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 الملّخص

 6102 عامي( المسبب لمرض التدهور السريع على الحمضيات خلال CTVالترستيزا ) لفيروس النطاق واسعة دراسة أجريت

محصول ل الحالي الصحي الوضع تقييم أجل من الجزائر في تالحمضيا أهم ثاني منطقة لإنتاج الشلف، سهل مستوى على 6102و

 وحللت بستان، 39 من حمضيات شجرة 0022 إجمالي تم تجميع العينات من. للفيروس نقلها المحتمل المن أنواع وتحديد الحمضيات

 .نسيج النباتي المناعيواختبار بصمة ال (DAS- ELISA) اختبار اليزا بالإحتواء المزدوج للفيروس بالأجسام المضادة بواسطة

(DTBIA)  لاختبارات المصابة العينات بعض خضعت. ٪ 9.60 يعادل إصابة بمعدل عينة 45 في الفيروس وجود النتائج أكدت 

رِث النيكليوتيدات تسلسل باستخدام التريستيزا لفيروس الجزيئي التوصيف أجل من إضافية جزيئية  العلامات تقنية وCP25 للموَّ

 سلالات تواجد إلى بالإضافة المنطقة في (VT) شرسة فيروسية لسلالة عزلة وجود أبرزت والتي (M.M.M.s) تعددةالم الجزيئية

 ٪ 33 تظُهر والتي المتيجة سهل في الحال هو كما الشلف حوض في السائدة هي الأخيرة وهذه أوسع، نطاق على (T30) معتدلة

 وجود أظهرت الفترة نفس خلال المَّن حشرة أنواع حصر أن حين في. المعتدلة ةالاسباني التريستيزا فيروس سلالات مع التشابه من

 يوجد لا أنه كما ،Aphis spiraecola (Patch) و Aphis gossypii (Glover) وهي الهامة فيروس الترستيزا ناقلات من اثنين

 الجزيئي التعرّف أظهر فقد السياق نفس وفي Toxoptera citricidus (Kirkaldy) .الرئيسية الأمراض ناقلة وجود على دليل

 لأنواع  الدقيق التحديد على العالية موثوقيته  mtCOI  أوكسيديز السيتوكروم الميتوكوندري الجين العلامة باستخدام المن لأنواع

 .المن

 أن لدراسةا أثناء المكتشفة سلالات فيروس الترستيزا نقل على المحلية المن حشرات قدرة لاختبار المخبرية التجارب أظهرت

 بالإضافة. التوالي على ٪ 00و ٪ 2 بمعدل A. gossypii و A. spiraecola بواسطة نقلها يمكن التي هي فقط المعتدلة العزلة

 المن حشرات من المشتقة الفرعية للعزلات M.M.M.s تحليلات ونتائج CP25 ل النيوكليوتيدات تحاليل تظهر لم ذلك، إلى

 الشكل ذأخ أنه يبدو الدراسة والذي منطقة في التريستيزا مرض وضعية إن. الأبوين من المعزولة بتلك مقارنة جينية تغيرات

 لمزارعي قلق مصدر هو الشلف سهل في VT ال مجموعة إلى تنتمي إلى ينتمي خبيثة لسلالة الجديد والاكتشاف الوبائي،

 للسلالات لمستمرةا المراقبة على ترتكز النباتية الصحة مصالح قبل من عمل لخطة السريع التنفيذ ويتطلب الجزائر في الحمضيات

 لغيرا المناطق نحو الوباء انتشار تجنب أجل من الأولية البؤر على والقضاء الأمراض ناقلات ومكافحة الخبيثة، الفيروسية

 . المصابة

 التريستيزا ،  mtCOIالخبيثة،  السلالات الشلف، سهل المن، حشرة ،الدالة: الحمضيات الكلمات
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 Abstract 

Following the observation of quick decline symptoms associated to CTV infection in several citrus 

trees located in the Chlef Valley, the second most important area of citrus cultivation in Algeria, a 

first survey to assess the status of this epidemic disease and to identify the potential aphid’s vectors 

was carried out. The survey of CTV was performed every year during the blossom period from 

March to May in 2016, 2017 and 2018, on a total of 1680 citrus trees belonging to 93 commercial 

orchards. The collected samples were tested by Direct Tissue Blot ImmunoAssay (DTBIA) 

analysis and by the Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay DAS-

ELISA technique. The obtained results showed that 54 trees were identified as being infected with 

CTV, corresponding to an infection rate of 3.21% throughout the studied area. Further molecular 

investigation was performed on some local CTV sources to determine the genotype associated 

with the CTV isolates detected in the study area, using multiple molecular markers technique 

M.M.M.s and CP25 sequencing. The results showed the presence of the T30 and VT genotypes. 

This outcome allowed confirmation of the presence of a virulent strain belonging to the VT 

genotype. The other CTV isolates were similar to those from the Mitidja region, which showed 

99% nucleotide identity with the Spanish mild CTV isolate. Aphid’s monitoring carried out during 

the same period had highlighted the occurrence of two important CTV vectors, which are; Aphis 

gossypii (Glover) and Aphis spiraecola (Patch), however no evidence of the presence of the major 

vector Toxoptera citricidus (Kirkaldy). Molecular identification using mtCOI marker showed a 

high reliability to resolve taxonomic ambiguity among aphid species at juvenile stages. Natural 

CTV dissemination has been evaluated by aphid transmission trials in the laboratory, the 

experiment had shown the ability of A. gossypii and A. spiraecola to transmit moderate isolates 

belonged to the T30 group, with a transmission rate of 11 and 8% respectively. In contrast, the 

virulent isolate affiliated to the VT group was not transmissible by both aphid species. 

