échantillons testés

Vergers Etatiques et priveés

Groupe des orangers

NEVE] 1149

[EEN
N
o

Valencia late

[N
oo

Double fine

Jaffa

[0}
w

Tarocco

Total groupe oranger 1407

[N
\‘

Vergers Etatiques et privés

Groupe des mandariniers

N
[ox
[op}

Satsuma

w
w
00}

Clémentine

Mandarines

-~
o

Citrons

~
o
o)

Total groupe mandariniers

Grand total 2193

[N
N
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11.3.1.2 Echantillonnage des pucerons : Les échantillons de pucerons ont été récoltés a
partir de plusieurs arbres infestés appartenant a plusieurs especes et différents sites Environ 10
arbres/verger ont été sélectionnés aléatoirement sur une diagonale de la surface du verger et
uniquement 5 tiges infestées par puceron/arbre ont été récoltées a partir de différentes parties
de la frondaison de I’arbre. Les tiges infestées ont été mises dans des sacs en polyéthyléne,
gardées loin du soleil a température ambiante, permettant a la jeune population de pucerons de
se nourrir du feuillage et de développer les formes larvaires et ailées pour leur étude au

laboratoire.

11.3.1.3. Conservation des pucerons: au laboratoire, les tiges ont été examinées et les
formes aptéres et ailées des pucerons ont été prélevées, a 1’aide d’un pinceau a partir des
feuilles, et mis dans de 1’alcool a75a 85%, afin d’éviter leur desséchement et puis ont été

maintenus dans du glycerol pour leur conservation en bon état.

11.3.1.4. Préparation des pucerons pour le montage : I’objectif principal des procédures de
montage des pucerons est I’obtention des pucerons transparents bien visibles avec le moindre
détail dans les deux faces ventrale et dorsale des surfaces des téguments, le montage a été
réalisé selon le protocole (OEPP/EPPO, 2006), qui consiste d’abord a chauffer les échantillons
de pucerons doucement, a 70°C, dans de I'éthanol a 70% pendant 5-10 minutes, ensuite

les transferer a 10% de KOH. Pour faciliter la macération, le corps peut étre pressé avec de
fines spatules et le contenu peut étre doucement travaillé a l'arriére du corps et pressé. Si cela
s'avere difficile alors une incision peut étre faite dans un coté du corps et le contenu pressé a
travers cela. Il faut étre prudent pour ne pas diviser le corps.Les pucerons sont alors transferés
a froid dans de l'alcool 70% pendant au moins 10 min et 5 min a l'acide acétique glacial
glacé. Remettez le bloc de chauffage a 80 C° et chauffer dans du chloral phénol. Rincer dans
de l'acide acetique glacial. Transférer dans de l'acide acetique glacial frais pendant 5 min.
Laisser dans I'huile de clou de girofle au moins 10 min. Montez les pucerons sur une lame de

microscope.

11.3.1.5. Identification des pucerons : I’identification des pucerons a été effectuée en partie
au niveau du laboratoire de zoologie de I’institut national d’agronomie El-Harrach (Alger) et
du département des biotechnologies de 1’université Blida; en utilisant la clé de détermination
de Blackman et Eastop (1984) et (EPPO, 2006) (Annexe 1)
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11.4. Détection biologique et Efficacite de la Transmissions par
pucerons

11.4.1. Transmission sur plante-hote herbacée

Les plantules de pois variété Kelvedon, ont été utilisées comme plantes indicatrices. Les
semences ont été semees a raison de 3 graines par alvéole contenant de la tourbe comme
substrat de semis. L’entretien des plantules se faisait par des arrosages réguliers. Cette étape

s’est déroulée dans la serre de virologie de 1I’Université de Blida.

e Meéthode d’inoculation : Les pucerons collectés ont été mis au contact des plantules
de pois au stade 2 feuilles, a I’aide d’un pinceau humide, pendant 5 min d’inoculation
IAP (Inoculation Access Period). Pour chaque espece de puceron une série de 5 ou 10
plantules de pois a été utilisée. Puis, les pucerons ont été éliminés mécaniquement et
par un traitement aphicide (Pirimor 0.75g/l). Les plantules ont été maintenues en
serre a une température de 25°C.

e La lecture des résultats: la lecture des résultats a été réalisée au bout de 1 a 2
semaines lorsque les symptémes apparaissaient, la lecture a été effectuée par simple
observation visuelle et interprétation des observations. La vérification de la
transmission et de la présence du virus dans les plantes inoculées a été faite par la

méthode sérologique ELI SA.

11.4.2 Transmission sur plantes hétes ligneuses

Les pucerons apteres viruliferes déja identifiés présents sur feuilles échantillonnées sont mis
en contact avec des plants d’environ un ans de Bigaradier et de lime mexicaine sains
maintenus sous serre (Univ.Blida), en utilisant un pinceau légérement humecté, les pucerons
sont pris et déposés pour une période d’inoculation (IAP) pour quelques minutes (Sminutes),
par la suite les pucerons sont éliminés mécaniquement. Les témoins négatifs sont obtenus
apres passage de puceons non viruliféres élevés a partir de larves. Le travail s’est déroulé par
partie pour les deux indicateurs. Aprés un mois de passage de puceron et I’inoculation du

virus, les observations s’effectuaient sur le feuillage et le bois.

11.5 Indexage biologique sur indicateurs ligneux

La méthode d’indexage par greffage reste 1’outil d’excellence pour faire extérioriser les

symptomes de la tristeza sur I’indicateur universel la lime mexicaine. Cette technique
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demande beaucoup de temps pour 1’apparition des symptomes allant de quelques mois jusqu’a
une année. L’indexage sur le semis de la lime mexicaine reste I’outil le plus efficace dans la
caractérisation et la detection des différentes souches du virus de la tristeza et constitue une

étape importante dans le contréle des parcs a bois (Roistacher, 1991).

Selon ChangYong (1996), d’autres especes de citrus, dont (pamplemoussier Ducan,
Citronnier Eureka, oranger Madame Vinous et le Bigaradier), sont incluses dans I’indexage
biologique pour la détection et la caractérisation de souches du CTV.

Cette méthode consiste a inoculer une plante indicatrice par greffage d’une portion (écorce,
écusson), sur la plante a tester. La plante indicatrice est sensible au pathogene recherché et
permet [’extériorisation de symptdmes caractéristiques de la maladie recherchée. Des
conditions sont réunies pour la réalisation de cette technique (serre contr6lée, température et
humidités controlées etc.), permettant 1’expression des symptomes (Verniere, 2003).11 faut
disposer de plants positifs et négatifs pour pouvoir lire les résultats. Les semis de la lime
mexicaine sont préparés sous serre et repiqués dans des pots individuels, les inocula sont
prélevés a partir de la plante a tester (écusson sans ceil), et un greffage d’inoculation est
effectué en faisant une incision sur la tige de I’indicateur. L’ indicateur est ensuite pincé pour
favoriser le départ d’autres ramifications permettant 1’observation des premiers symptomes

foliaires (Loussert, 1987).

11.5.1 Amélioration de I’indexage biologique de la tristeza

Vu le faible pouvoir rhizogéne de la lime mexicaine (indicateur universel du CTV), une
technique a été mise au point pour la détection de la tristeza basée sur I’inoculation des plants
de la lime mexicaine greffés sur le citronnier volkameriana et le cedratier. Elle permet
d’obtenir des resultats plus rapides comparés a I’indexage biologique traditionnel (D’Onghia
et al, 2009).

11.5.2.Méthode d’indexage par greffage d’inoculation

L’identification par procédé classique du CTV est I’inoculation par greffage ou I’indexage qui
a éte effectué sur différents indicateurs ligneux dont la lime Mexicaine [C. aurantifolia
(Christm.) Swing.] indicateur universel (Roistacher, 1991), le bigaradier, I’orangier doux, et
Pamplemoussier Duncan, pour I’extériorisation et I’observation de symptdmes induits par
différentes souches du CTV. Aprés inoculation et ligature des greffes a 1’aide de parafilm, les
plants inoculés par chaque souche ont été étiquetés. Ces derniers ainsi que 1’ensemble des

plants positifs et négatifs ont ét¢ maintenus sous serre d’indexage du laboratoire (IPM de
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I’IAM de Bari), a température allant de 24 a 26°C e 16 heures de photopériode. Les plantes

indicatrices ont été observées chaque semaine, afin d’observer les symptomes extériorisés

(Roistacher, 1991).

11.6 Conservation du virus

Les fleurs, les feuilles et les tiges prélevées ont été placées dans des sacs en plastique
numérotés. Le materiel végétal ainsi récolté, a été conservé au froid dans des glaciéres a
température basse allant de 4° et 6°C avant leur analyse au laboratoire, afin d’éviter
I’oxydation des tissus végétaux par les températures un peu élevées sur le terrain pouvant
générer des problemes lors de I’extraction des particules virales. Il est a signaler, que les
fleurs fermées peuvent étre bien conservées a long terme a -20°C permettant ainsi leur
utilisation pour analyse durant des périodes diverses de I’année. Par contre, le matériel végétal

destiné & étre analysé est temporairement conservé a 4° C au réfrigérateur (Fig.51).

Echantillonnage Conservation des échantillons

Conservation
Tiges 4°C
Fleurs -20°C

4 tiges ou 5-10 fleurs

Figure. 51 Conservation des échantillons (fleurs et tiges)

1.7 Méthode d’extraction
I1.7.1 Extraction de I’antigéne (feuilles et de fleurs) pour la technique ELISA

les échantillons de feuilles fraiches et /ou de fleurs (Fig.52), ont été préalablement déposés
dans des sacs individuels de broyage menus de filtre puis broyés a 1’aide d’un broyeur manuel

dans un tampon d'extraction a une concentration de 1g de tissu frais dans 10 ml tampon
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d'extraction (1/10). Apres broyage les jus de plantes ainsi obtenus ont été filtrés et conservés

dans des tubes en plastique fermés a 4°C. (Solutions et tampons pour ELISA) (Annexe 3).

Figure 52. Echantillons de fleurs et de feuilles pour le test ELISA (Lab.virologie Univ.Blida)

11.7.2 Extraction des ARN totaux pour les tests moléculaires

Les ARN totaux ont été extraits a partir de feuilles et tiges (Fig.53) selon le protocole de
Foissac et al. (2001) (Fig.54), cette méthode conventionnelle est moins couteuse, 1’extraction
a également était réalisée en utilisant le kit (RNeasy” Plant, Qiagen USA) , pour ce dernier
protocole 0,2 g de tissu ont été broyés dans de I'azote liquide dans des conditions aseptiques.
Apres broyage dans 1 ml de tampon relatif (annexe 3), un volume de 500 pl de I'extrait a été
transféré dans des microtubes contenant 100 ul de Sodium Lauryl Sarcosyl (SLS) 10% et
incubés a 70°C pendant 10 min. avec agitation intermédiaire, puis refroidi brievement sur de
la glace pendant 5 min. Aprés 10 min. de centrifugation a pleine vitesse, 300 pl du surnageant
recueilli a été mélangé avec une solution contenant un mélange de 150 pl d'éthanol absolu, 35
pl de silice et 300 pl de solution 6 M sodium iode (Nal). Le mélange a été remis en
suspension. Ce dernier a ensuite été incubé a température ambiante pendant au moins 10 min.
avec agitation puis centrifugé a 6000 rpm pendant 1 min. Le culot a été récupéré et lavé 2-3
fois dans 500 pl de tampon de lavage (Annexe 3). A la fin, le culot obtenu a été remis en
suspension dans 150 pl d'eau millipore (sans RNase). Ensuite, les acides nucléiques totaux
(RNA) isolés ont été récupérés apres une incubation de 4 min. a 70 ° C et a une centrifugation
a pleine vitesse pendant 3 min. et enfin stockés a -80°C jusqu'a leur utilisation. Le meme

résultat est obtenu par le protocole de Foissac et al.(2001).
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Figure 53 .Extraction des ARN totaux a partir des tiges et feuilles (Lab.IAMB-Italie).

Incubation
(70°C) +

0.2 g feuilles

Agiter pendant 25 min.

TNA Dissoudre dans 150 pl

L d'H20
Conservation a - . . Etape lavage
20°C Incubatllon (79 Q) (3fois)

centrifugation

Protocole Silica capture

Figure 54. Extraction des ANT selon le protocole de Foissac et al. (200)

83



Chapitre Il : Matériels et méthodes

11.8 Tests immuno-enzymatiques

La variante ELISA utilisée dans notre étude est le Double Antibody Sandwich Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA), a travers I’utilisation d’un kit commercial
(Bioreba France). Tandis que, la technique DTBIA a été effectuée a travers I’utilisation du
kit commercial Plantprint-Espagne (Garnsey et al.1993 ; Cambra et al., 2000b ; Djelouah et
al., 2002).

11.8.1 Test DAS-ELISA

Cette technique consiste a détecter le virus par piégeage entre un anticorps polyclonal (AcPc)
et un anticorps polyclonal (AcPc) couplé a une enzyme phosphatase alcaline (PAL) (Clark et
Adams, 1977). Des anticorps polyclonaux ont été utilisés (1978 et 1983) pour la détection du
CTV par ELISA. La production d’anticorps monoclonaux spécifiques au CTV (Vela et
al.1986 ; Permar et al. 1990), ont résolu le probleme de spécificité et ont augmenté la
sensibilité de ce test. La mixture de deux anticorps monoclonaux (3DF1+3CAS5) ou leurs
recombinants (Terrada et al.2000), reconnaissent tous les isolats testés de plusieurs collections

internationales (Cambra et al. 2000).

Dans cette technique, le virus est mis en évidence par une réaction immuno-enzymatique par
I’apparition d’une couleur jaune sur les puits d’une plaque de microtitration par

spéctrophotométrie a une longueur d’onde de 405 nm (Fig.55).

Les plaques de microtitration ont été sensibilisées avec des AcPx dilués & 1/250°™dans du
tampon de sensibilisation et incubées pendant 2 h a 37° C. Apres 3 lavages avec du tampon de
lavage PBS-T , des plaques de microtitration, les extraits d’échantillons prélevés du terrain
ainsi que ceux des témoins positifs et négatifs ont été déposés dans la plaque de microtitration
a raison de 100 pl / puits. Les plaques de microtitration ont été ensuite incubées pendant une
nuit a 4°C. Apres 3 lavages au PBS-T, 100 ul d’AcPcx couplés a la phosphatase alcaline
dilués 1/250*™dans le tampon du conjugué, ont été déposés / puits et incubées pendant 2 h &
37° C. Apres séchage des plaques de microtitration et dép6t de 100 pl de substrat/puits de
PNPP (p-Nitro Phényl Phosphate) dilué a 1 mg/1ml dans du tampon de substrat (Annexe 2),
les plaques ont été incubées a température ambiante jusqu’a I’apparition de la couleur jaune et
la premiere lecture a I’ceil nu, ensuite une lecture a été faite apres 2h de temps dans un lecteur

de plaque ELISA classique a 405 nm d'absorbance (Titertek Multiskan plus MKIL). Un
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échantillon a été consideré positif au CTV si la valeur de sa densité optique (DO) est deux

fois et demi supérieures a la valeur de la (DO) de I’extrait sain.
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Figure 55. DAS-ELISA (Vézina et Lacroix, 2016).

11.8.2. Technique DTBIA (Direct Tissu Blot Immuno Assay)

Le protocole DTBIA utilisé est celui mis au point par D’Onghia et al., (2001) et Djelouah et
al., (2002) pour la détection du CPsV et le CTV. La présente technique, a €té appliquée en
utilisant un anticorps monoclonal (AcMc) produit par Agritest, Italie contre le CTV. Les
empreintes ont été réalisées en utilisant une coupe des ovaires, sur les membranes de
nitrocellulose, qui ont été laissés a sécher a température ambiante pendant quelques heures a
quelques jours. La deuxiéme étape correspondant au blocage de la membrane, dans une
solution BSA (Bovin Serum Albumin) a 1% et son incubation pendant une nuit & 4°C avec
agitation pendant une heure a température ambiante (Fig. 56). Apres un lavage au tampon
Phosphate contenant du Tween (PBS-T) (Annexe 2), répété 3 fois pendant 5 min, la
membrane a été immergée dans une solution contenant 1’anticorps monoclonal conjugué a la
phosphatase alcaline diluée & 1/250°™ (Agritest). Aprés 3h d’incubation & température

ambiante, la membrane a été lavée 3 fois pendant 5 min au PBS-T. Le développement de la
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membrane a été realiseé en diluant une pastille de (BCIP-NBT (Sigma fast tablets) dans 10 ml
d’eau distillée ; puis incubée 5 a 10 min par agitation jusqu’a apparition de la coloration
violette comme signe de réaction positive. La réaction a été bloquée en ringant la membrane a
I’eau courante. Cette derniere a été ensuite séchée soigneusement avec du papier et sa lecture
a été effectuée par observation a la loupe binoculaire a un grossissement de 10x et 20x. La
présence de la couleur pourpre-violette dans les aires des coupes des ovaires ou tissu du

phloéme révele la présence de 1’antigéne viral (Fig.54).

Figure 56. Protocole du test DTBIA (photo, Larbi 2012)

: Echantillons de fleurs et de feuilles.

: Empreintes d’un pétiole de feuille sur la membrane de nitrocellulose

: Empreinte d’une coupe d’ovaire de fleur sur la membrane de nitrocellulose.
: Blocage de la membrane dans une solution de BSA.

: Réaction avec I’anticorps monoclonal spécifique au CTV (Plantprint)

: Réalisation du développement de la membrane BCIP-NBT(Sigmafast)

TmMoOO®>

11.9. Caractérisation moléculaire

11.9.1. Transcription inverse RT-PCR

La transcription inverse ou bidirectionnelle reverse transcription polymérase chaine réaction

(Cevik, 1996) constitue une des procédures développée pour le diagnostic du virus de la

tristeza. Quatre pl de TNA obtenus ont été ajoutés a 46 ul de mixture RT-PCR, contenant

10mM Tris (pH :8.8), 50mM KCL, 3mM MgCL,, 4U RNA (Guard Ribonuclease inhibitor),

7.5U MuLYV transcriptase inverse (Applied Biosystems, Roche), 1U Taq polymerase, 0.2 mM
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dATP, dTTP, dGTP et dCTP chacun, 200nM forward primer ; CT 42 et 200 nM amorces
inverses; CTV 43 (Tab.7) ,ont été ajoutées dans chaque tube (Nolasco et al., 2002). La
syntheése de I’ADNCc a été réalisée a 38°C pendant 45 min. suivi par une étape de dénaturation
et une inactivation de la transcriptase inverse a 94°C pour 2min. Le procédé d’amplification
consistait en un programme de 30 cycles de 92°C pendant 30s, 52°C pendant 30 s et 72°C

pendant 30s, suivi par un cycle d’élongation pendant 10min a 72°C.

Tableau 7. Les amorces utilisées pour la RT-PCR

Amorces Séquences des amorces Position sur le gene de la CP
CTv42 CTCAAATTGCGRTTCTGTCT 454
CTV43 ATGTTGTTGCNGCNGAGTC 59

Les produits de la RT-PCR sont séparés par migration sur un gel d’électrophorése (agarose a
1%) (Annexe 4), dans un tampon TAE et observés sous les UV aprés passage au bromure
d’ethidium

11.9.2. Analyse de conformation du polymorphisme simple brin (SSCP)

Avant le clonage et le séquengage, I’analyse de conformation simple brin SSCP est utilisée
pour la différenciation entre les souches .2 ul du produit de la RT-PCR ont été prélevés pour
chaque échantillon, et 8ul de tampon de dénaturation sont ajoutés (950 pl de 95% formamide
et 40 pl de 500mM EDTA. Les échantillons ont été chauffés a 95°C pendant 5min. et
rapidement transférés au froid pendant 5 min. Les produits dénaturés ont été mis dans le
réfrigérateur a 4°C pendant 3h a 200V sur un gel polyacrylamide non dénaturant pour
électrophorese en utilisant un tampon TBE (Annexe 4).Le gel a été coloré par une solution de
nitrate d’argent jusqu’a I’apparition de bandes et fixé par une solution d’acide acétique (10%
environ 20min), Par la suite, le gel est ringé a 1’eau distillée (3 fois pendant 1min).Le gel est
incubé a 1 % d’acide nitrique pendant 3min. un ringage encore a 1’eau distillée trois fois

pendant 1minute a été réalisé (Rubio et al. 1996) (Fig.57).
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Le polymorphisme de conformation simple brin (SSCP)

(Rubio et al., 1996)
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Figure 57. Protocole SSCP (Rubio et al. 1996)

11.9.3. Immunocapture-Transcription inverse-PCR (IC/RT-PCR)

L’amplification du gene de la protéine capside CP a partir des sources de CTV sélectionnées,

a était effectuée par une IC/RT- PCR en utilisant I'ecorce des tiges/rameaux infectés. La
sensibilisation des tubes de la machine PCR a été effectuée avec 50 pl AcPc CTV, avec le
méme principe DAS ELISA (1:250 dilution) et incubées 4h a 37°C. Les tubes ont été laves
avec du PBS-Tween trois fois pendant 3 min, puis ils ont été vidés par agitation manuelle.
L'extraction a été effectuée par broyage de 0.2 g de tissus de tiges/d'écorce des échantillons, a
I'aide de mortier et un pilon, du carborundum et 5 volumes (W/V) de tampon d'extraction
(Annexe 2), selon le protocole de (Nolassco et al., 1993), puis clarifiée par centrifugation a
5000 rpm pendant 5 min, et maintenue sur de la glace jusqu'a utilisation. 50 pl d'extrait de
plantes ont été ajoutés aux tubes sensibilisés, puis incubées 4 h a température ambiante pour
une immunocapture et ensuite laves deux fois avec du PBS-Tween et une fois avec de I’eau
distillée stérile. 50pl de mélange RT-PCR contenant 10 mM Tris (pH: 8,8), 50 mM de KCI, 3
mM MgCI2, 4U RNA Guard ribonuclease inhibitor, 7.5U MuLV reverse transcriptase
(Applied Biosystems, Roche), 1U Taq polymérase, 0.2 mM de nucléotides dATP, dTTP,
dGTP and dCTP, 200nM forward primer; CTV1 et 200nM reverse primer; CTV10 (Tab.8) ont
été ajoutés pour chaque tube (Nolasco et al., 2002). L’ADN complémentaire (ADNCc) a été

synthétisé a 38°C pendant 45 min, suivie par une étape de dénaturation et inactivation de la
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transcriptase inverse a 94°C pendant 2 min. Le processus d'amplification est composé de 30
cycles de 92°C pendant 30 s 52°C pendant 30 s et 72°C pendant 30 s, suivi par un cycle
d'élongation de 10 min a 72°C.

Tableau 8. Les amorces utilisées pour I’'IC-RT-PCR

Amorces Séquences des amorces Position sur le gene de la CP
CTV1 ATGGACGACGAAACAAAGAA 1
CTV10 ATCAACGTGTGTTGAATTTCC 653

La lecture des résultats s’est effectuée apres separation des produits de I’IC-RT-PCR par
migration sur gel d’électrophorése a 1% d'agarose dans un tampon TAE, et visualisés sous

lumiere UV apres coloration avec du bromure d'éthidium (B.E).

11.9.4. Isolation, clonage et séquencage du gene de la capside
Selon Sambrook et al, (1989), les produits amplifiés a partir de IC/ RT-PCR sont ligaturés
dans un systeme de vecteur plasmidique et transformé dans des cellules E. coli compétentes

en utilisant les protocoles et les procédures standards (Fig.58).

Les colonies bacteriennes blanches transformées abritant le plasmide recombiné ont été
sélectionnées sur la boite de Pétri contenant de 1’ X-gal et de I'ampicilline; choisies et utilisées
directement dans les réactions de PCR avec les mémes amorces utilisées pour 1’étape 1'C/
RT-PCR, pour confirmer la présence de l'insert spécifique, puis ont été analysées par SSCP

pour le choix des clones pour le séquencage.
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Le clonage et le séquencage partiel du génome

(Sambrook et al, 1989)
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Les séguences obtenues sont confrontées a d'autres séguences disponibles dans Gene Bank.

Figure 58. Clonage et séquencage (Sambrook et al., 1989)

11.9.4.1. Ligature du produit de la IC-RT-PCR avec pGEM-T easy vector

Les bandes d'’ADN des produits de I’IC/RT-PCR récupérées aprés migration par
électrophorese (d'agarose a 1%), ont été excisees, et la tranche de gel a été ensuite dissoute,

attachée a la mini colonne, lavée et éluée avec de l'eau stérile a I'aide de Wizard SV Gel et
PCR systeme Clean-Up (Promega, USA). Deux pl de produits d'élution ont été insérés dans le
vecteur plasmidique commercial, pGEM-T Easy Vector System en utilisant l'original TA
Cloning Kit (Promega, USA) (Fig.59), par une réaction de ligature; 5 pl de 2x tampon de
ligature (Promega) ont été mélangés avec le vecteur pGEM-T (50ng/ul), 0,3 unités de T4

ADN ligase (Promega) et 1 pl deau stérile.L’incubation du mélange de ligature a été

effectuée a 4°C pendant une nuit.
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1.9.4.2. Préparation des cellules compétentes

Des cellules d’Escherichia coli INVaF (Invitrogen, USA), ont été ensemencées en stries a
travers la surface du milieu Luria Bertani (LB) solide et incubées a 37°C pendantl6 h
(Annexe 5). Apres purification, une seule colonie a ensuite été incubée dans 2 ml de milieu
LB liquide et incubée pendant une nuit a 37°C avec agitation a 250 rpm. Une multiplication
supplémentaire par croissance des cellules bactériennes a été réalisée par inoculation de 50 pl
de la culture bactérienne dans 10 ml de LB liquide et en les incubant a 37 °C pendant 3 h sous
agitation a 250 rpm. Pour arréter la croissance bactérienne, la culture a été refroidie dans un
bain de glace pendant 10 min et ensuite récoltée et centrifuger a 6000 rpm pendant 10 min. a
4°C. Le culot bactérien a été doucement remis en suspension dans 0,6 ml de 0,1 M CaCl2,
puis maintenu dans la glace pendant au moins 2h avant transformation. Des aliquotes ont été

préparés, stockés et conservés a -80°C.
11.9.4.3. Transformation de cellules compétentes

10 pl de melange de ligature ont été ajoutés a (100ul) de cellules compétentes dans un tube a
centrifuger stérile et ont été conservés dans de la glace pendant 30 min. Les tubes ont été
incubés dans un bain mari a 42°C pendant 2 min, puis refroidies immédiatement dans un bain
de glace pendant encore 2 min. Les cellules ont été mélangées avec 600 ul de LB liquide, puis
mise a incuber pendant 30 min a 37°C.Une autre incubation dans le méme milieu a 37°C avec

une agitation a150rpm.
11.9.4.4. Dépistage des colonies

La suspension bactérienne a été étalée sur des boites Pétri contenant un milieu agarisé LB
(annexe 5), fourni avec X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-galactoside) (Sigma) et de
I'ampicilline (50 mg / L), et ce, aprés centrifugation pendant 2 min. et I'élimination de la
majeure partie de liquide restant. Les boites petri ont été incubées pendant une nuit a 37°C.
Des colonies blanches hébergeant le plasmide recombinant ont été sélectionnées puis ré-
inoculées sur une autre plaque afin de favoriser la multiplication et le clonage par conjugaison

du plasmide independement de la cellule bactérienne.
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11.9.4.5. Identification des colonies bactériennes portant I’ADN recombinant

Selon Sambrook et al.,(1989), les plasmides ont été extraits de cellules bactériennes en
utilisant la «méthode d'ébullition » .Les colonies transformées ont été "repiquées et inoculées
dans 2 ml de LB liquide (annexe 5), contenant de I'ampicilline et incubées une nuit a 37° C
apres centrifugation a 250 rpm, les culots bactériens ont été récupérés et versés dans des
microtubes apres centrifugation a 13000 rpm pendant 1 min, ensuite resuspendus dans 350 pl
de STET (Annexe 5) et 15 ul de lysozyme (20 mg / ml), agités par tourbillonnement et ensuite
incubés a 90°C pendant 40 secondes et immédiatement refroidis dans la glace pendant 2 min.
Aprés une centrifugation a 14000 rpm pendant 20 min, et I'élimination du culot, I'ADN
plasmidique soluble a été extrait avec de l'addition de 175 ul de phénol et 175ul d' alcool
isomilic suivi par agitation au vortex puis centrifugation a 13 000 rpm pendant 10 min, 300 pl
tensioactif ont été transférés ensuite dans des tubes contenant 200 pl d'acétate d'ammonium
(NH40AC) et 1 ml d éthanol absolu froid et centrifugé a 13 000 rpm pendant 10 min. Le
culot a été lavé avec 500 ul d'éthanol froid a 70%, centrifugé a 13 000 rpm pendant 10 min ,
apres élimination de I'agent tensio-actif et d'un séchage pendant 1 heure, le culot a été remis
en suspension dans 50 pl de tampon TE (Annexe 5) contenant 1ul de RNase A (10 pg/ul),

puis agité au vortex et conservé dans de la glace.

11.9.4.6. Digestion enzymatique du plasmide

Les plasmides extraits contenaient l'insert d’ADN appropriée ont été vérifiés par une
digestion avec I'enzyme de restriction Eco Rl (Amersham) ; 10-15 pug d'ADN plasmidique ont
été incubées avec 1 pl tampon 10X H (Roche), 2 U EcoRl, (10 pl, le volume final de la
digestion) a 37°C pendant 1h30. La taille d'’ADN restreinte a été déterminée par
électrophorese dans un gel d'agarose a 1% de TAE. Le gel a été ensuite coloré par du
bromure d'éthidium (10 mg / ml). Les bandes ADN ont été observees sous un trans-
illuminateur UV.

Les tubes qui contenaient des plasmides portant I’insert de la protéine d'enveloppe du CTV,
confirmé par digestion enzymatique, ont été transférés dans de la glace a 37 ° C pendant
30min, puis 30 pl de PEG-NaCl (Annexe 5) a été ajouté, mis sur la glace pendant 1 h,
centrifugé a 14 000 rpm pendant 5 min, lavées par 100 pl de 70% d'éthanol froid aprés
élimination de la phase liquide, puis centrifugé a 14000 rpm pendant 5 min, et séchés

pendant 1 h dans la pompe a vide, le culot a été dissous dans 30 ul d'eau stérile.
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11.9.4.7. Amplification de I'ADN et la séquence du gene CP recombinant par PCR

Pour I’amplification de I'ADN recombinant et en utilisant les mémes amorces CTV1, CTV
10 avant 1’analyse par SSCP, et ce, afin de vérifier les propriétés génétiques des isolats de
CTV sélectionnés. Les colonies blanches ont été prélevées et ajoutées au mélange PCR, Les
clones des isolas étaient choisis et des séquences d’ADNc du plasmide recombinant sont
sélectionnées par séquencage automatique (Primm Société, Italie).

L'analyse des séquences et l'alignement ont été effectués en utilisant le logiciel BioEdit
(Hall, 1999). L'homologie avec d'autres séquences de CTV connues ont été déterminées avec
le programme BLAST (Altschul et al. 1990).