Furthermore, post molecular analysis through M.M.M.s and CP25 sequencing of CTV sub-isolates 

after aphids’ passage did not shown any significant genetic alteration in comparison to the parental 

isolates. The epidemic status of Tristeza disease and the new detection of a virulent strain 

belonging to the VT genotype in the Chlef Valley is a matter of concern for Algerian citrus 

growers. This situation requires a rapid implementation of a plan of action by phytosanitary 

services, based on the continuous surveillance of virulent strains of the virus, its aphid vectors and 

the eradication of primary foci in order to avoid spread to the virus-free areas. 

Keywords. Citrus, CTV, Aphids, Chlef Valley, virulent isolates, mtCOI 
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Résumé 

L’observation de symptômes de dépérissement rapide sur arbres d’agrumes, associés au virus  de 
la Tristeza (CTV) dans la Vallée de Chlef , l’une des principales zones de production d’agrumes 

en Algérie, a permis de conduire une étude à grande échelle sur la réalité de cette maladie  pendant 
3 années consécutives ( 2016 à 2018).Des prélèvements d’échantillons  ont été réalisés sur un total 
de 1680 arbres d’agrumes répartis dans 93 vergers commerciaux. Ces échantillons  ont été analysés 
par test d’immunofluorescence directe ou méthode DTBIA (Direct Tissue Blot Immuno Assay) et 

par DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Les 
résultats ont confirmé la présence du virus dans 54 arbres ce qui représente un taux d’infection de 
3,21% dans la zone étudiée. Certains échantillons de ces sources locales de CTV ont fait l’objet 

de tests moléculaires complémentaires pour déterminer l’identité des génotypes associés aux 
isolats de CTV qui se propagent désormais dans la région. La caractérisation réalisée à l’aide de 

différents marqueurs moléculaires a permis d’identifier les génotypes T30 et VT, le génotype VT 
étant considéré comme une souche virulente du CTV. Les autres isolats de CTV ont été apparentés 
à ceux précédemment détectés dans la plaine de la Mitidja, montrant 99% de similarité 
nucléotidique avec un isolat modéré du CTV présent en Espagne. La surveillance des pucerons 
vecteurs a permis  de confirmer la présence  constante des deux espèces, Aphis gossypii (Glover) 
et Aphis spiraecola (Patch).L’espèce Toxoptera citricidus (Kirkaldy) dont le rôle est important 
dans la transmission des souches virulentes, n’a pas été détectée dans notre étude. 

 Nous avons aussi montré l’utilité du gène mtCOI comme marqueur moléculaire distinguant 
différentes espèces de pucerons au stade juvénile. Un essai de transmission d’isolats de CTV 

identifiés dans la zone d’étude, par le biais des espèces de pucerons locales réalisé dans des 
conditions contrôlées a montré que seul l’isolat modéré est transmissible par les deux espèces  A. 
spiraecola et A. gossypii avec un taux de 8 et 11% respectivement. Dans les conditions 
expérimentales de notre étude, les souches virulentes n’ont pas été véhiculées par ces 2 espèces. 
L’alignement multiple des séquences nucléotidiques du gène CP25 et les résultats des analyses 

M.M.Ms des sous-isolats dérivés des pucerons vecteurs n’a pas montré d’altérations génomiques 

comparativement à ceux des isolats parentaux. La situation liée à la maladie de la Tristeza qui 
pourrait encore s’aggraver avec la découverte, dans la Vallée de Chlef, d’une souche virulente 

appartenant au génotype VT constitue un sujet d’inquiétude pour  tous les agrumiculteurs  
d’Algérie. Elle nécessite la mise en œuvre d’un plan d’actions par les services phytosanitaires basé 
sur une surveillance continue des souches virulentes du CTV,  de ses pucerons vecteurs et 
l’éradication des foyers primaires afin d’éviter la propagation vers les zones indemnes. 

Mots clés : CTV, agrumes, pucerons, plaine de Chlef, virulent, mtCOI 
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1 Introduction 

Les agrumes qui sont originaires des pays du sud-est asiatique, sont connus depuis plus  de 4000 

ans (Mukhopadhyay, 2004). Ils représentent la première culture au monde (Olivares-Fuster et al., 

2003 ; Ayazpour et al., 2011) couvrant une superficie de huit millions d’hectares avec une 

production de 146.4 millions de tonnes en 2016 (FAOSTAT, 2019). Le genre Citrus est le plus 

important avec 60 espèces dont dix seulement sont cultivées pour la consommation (Webber, 

1967).  L’agrumiculture se pratique dans 140 pays (CLAM, 2007) dont la Chine, le Brésil et les 

USA sont les plus importants producteurs. Le Bassin méditerranéen est considéré comme la 

seconde zone de diversification des agrumes. L'industrie des agrumes représente 60% de la totalité 

du commerce international (CLAM, 2007). Actuellement l’agrumiculture est confrontée à de 

multiples  contraintes d’ordre biotique d’une part, comme la gommose due aux espèces du genre 

Phytophtora et le virus de la Tristeza (CTV) qui sont actuellement parmi les principales maladies 

(Roistacher et Da Graça, 2006) et des contraintes d’ordre abiotique d’ autre part (manque d'eau, 

salinité et l’alcalinité des sols…), caractéristiques des régions du Bassin méditerranéen (Snoussi, 

2013) qui limitent la production. 