Les séquences ont été comparées a des séquences déja publiées sur le géne CP et présentes
dans la banque de génes GenBank: T30 (AF26065), M2 (AY190048), SY568 (AF01623),
ArgC269 (AY750771), Cal81 (AY995567),VT (U56902), la Jordanie (AY550252), Arg C257
(AY750757), Por 28C (AF184118), Qaha (AY340974), T36 (AY170468), 19-121
AF184114).

L'analyse génétique moléculaire évolutive version du logiciel MEGA 2.1 (Kumar et al.

2001), a permis le calcul des distances nucléotidiques entre les séquences.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Description des symptomes associes au virus de la Tristeza

Les symptdmes associés a la présence du CTV ont été observés dans la totalité des stations
visitées, avec une variation d’intensité, de type mais aussi de la dispersion, selon les sites. Les
symptdmes les plus fréquents observés sur les vergers prospectés, se caractérisaient par des
dépérissements partiels ou complets observés a Boufarikl Fig.60 , des symptdmes de nanisme
associes a plusieurs maladies virales et de type viral observes sur certains arbres agés (Fig.61)
, des problemes de décoloration du feuillage, feuilles en forme de cuillere, feuilles desséchées
et enroulées (Fig.62). La présence de pousses et des tiges en forme de balais de sorciere était
tres fréquent sur certains vergers (Fig.63) Enfin, lors de la récolte, une réduction des calibres
des fruits a été notée sur beaucoup d’arbres. Les symptomes sur le bois associés a certaines
souches du CTV n’ont pas été retrouvés, notamment le bois stri€.

La sévérité des symptomes observés peut varier selon plusieurs facteurs : la densité de la
population de pucerons, le facteur climat, la nature de la souche virale ainsi que le porte-
greffe et le cultivar. En effet, plus les pucerons sont présents en masse, plus le CTV, est plus
propagé, causant ainsi d’importants dommages, liés a la fois, a la présence du virus mais aussi
aux degats causes par les pucerons. Le climat demeure un facteur majeur dans la
dissémination de la Tristeza: la température favorable et des précipitations irréguliéres

favorisant la pullulation des pucerons et ainsi la propagation du virus.

Figure 60 : Dépérissement partiel et complet observé a Boufarik 1 (Larbi, 2009)
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AJ/Enroulement des jeunes pousses ; B/ Feuilles en forme de cuillére, C/Taches chlorotiques

Figure 61 : Symptdmes sur feuilles observés a Hadjout et Boufarik; (Larbi, 2012)

Figure 62. Nanisme observé sur certains arbres a Boufarik (Larbi, 2012).

Figure 63. Tiges en forme de balais de sorciére observées a Hadjout (Larbi, 2012)

Discussion

Le diagnostic symptomatologique nous a permis de constater un état sanitaire qui mérite
d’étre pris en charge, étant peu connu et peu maitrisé en mati¢re de connaissances de toutes

les maladies sévissant sur nos agrumes, et ce, malgré que beaucoup de maladies ont été
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signalées par Bové (1995), il y a plus de 50 ans, 1”’incidence et la présence de certaines

maladies restent peu connues également pour les ravageurs connus sur les agrumes.

La tristeza qui constitue actuellement un probléme majeur pour I’agrumiculture Algérienne
reste peu connue vu les taux d’infections enregistrés depuis les années 2000 et jusqu’a ce jour
au niveau de la Mitidja (travaux de recherches du département d’agronomie de [’université de
Blida, et a travers des prospections effectuées par (ITAFV, INPV et le CNCC), cependant le
manqgue de moyens pour la réalisation de prospections a grande échelle (est, ouest et centre)
sur la totalité des agrumes de 1’Algérie pour situer la présence de cette maladie ainsi que
I’étude des populations de pucerons vecteurs et du virus CTV reste a ces débuts.
Malheureusement la situation actuelle est délicate, malgré la présence de certification dans la
production de plants d’agrumes, mais il reste beaucoup de choses a faire pour prévenir les
problémes plus sérieux car tous les ingrédients sont présents pour I’apparition des épidémies
et l'introduction de souches séveres vu la présence du T. citricida dans le pourtour

méditerranéen.

Les résultats des prospections effectuées dans le cadre de recherche de symptdémes associés au
virus de la tristeza, ont permis de soulever de nombreuses anomalies observées sur le

feuillage, les branches ainsi que I’aspect général de I’arbre sans oublier le calibre des fruits.

Des arbres nains produisant des fruits de calibre réduit avec une faible production, des arbres
completement dépéris et parfois des desséchements partiels suite a des chloroses sur les tiges
et le feuillage, sont parmi les symp&tmes observés au champ qui peuvent étre associés a la
présence de virus de la tristeza (Guerri et al 1990 ; Bar- joseph et al., 2010), et sont similaires
avec ceux déja observés dans les travaux de Alloune, (2010), Bouafia, (2011) et Moudoud
(2012) dans la région de la Mitidja. Rappelant que les taux d’arbres affectés par la tristeza est

en hausse d’une année a ’autre.

111.2. Résultats de la collecte des populations de pucerons durant
les trois campagnes agrumicoles

Durant la collecte des pucerons, trois espéces vectrices du CTV ont été observées sur presque
la totalité des vergers prospectes, mais avec un pourcentage d’infestation variable d’un verger

a une autre. Il s’agit d’A. spiraecola, A. gossypii et T. aurantii.
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I11.2.1. Distribution des populations de pucerons dans les sites prospectés
Les résultats obtenus concernant la fréquence des pucerons rencontrés sur 1’ensemble des

exploitations ont montré une présence massive du puceron A. gossypii dans 1’ensemble des
vergers dont les fréquences ont atteint 85%, les deux autres pucerons ont également présenté
des fréquences importantes qui dépassent les 50% pour atteindre les 70% pour 1’espece A.

spiraecola et 40% jusqu’a 82% pour I’espéce T. aurantii (Fig.64).
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Figure 64. Distribution des populations de pucerons a travers les principaux sites prospectés

Discussion

A partir des prospections effectuées durant les trois campagnes agrumicoles sur différents
sites (exploitations privés et étatiques), en vue de connaitre la présence et la distribution de
populations de pucerons, et a la suite des résultats obtenus. Il s’est avérée que trois especes de
pucerons présentes sur nos agrumes ont été identifiées a savoir A. spiraecola, A. gossypii et T.
aurantii, seulement il faut souligner qu’il y a une certaine disparité dans la distribution des
populations de pucerons. L’etude des résulats montre une dominance de I’espéce A.gossypii
dans tous les sites prospectés sauf pour I’exploitation de Chebli ou I’espéce T.aurantii a été la
plus dominante avec 82%. Les symptdmes dominants dans les vergers ont été le jaunissement,
le desséchement et I’enroulement des feuilles, qui sont liés a la présence massive de
populations de pucerons, d’autres symptomes associés a la présence du virus de la tristeza ont
¢té observés et concernaient 1’aspect chlorotique des arbres , le rabougrissement des arbres,

des dépérissements et la réduction du calibre des fruits. Parmi les causes de cette présence
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importante des pucerons, le mauvais entretien des vergers et 1’absence de controle réguliers
des vergers. Cette présence affecte les agrumes d’abord d’une maniére directe sur les jeunes
feuilles des pousses d’été et d’automne avec dégats importants induisant des enroulements et
crispation des jeunes feuilles allant parfois jusqu’a la déformation des rameaux. Le
développement de la fumagine (Capnodium oleaginum) est souvent observé avec les
secrétions du miellat, ces problémes peuvent contribuer a 1’affaiblissement de 1’arbre .Tous
les pucerons sont des vecteurs potentiels du virus de la tristeza chez les agrumes. Certains
vergers privés visités durant les prospections étaient bien entretenus, la présence de pucerons
a ¢été quasi nulle, I’entretien des vergers avec la diminution des populations de pucerons

contribue a maintenir un état sanitaire satisfaisant qui assure une longeévité des arbres. Dans

I’ensemble les vergers sont mal entretenus, il y a présence abondante de mauvaises herbes

dans la majorité des vergers prospectés, selon les agrumiculteurs, 1’absence de main d’ceuvre,
et le non respect de I’itinéraire technique, sont parmi les causes, d’un mauvais état sanitaire,

par conséquent les arbres sont sujets aux attaques de différentes maladies et ravageurs.

111.2.2. Distribution des populations de pucerons par site prospecté

e Station expérimentale de l’institut d’agronomie de Blida : Au niveau de cette

station, sur 120 échantillons de feuilles collectés, les fréquences des trois espéces ont

été les suivantes : T.aurantii 60%, A.spiraecola 70% et A.gossypii 85% (Fig.65).
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Figure 65. Taux d’infestation des pucerons (Station expérimentale Univ.Blida)
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manifestaient par des crispations et

dominante a été A. gossypii 70%, A. spireacola (60%) suivi de T. aurantii (40%)

(Fig.66)

Exploitation Boufarik 2 (parc a bois) : les symptdmes observés sur le parc a bois se

enroulements des jeunes feuilles, parfois
déformations des rameaux quand 1’attaque est importante. La population aphidienne
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Figure 66.Taux d’infestation des pucerons (Boufarik2)

L’exploitation de Boufarik; : les symptdmes observés se sont les conséquences de
présence de pucerons tels que I’enroulement et crispation des feuilles, I’aspect de
feuilles en forme de cuillére parfois des desséchements de branches ont été observés.

Les populations de pucerons observées ont concerné : A. spiraecola 60%, A. gossypii

65% et T. aurantii 50% (Fig.67)
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Figure 67. Taux d’infestation des pucerons (Boufarik;)
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L’exploitation de Chebli : Durant la prospection, il a été observé des symptdmes

similaires a ceux décrits au niveau de 1’exploitation de Bainame de Boufarik 1 avec

une présence considérable des trois pucerons vecteurs: T.aurantii 82%, A.

spiraecola 70% et A.gossypii 65% (Fig.68).
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Figure 68. Taux d’infestation des pucerons (Chebli)

e L’exploitation de Mouzaia : les symptdmes dominants dans ce verger concernaient

les desséchements des branches, la forme en cuillére des feuilles, ces symptomes
pourraient étre associés au virus de la tristeza, par contre la présence de
I’enroulement, des déformations et des crispations foliaires étaient dus a la présence

massive des populations de pucerons avec les fréquences suivantes : 80% A.gossypii,
70% T.aurantii et 65 A.spireacola (Fig. 69).
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Figure 69. Taux d’infestation des pucerons (Mouzaia)

Discussion finale

La tristeza figure parmi les maladies les plus redoutables sur les agrumes disséminée par
différents pucerons connus sur les agrumes, entre autres, T. aurantii, A. spiraecola, T.citricida
etc. Considérant que certains pucerons vecteurs du CTV ont déja été répertoriés en Algérie (El
Ferran, 2003), (Bouafia, 2011), (Moudoud, 2012). La présente étude vise surtout a quantifier
la présence et I’incidence ainsi que les dégats engendrés par les pucerons identifiés sur les
agrumes. Il est a noter que T. auratii, A. spiraecola et A. gossypii, vecteurs du virus de la
tristeza retrouvés sur nos agrumes, peuvent devenir des parasites clés et peuvent disséminer
le virus de la tristeza, comme ce fut le cas des épidémies de tristeza survenues en Espagne par
I’espéce A. gossypii (Cambra et al., 2000).

[11.3. Résultats de ’analyse sérologique (DTBIA, ELISA) pour les
trois campagnes.

Les resultats des taux d’infections par le CTV des différents échantillons récoltés durant les

trois campagnes agrumicoles 2009/2012 par les deux techniques sérologiques (ELISA et
DTBIA) sont représentés dans le (Tab.9).
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Tableau 9. Taux d’infections par le CTV des différents échantillons récoltés durant les trois
campagnes agrumicoles 2009/2012 (ELISA et DTBIA)

Sites prospectes

Especes/variétés

Vergers Etatiques et privés

Groupe des orangiers

Navel
Valencia late
Double fine

Jaffa

Tarocco

Parcs a bois et vergers privés

Groupe des mandariniers

Satsuma
Clémentines

Mandarines
Citrons

Total

Grand total

111.3.1. Résultats des analyses par DTBIA (campagne agrumicole 2009/2010).

Sur une totalité d’environ 902 échantillons collectés sur 7 sites prospectés. Un nombre de 707
échantillons a été analysés par le test (DTBIA), selon le protocole établi par Garnsey et al.
(1993), pour la détection serologique du CTV, 173 se sont révélés positifs avec des taux
d’infection variable pour chaque site échantillonné (Fig. 70). Le taux d’infection global était
de 25,18%.
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Figure 70. Taux d’infection par le CTV dans les différents sites échantillonnés

Discussion

L’analyse du taux d’infection par le virus de la tristeza sur différents sites nous a permis de
confirmer une large distribution de la maladie sur les sites prospectés et la présence de 1’agent
causal a un taux ¢levé dans certains cas. Ces taux d’infection par le virus étaient différents
d’un site a un autre, c’est ainsi que 1’exploitation 2 (Boufarikl) a enregistré le taux le plus
éleveé, (70,73%), suivie par I’exploitation 6 (Mouzaia) (46.66%), 1’exploitation 5 et 3
(Boufarik 2 et Chebli), qui ont enregistré presque le méme taux d’infection (plus de 30%), et
enfin ’exploitation 1 et 7 (Blida et Hadjout) qui ont enregistré le plus faible taux d’infection

dépassant les 6%.

D’apres la distribution de la maladie dans les sites prospectés il y a lieu de souligner que
toutes les exploitations sont situées dans une zone trés proche I’une de 1’autre (entre 5 et 20
km) dans la zone de la Mitidja (wilaya de Blida), dont Université de Blida, Guerouaw, Chiffa,
Boufarik différentes localités et une exploitation (Mouzaia) dans la wilaya de Tipaza .

Vu I'importance des symptomes observés sur I’ensemble des vergers échantillonnés et vu

I’ampleur des taux d’infections enregistrés dans les différentes exploitations, certaines
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exploitations ont été étudiées individuellement afin de connaitre le taux d’infection relatif aux

espéces et variétés (Fig. 67 et Fig.68).