L’introduction de la culture des agrumes en Algérie est antécédente à 1830 date du début de la 

colonisation française ; elle a porté sur environ 2000 plants implantés  dans la région de la Mitidja 

(Larbi et al., 2009). La création de vergers commerciaux est apparue dès le début du vingtième 

siècle et s’est poursuivie après la deuxième guerre mondiale ; les superficies ont augmenté 

rapidement si bien que la citriculture est devenue la plus importante culture arboricole du pays 

(Rebours, 1950, 1966), mais durant la guerre de libération il y a eu un ralentissement qui s’est 

poursuivi  quelques années après l’indépendance- ce qui a réduit le rythme des exportations (FAO, 

1996). En 1974, les agrumes représentaient une superficie de 43000 has et une production annuelle 

de 480 000 tonnes ce qui correspond à 20% de la production agricole, durant laquelle 4000 tonnes 

ont été exportés (FAO, 1996). Actuellement a superficie représente 65.974 has, soit 6% de la 

superficie arboricole occupant 0.7% de la SAU (MADRP, 2018). L’agrumiculture est plus 

particulièrement adaptée aux régions côtières et semi-continentales du pays. Elle est répartie sur 

treize wilayas (FAO, 1996 ; Bellabas, 2010) ; la Vallée de Chlef représente à elle seule environ 

20% de la superficie agrumicole globale, et couvre trois wilayas (Ain Defla, Chlefet Relizane). 

La plaine de Chlef, connue pour sa vocation agrumicole,  occupe la deuxième place en termes de 

superficie avec 12.258 has après la Mitidja qui couvre 29.508 has (MADRP, 2018). Cette filière 

est confrontée à plusieurs problèmes dont l’un des plus importants concerne le virus de la Tristeza 

(CTV). Ce problème est lié au type de porte-greffes dominant en Algérie qui est le bigaradier 
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(Citrus aurantium L.). En Algérie ce porte-greffe doit son succès à sa tolérance au calcaire, à 

l'alcalinité et la salinité mais surtout à sa résistance à la gommose due au genre Phytophthora. 

C’est la raison pour laquelle les agrumiculteurs algériens continuent de l’utiliser alors qu’il est très 

sensible au CTV, une maladie encore plus préjudiciable que la gommose. En effet, la combinaison 

bigaradier/variétés commerciales rendent les arbres sensibles au CTV ce qui entraine le déclin 

rapide et la mort des arbres (Yokomi et al., 2018 ; Lacirignola et D’Onghia, 2009 ; Moreno et al., 

2008). 

Au niveau de la plaine de Mitidja, qui est une zone limitrophe avec la Vallée Chlef ; et à travers 

une enquête réalisée entre 2009 et 2012, il ressort que l’incidence  du CTVdans les vergers 

commerciaux dans cette région avait atteint 17.6% (Larbi et al., 2015). La maladie a pris un aspect 

épidémique au niveau de la plaine de la Mitidja ; selon Larbi et al (2015)à la suite d’une enquête 

réalisée entre 2009 et 2012, on a estimé que l’incidence de la maladie dans les vergers 

commerciaux était de 17.6% ; plus récemment  de nombreux cas de déclin ont été observés dans 

la même région (Laala et al., 2019). Dans la zone de Blida, à la suite d’une prospection réalisée 

entre 2010 et 2011, la présence de CTV a été confirmée dans 25.8% des échantillons  (Belkahla et 

al., 2013). Le premier signalement du virus de la Tristeza dans la plaine de Chlef date de 2010 

(Ali Arous et al.,2016), avec de nombreux cas de dépérissement et autres symptômes 

caractéristiques observés chez plusieurs variétés d’orangers greffés sur bigaradier. Dans la région 

d’étude les orangers sont dominants en raison de leur meilleure adaptation aux conditions 

édaphiques et climatiques de la région (Bellabas, 2010).La propagation de cette maladie qui 

menace sérieusement l'agrumiculture de cette zone nécessite la recherche de porte-greffes de 

substitution.  Les pieds francs tels que le groupe des citranges, utilisés en Algérie en raison de leur 

tolérance à la Tristeza sont malheureusement incompatibles avec les conditions édaphiques de la 

région. C’est pourquoi, on s’attend à une aggravation de la situation, du fait que le virus existe et 

que ses vecteurs potentiels (pucerons) sont régulièrement observés en vergers d’agrumes pendant 

les différentes poussées de sève de l’année (Ali Arous et al. , 2017). 

Dans les conditions naturelles, le CTV est véhiculé par les pucerons selon le mode semi-persistant. 

Parmi les pucerons vecteurs c’est Toxoptera citricidus (Kirkaldy) qui est considéré comme le plus 

efficient surtout dans la transmission des souches sévères (Lee et Bar-Joseph, 2000 ; Lin et al., 

2002 ; Dawson et al., 2015). Cette espèce n’a pas été signalée à ce jour dans le Maghreb, malgré 

son signalement au Portugal (Ilharco et al., 2005) et dans le nord de l’Espagne (Cambra, 2007). 

Malheureusement le signalement récent de la présence de la souche sévère du virus, Poncirus 

trifoliata resistance-breaking au Maroc (Afechtal et al., 2018 )constitue un risque majeur quand 
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on sait que certains agrumiculteurs algériens se procurent des plants en provenance d’Espagne et 

du Maroc pour la création de nouveaux vergers. 

En Algérie les trois principales espèces de pucerons des agrumes sont : Aphis gossypii (Glover), 

Aphis spiraecola (Patch) et Toxoptera aurantii (Boyer de Fonsicolombe) (Belkahla et al., 2013 ; 

Ali Arous et al., 2017 et Labdaoui et al., 2018). Elles ont la capacité de véhiculer les particules 

virales du CTV (Hilf et al., 2005 ; Moreno et al., 2008 ; Yokomi et al., 2018 ). Les deux espèces 

dominantes en vergers algériens sont généralement A. spiraecola et A. gossypii. Cette dernière 

semble être la plus efficace (Bar-joseph et al., 1973 ; Roistacher, 1981 ; Yokomi et Garnsey, 

1987, Campolo et al., 2014;  Yahiaoui et al., 2015 ; Afechtal et al., 2015).  

L'identification des espèces d’aphides qui était basée sur les caractéristiques morphologiques a 

montré ses limites particulièrement pour les individus immatures en raison de leur petite taille et 

du fait que certaines races ou biotypes n'ont pas ou très peu de différences morphologiques. 

L'identification précise des pucerons est très utile en agriculture en raison des différences entre les 

espèces, les biotypes et les souches en termes de sensibilité aux insecticides et de transmission du 

virus (Eastop, 1977 ; Ebert et Cartwright, 1997 ; Wang et al., 2002 ;  Nauen et Elbert, 2003 ; 

Shigehara et Takada, 2003 ; Lowery et al., 2006).Le génome mitochondrial est particulièrement 

utilisé en agronomie, comme marqueur génétique direct et non ambigu de la généalogie maternelle 

et de la structuration géographique au sein d’une espèce (Boursot et Bonhomme, 1986 ; Moritz et 

al., 1987 ; Simon et al., 1994 ; Lee et al., 2015).   

Considérant l’impact socio-économique et environnemental qui pourrait découler d’une épidémie 

de CTV, il nous a paru important de réaliser cette étude dans la plaine de Chlef surtout que la 

majorité des études, investigations, expertises nationales et internationales réalisées sur la Tristeza 

en Algérie n’a concerné que la zone agrumicole de la plaine de Mitidja. L’étude est nécessaire 

pour une meilleure compréhension du statut actuel de cette maladie épidémique dans la plaine de 

Chlef et son épidémiologie.  

L’objectif de l’enquête vise à déterminer essentiellement l’incidence de la maladie et la nature des 

souches prédominantes, l’identification morphologique et moléculaire des espèces de pucerons 

locales et l’évaluation de leur degré d’efficacité à transmettre les différentes souches de virus 

existantes dans la région et les altérations génomiques de post-inoculation possibles chez les 

souches expérimentées. Le travail peut apporter une aide aux autorités phytosanitaires dans la mise 

en œuvre d’une stratégie de gestion pratique, efficace et durable contre la Tristeza.
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2 Données bibliographiques 

2.1 Historique des agrumes 

Le terme agrumes en Latin « acrimer » qui signifie aigre, sert à désigner certains fruits appartenant 

au genre Citrus tel que les oranges, les mandarines, les citrons et les pamplemousses (Loussert, 

1989). Ils ont originaires des pays asiatiques en particulier la Chine, l’Inde, la Malaisie et la 

Thaïlande où ils étaient cultivés depuis au moins 3000 ans (Calabrese, 2002 ; Malcolm, 

2006).C’est Alexandre le grand qui les a implantés en Afrique du Nord et au Moyen-Orient vers 

la fin du 4ème siècle avant JC (Malcolm, 2006). Ils ont été également progressivement diffusés 

dans d’autres zones, comme les États-Unis, le Mexique, le Pérou, le Brésil, le Mozambique et 

l’Afrique du sud qui répondent aux conditions de la culture (CLAM, 2007). Actuellement plus de 

huit millions d’hectares d’agrumes sont cultivés dans le monde (FAOSTAT, 2019).  

2.2 Taxonomie 

Les agrumes regroupent les espèces des trois principaux genres botaniques : Citrus, Poncirus et 

Fortunella. Selon le système d’Engler, ils appartennent tous à la famille des Rutacées qui comporte 

plusieurs sous-familles dont celle des Aurantioideae qui englobe tous les agrumes (Ortiz, 2002). 

Celle-ci est composée de deux tribus : Clauseneae avec cinq genres et Citreae avec 28 genres y 

compris le genre Citrus et les cinq genres apparentés : Fortunella, Poncirus, Eremocitrus (lime du 

désert), Microcitrus (lime sauvage d’Australie) et Clymenia (Blondel et al., 1986). La taxonomie 

du genre Citrus est sujette à controverse puisque deux grandes classifications existent. D’une part, 

Tanaka (1961) a identifié 156 espèces du fait qu’il considère comme espèce de nombreux hybrides 

intra- ou interspécifiques qui se multiplient de façon conforme par semis du fait de la 

polyembryonie. D’autre part Swingle et Reece (1967) n’en a distingué que 16 espèces. 

Du point de vue agronomique, les agrumes sont groupés comme suit : 

- Les limettiers :C. aurantifolia Christm. 

- Les bigaradiers : C. aurantium L. 

- Les citronniers : C. limonBurm.f.  

- Les pamplemoussiers : C. grandis Osbeck 

- Les cédratiers : C. medica L.  
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- Les pomelos : C. paradisi Macf. 

- Les mandariniers : C. reticulata Blanco 

- Les orangers : C. sinensis Osbeck.  

L’oranger est l’espèce la plus répandue et la plus cultivée dans le monde pour ses fruits 

(FAOSTAT, 2019). 

2.3 Importance économique 

2.3.1 À l’échelle mondiale 

La culture des agrumes a pris naissance dans les régions subtropicales du continent asiatique 

(CNCC, 2015). La superficie totale occupée par les agrumes est évaluée  à plus de 8 millions 

d’hectares (FAOSTAT, 2019) répartie sur une zone comprise entre le 40° parallèle de latitude 

nord et sud qui comprend 140 pays selon la Comité de Liaison de l’Agrumiculture 

Méditerranéenne (CLAM) en 2007 ; elle constitue la principale culture fruitière dans le monde 

avec une production annuelle estimée à 146.4 millions de tonnes soit 25% de la production fruitière 

mondiale (FAOSTAT, 2019) (Fig. 1). 