B Exemples sur certaines exploitations (taux d’infestation par espéeces)

e Exploitation 1 (Station expérimentale de I’institut d’agronomie de Blida) : le test de
DTBIA a été realise sur 33 échantillons (variété Thomson navel) collectés, 2 échantillons
se sont révélés positifs, atteignant un taux d’infection de 6,06%. Les résultats de ce test
ont confirmé les observations des symptémes associés a la tristeza sur certains arbres de

cette exploitation.

e L’exploitation 2 (Boufarik;): le test de DTBIA a été réalisé sur 82 échantillons collectés
(variété mandarine), 58 échantillons ont réagi positivement, le taux d’infection a été de
70,73%. Ce qui confirme les symptémes observes sur terrain (feuille en cuillere,

desséchement des branches et mort totale de I’arbre).

e L’exploitation 3 (Chebli) : le test de DTBIA a été réalisé sur 54 échantillons récoltés
(variété Clémentine), 17 échantillons se sont révélés positifs, avec un taux d’infection de

31,48%, ce qui confirme les symptémes observes sur terrain. .

e L’exploitation 4 Guerouaw (Soumaa): le test de DTBIA a été réalisé sur 68
échantillons récoltés, 6 échantillons se sont révelés positifs (Thomson et W. navel), avec

un taux d’infection de 8,82%.

e L’exploitation 5 de Boufarik 2 (parc a bois): le test de DTBIA a été réalisé sur 171
échantillons récoltés avec différentes espéces (W. navel, Satsuma, Salustiana,
Pamplemoussier, Tarocco), 64 échantillons se sont révélés positifs, avec un taux
d’infection de 37,42% (Fig. 71). Cinq variétés sont représentees dans les resultats du test
DTBIA avec des taux différents.
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Figure 71. Taux d’infection par le CTV de différentes espéces Boufarik; (Exploitation 5)

Discussion

L’exploitation de Boufarik, a enregistré un taux d’infection élevé avec le mandarinier
Satsuma (63.04%), suivie par W.navel et le pamplemoussier avec 37.34% et 26.66 %

respectivement. Par contre, les deux variétés de mandarinier (Tarocco et Salustiana) ont été

négatives.

e L’exploitation 6 Mouzaia : le test de DTBIA a été réalisé sur 15 échantillons testés
avec les variétés (Thomson, Portugaise, W .navel), 7 échantillons se sont révélés positifs
au CTV. Cette exploitation a présenté un taux d’infection de 46 ,66%.

e L’exploitation 7 Semiani (Hadjout) : le test de DTBIA a été réalisé sur 284 échantillons

avec les espéces/variétés suivantes (Clémentinier, Citronnier, Double fine améliorée,

Valencia late, W. navel) testés, 19 échantillons ont répondu positif au CTV. Cette

exploitation a présenté un taux d’infection de 6,59% (Fig. 72).
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Figure 72. Taux d’infection par le CTV de différentes espéces Hadjout (Exploitation 7)

Discussion

L analyse des taux d’infection des especes et variétés de I’exploitation de Hadjout a montré
un pourcentage élevé d’infection avec ’espéce d’orangier variété Double fine (30%), le
clémentinier et le citronnier ont enregistré presque le méme taux d’infection au environ du

6%, enfin les variétés Valencia late et W.navel ont été négatifs.

111.3.2. Résultats du test DTBIA (campagne agrumicole 2010-2011)

Pendant cette campagne 982 échantillons ont été prélevés et testés par la technique
sérologique DTBIA, les échantillons ont été prélevés de deux sites (Boufarik 2 et Soumaa).
Sur les 982 échantillons testés, 247 ont réagit positivement au CTV, avec un taux d’infection
global de 25.15% (Fig.73).Les résultats de I’analyse ont révélé la présence du virus de la
tristeza avec des taux d’infection élevés d’une espéce ou/variété a 1’autre .Le taux le plus
¢levé a été obtenu, d’abord avec le groupe des mandariniers, ou le mandarinier commun a
enregistré (75%), suivi par Tarocco (53.01%) et la satsuma avec un taux avoisinant les 20%.

Le groupe des navels a également présenté des taux d’infection importants 23.18% pour
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W.navel et 29.18% pour T.navel .Enfin le taux le plus bas a été obtenu avec le clémentinier
(1.42%).

Nbre échantillons  H Echantillons positifs Taux d'infection
300 A 276
233
250 A 210
200 A
150 =
100 o 7
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Figure 73. Taux d’infection par le CTV des espéces ou/variétés (Boufarik, et Soumaa ).

111.3.3. Résultats du test DTBIA (campagne agrumicole 2011-2012)

Sur les 309 échantillons testés par DTBIA, 57 ont réagit positivement au CTV, avec un taux
d’infection global de 21.59% (Fig.74).
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Figure 74.Taux d’infection par le CTV dans les différents sites prospectés
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Discussion

L’analyse du taux d’infection par le virus de la tristeza sur les différents sites prospectés et

échantillonnés durant la campagne agrumicole 2011-2012, nous a permis de confirmer une

large distribution de la maladie avec des taux élevés dans certaines exploitations et sur

certaines variétés, sauf pour le matériel analysé au niveau de 1’exploitation 03, ou les tests ont

été négatifs, s’agissant de matériel de base conservé sous serre a ’ITAFV. L’exploitation 06

et 05, ont montré des taux d’infection les plus élevés avec les variétés (T. navel et Jaffa), avec

58% et 48% respectivement, cela confirme les résultats d’analyses effectués dans les années

précédentes sur les mémes sites (EI Ferran,2003), (Moudoud,2012), également pour les

exploitations 01, 02 et 04, les taux sont faibles, mais c’est toujours relatif vu le nombre

d’échantillons prélevés.

B Exemples d’infection du CTV par especes dans les sites prospectés

Exploitation 01 (Univ.agronomie) : le test de DTBIA a éte réalisé sur 32 échantillons
variété (Thomson navel) collectés, 1 échantillon s’est révélé positif, atteignant un taux
d’infection de 3%.(Fig.75). Les résultats de ce test ont confirmé les observations des
symptomes associés a la tristeza sur certains arbres de cette exploitation.

Exploitation 02 (Guerouaw) : le test de DTBIA a été réalisé sur 83 échantillons
variété (W. navel) collectés, 10 échantillons se sont révélés positifs, atteignant un taux
d’infection de 12% (Fig.75). Les résultats de ce test ont confirmé les observations des

symptdmes associés a la tristeza sur certains arbres de cette exploitation.

Exploitation 03 (ITAFVsiege) : le test de DTBIA a été réalisé sur 5 échantillons
différentes variétés collectés, aucun échantillon n’a réagit au test DTBIA. Les résultats
de ce test ont confirmé 1’absence d’infection sur le matériel échantillonné s’agissant de

matériel de base conservé sous serre (Fig. 75).

Exploitation 04 (Semiani Hadjout) : le test de DTBIA a été réalisé sur 46
échantillons variété (W. navel) collectés, 1 échantillon s’est révélé positif, atteignant
un taux d’infection de 2,17% (Fig.75).Les résultats de ce test ont confirmé les
observations des symptomes associés a la tristeza sur certains arbres de cette

exploitation.
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e Exploitation 05 (Mouzaia) : le test de DTBIA a été réalisé sur 126 échantillons
variété (T. navel), 57 échantillons se sont révélés positifs, atteignant un taux
d’infection de 45.5%. Les résultats de ce test ont confirmé les observations des
symptdmes associés a la tristeza sur certains arbres de cette exploitation (Fig.75).

e Exploitation 06 (Boufariky) : le test de DTBIA a été réalisé sur 17 échantillons
variété (Jaffa), 10 échantillons se sont révélés positifs, atteignant un taux d’infection
de 58%. Les résultats de ce test ont confirmé les observations des symptdmes associes

a la tristeza sur certains arbres de cette exploitation (Fig. 75).
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Figure 75. Taux d’infection par le CTV et par espéces dans les sites prospectés
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Discussion

Le virus du CTV a éteé detecté dans la plupart des vergers prospectés pendant la campagne
agrumicole 2012, a I’exception (parc a bois ITAFV siége) s’agissant d’un matériel végétal
catégorie base. L’incidence de la maladie est représentée par des taux d’infection compris
entre 2% et 58%. Les exploitations les plus infectées, sont les exploitations (5 et 6) Mouzaia
et Boufarik 2, qui ont enregistré respectivement des taux d’infections de 46% et 58%, pour les
variété T. navel avec la variété Jaffa.Les résultats d’analyse par le test DTBIA ont confirmé

les observations symptomatologiques.

Discussion générale sur la détection sérologique par DTBIA durant les trois campagnes
Les résultats du test sérologique DTBIA effectués durant les trois campagnes sur toutes les
exploitations révelent des taux d’infection élevés par le virus du CTV, et ce, pour la majorité
des espéces et des cultivars, certaines especes sont tres touchées par cette maladie notamment
le mandarinier, le clémentinier et 1’oranger avec toutes les variétés.

Durant I’année (2009/2010) I’exploitation Boufarikl a été¢ la plus touchée par le CTV avec
un taux d’infection est de 70,73% obtenu avec le (mandarinier), Suivi par 1’exploitation
Boufarik 2 (parc & bois), qui a enregistré un taux d’infection élevé avec le mandarinier
Satsuma (63.04%), suivie par W. navel et le pamplemoussier avec 37.34% et 26.66 %
respectivement. Par contre les deux variétés de mandarinier Tarocco et Salustiana ont été
négatifs. Au niveau de I’exploitation Mouzaia, 1’orangier Washington navel a enregistré un
taux d’infection de 46,66%, suivi par la variété Clémentine de I’exploitation de Chebli qui a
enregistré un taux d’infection de 31,48%. Concernant les autres exploitations Blida (Univ.),
Hadjout et Soumaa , le taux d’infection a été relativement faible allant de 6.06, 6, 59, et 8,82
respectivement. Pour la campagne 2010/2011, et sur plus de 900 échantillons toutes espéces
ou/variété confondues récoltées a partir de deux sites dans la méme zone (Boufarik), les
résultats sont toujours positifs au virus de la tristeza et les taux d’infection sont élevés pour
I’ensemble d’espéces et de variétés, le groupe des mandariniers vient en téte avec (75%,
53.01% et 18.57%), suivi par le groupe des navels avec plus de 20%.

Durant 2012, les résultats ont révélé des taux toujours élevés avec 1’exploitation (Boufarik 2
parc a bois) ou I’oranger Jaffa a enregistré 58%, suivi par un autre taux d’infection important
45.5%, obtenu avec la variét¢é Thomson navel au niveau de 1’exploitation de Mouzaia.

Concernant 1’aspect variétal, toutes les variétés testées ont montré une certaine sensibilité au
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virus de la tristeza. Cette sensibilité est accentuée a travers I’association des cultivars avec le
porte-greffe Citrus aurantium (bigaradier) et probablement 1’efficacité dans la transmission
du virus par les pucerons.

D’autres aspects ont été pris en considération pour analyser cette situation, ces aspects sont en
relation avec le matériel végétal, son origine, 1’age de plantation, le porte-greffe, la conduite
des vergers a travers ’entretien et la vigilance vis-a-vis de cette maladie avec la présence de
vecteurs du CTV. Suite aux informations obtenues durant les prospections et
I’échantillonnage effectués sur des nouvelles plantations ainsi que sur des vergers agés dans la
zone de la Mitidja (Blida, Tipaza), I’analyse a montré que dans 1’ensemble I’entretien des
vergers n’est pas rigoureusement bien appliqué.

Le bigaradier est malheureusement le seul porte greffe sur lequel sont greffées les arbres dans
I’ensemble des plantations, quant a I’origine du matériel végétal, c’est toujours la méme
origine (matériel de propagation de Boufarik).Cependant, la dissémination de la maladie
laisse soupgonner I’implication de toutes ces données, des plantations dgées et de nouvelles
plantations conduites sur le bigaradier sont toutes touchées par la tristeza , 1’origine du
matériel est le méme, la présence des pucerons vecteurs et le manque de contrdle ont

contribué sans doute a cette situation.

111.3.4. Résultats du test DAS-ELISA

Disposant d’un kit Elisa pour le contrdle du CTV, plus de 400 échantillons ont été analysés au
laboratoire de virologie du département d’agronomie (Univ.Blida) par la technique
sérologique DAS-ELISA. Les résultats du test ont révélé 97 échantillons positifs au virus de
la tristeza, enregistrant ainsi un taux d’infection global de 24,25%. Les taux d’infection

étaient variables dans chaque site (Fig.76).
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Figure 76.Taux d’infection (CTV) par ELISA dans les différents sites échantillonnés

Discussion

Les résultats ont montré que le CTV est détecté dans la plupart des exploitations prospectées
et échantillonnés. L’incidence du CTV varie entre 2 ,94% a 70%.

Des taux sont différents d’une espéce ou/variété a l’autre. La maladie est présente cela
confirme encore les résultats obtenus par la technique sérologique DTBIA. Vu I’importance
des symptomes observés sur I’ensemble des vergers échantillonnés et vu ’ampleur des taux
d’infections enregistrés dans les différentes exploitations, certaines stations ont été étudiées

pour illustrer les taux d’infection relatifs aux espéces et variétés (Boufarik2 et Hadjout).
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B Résultats du test ELISA (Exemples exploitations)

e La station expérimentale de Dinstitut d’agronomie de Blida : le test de DAS-
ELISA a été effectué sur 16 échantillons collectés, 1 échantillon s’est révélé positif.
Les résultats de ce test ont confirmé les observations des symptomes et le taux
d’infection est de 6,25%.

e [L’exploitation 01 (Boufarik;) : le test de DAS-ELISA a été effectué sur40 échantillons
collectés, 28 échantillons ont été positifs. Les résultats de ce test ont confirmé les

observations des symptdmes et le taux d’infection est de 70%.

e L’exploitation 02 (Chebli) : le test de DAS-ELISA a été effectué sur27 échantillons
collectés, 05 échantillons ont été positifs. Les résultats de ce test ont confirmé les

observations des symptomes et le taux d’infection est de 18.51%.

e L’exploitation 03 (Soumaa): le test de DAS-ELISA a été effectué sur 34
¢chantillons collectés, 01 échantillon a été positif avec un taux d’infection est de

2.94%

e L’exploitation 04 (Boufarik;): le test de DAS-ELISA a été effectué sur 128
échantillons collectés, 46 échantillons ont été positifs. Les résultats de ce test ont

confirmé les observations des symptomes et le taux d’infection est de 35.93%

(Fig.77).
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Figure 77. Taux d’infection (CTV) par ELISA de différentes especes (Boufarik )
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L’analyse des résultats sur 1’exploitation de Boufarik, montre que trois espéces ont affiché
des taux d’infection élevés, d’abord avec la Satsuma avec plus de 54%, suivie par I’espéce
W.navel 37.50% et le Pamplemoussier avec plus de 26%.Des résultats négatifs ont été

obtenus avec Salustiana et Tarocco.

e L’exploitation 05 (Mouzaia): le test de DAS-ELISA a été effectué sur 15
échantillons collectés, 07 échantillons ont été positifs. Les résultats de ce test ont

confirmé les observations des symptomes et le taux d’infection est de 46.66%

e L’exploitation 06 (Hadjout): le test de DAS-ELISA a été effectue sur 140
échantillons collectés, 10 échantillons ont été positifs. Les résultats de ce test ont

confirmé les observations des symptomes et le taux d’infection est de 7.14% (Fig.78).
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Figure 78. Taux d’infection (CTV) par ELISA de différentes espéces (Hadjout)

L’analyse des résultats des pourcentages d’infection de la sation de Hadjout a montré un taux
trés €levé pour 1’espece oranger Double fine (36.36%), le clémentinier et le citronnier ont
affiché des taux similaires entre 5 et plus de 6%.L’oranger Valencia late et W.navel ont été

négatifs.
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Discussion

Les résultats du test ELISA ont montré que 1’exploitation de Boufarik; est la plus touchée par
cette maladie avec un taux d’infection de 70% sur mandarinier, ensuite le parc a bois de
Boufarik, ou la variété Satsuma est la plus atteinte par le CTV par rapport aux autres varietés
testées dans cette exploitation avec un taux d’infection de 54,34%, suivi par I’exploitation de
Mouzaia ou ’orangier W. navel a enregistré un taux d’infection de 46,66%, suivi par la
variété double fine de 1’exploitation de Hadjout avec un taux d’infection de 36,36% et enfin
la variété Clémentine avec un taux d’infection de 18,51% au niveau de I’exploitation de
Chebli. Les autres exploitations ont présenté un taux d’infection relativement faible par
rapport aux autres exploitations Soumaa (2,94%) et station expérimentale de [D’institut

d’agronomie de Blida (6,25%).
Discussion finale sur la détection sérologique ELISA /DTBIA

Le CTV est constitué d’une mixture de souches biologiquement et genétiquement diverse et
peut causer différentes anomalies comme il peut ne pas manifester des symptémes. Cet aspect
dépend de plusieurs facteurs tels que la virulence des souches, (séveres et atténuées), le
cultivar et le porte greffe, le vecteur et les conditions environnementales. Il est intéressant de
signaler que la maladie était diffuse dans la zone prospectée, que ce soit dans les vergers
commerciaux, ou ceux gérés par les structures étatiques, mais le plus grave reste la présence
de quelques cas détectés sur les vergers ou est collecté le matériel de propagation (parc a bois
Boufariky).