Production mondiale en agrumes (2006-2016)

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
1,15E8

1,2E8

1,25E8

1,3E8

1,35E8

1,4E8

1,45E8

1,5E8

Pr
od

uc
tio

n 
(t

on
ne

s)

 

                             Fig 1.Production mondiale en agrumes (2006-2016). (FAOSTAT, 2019) 
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Les 2/3 de la production sont fournis par le Brésil, la Chine, États-Unis et le Bassin méditerranéen 

(Griffon et Loeillet, 2000) (Fig. 2). Actuellement, les productions d’agrumes (fruits frais et 

produits traités d’agrumes) sont réparties selon la FAO en quatre groupes dans le marché mondial. 

Il s’agit du groupe des oranges, les mandarines puis de celui des pamplemousses et pomelos, et 

enfin le groupe des citrons et limes. Les oranges constituent la moitié de la production des agrumes 

suivies du groupe des petits fruits (mandarines, clémentines et tangerines) avec plus de 22%, puis 

les citrons qui représentent 12%.  Le reste de la production est partagé entre pamplemousses et 

pomélos (FAOSTAT, 2019).   

 

Fig2.Répartition de la production mondiale des agrumes (tonnes)  (FAOSTAT, 2019). 

 

2.3.2 À l'échelle du Bassin méditerranéen 

La spécificité de l'espace méditerranéen est caractérisée par trois grands indicateurs : l'originalité 

de son climat et de sa végétation, la valeur de sa biodiversité et de ses paysages mais aussi la 

fragilité de ses territoires face aux contraintes du milieu tel que la sécheresse, l’érosion hydrique, 

la salinisation et le relief escarpé (Souissi, 2013). L'agrumiculture méditerranéenne est à l'image 

de l'agriculture méditerranéenne qui n’est pas structurée en spécialités. Elle produit 60% de fruits 

d’agrumes destinés surtout au marché du frais (CLAM, 2007) et apporte sa contribution à raison 

de 55% au marché international en petits fruits (clémentines et mandarines) (FAOSTAT, 2019). 

A titre indicatif, le Bassin méditerranéen a exporté 2,24 millions de tonnes de tangerines, 

mandarines et satsumas sur un total des exportations de 3,13 millions de tonnes dans le monde 
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durant la période 2004-2005 (FAOSTAT, 2019).  En 2010 la production d’oranges a été estimée 

à 64 millions de tonnes dont 35,7 millions de tonnes destinés au marché du frais (Gifruits, 2012). 

Les échanges internationaux d'agrumes sont essentiellement Euro-méditerranéens, c'est dire 

l'importance de cette zone et du rôle central des échanges dans les enjeux de l'agrumiculture 

méditerranéenne (Ladaniya, 2008). 

2.3.3 Importance de l’agrumiculture en Algérie 

Les agrumes ont toujours été les fruits les plus populaires en Algérie (FAO, 1996). Ils sont très 

appréciés pour leur valeur nutritionnelle et organoleptique (FAO, 1996). L’introduction de 

l’oranger en Algérie est ancienne (Larbi et al., 2009). D’après Mutin (1969) la région de Blida 

était déjà célèbre pour ses orangers au moment de l’arrivée des Français où le recensement algérien 

a dénombré dès 1852, 170 ha d’orangers. La variété de clémentine sans pépin originaire d’Oran a 

été la principale variété cultivée durant plusieurs années, mais des vagues sévères de froid en 1925 

ont causé des dégâts considérables au niveau des vergers d’agrumes. À partir de 1940, les orangers 

ont émergé comme la principale espèce d’agrumes (Alloum et Bencheik El Hocine, 1983).  La 

superficie plantée en agrumes a augmenté rapidement, et depuis l’agrumiculture ne cesse de 

prendre une place croissante dans la production agricole algérienne (Fig.3). En 1960, la superficie 

des agrumes était de 37000 ha et participait à 20% dans la valeur de la production agricole (Mutin, 

1969). Actuellement les agrumes couvrent une superficie de 65974 ha représentant environ 6% de 

la superficie totale occupée par l’arboriculture fruitière (MADRP, 2018). En 2016, la production 

d’agrumes en Algérie a atteint 1.27 millions de tonnes (FAOSTAT, 2019) constituée 

essentiellement de 72% d’oranges, 16% de clémentines, 4% de mandarines, 7% de citrons et 

seulement 1% pour les autres variétés (pomelos, pamplemousse …) (FAOSTAT, 2019). La 

production d’agrumes alimente le marché national par les variétés précoces sur la période allant 

de novembre à la fin janvier pour céder la place aux variétés tardives qui alimenteront 

progressivement le marché jusqu'à mai-juin (Bellabas, 2010). Le total de la production est 

consommé à l’état frais (97%), le reste est destiné à la transformation principalement en jus 

d’orange et en  produits de confiserie (MADRP, 2018). En Algérie les rendements varient d’une 

région à une autre, allant de 10 tonnes à plus de 25 tonnes par hectare (annexe 11), ces derniers 

étant nettement inférieurs à la moyenne internationale, qui est estimée à 30 tonnes par hectare 

(Bellabas, 2010 ; Navarro, 2015 ; FAOSTAT, 2019). Cette situation est liée à plusieurs facteurs 

de nature différente qui ont entravé l’évolution de la filière agrumes (climat, vieillissement des 

vergers, arrachage des vieux arbres, mauvaise gestion de la fertilisation et des problèmes 

phytosanitaires (Bové, 1995).  
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                                             Fig 3. Zones agrumicoles d’Algérie (Sahraoui, 2016). 

2.3.4 Situation dans la plaine de Chlef 

L’agrumiculture dans la Vallée de Chlef occupe une superficie totale de 12.258 ha (MADRP, 

2018) et s’étend sur trois wilayas (Ain Defla, Chlef, et Relizane).Elle figure parmi les zones 

potentielles en agrumes. On trouve les oranges en abondance, spécialement les variétés précoces 

comme les Navels à côté des clémentines (Kerrouche, 2016 ; DSA, 2018).  
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                                     Fig 4. Production d'agrumes par wilaya (MADRP, 2018). 
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En 2018, la production au niveau de la plaine de Chlef a été estimée à 2.276.755 quintaux (Fig. 

4), avec un modesterendement estimé à 205qx/ha (MADRP, 2018), alors que le rendement moyen 

par hectare en Espagne, le plus important producteur d’agrumes en méditerranée est estimé à 300 

qx/ha (Navarro, 2015). Derrière cette situation, on trouve le déficit hydrique enregistré dans la 

région depuis plusieurs décennies, le vieillissement des plantations, les opérations d’arrachage et 

surtout la pression des problèmes phytosanitaires. 

2.4 Les contraintes de l'agrumiculture au niveau de la plaine de Chlef 

L'agrumiculture est une filière qui est confrontée à des pressions biotiques et abiotiques croissantes 

et le risque d'extension dans la Vallée de maladies émergentes s’est encore accru par la croissance 

des échanges commerciaux et les mouvements des personnes. Les principales limites se résument 

dans les contraintes suivantes. 

2.4.1 Les contraintes abiotiques 

2.4.1.1 Problème du manque d’eau 

Pour permettre leur croissance végétative et leur développement, les agrumes ont besoin d’eau en 

qualité et en quantité appropriées, à portée de leurs racines et au bon moment. Durant la saison 

sèche, un arbre d’agrumes a besoin d’au moins 50 litres d’eau par jour (Haifa, 2014). L’évolution 

climatique prévoit la réduction de 20 à 30% de la capacité de production dans les pays du Maghreb 

à cause de la baisse prévue de la pluviométrie et une augmentation de l'évapotranspiration 

potentielle (ETP) annuelle (FAO, 2008). Les prévisions réalisées sur 30 à 40 ans sont encore 

imprécises mais pourraient être de l'ordre de -10% pour la pluviométrie et +10% pour l'ETP (Ben 

Mechlia, 2009). Les besoins totaux d'un verger d'agrumes se situent entre 900 et 1200 mm/an 

(Haifa, 2014). La pluviométrie moyenne annuelle au niveau de la plaine de Chlef ne dépasse pas 

450 mm, alors que les besoins des agrumes en irrigation sont situés entre 450 à 700 mm/an. Selon 

Boutiba (2019), le déficit en ressources hydriques sera l’enjeu majeur de l’agrumiculture dans les 

prochaines décades (Boutiba, 2019). La distribution de l'eau du réseau public (ONID) est réalisée 

à la demande, mais sa disponibilité est limitée par un débit de fourniture insuffisant en période de 

pointe (Boutiba, 2019). 
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2.4.1.2 Sols calcaires 

La plaine de Chlef se distingue surtout par des sols calcaires profonds. Les porte-greffes tolérants 

à la déficience en fer dans les sols calcaires sont généralement utilisés dans ce cas. Les porte-

greffes d'agrumes varient dans leur tolérance à la chlorose ferrique, cela concerne  aussi bien les 

orangers trifoliées sensibles que les espèces d'agrumes les plus tolérantes comme les orangers 

amers ((bigaradiers) (Ollitraut et al., 1998).Or, pour le cas de la Vallée de Chlef, la quasi-totalité 

des anciens vergers d’agrumes sont greffés sur bigaradier.C’ est seulement depuis une décennie 

que les agrumiculteurs utilisent de nouveaux portes-greffes tolérants à l’alcalinité et aux sels tels 

que le C. Volkameriana et C. Macrophylla (Ali Arous et al., 2017). 

2.4.1.3 . Contraintes structurelles et économiques 

Dans la plaine de Chlef, le morcellement des terres présente des inconvénients  qui ont des 

conséquences de plus en plus visibles. Il s'agit de menace réelle dûe à une pression foncière 

croissante sous l'effet de l’accroissement démographique et à la diversification des usages de la 

terre (Ali Arous et al., 2013).  Le nombre des exploitations et/ou de la superficie cultivée 

augmente et restent de petites tailles ;  ce sont les plus petites qui occupent une part importante de 

la surface agricole utile. Sur un total de 1.023.799 exploitations, 70% ont une superficie comprise 

entre 0.1-10ha couvrant 25.4% de la SAU, ce qui représente un réel frein pour l'intensification 

(Bellabas, 2010). Les litiges et conflits  au sein des jeunes exploitations agricoles collectives 

(EAC) sont apparus très vite au lendemain de la mise en œuvre de la loi n° 87-19 du 8 décembre 