La prospection effectuée sur plus de 2000 échantillons a montré un taux d’infection de
25.6%. La majeure partie des especes/variétes testées se sont avérées infectées par le virus

avec des taux d’infection qui différe d’une variété/clone a 1’autre.

Le taux d’infection élevé par le virus de la tristeza enregistré dans la région de la Mitidja
serait di probablement & I’utilisation de matériel de propagation déja infecté a 1’origine,
considérant que la majorité des pépiniéres d’agrumes se trouvent dans cette zone et egalement
a la présence de plusieurs especes de pucerons-vecteurs. D’autre part, les symptomes évidents
de dépérissement qui sont associés a la maladie seraient dus aux arbres greffés sur le porte
greffe bigaradier, sensibles au CTV. L'incidence réelle de la Tristeza dans la région de la

Mitidja n'a jamais été définie avec précision, mais ce taux d’infection enregistré dans
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plusieurs exploitations et la rapidité dans la dissémination de cette maladie depuis le début des

années 2000, confirme la présence de vecteurs efficaces du virus de la tristeza.

111.4. Efficacité de diagnostic entre le test DTBIA et DAS-ELISA

Les méthodes sérologiques sont largement utilisées pour la détection du virus de la Tristeza
(CTV). De nombreux fabricants proposent des sérums et kits de détection du CTV. La plupart
d’entre eux sont des sérums polyclonaux. Il existe aussi des sérums monoclonaux, notamment
celui produit par Ingenasa qui a valeur de référence. L immunoempreinte ou DTBIA est une
technique dérivée de ’ELISA qui permet de révéler sur membrane des empreintes de tissus
végétaux realisées directement au champ. Une des conditions de sa réussite est la bonne
répartition du virus dans la plante. Sa rapidité et sa simplicité de mise en ceuvre font qu’elle
est tres largement utilisée dans les programmes de surveillance du CTV (Ribouchon et
Thermoz (2009). Les résultats obtenus par la technique sérologique Elisa confirme ceux
obtenus par la technique sérologique DTBIA, seulement 1’objectif était de vérifier 1’efficacité
des deux techniques. Suite aux résultats mentionnés dans le tableau ci-dessous (Tab.10) ,
certains échantillons qui n’ont pas réagit a la DAS-ELISA, se sont montrés positifs avec la
techniqgue DTBIA (annexe 6), par conséquent, les résultats d’analyse montrent que la
technique DTBIA est plus sensible et rapide dans 1’exécution de I’analyse, en plus, elle
présente d’autres avantages, elle ne nécessite aucune préparation ou extraction de
I'échantillon, la préparation des échantillons peut se faire directement en plein champ
(Garnsey et al., 1993 ;Cambra et al., 2000b).La méthode DTBIA est effectuée par plusieurs
empreintes faites singuliérement sur la membrane alors que pour ELISA on extrait un
échantillon mixte qui pourrait avoir un effet de dilution ,surtout que, le virus n’est pas
distribué en homogénéité sur I’arbre.La DTBIA constitue un outil de detection massale du

virus de la tristeza (CTV) avec des couts de réalisation qui sont inférieurs a ceux de ’ELISA.
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Tableau 10. Résultats de comparaison entre DTBIA et DAS-ELISA

Sites prospectés ELISA DTBIA
Especes/variétés
Hadjout Citronnier Négatif positif
E39

Mandarinier Négatif Positif
BFK 1 E25
E26
E32
E33
Clémentinier Négatif Positif
E2
E22
W. navel Négatif Positif
E36
E37

111.5. Identification biologique et efficacité de la transmission par
pucerons vecteurs (plantes herbacés et ligneuses).

I11.5.1. Transmission par pucerons sur plantes herbacés

Les feuilles des plantules de pois variété Kelvedon inoculées par les pucerons (Fig.79), ont

extériorisé des symptomes d’enroulement des feuilles, des taches foncées et un nanisme
(Tab.11).

Tableau 11. Résultats de la transmission par pucerons sur les plantules de pois.

Vergers Variétés Espeéces aphides Symptdmes sur pois Réaction DAS-
ELISA
.F. +

T. navel A. citricola Elt F, T.F, N
(Univ.Blida) station T. aurantii Elt F, T.F, N -
d’agronomie Aphis gosstpii Elt F.; T.F.,N +
Boufarik, Satsuma A.citricola Elt F., T.F., N -
T.aurantii Elt F.;T.F., N +

Pamplemousse A. gosypii Elt F.; T.F., N
+
Boufarik; Mandarine A.citricola Elt F, T.F., N -
T.aurantii Elt F.; T.F., N +
A. gossypii Elt F.; T.F., N +

Mouzaia Thomson A. citricola Elt f, T.F.,N +
T. aurantii Elt F.; T.F, N +
A. gossypii Elt F; T.F., N +

Elt F. : enroulement foliaire, T. F. : taches foncées sur feuilles, N : Nanisme, + : Présence
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Figure 79. Inoculation par pucerons sur plantules de pois (serre du lab.de virol.Univ.Blida)

Discussion

La transmission du virus de la tristeza sur plantes herbacées a été étudiée par (Muller et al.,
1974). L’espece Passiflora gracilis pourrait contenir le virus de la tristeza des citrus et induire
des symptdmes frappants. La CTV a été transmis par T. citricida d'agrumes infectés a P.
gracilis. Les chercheurs ont essayé la transmission vectorielle de CTV a de nombreuses
mauvaises herbes, mais ont constaté que seul Passiflora pourrait étre infecté. lls ont
également constaté que les isolats séveres de CTV tuent habituellement des plantes de
Passiflora gracilis.Peu de travaux ont été réalisés sur la transmission du virus sur plantes

herbacées.

Les résultats de la transmission biologique du CTV de différentes espéces et variétés
d’agrumes par les pucerons-vecteurs sur les plantules de pois au niveau de la serre de
virologie (Univ.Blida), ont montré une sensibilité de la plante indicatrice a la transmission du
virus par les pucerons .Les résultats de DAS-ELISA obtenus sur les échantillons de feuilles de
ces plantules permettent de conclure que les trois espéces de pucerons sont toutes efficaces
dans la transmission des particules virales du CTV et cela confirme encore les résultats de la

détection du virus par les tests sérologiques DTBIA et ELISA.Ces résultats méritent d’étre
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expoités pour une étude plus profonde mettant en comparaison les résultats d’autres

chercheurs dans ce domaine.
111.5.2. Transmission par pucerons sur plantes ligneuses

Environ 200 plants de lime mexicaine et de bigaradier ont été inoculés par des pucerons
(A.gossypii, T.aurantii et A.spiraecola).Aprés quelques mois depuis 1’inoculation, certains
symptdmes ont été observés sur les deux especes, entre desséchement et I’éclaircissement des
nervures observes sur quelques plants de la lime mexicaine. Les plants inoculés ont été
analyses par la DAS-ELISA, 35% des échantillons ont été positifs au virus de la tristeza. La
comparaison de 1’efficacité de transmission entre les trois espéces de pucerons sur deux
especes d’agrumes inoculées, montre que la lime mexicaine présente des taux d’infection plus
élevés avec A. gossypii par rapport aux deux autres especes de puceron (A.gossypii 68 %,
A.spiraecola 35%, T.aurantii 55%), les mémes observations ont été faites sur le bigaradier qui
montre des taux d’infection un peu moins élevés que ceux obtenus chez la lime mexicaine,
mais c’est toujours A. gossypii qui montre des résultats de transmission plus élevés
(A.gossypii  65%, A.spiraecola 30%, T.aurantii 50%) (Fig.80). Les résulats obtenus

confirment ceux obtenus dans les travaux (El-Ferran, 2003).

70% | 63% Pt

60% - 5%

50% -
0% % B Aphis gossypii
b -

Aphis spiraecola
30% - ..
Toxoptera aurantii
20% -

10% -

0% T .
Bigaradier Lime mexicaine

Figure 80. Efficacité de la transmission des pucerons sur le bigaradier et la lime mexicaine
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111.6. Caractérisation biologique

Les sources sélectionnées pour 1’indexage biologique au nombre de 39, sont représentées au
niveau du tableau (Tab.12), deux mois apres inoculation, 1’observation des symptomes a été
effectuée a partir de la troisieme semaine apres inoculation. Les symptémes potentiels a
observer étaient 1’éclaircissement de nervures, la forme en cuillére des feuilles, le bois strié et

le nanisme, spécifiques au virus de la Tristeza.

Les observations faites, ont montré un éclaircissement des nervures et une forme de cuillére
sur les feuilles des plantules de la lime mexicaine (Fig.81let Fig.82). Cependant aucun
symptome de bois strié ou autres symptomes de formes séveres n’ont été observé apres plus

de 6 mois de I’inoculation sur les autres indicateurs ligneux spécifiques pour la souche du bois

strié (Tab.12).

Tableau 12. Résultats de la caractérisation biologique de 39 sources sélectionnées

Sources Lime Oranger Mme | Bigaradier | Ducan grape

mexicaine Vinous (semis) fruit
(semis) (semis (Semis)

Orangier doux

-Oranger navel EN+F C Négatif Négatif Négatif
-Oranger Jaffa EN+FC

-Oranger Tarocco

Mandarinier

-Satsuma EN+FC

-Clementine EN+FC Négatif Négatif Négatif
EN+FC

E N : éclaircissement des nervures ; FC : Forme en cuillére
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Figure 81. Plants de lime mexicaine indexés sous serre IAM Bari (Larbi, 2012).

Figure 82. Eclaircissement de nervures et feuilles en forme en cuillére IAM Bari (Larbi, 2012)

11.7. Répartition spatiale de la Tristeza sur certains vergers

prospectés

Durant nos prospections sur I’ensemble des vergers échantillonnés et suite aux résultats
d’analyses sérologiques obtenues avec des taux d’infection élevés par le CTV, des
représentations montrant la localisation des sujets positifs dans le verger, ont été réalisées sur
certains vergers échantillonnés durant la campagne 2010, permettant d’analyser la

dissemination de la maladie sur certains vergers prospectés.
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En se basant sur les travaux de (Yokomi,2005) sur la transmissibilité du virus de la tristeza
par les deux vecteurs connus dans la dissémination de la maladie dans le monde a savoir T.
citricida et A. gossypii (Fig.83), ces résultats pourront aider d’apporter une analyse

préliminaire sur le mode de dissémination de la tristeza dans les vergers prospectés.

CTV déssimineé parles pucerons
-
V7

) A. gossypii
LCitﬂ'CdeS

=

Figure 83. Incidence spatiale de vecteurs migrateurs et colonisateurs (Yokomi, 2005).

L’interprétation de ces deux figures permettra d’étudier la répartition de la maladie (localisée
ou diffuse) sur la totalité du verger prospecté et de déduire le type de puceron qui sévit dans la
région a travers 1’étude de son vol dans I’espace. Ces informations permettront de connaitre
I’efficacité du vecteur dans la transmission du CTV a travers le calcul des taux d’infections
d’une année a ’autre et de déduire la progression de la maladie dans le verger étudié ainsi
qu’au niveau des vergers avoisinants. Cette étude permettra de cerner le probleme de la

tristeza et de prendre les mesures nécessaires pour stopper et éradiquer la maladie. La
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répartition de la maladie dans quelques vergers prospectés est representée par figures (84-85-
86-87-88-89-90-91).

|
B

6

Figure 84. Répartition spatiale de la maladie sur le verger de Boufarik

NB. La légende de I’ensemble des figures de la répartition spatiale de la maladie

Les plants échantillonnés et testées
Les plants non échantillonnés

Les plants testes positifs
Les arbres de bigaradier
Les arbres manquent
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o
|

Figure 85. Réparttion spatiale de la maladie sur le verger d’agronomie (Thomson)

" ARRARRN r:

Figure 86. Répartition de la maladie sur le verger Parc a bois (Boufarik ;) W.navel
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Figure 87. Répartition de la maladie sur le verger de Hadjout (Double fine)
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Figure 88. Répartition de la maladie sur le verger de Hadjout (Clémentine)
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Figure 89. Reépartition de la maladie sur le verger de Hadjout (Citronnier)
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Figure 90. Répartition de la maladie sur le verger de Chebli

Figure 91. Répartition de la maladie sur le verger de Soumaa

E]lllill
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Discussion sur la répartition spatiale de la tristeza sur certains vergers prospectés

Selon la répartition de la maladie sur les différents vergers prospectés et en se basant sur la
méthode d’échantillonnage suivie et la localisation des plants positifs sur le dispositif, il
s’avére que la maladie est présente sur I’ensemble des vergers avec toutes les especes et
variétés d’agrumes, cela confirme les travaux (El-Ferran 2003), (Bouafia, 2011), (Moudoud
2010), (Guetouche, 2012),(Belkahla et al.2013), qui avaient déja signalé une présence plus ou
moins importante d’arbres infectés par le CTV, dans divers sites agrumicoles dans la zone de
la Mitidja. Le taux d’infection par le virus de la tristeza oscillait entre 20 et 39% sur les
différents sites échantillonnés. Concernant les pucerons M. persicae, T. aurantii, A.
spiraecola, A. gossypii, A .craccivora, ont été identifiés et cités dans plusieurs travaux entre
autres, ceux de de Bouafia (2011). Les résultats obtenus sur la présence du virus de la tristeza
et I’augmentation de I’infection durant ces derniéres années expliquent la gravité du probléme

accentué par les vecteurs pucerons.

Concernant la répartition spatiale de la maladie, cette distribution est grégaire autour des
arbres, mais des études plus poussées en analysant 100% des arbres pourront éclaircir les

choses concernant le vol des pucerons et la dissémination de la maladie.
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111.8. Caractérisation moléculaire

111.8.1. Transcription inverse-polymérase chaine réaction RT-PCR

Les acides nucléiques totaux ont été analysés pour les 25 échantillons sélectionnés, a travers
Iutilisation du Kit RNeasy® Plant, Qiagen. La migration des produits amplifiés par
’utilisation de 1’amorce T36 CP mise en évidence sur un gel de d’agarosel% a montré
clairement des fragments approximativement de 672 bp correspondant au gene de la protéine

capsidiale du virus de la Tristeza (Fig.92).