1987 représentant une réelle contrainte au développement de la filière agrumes dans la plaine.Ils 

se sont amplifiés huit ans après la mise en œuvre de la loi 10-03 du 15 Aout 2010 fixant les 

conditions et modalités d’exploitation des terres agricoles du domaine privé de l’État qui prévoit 

la conversion du droit de jouissance en droit de concession (ONTA, 2010). Cette nouvelle loi 

devait en principe répondre aux problématiques créés par la précédente loi et apporter des solutions 

pour le bien-être des agriculteurs. Elle avait comme objectif de relancer la production et 

l’investissement et améliorer la sécurité alimentaire du pays. Dans ce contexte, il est important de 

donner la liberté à chaque concessionnaire de disposer comme il le souhaite de son droit, pour 

libérer les initiatives et ouvrir les possibilités d’investissement et d’accès  au crédit bancaire, sous 

réserve de respecter des prescriptions réglementaires en matière de lutte contre le morcellement 

des terres. Par ailleurs à l’insuffisance flagrante de la main-d’œuvre qualifiée suite au  

vieillissement des agriculteurs s’ajoute  le rejet des jeunes pour le métier de la terre (activités 

professionnelles agricoles). De plus, la part des investissements affectés à l'agriculture en général 
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et à la filière agrumicole en particulier agrumicole a diminué et reste toujours insuffisant par 

rapport aux besoins des agriculteurs.S’ajoutent à cela, les rigidités administratives  pour l'octroi 

des crédits bancaires notamment au profit des exploitations du domaine privé de l’État. De plus, 

les coûts élevés du capital et du travail engendrent une lenteur dans les investissements et un 

désengagement de la part des agriculteurs. 

2.4.1.4  Réchauffement climatique et ses conséquences 

Le réchauffement climatique, phénomène d’élévation durable des températures des océans et de 

l’atmosphère à l’échelle mondiale, constitue la principale forme de changement climatique 

(PachaurietResinger, 2007).  L’une des conséquences du réchauffement climatique en matière de 

précipitations dans le monde est l’apparition de régions touchées par ce phénomène soit une aridité 

soit par des inondations. La Méditerranée est susceptible de connaitre une baisse des pluies 

comprise entre -20% et -50% (Mostefa-Kara, 2008 ; Taabni et  El Jihad, 2012). L’Afrique du Nord 

sera particulièrement touchée, ce qui entrainera une baisse des productions agricoles et une 

augmentation des importations alimentaires qui passeront de 40% à 60% de la consommation 

(Brunel et al., 2013). L’agrumiculture, culture très exigeante en eau sera parmi les cultures les plus 

affectées par cette baisse de précipitations. Dans certains pays, des technologies moins utilisatrices 

d’eau comme le goutte à goutte sont mises en place. En Algérie, dès l’an 2000, la majorité des 

vergers agrumicoles créée dans le cadre du plan national de développement agricole (PNDA) ont 

commencé à être irrigués par ce procédé (goutte à goutte), mais les anciennes plantations 

d’agrumes continuent à être irriguées par submersion, ce qui cause une déperdition d’eau. 

2.4.2 Les contraintes biotiques 

Les agrumes de la plaine de Chlef sont encore épargnés par  plusieurs pathogènes importants tels 

que Candidatus liberibacter spp, l’agent causal du HLB des agrumes, Phoma tracheiphila qui 

cause la maladie du mal secco (dessèchement des agrumes), Phyllosticta citricarpa, l’ascomycète 

exotique, causant la maladie des tâches noires des agrumes, ou encore Xyllela fastidiosa subsp : 

pauca, une bactérie qui cause une maladie sérieuse qui risque d’apparaître et causer de sérieux 

problèmes endémiques. Le virus de la Tristeza est parmi les pathogènes les plus importants dans 

le monde causant des dommages économiques considérables et susceptible de répandre 

l’infestation à de nouvelles zones (Brlansky et al., 1988 ; Roistacher et Da Graça, 2006 ; Yokomi 

et al., 2018). Des symptômes très caractéristiques associés aux infections par le CTV ont été 

observés dans la Vallée de Chlef (Ali Arous et al., 2017). 
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2.5 Intérêt du porte-greffe 

2.5.1 Apport du porte-greffe 

Depuis la moitié du XIXème siècle, l’utilisation de porte-greffe résistant est devenue systématique 

en agrumiculture suite aux dégâts provoqués par la gommose due aux espèces du genre 

Phytophthora sur les agrumes cultivés franc de pied. Les porte-greffes offrent plusieurs 

avantages parmi lesquels on peut citer : 

1/  La  propagation  par  greffage  sur  un  porte-greffe qui garantit  la  production  de  fruits   

identiques à la source du bourgeon permettant ainsi des plantations de type uniforme. 

2/ L’association greffon/porte-greffe qui permet de combiner les meilleures caractéristiques 

génétiques du fruit (qualité et quantité), avec les traits génétiques les plus forts des racines 

(adaptation au type de sol, tolérance à la salinité, résistance aux maladies et nématodes…) (Khan 

et Kender, 2007).  

Les porte-greffes doivent :  

 1/ Assurer l’adaptation des agrumes aux différents contextes pédoclimatiques permettant ainsi 

d’élargir l’aire de culture d’une espèce fruitière hors de sa zone de prédilection (Snoussi, 2013) ; 

2/ Apporter des résistances à de nombreux agents pathogènes (Phytophthora sp, Tristeza, 

nématodes, mal secco…).  Leurs interactions avec les cultivars déterminent également la qualité 

des fruits qui constituent un facteur de sélection très important, particulièrement pour les 

productions destinées au marché frais (Snoussi, 2013). 

2.5.2 Critères de choix d’un porte-greffe 

Les qualités essentielles d’un bon porte-greffe peuvent être résumées comme suit : 

 Favoriser une association greffon/porte-greffe tolérante à la maladie à virus de la Tristeza, 

une bonne résistance à la gommose dûe à des espèces du genre Phytophthora et une 

adaptation aux sols alcalins et à teneur souvent élevée en sels. 