+ R D s + o+ + o+
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

N S ya—

20 21 22 2324 25 w - + +

Figure 92. Gel de I’électrophorése du produit RT-PCR des isolats du CTV

Discussion :

Les échantillons positifs de la RT-PCR (3,5,6,8,9,10,11,12,14,15,17,19,20,21,22,23) sur le gel
d’électrophorése sont représentés par une seule variété W. navel de 1’exploitation (Eurl
Reguiegue Boufarik 2) parc a bois. Les échantillons négatifs (1, 2, 4, 7, 16,18, 24,25),
appartiennent a la variété T. navel et W.navel (Exploitation Univ.Blida et Boufarik2). Les
résultats de la RT-PCR vérifient bien et confirment les résultats positifs du test DTBIA, DAS-

ELISA, la transmission mécanique, et par greffage d’inoculation.
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111.8.2. Résultats de I’analyse du polymorphisme de conformation simple brin
(SSCP)

Une évaluation préliminaire de la variabilité de la séquence du gene de la protéine capsidiale
a été effectuée par I’analyse SSCP. Les produits de la RT-PCR amplifiés a partir de la
protéine capsidiale du géne des 17 isolats_sélectionnés provenant du méme site exploitation
Boufarik2 représentés par I’espeéce oranger variété W. navel, ont été¢ dénaturés et analysés par
SSCP sur un gel non dénaturant de polyacrylamide. Des bandes similaires ont été observées

pour les 17 isolats testés (Fig.93).

e - - — - - « -
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Figure 93. SSCP Migration sur gel polyacrylamide non dénaturant 8%

111.8.3. La reverse transcription polymérase chaine réaction RT-PCR

Les acides nucléiques totaux ont été analysés pour les 30 échantillons sélectionnés (Fig.94) a
travers I’utilisation du Kit RNeasy" Plant, Qiagen. La migration des produits amplifiés par
’utilisation de I’amorce T36 CP mise en évidence sur un gel de d’agarosel% a montré
clairement des fragments approximativement de 672 bp correspondant au géne de la protéine
capsidiale du virus de la Tristeza (Fig.82). Les positifs RT-PCR (1, 3, 9, 11, 14, 26, 27,30) sur
le gel d’¢lectrophorése sont représentés par les especes /variétés suivantes: 1 Satsuma, 3
Tarocco, 9 Satsuma, 11 Satsuma, 14 Clementinier, 26 clementinier, 27 Tarocco, 30 T.navel
(Univ.Blida).
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Figure 94. Gel de 1’¢électrophorése du produit RT-PCR des isolats du CTV

111.8.4. Résultats de I’analyse du polymorphisme de conformation simple brin
(SSCP)

Une évaluation de la variabilité de la séquence du géne de la protéine capsidiale a été
effectuée par I’analyse SSCP. Les produits de la RT-PCR amplifiés a partir de la protéine
capsidiale du gene des 08 isolats_sélectionnés provenant de deux sites différents dont 06
isolats représentés par les variétes suivantes (3 Satsuma,2 Tarocco, 2 Clémentinier) de
I’exploitation de Boufarik2 ( parc a bois) et un isolat représenté par une seule variété T. navel
de I’exploitation de 1’Université de Blida , ont été dénaturés et analysés par SSCP sur un gel
non dénaturant de polyacrylamide. Des bandes similaires ont été observées pour les 8 isolats

testés.
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Figure 95. SSCP Migration sur gel polyacrylamide non dénaturant 8%

L’analyse du polymorphisme de conformation simple brin des souches isolées du CTV a
montré que les distances de migration dans le gel sont identiques, cela explique la similitude

dans les séquences du gene de la capside (Fig.95).

La comparaison des résultats des différents positifs avec la migration sur le gel
polyacrylamide non dénaturant (SSCP) Fig.93 et Fig.95 des deux périodes (Janvier 2012 et
Juin 2012), a montré des distances de migration identiques avec I’ensemble des souches

sélectionnées pour 1’analyse.

Discussion

Toutes les souches algériennes du CTV ont présenté le méme profil de migration. Ce résultat
vérifie bien qu’elles sont identiques et qu’il s’agit de la présence d’une seule et unique souche
du CTV sur les échantillons analysés, a ce propos, afin de confirmer les résultats obtenus et

avoir plus d’informations un séquengage du geéne de la capside été réalisé.

111.8.5. Résultats du clonage et du séquencage du gene capside (Cp gene) des
souches

Une analyse de séquence a été effectuée sur les isolats choisis ou sélectionnés, représentant
des bandes identiques avec la SSCP. Différents clones de chaque isolat ont été séquencés et
comparés avec d’autres séquences d’isolats de tristeza déja identifiés comme la T36 (Quik
decline isolate), T30 (Mild isolatefrom Floride), VT (decline and stem pitting isolate

Palestine), T385 et T318 (DQ 151548) Espagne, SY 568 (Californie), Nuaga (Japon), Qaha
133



Chapitre 111 : Résultats et discussion

(AY 340974) Egypte, isolat du Mexique (DQ 272579). Hill et al. (2005), et catalogués dans
la banque mondiale de genes. L’utilisation du programme informatique BLAST a révélé que
le gene de la protéine capsidiale des isolats Algériens a une identité nucléotidique élevee
(99%) avec un isolat atténué du type T385 du CTV, particulierement présent en Espagne et

certains pays du bassin Méditerranéen.

Discussion

Par le résultat du séquencage on conclue que le CTV présent en Algérie est actuellement
représenté par une seule souche atténuée, proche de la souche T 385, qui a cependant
provoqué des épidémies de tristeza en Espagne et qui est transmise efficacement par certains
pucerons vecteurs présents en Algeérie, donc il serait urgent de prendre des décisions
draconiennes afin de protéger I’agrumiculture Algérienne , ceci a travers le controle de la
progression de la maladie par le renforcement des contr6les aux frontieres, un monitorage de

la situation et une vulgarisation du probleme.
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Chapitre IV : Conclusion générale et perspectives

En Algérie et j’usqu’aux années 90, la tristeza n’avait jamais constitué un probléme pour
I’agrumiculture Algérienne, probablement cette situation est liée, au type de la souche
existante, qui n’extériorisait pas de symptomes sévéres de la maladie, et des conditions

climatiques et écologiques non adéquates a une diffusion rapide de la maladie.

Malheureusement, la situation est devenue délicate depuis la signalisation de foyers
importants de la tristeza dans la Mitidja pendant les années 2000 (Bayoud, 2001, ITAFV,
2002), depuis cette période la tendance a été vers une diffusion plus rapide de la maladie avec
extériorisation des symptomes de la maladie et avec une augmentation des taux d’infection
d’une année a une autre au niveau de la zone citée, prédisant une dissémination rapide du
virus par des pucerons-vecteurs.Suite & cette situation, une sonnette d’alarme a été tirée par
les institutions spécialisées dans le domaine (MADRP, DPVCT, ITAFV, INPV, CNCC) et la
profession, représentée par, les pépiniéristes et les producteurs d’agrumes afin de sauver

I’industrie agrumicole algérienne a tous ces niveaux.

Dans ce contexte, notre recherche et étude se sont orientées vers une étude globale de la
distribution du virus de la tristeza au niveau de certains vergers privés et étatiques d’agrumes
dans la région de la Mitidja dont I’objectif est de connaitre 1’incidence de la maladie et
également de caractériser les souches virales locales a travers des tests biologiques et

moléculaires afin d’évaluer leur potentiel pathogene.

Les résultats de prospection effectués a travers des tests sérologiques sur plus de 2000
échantillons durant trois campagnes agrumicoles (2009-2010, 2010-2011, 2011-2012), ont
permis de relever des taux d’infections trés importants par le virus de la tristeza (plus de 20%
dans certains cas), avec une distribution homogeéne sur les vergers d’agrumes prospectés.

D’autre part, il semble que toutes les especes et variétés soient infectées par le virus.

La détection biologique a travers la transmission par pucerons sur des indicateurs herbacés
(pois) et ligneux (bigaradier et lime mexicaine), a révélé des résultats intéressants, d’abord la
plante indicatrice (pois) a manifesté des symptomes sur feuillage sur la plus part des plantules
inoculées apres passage des trois pucerons, et les résultats du test ELISA des feuilles de pois
ont été positifs au virus du CTV. Egalement I’efficacité de la transmission du virus de la

tristeza par les trois especes de pucerons sur le bigaradier et la lime mexicaine, a montré la
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transmission du CTV au niveau des deux indicateurs mais 1’efficacité de la transmission a été

beaucoup plus marquée avec I’espéce A.gossypii par rapport aux deux autres especes.

Considérant et constatant que la dissémination de la maladie est rapide au niveau de la
Mitidja, avec I’aide d’un potentiel vecteur, une prospection sur les pucerons a ¢été initiée lors
de notre recherche en vue d’évaluer leur présence au niveau des vergers prospectés. Les
résultats de recherche et d’identification ont aboutit a 1’identification de trois espeéces tres
répandues sur les agrumes (A.gossypii, A.spiraecola et T.aurantii) avec une prédominance de
I’espece Aphis gossypii dans tous les sites prospectés sauf pour I’exploitation de Chebli ou

I’espéce T.aurantii a été la plus dominante avec 82%.

Vu les populations de pucerons importantes dans les sites prospectés et considérant
I’efficacité de la transmission du CTV par ces trois especes de pucerons connues sur les
agrumes, des taux d’infections élevés ont été obtenus dans I’ensemble des vergers prospectés
durant les trois campagnes agrumicoles et touchant presque toutes les especes ou/varietés

échantillonnées.

La caractérisation biologique du CTV sur des plantes indicatrices d’agrumes et I’évaluation de
sa sévérité, particuliecrement sur I’indicateur universel la Limette mexicaine, a permis
d’observer des symptomes spécifiques de la maladie tels que les éclaircissements des nervures
et la forme en cuillere des feuilles sur I’indicateur limette mexicaine, alors qu’aucun
symptome de bois stri¢ synonyme de souches séveres n’a été observé sur le bigaradier,

I’oranger Mme Vinous ou le pamplemoussier Ducan.

Concernant la caractérisation moléculaire, plus de 30 échantillons représentant différentes
especes et variétés ont fait 1’objet d’une étude approfondie, le séquencage de certaines
souches locales du virus de la tristeza a montré une similitude des séquences obtenues,
prédisant une présence homogene d’une méme souche. Les séquences ciblant le géne de la
protéine capsidiale des souches algériennes, a été classée dans un groupe de souches atténuées

incluant la souche Espagnole T385.

Suite aux résultats de caractérisation de souches locales algériennes du CTV dans la région de
la Mitidja et bien que la souche soit considérée comme atténuée, il est trés important de mettre
en place un systeme de surveillance du virus, pour pouvoir controler I’introduction ou la
diffusion des souches sévéres exotiques comme la souche du bois strié, déja preésente dans le
bassin Méditerranéen. Cette souche pourrait causer des dégats beaucoup plus importants et

mettre en péril ’industrie agrumicole Algérienne. D’autres part, considérant qu’une trés
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Chapitre IV : Conclusion générale et perspectives

grande proportion de vergers d'agrumes est encore greffée sur le bigaradier, un porte-greffe
tres sensible a la tristeza, et la présence de vecteurs secondaires comme A. gossypii et T.
aurantii, pourrait faciliter la diffusion de la maladie comme, ce fut le cas en Espagne, ou la

tristeza a détruit plus de 50 millions d’arbres pendant les années 50.

Une telle situation peut donner lieu & un effondrement rapide de la majeure partie de

I'industrie des agrumes en Algérie, avec des conséquences socio-economiques dramatiques.
La stratégie qui pourrait étre mise en place en Algérie pourrait comprendre :

e Le renforcement des mesures de contrble et mise a jour de la réglementation
phytosanitaires (quarantaine et certification)

e le contrdle rigoureux des pépinieristes

e Lesuividu CTV et I'éradication des arbres infectés

e Le suivi des populations de pucerons et la mise en ceuvre des mesures de lutte
efficaces

e Lasensibilisation au niveau de la profession

e Le renforcement de la recherche harmonisée et du savoir-faire;

e Le transfert de technologie et I'échange d'expériences et d'informations.

Si des actions coordonnées ne sont pas prises immédiatement, les plus importantes souches
séveres seront rapidement introduites et disséminées par le vecteur le plus efficace T.
citricida, déja présent dans le bassin Méditerranéen et de ce fait, on assistera a une destruction
de cette industrie dans plusieurs régions du pays.
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ANNEXE]1. Cle d'identification des pucerons d'agrumes dans le

ANNEXES

monde (Blackman and Eastop, 1984)

1 Antennal tubercles weakly developed 2
Antennal tubercles well developed 10
Terminal process a little shorter than base of last antennal segment. Siphunculi much A
shorter

2 Terminal process much longer than base of last antennal segment. Siphunculi shorter 3
or

3 Cauda helmet-shaped in dorsal view, not longer than its width at base. B
Cauda tongue-shaped or triangular in dorsal view, longer than its basal width. 4

4 Dorsal abdomen with an extensive solid black patch. C
Dorsal abdomen without a black central patch. 5
Siphunculi much shorter than cauda. D

5 - -

Siphunculi longer or at least as long as cauda. 6
Terminal process more than 3.5 times longer than base of last antennal segment. Cauda 7
with

6 Terminal process less than 3.5 times longer than base of last antennal segment. Cauda 9
usually
Cauda with usually more than 20 hairs. Hairs on antennal segment IIl longer than E
the

! Cauda with usually less than 20 hairs. Hairs on antennal segment 111 often shorter than the 8
diameter of this segment at base. Thoracic tergites usually unsclerotized.

8 Siphunculi less than 1.5 times longer than cauda. Stridulatory apparatus present. F
Siphunculi more than 1.5 times longer than cauda. Stridulatory apparatus absent. G
Cauda paler than siphunculi, with 4-7 hairs. Femoral hairs all rather short, less than width H
of

9 Cauda dark, with 6-12 hairs. Some femoral hairs long and fine, exceeding width of femur at |
base.

10 Inner face of antennal tubercles convergent. J
Inner face of antennal tubercles paralled or divergent. 11

1 Siphunculi a little shorter than the long dark cauda K
Siphunculi much longer than cauda. 12
Head, legs, and antennae mainly dark; femora basally pale but with distal one-half to three-
quarters black. Siphunculi slightly swollen over distal two-thirds. Cauda with a constriction. |

12
Head, legs, and antennae mainly pale. Siphunculi tapering or parallel over most of 13
length.

Inner faces of antennal tubercles parallel. Siphunculi without polygonal reticulation. Cauda M

13 only one-tenth to one-eight of length of body.

Inner faces of antennal tubercles divergent. Siphunculi with a subapical zone of polygonal N

reticulation. Cauda longer, one-seventh to one-fifth of length of body.

* The letters in the right column refer to the aphid species, whereas the letters in the same column refer to

each step number of the first column.

A: Brachyunguis harmalae H: Aphis gossypii

B: Brachycaudus helichrysi I: Aphis spiraecola

C: Aphis craccivora J: Mysus persicae

D: Toxoptera odinae K: Sinomegoura citricola

E: Toxoptera citricidus L: Aulacorthum magnoliae
F: Toxoptera aurantii M: Aulacorthum solani

G: Aphis nerii N: Macrosiphum euphorbiae

Casual aphid species: Aphis arbuti, A. fabae, Brachycaudus cardui, Pterochloroides persicae and

Rhapalosiphum maidis
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ANNEXE 2. Tampons et Solutions (DTBIA et ELISA)

(Clark and Bar-Joseph, 1984)

Solutions Composants Quantités Notes
: NaCl 8,09¢ Dissolution
Solut: PBS) 1X '
© IOI;I(7 . g KH,PO, 0,20 g dans 1 litre
pH 7. Na;HPO, 1,159 d'eau
NaNs 0,20¢g distillée.
KCI 0,20 g
Solution de
(W.B) ween- ,5m
pH74
Solution Polyvinilpirolidine 20. Dissolution
E . Tween-20 0g dans 1L de
xtraction 05 PBS (1X)
(E.B) m’|
pH 74
Solution de Na,CO3 1,599 Dissolu';ion
Sensibilisatio NaN3 293¢ dans 1 litre
NaHCO3 0,209 d'eau
n (C.B) distillée.
pH 9.6
Polyvinilpirolidine 20,09 Dissolution
Solution du Tween-20 0,5ml dans 1L de
. ) Bovine serum albumin 20¢g PBS (1X).
Conjugue (BSA)
(C.B)
pH74
Sl dle Diethanolamine 972ml g)issolult_ion
substrat(B) | NN 0209 dans L litre
pH9.8 distillée.
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ANNEXES. Solutions pour I’extraction des Acides nucléiques totaux

Solutions Composants Quantités Notes
Guanidine thiosianate 4M
- Ajustez pH avec
Leimidls NaOAG, pH 5.2 02M CH:CoON
broyage EDTA. 25 mM Sterilisez par autoclavage
- Conservez a 4°C
(Grinding buffer) 1.0M . . .
(pH 5.6 - 5.8) KOAc ' - Ajoutez Sodium bisulphate
PVP-40 2.5% Avant |’utilisation
Sodium bisulphate 2%
- Dissoudre in 40 ml
Nal Na»SO3 0.75936¢9 distilled water
(6M) Nal (Sigma S8379) - Sterilisez par autoclavage
- Conservez a ’obscurité 4°C
- Ajoutez 60 g silica to
500 ml H,O
- Mélanger et laisser reposer
24 hours
- Eliminer 470 ml
Solution silicates supernatant (90% o
(Silica particles SUp_ematant) )
sl islasil) Silica particles (Sigma 12% - Ajoutez H_zO Ju§qu’é
H 2.0) 12% S5631) 500 ml et bien mélagez
(pH 2. - Laissez reposez 5 h
- Eliminez 440 ml (85%
du supernatant)
- Ajuster la suspension
restante de 60 ml & un pH
de 2,0 avec du HCI
- Autoclave et stocker
dans I'obscurité a
température ambiante
Tris-HCI, pH7.5 (1 M) 10.0 mM -
- Sterilize b
Solutionde  EDTA(5M) 05 mM o
autoclaving before
lavage (Washin NaCl (0.5 M) 20 mM adding ethanol
8 8 Ehanol 50% g :

buffer )(1x)

- Keepitat 4°C
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ANNEXE 4. Tampons et Gels pour électrophorese

Tampons Composants Quantite Note
; - Ajuster le pH en utilisant
Tris 0.4M h o
) TAE\20X Sodium acetate 0.4M de I,a (.:'.de acetique
(solution mére: pH 7.2) EDTA 0.02M - Stériliser par autoclavage
- Conserver a température
ambiante
. - Dissoudre dans 1 litre
Tris 1M , o
) TBFf o Boric acid 61.3¢g d cau _d_|st|I|ee
(solution meére: pH 8.3) 99.5% EDTA 0.01M - Stériliser par autoclavage
' ' - Conserver a température
ambiante
Distilled water 90 mi

-Faire bouillir le

1%-Agarose-TBE gel TBE 10x 10 ml mélange pendant
Agarose 1lg .
quelques minutes.
Distilled water 3.86 ml
-hi 0
5%Polyacrylamide- '_?‘gé I3E)(IS 40% ggg %I | - Pour 5ml
TBE gel APS 10% 60 volume
TEMED 6 ul
Distilled water 3.86 ml
-bi 0,
10%- Polyacrylamide- ¢gé I;:(IS 40% hsn:nl - Pour 5ml
TBE gel APS 10% 120 pl volume
TEMED 12
Solution de fixation Acetic acid 10 ml _15(? m(ler;?]rlfi I\I/;J:ﬁ{n deea
glacial , (o
I'eau désionisée
. yo e S - Ramener le volume &
Solutl.on. d’acide NJ:;'C acid 1ml 100 ml en utilisant de
Nitrique P I'eau désionisée
Solution nitrates AgNO; 100 mg - Ramener le volume
d’argent Formaldehyde 37% 150 pl a 100 ml en utilisant
de I'eau désionisée
NaCOs3
Solution d Formaldehyde 37% 3? 150 - Ramener le volume &
Solution de Sodium Z‘ | 100 ml en utilisant de
développement thiosulphate 200 H I'eau désionisée
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ANNEXE 5. Milieux et solutions bactériennes utilisés pour le

clonage et extraction du DNA du plasmide

Solutions Composants Quantites Notes
NaCl 0.1M
Tris-HCI 2mM
STET (100 ml) EDTA 50 Mm
pH 80 Saccarose 8%
Triton X-100 0,5%
Lysozyme 20 mg/m Conservez & -20°C
CH3CO,NH4 5 M
Acetate Stérilisez par
et autoclavage
pH 5.5 PEG 8000
20%
NaCl
2,5% .
Stérilisez par
PEG-NaCl autoclavage
Tryptone
yp 1%
Yeast extract
0,5%
Luria-Bertani (LB) NaCl 0,5%
L. Stérilisez par
Liquide autoclavage
Tryptone
yp 1%
Yeast extract
0,5%
NaCl
0,5%
Agar
Luria-Bertani (LB) 0,3%
. Stérilisez par
Solide autoclavage
Th
ris 1 mM
EDTA
1 mM
TamponTE
(pH 8)

Stérilisez par
autoclavage




Tableau 1: Résultats de DAS-ELISA de la station de Hadjout

ANNEXE 6. Résultats (ELISA /DTBIA)

Code Espéce Réaction ELISA densité optique

Echantillon R1 R2

Al1R1 El Valencia-late 0,005+0,166
A2R1 E2 0,024+0,205
A3R1 E3 0,035+0,197
A5R1 E4 0,002+0,231
A7R1 E5 0,028+0,141
A8R1 E6 0,035+0,197
A9R1 E7 0,002+0,231
A10R1 E8 0,028%0,141
Al1R1 E9 0,035+0,197
Al12R1 E10 0,012+0,221
A13R1 E11 0,024+0,190
Al4R1 E12 0,015+0,182
A15R1 E13 0,018%0,215
A16R1 E14 0,004+0,212
A18R2 E15 0,017+0,218
A19R2 E16 0,008%0,395
A20R2 E17 0,004%0,212
A21R2 E18 0,017%0,218
A22R2 E19 0,015+0,182
A24R2 E20 0,215,018+0
A25R2 E21 0,024+0,198
A27R2 E22 0,005+0,166
A2R1 El Clémentine 0,012+0,221
A4R1 E2 0,024+0,190
A5R1 E3 0,015+0,182
A6R1 E4 0,018%0,215
A7R1 E5 0,024+0,198
A8R1 E6 0,004+0,212
A9R1 E7 0,017+0,218
A10R1 E8 0,008%0,395
Al11R1 E9 0,004+0,212
A12R1 E10 0,017+0,218
A13R1 E11 0,215,018+0
Al4R1 E12 0,024%0,198
A15R1 E13 0,005%0,166
A16R1 El14 0,012+0,221
A18R1 E15 0,018%0,215
A20R1 E16 0,024%0,198
A21R1 E17 0,004%0,212
A22R1 E18 0,012+0,221
A23R1 E19 0,018%0,215
A24R1 E20 0,018%0,215
A26R1 E21 0,024+0,198
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A27R2 E22 + 0,026%0,365
A28R2 E23 - 0,002+0,231
A29R2 E24 - 0,028+0,141
A30R2 E25 - 0,035+0,197
A31R2 E26 - 0,035+0,197
A32R2 E27 - 0,024+0,198
A33R2 E28 - 0,005%+0,166
A34R2 E29 - 0,012+0,221
A36R2 E30 - 0,012+0,221
A37R2 E31 - 0,018%0,215
A38R2 E32 - 0,018%0,215
A39R2 E33 - 0,005+0,166
A40R2 E34 - 0,012+0,221
A41R2 E35 - 0,012+0,221
A42R2 E36 - 0,012+0,221
A43R2 E37 - 0,012+0,221
A44R2 E38 - 0,018%0,215
A45R2 E39 - 0,018+0,215
A46R2 E40 - 0,005+0,166
A4TR2 E41 - 0,024+0,205
A48R2 E42 - 0,035+0,197
A50R2 E43 - 0,002+0,231
A51R2 E44 - 0,028+0,141
A52R2 E45 - 0,018%0,215
A53R2 E46 - 0,018%0,215
A54R2 E47 - 0,005%+0,166
A55R2 E48 - 0,012+0,221
A56R2 E49 - 0,012+0,221
A57R2 E50 - 0,012+0,221
A60R2 E51 - 0,012+0,221
A61R2 E52 - 0,018%0,215
AB2R2 E53 - 0,018+0,215
A63R2 E54 - 0,005%+0,166
AB64R2 E55 + 0,016%0, 401
AB65R3 E56 - 0,008+0,395
AGB6R3 E57 - 0,004%0,212
AB7R3 E58 - 0,012+0,221
A68R3 E59 + 0,022+0,274
AG69R3 E60 + 0,032%0,289
A2R1 El Double fine - 0,012+0,221
A3R1 E2 - 0,018%0,215
A4R1 E3 + 0,032+0,123
A5R1 E4 - 0,008+0,395
A6R1 E5 - 0,004+0,212
A7R1 E6 - 0,017%0,218
A8R1 E7 + 0,030%0,401
A9R1 E8 - 0,012+0,221
A10R1 E9 - 0,018%0,215
All1R1 E10 + 0,014+0,205

A41R3 El1 + 0,017+0,288
AlR1 El Citronnier - 0,018+0,131
A2R1 E2 - 0,018%0,169
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A3R1 E3 0,012+0,212
A4R1 E4 0,020+0,215
A5R1 E5 0,018+0,210
A6R1 E6 0,012+0,221
A8R1 E7 0,018%0,215
A9R1 ES8 0,012+0,221
All1R1 E9 0,018+0,215
Al12R1 E10 0,018+0,215
A13R1 E1l1l 0,005%+0,166
Al14R1 E12 0,035+0,197
A15R1 E13 0,002+0,231
Al16R1 E14 0,028+0,141
Al17R1 E15 0,018%0,215
A18R1 E16 0,018%0,215
A19R1 E17 0,005%0,166
A20R1 E18 0,035+0,197
A21R1 E19 0,002+0,231
A22R1 E20 0,028%0,141
A23R1 E21 0,025%0,322
A24R1 E22 0,018+0,131
A25R1 E23 0,018+0,215
A27R1 E24 0,012+0,221
A28R1 E25 0,018%0,215
A29R2 E26 0,018%0,215
A30R2 E27 0,018+0,210
A31R2 E28 0,012+0,221
A33R2 E29 0,018+0,215
A34R2 E30 0,012+0,221
A35R2 E31 0,018%0,215
A36R2 E32 0,018+0,215
A37R2 E33 0,005+0,166
A38R2 E34 0,035%0,197
A39R2 E35 0,002+0,231
A40R2 E36 0,028+0,141
A41R2 E37 0,018+0,215
A42R2 E38 0,012+0,221
A43R2 E39 0,018%0,215
A44R2 E40 0,018+0,215
A2R1 El Washington naval 0,013%0,202
A5R1 E2 0,021+0,220
A6R1 E3 0,014+0,224
A4R2 E4 0,018+0,204
A7R1 E5 0,011+0,130
A3R3 E6 0,021+0,220
A13R3 E7 0,014+0,224
Tampon de 0,020%0,102
broyage
Témoin frais 0,021+0,201
sain
Témoin frais 0,027+0,421
malade
Témoin 0,053%0,193
négatif 1
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Témoin 0,012+0,187 -
négatif 2
Témoin 0,030%+0.160 -
négatif 3
Témoin 0,611 +
positif

Tampon de 0,020%0,102 -

broyage

Tableau 3 : Résultats DAS-ELISA de la station de Boufarikl

Code Espéce Réaction DAS- Densité

Echantillon ELISA optique

Al1R1 El Mandarine - 0,005+0,166
A2R1 E2 + 0,012+0,395
A3R1 E3 - 0,005+0,221
A4R1 E4 + 0,011%0,344
A5R1 E5 - 0,008%0,235
A6R1 E6 - 0,013+0,135
A7R1 E7 + 0,027%0,280
A8R1 E8 - 0,020%0,240
A10R1 E9 + 0,020+0,338
All1R1 E10 + 0,012+0,276
Al4R1 E11 + 0,012+0,270
Al15R1 E12 + 0,012%0,277
A18R1 E13 + 0,011+0,274
A19R1 E14 + 0,035+0,278
A20R1 E15 + 0,011+0,274
A21R1 E16 + 0,011+0,234
A22R1 E17 + 0,012%0,276
A23R1 E18 + 0,018%0,402
A24R1 E19 + 0,018+0,345
A25R1 E20 + 0,020+0,343
A26R1 E21 + 0,018%0,401
A27R2 E22 + 0,018%0,400
A29R2 E23 + 0,013*0,276
A30R2 E24 + 0,012+0,276
A31R2 E25 - 0,007+0,288
A32R2 E26 - 0,017%0,134
A33R2 E27 + 0,025%0,289
A34R2 E28 + 0,018+0,403
A37R2 E29 + 0,014+0,354
A40R2 E30 + 0,023+0,277
A41R2 E31 + 0,022+0,278
A42R2 E32 - 0,005%0,169
A43R2 E33 - 0,008+0,204
A44R2 E34 + 0,010+0,278
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A45R2 E35
A46R2 E36
A47R2 E37
A48R2 E38
A49R2 E39
A52R2 E40

+

0,018%0,344

0,020%0,214

0,034%0,354

++|

0,021+0,280

0,009+0,214

0,009%0,227

Tableau 4 : Résultats DAS-ELISA de |la station de Chebli

Code Espéce Réaction DTBIA
Echantillon R1
R2

Al1R1 El Clémentine - 0,018+0,204
A2R1 E2 - 0,016+0,278
A3R1 E3 - 0,028+0,175
A4R1 E4 - 0,015+0,232
A5R1 E5 - 0,010+0,159
A6R1 E6 - 0,015+0,232
A7R1 E7 - 0,010+0,159
A8R1 E8 - 0,028+0,175
A9R1 E9 - 0,015+0,232
A10R1 E10 - 0,010+0,159
All1R1 E11 - 0,015+0,232
Al12R1 E12 - 0,010+0,159
A13R1 E13 - 0,028+0,175
Al4R1 El4 - 0,015+0,232
A15R1 E15 - 0,010+0,159
A16R1 E16 - 0,018+0,204
Al17R1 E17 - 0,011+0,130
A18R1 E18 + 0,016+0,278
A19R1 E19 - 0,028+0,175
A21R2 E20 - 0,015+0,232
A22R2 E21 + 0,016+0,278
A23R2 E22 - 0,028+0,175
A25R2 E23 - 0,015+0,232
A26R2 E24 - 0,018+0,204
A29R2 E25 + 0,011%0,298
A30R2 E26 - 0,028+0,175
A32R2 E27 - 0,015%0,232

Tableau 6: Résultats DAS-ELISA de la station de Boufarik 2

Code Espéce Réaction DAS-ELISA
Echantillon R1

R2
R2A11 El Washington naval - 0,021+0,220
R31A1 E2 - 0,033%0,240
R6A3 E3 + 0,035+0,392
R21A4 E4 - 0,021+0,220
R40R1 E5 - 0,021+0,220
R6A5 E6 + 0,034%0,344
R2A10 E7 - 0,015%0,232
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R2R18 E8 - 0,010+£0,159
R3A9 E9 - 0,015£0,232
R4A4 E10 - 0,011+0,130
R27A8 Ell - 0,021+0,220
R1A2 E12 + 0,035%0,392
R2A17 E13 - 0,032+0,176
R4A8 E14 + 0,035+0,392
R4A9 E15 + 0,035+0,392
R1A10 E16 - 0,015+0,232
R14A3 El7 - 0,010+£0,159
R1A18 E18 - 0,015£0,232
R12A17 E19 + 0,035+0,392
R17A9 E20 - 0,011+0,130
R41A1 E21 - 0,021%0,220
R5A4 E22 + 0,035%0,392
R40A1 E23 + 0,035+0,392
R10A10 E24 + 0,035+0,392
R6AAL E25 - 0,033%0,204
R41A2 E26 + 0,035%0,392
R16A9 E27 + 0,035+0,392
R32A1 E28 - 0,007%0,188
R6A9 E29 + 0,035+0,392
R7A2 E30 + 0,041%0,135
R6A7 E31 + 0,035%0,392
R2A7 E32 - 0,011+0,130
R23A2 E33 - 0,021+0,220
R27A16 E34 + 0,0350,392
R6A13 E35 - 0,015%0,232
R18A1 E36 - 0,010+0,159
R4A13 E37 - 0,015£0,232
R2A7 E38 - 0,015£0,232
R30A18 E39 - 0,010%0,159
R1A11 E40 - 0,015%0,232
A2Z2R2 Satsuma - 0,023+0,209
A26R2 - 0,038+0,136
Al6R2 + 0,011+0,385
A34R2 - 0,041%0,135
A9R2 + 0,035+0,392
A2R1 + 0,035%0,392
A9R1 + 0,02210,360
A19R2 + 0,011+0,385
A20R2 + 0,044%0,344
A21R2 + 0,035+0,392
A22R2 + 0,01940,399
A23R2 + 0,0350,392
Al7R2 + 0,035+0,392
Al18R2 + 0,050%0,355
A24R2 - 0,011+0,130
A35R2 - 0,021+0,220
A36R2 - 0,018+0,204
A5R2 - 0,011+0,130
A3R2 - 0,021+0,220
ABR2 - 0,011+0,130
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A8R2 - 0,021%0,220
A7TR2 - 0,018%0,204
A2R1 - 0,011%+0,130
A4R1 - 0,021%0,220
A5R1 - 0,011%£0,130
A7R1 - 0,021%0,220
A3R1 - 0,018%0,204
ABR3 - 0,011%+0,130
A16R3 + 0,054%0,393
A15R3 + 0,035%0,392
Al18R3 + 0,035%0,392
A21R3 + 0,033%0,320
Al17R3 + 0,035%0,392
A20R3 + 0,035%0,392
A22R3 + 0,011+£0,385
A9R3 - 0,004%0,200
A10R3 - 0,020+0,186
A3R3 - 0,015%0,221
A2R3 - 0,005%0,207
ABR3 - 0,024+0,216
A4R3 - 0,015%0,221
A7TR3 - 0,005%0,207
Al1R3 - 0,024+0,216
A31R3 + 0,011+£0,385
A30R3 + 0,011%£0,385
A33R3 - 0,015%0,221
Al1R1 - 0,004%0,200
A3R1 - 0,020+0,186
A9R1 - 0,015%0,221
A32R1 Salustiana - 0,005+0,207
A41R1 - 0,024+0,216
A5R1 - 0,049%0,152
A2R1 - 0,015%+0,214
A1R1 - 0,040+0,127
A3R1 - 0,014+0,126
A4R1 - 0,016%£0,115
AGR1 - 0,015%0,221
A7R3 - 0,005%0,207
A9R1 - 0,024+0,216
A10R1 - 0,020+0,186
A8R1 - 0,017+0,225
A20R - 0,009%0,239
A36R1 + 0,045%0,277
A37R1 + 0,023%0,370
A38R1 + 0,011%0,270
A39R1 Pamplemousse + 0,015%0,272
A20R1 - 0,038%0,202
Al1R1 - 0,012+0,166
All1R1 - 0,050%0,206
A6R1 - 0,034+0,201
A2R1 - 0,056%£0,115
A3R2 - 0,017+0,225
A6R2 Tarocco - 0,009%0,239
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A5R1 - 0,02210,209
A3R1 - 0,009+0,239
A7R1 - 0,022+0,209
AlR1 - 0,050%0,206
A2R2 - 0,034+0,201
A10R1 - 0,056+0,115
A4R1 - 0,021+0,232
All1R2 - 0,017+0,225
Al4R1 - 0,009+0,239
A9R2 - 0,02210,209
A36R1 - 0,009+0,239
Al12R2 - 0,022+0,209
A5R1 - 0,02210,216
A25R1 - 0,017+0,225
A26R1 - 0,009+0,239

Résultats de test DTBIA

Tableau 1 : Résultats de test DTBIA de la station de Hadjout

Code Espéce Réaction DTBIA
Echantillon Valencia-late

Al1R1 El -
A2R1 E2 -
A3R1 E3 -
A5R1 E4 -
A7R1 ES5 -
A8R1 E6 -
A9R1 E7 -
Al10R1 E8 -
All1R1 E9 -
A12R1 E10 -
A13R1 E11 -
Al4R1 E12 -
Al15R1 E13 -
A16R1 E14 -
A18R2 E15 -
A19R2 E16 -
A20R2 E17 -
A21R2 E18 -
A22R2 E19 -
A24R2 E20 -
A25R2 E21 -
A27R2 E22 -
A28R2 E23 -
A 30R2 E24 -
A32R2 E25 -
A33R2 E26 -
A34R2 E27 -
A35R2 E28 -
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A36R2 E29
A37R3 E30
A38R3 E31
A40R3 E32
A42R3 E33
A43R3 E34
A44R3 E35
A45R3 E36
A46R3 E37
A47R3 E38
A48R3 E39
A49R3 E40
A50R3 E41
A51R3 E42
A52R3 E43
A53R3 E44
A56R3 E45
A2R1 El Clémentine
A4R1 E2
A5R1 E3
A6R1 E4
A7R1 E5
A8R1 E6
A9R1 E7
A10R1 E8
All1R1 E9
Al12R1 E10
A13R1 E11
Al4R1 E12
Al15R1 E13
A16R1 E14
A18R1 E15
A20R1 E16
A21R1 E17
A22R1 E18
A23R1 E19
A24R1 E20
A26R1 E21
A27R2 E22
A28R2 E23
A29R2 E24
A30R2 E25
A31R2 E26
A32R2 E27
A33R2 E28
A34R2 E29
A36R2 E30
A37R2 E31
A38R2 E32
A39R2 E33
A40R2 E34
A41R2 E35
A42R2 E36
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A43R2 E37
A44R2 E38
A45R2 E39
A46R2 E40
A47R2 E41
A48R2 E42
A50R2 E43
A51R2 E44
A52R2 E45
A53R2 E46
A54R2 E47
A55R2 E48
A56R2 E49
A57R2 ES0
AG6OR2 ES51
A61R2 E52
A62R2 ES53
AG3R2 ES54
ABG4R2 ES5
AG65R3 E56
AG66R3 E57
A67R3 ES8
AG8R3 ES9
AGIR3 EGO
A70R3 E61
A71R3 E62
A72R3 E63
A73R3 E64
A74R3 EG5
A75R3 E66
A76R3 E67
A77R3 EG8
A78R3 E69
A78R3 E70
A79R3 E71
A80R3 E72
A81R4 E73
A82R4 E74
A83R4 E75
A84R4 E76
A85R4 E77
A86R4 E78
A87R4 E79
A88R4 E80
A89R4 E81
A90R4 E82
A91R4 E83
A92R4 E84
A93R4 E85
A94R4 E86
A95R4 E87
A96R4 E88
A97R4 E89
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A98R4 E90 -
A99R4 E91 -
A100R4 E92 -
A101R4 E93 -
A102R4 E94 -
A103R4 E95 -
A104R4 E96 -
A105R5 E97 -
A106R5 E98 -
A107R5 E99 -
A108R5 E100 -
A109R5 E101 -
A110R5 E102 -
Al112R5 E103 -
A113R5 E104 -
A114R5 E105 -
Al115R5 E106 -
A116R5 E107 -
Al117R5 E108 -
Al118R5 E109 -
Al119R5 E110 -
A120R5 E111 -
A121R5 E112 -
Al122R5 E113 -
A124R5 E114 -
A125R5 E115 -
A126R5 E116 -
A127R5 E117 -
A128R5 E118 -
A130R5 E119 -
Al131R6 E120 -
A132R6 E121 -
A133R6 E122 -
A134R6 E123 -
A135R6 E124 -
A136R6 E125 -
A137R6 E126 -
A138R6 E127 -
A139R6 E128 -
A140R6 E129 +
Al42R6 E130 -
A143R6 E131 -
Al144R6 E132 -
A145R6 E133 -
A146R6 E134 +
Al147R6 E135 +
A148R6 E136 -
A149R6 E137 -
A150R6 E138 -
A152R6 E139 -
A153R6 E140 -
A154R6 E141 -
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A155R6 E142
A156R6 E143
A157R6 E144
A2R1 El Double fine
A3R1 E2
A4R1 E3
A5R1 E4
A6R1 E5
A7R1 E6
A8R1 E7
A9R1 E8
A10R1 E9
Al11R1 E10
Al12R1 E11
A13R1 E12
Al4R1 E13
A15R1 E14
Al7R1 E15
A18R1 E16
A19R1 E17
A20R1 E18
Al1R1 El Citronnier
A2R1 E2
A3R1 E3
A4R1 E4
A5SR1 ES5
A6R1 E6
A8R1 E7
A9R1 E8
All1R1 E9
Al12R1 E10
A13R1 E11
Al4R1 E12
A15R1 E13
A16R1 E14
Al7R1 E15
A18R1 E16
A19R1 E17
A20R1 E18
A21R1 E19
A22R1 E20
A23R1 E21
A24R1 E22
A25R1 E23
A27R1 E24
A28R1 E25
A29R2 E26
A30R2 E27
A31R2 E28
A33R2 E29
A34R2 E30
A35R2 E31
A36R2 E32
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A37R2 E33
A38R2 E34
A39R2 E35
A40R2 E36
A41R2 E37
A42R2 E38
A43R2 E39
A44R2 E40
A45R2 E41
A47R2 E42
A48R2 E43
A49R2 E44
A53R2 E45
A54R2 E46
A55R2 E47
A56R2 E48
A57R2 E49
A58R2 E50
A59R2 E51
AGOR3 E52
A61R3 E53
A62R3 E54
A63R3 E55
A64R3 E56
A65R3 E57
A67R3 E58
A68R3 E59
A70R3 E60
A71R3 E61
A72R3 E62
A73R3 E63
A74R3 E64
A75R3 E65
A76R3 E66
AT7R3 E67
A78R3 E68
A79R3 E69
A80R3 E70
A2R1 El Washington naval
A5R1 E2
AB6R1 E3
A4R2 E4
A7R1 E5
A3R3 E6
A13R3 E7
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Tableau 3 : Résultats de test DTBIA de la station Boufarik 1

Code Espéce Réaction DTBIA
Echantillon R1 R2
AlR1 El Mandarine -
A2R1 E2 +
A3R1 E3 -
A4R1 E4 +
A5R1 E5 -
A6R1 E6 -
A7R1 E7 -
A8R1 E8 -
A10R1 E9 +
All1R1 E10 +
Al4R1 El1 +
A15R1 E12 +
A18R1 E13 +
A19R1 E14 +
A20R1 E15 +
A21R1 El6 +
A22R1 E17 +
A23R1 E18 +
A24R1 E19 +
A25R1 E20 +
A26R1 E21 +
A27R2 E22 +
A29R2 E23 +
A30R2 E24 +
A31R2 E25 +
A32R2 E26 +
A33R2 E27 +
A34R2 E28 +
A37R2 E29 +
A40R2 E30 +
A41R2 E31 +
A42R2 E32 +
A43R2 E33 +
A44R2 E34 +
A45R2 E35 +
A46R2 E36 -
A4TR2 E37 +
A48R2 E38 +
A49R2 E39 -
A52R2 E40 -
A53R2 E41 -
A54R3 E42 +
A58R3 E43 -
A60R3 E44 +
A61R3 E45 +
A62R3 E46 +
AB63R3 E47 +
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A64R3 E48 +
A66R3 E49 +
A67R3 E50 +
A68R3 E51 +
A69R3 E52 +
A70R3 E53 +
A71R3 E54 +
A72R3 E55 +
A73R3 E56 +
A74R3 E57 +
A75R3 E58 +
A76R3 E59 -
A77R3 E60 +
A78RA4 E61

A80R4 E62 -
A82R4 E63 +
A86R4 E64 -
A88R4 E65 -
A89R4 E66 +
A91R4 E67 -
A92R4 E68 -
A93R4 E69 +
A94RA4 E70 +
A95R4 E71 -
A96R4 E72 -
A97R4 E73 +
A98R4 E74 +
A99R5 E75 +
A100R5 E76 -
A101R5 E77 +
A102R5 E78 -
A103R5 E79 +
A105R5 E80 -
A107R5 E81 +
A108R5 E82 +
Tableau 4: Résultats de test DTBIA de la station Chebli
Code Espeéce Réaction DTBIA
Echantillon R1 R2
AlR1 E1l -
A2R1 E2 Clémentine +
A3R1 E3 -
A4R1 E4 -
A5R1 ES5 -
A6R1 E6 -
A7R1 E7 -
A8R1 E8 -
A9R1 E9 -
A10R1 E10 -
Al11R1 E11 -
Al12R1 E12 -
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A13R1 E13 -
Al4R1 E1l4 -
Al15R1 E15 -
Al16R1 E16 -
Al7R1 El7 -
Al18R1 E18 +
Al19R1 E19 -
A21R2 E20 -
A22R2 E21 +
A23R2 E22 +
A25R2 E23 -
A26R2 E24 -
A29R2 E25 +
A30R2 E26 -
A32R2 E27 -
A34R2 E28 -
A35R2 E29 -
A36R2 E30 +
A37R3 E31 +
A38R3 E32 +
A39R3 E33 +
A40R3 E34 -
A41R3 E35 -
A43R3 E36 -
A44R3 E37 +
A45R3 E38 -
A46R3 E39 -
A47R3 E40 +
A48R3 E41 -
A49R3 E42 -
A50R3 E43 -
A51R3 E44 -
A52R3 E45 -
A53R2 E46 +
A54R4 E47 +
A58R4 E48 +
A59R5 E49 +
AGORS ES0 +
A62R6 E51 -
AG63R6 E52 +
AB64R6 ES53

AG5R6 E54 -

Tableau 6: Résultats de test DTBIA de la station Boufarik 2

Code Espéce Réaction DTBIA
Echantillon R1 R2
R2A11 El -

R31A1 E2 Washington -

R6A3 E3 naval +

R21A4 E4 -

R40R1 E5 -
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R6A5 E6 +
R2A10 E7 -
R2R18 E8 -
R3A9 E9 -
R4A4 E10 -
R27A8 E1ll -
R1A2 E12 +
R2A17 E13 -
R4A8 El4 +
R4A9 E15 +
R1A10 E16 -
R14A3 E1l7 -
R1A18 E18 -
R12A17 E19 +
R17A9 E20 -
R41A1 E21 -
R5A4 E22 +
R40A1 E23 +
R10A10 E24 +
R6AAL E25 -
R41A2 E26 +
R16A9 E27 +
R32A1 E28 -
R6A9 E29 +
R7A2 E30 +
R6A7 E31 +
R2A7 E32 -
R23A2 E33 -
R27A16 E34 +
R6A13 E35 -
R18A1 E36 +
R4A13 E37 +
R2A7 E38 -
R30A18 E39 -
R1A11 E40 -
R2A6 E41 -
R6A18 E42 -
R1A6 E43 +
R1A7 E44 +
R7A14 E45 -
R25A5 E46 -
R13A10 E47 +
R10A18 E48 +
R6A15 E49 -
R1A10 ES50 -
R2614 ES51 +
R1A17 E52 -
R27A5 ES53 -
R10A2 E54 -
R25A12 E55 -
R16A12 E56 +
R9A10 ES57 -
R7A8 ES58 +
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R7A10 ES59 -
R6A17 EG0 -
R25A4 E61 +
R28A8 E62 -
R16A13 E63 -
R7A1 E64 -
R8A16 EG5 -
R29A18 E66 -
R12A5 E67 -
R10A17 E68 -
R7A32 E69 -
R9A17 E70 +
R8A7 E71 -
R8A1 E72 -
R23A6 E73 -
R8A7 E74 -
R23A10 E75 +
R28A16 E76 -
R23A3 E77 +
R24A10 E78 +
R20A2 E79 +
R24A8 E80 -
R29A2 E -
R29A7 +
R23A7 -
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