 Assurer une multiplication et un élevage en pépinière facile et une bonne affinité au 

greffage avec les principales espèces et variétés commerciales. 
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Il est évident que le porte-greffe idéal rassemblant toutes ces qualités n’existe pas, mais les critères 

de sélection des porte-greffes doivent tenir compte d’un certain nombre de contraintes et d’effets 

sur les variétés en permettant une multiplication à l’identique, ayant un système racinaire adapté 

et offrant une bonne affinité porte-greffe/variété (Louzada et al.,2008 ) . Le choix d’un porte-

greffe doit être basé sur les facteurs limitant les plus importants à la production dans une région 

donnée, comme le climat local, les conditions du sol, le cultivar et le but de la production de la 

culture (Castle et al., 2013). Parmi plusieurs autres facteurs majeurs, la combinaison particulière 

porte-greffe/scion détermine ou modifie la taille du fruit ainsi que ses qualités externes et internes 

et son aptitude à la conservation (Ladaniya, 2008). Plusieurs études ont été réalisées pour évaluer 

plusieurs combinaisons porte-greffes/greffons ainsi que leurs effets sur le rendement et la qualité 

des fruits (Georgiou, 2002; Forner-Giner et al., 2003; Zekri et Al-Jaleel, 2004; Al-Jaleel et al., 

2005; Perez-Perez et al., 2005; Ramin et Alirezanezhad, 2005 ; Louzada et al.,2008). Sur plusieurs 

dizaines d'années, plusieurs groupes de recherche ont testé des porte-greffes, des hybrides et des 

scions de variétés sous une large gamme de conditions expérimentales impliquant des traitements 

de tolérance aux sols salés, aux sols calcaires et aux sols à pH élevé (Zekri et Parsons, 1989; Lloyd 

et al., 1990; Chen, 1992; Zekri, 1993; Garcia-Lidon et al., 1998; Ait Haddou Mouloudet al., 2002 ; 

Rochdi et al., 2005 ; Louzada et al., 2008). Hélas, les porte-greffes disponibles comme l'orange 

trifoliée et ses hybrides,  les citranges Carrizo et Troyer résistants à plusieurs stress biotiques tels 

que le CTV, les nématodes et l’agent causal de la gommose Phytophthora spp, sont très sensibles 

au calcium et aux sels (Davies et Albrigo, 1994). Les porte-greffes appartenant au groupe des 

citronniers sont tolérants à la salinité mais sensibles au CTV, aux nématodes et à Phytophthora 

spp. De plus, le mandarinier Cléopâtre, qui est très tolérant au sel et à la Tristeza est sensible à 

Phytophthora spp. Pour cela, il est incontestable que l'objectif principal des améliorateurs serait 

de chercher et de créer de nouveaux porte-greffes cumulant les deux types de tolérance aux stress 

biotiques liés à la Tristeza, Phytophthora spp,  Nématodes et aux stress abiotiques telles que la 

salinité et l’alcalinité. 
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2.5.3 Les principaux porte-greffes des agrumes 

Les caractéristiques horticoles importantes des principaux porte-greffes à travers le monde sont 

présentées dans le tableau 1. 

Tab1. Caractéristiques des porte-greffes importants d’agrumes (Castle et al., 2015) 

 

2.5.3.1 Le bigaradier 

Le bigaradier (Citrus aurantium L.) est originaire du Sud-Est d’Asie (Grosser et al., 2004). Il a été 

introduit dans le  Bassin Méditerranéen après les conquêtes des arabes (Webber et al., 1967) ; 

durant le 10èmesiècle en Perse, Iraq, Syrie, Palestine et Egypte et plus tard  dans le Nord de 

l’Afrique, Sicile, Sardaigne et Espagne (Nicolosi, 2007). Dans la littérature arabe ancienne 

(Tolkowski, 1938; Calabrese, 1998), le terme 'naranji' désignait  le  bigaradier ;  aussi,  plusieurs  

autres  nominations  lui  ont  été  données:  Citrus vulgaris (Risso, 1813), Citrus bigaradia (Risso 

et Poiteau, 1818). Citrus aurantium L. est le binomial scientifique adopté après la description 

fournie par Linneus en 1753. Ce dernier a placé l’orange comme une variété de bigaradier, en la 

nommant C. aurantium var. sinensis. L’espèce C. aurantium L est le porte-greffe le plus 

anciennement utilisé dans le monde et qui reste prédominant en Méditerranée (Grosser et al., 

2004). Le bigaradier présente plusieurs avantages, qui sont un bon comportement en pépinière ; 

une tolérance aux chlorures et au calcaire ; il s’adapte à tous les types de sols  et possède une bonne 

PorteGreffe/ Tolérance

P
h

ytop
h

th
ora

 T
risteza

G
reen

in
g

E
xocortis

C
ach

exie

N
ém

atod
es 

S
alin

ité

 S
éch

eresse

 G
elées

C
alcaire

C
alib

re 

V
igu

eu
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Citrange Carrizo T T I S T T B I F I E E

Citrange Troyer R T I S T S I B I I I E

Citrange C35 I T I T T R I I S I I E

Orange trifoliée R R ? S T S F B F/S P F F/I

Cléopâtre S T S T T S I B I P E F/I

Volkamer S T ? R T S B F E G E E

Rough lemon S T ? T T S B F E G E E

Macrophylla R S S T S S B F E G E E

Citrumelo swingle T T ? S T S B I F I E E

Lime Rangpur S T ? S S S B F E G E E

Orange douce S T ? T T S F I F I I I

Lime de Palestine S T ? S S S B F I G E E

C22 Bitters R      S T T T S I B E I I I

Abréviations : B = bonne ; E = élevé ; I = intermédiaire ; F = faible ; G = grand ; TR = très résistant ; 
R= résistant; S = sensible ; T = tolérant ; P = petit.
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affinité avec la majorité de variétés. De plus il est résistant à la gommose et à l’exocortis et très 

productif, mais il craint l’excès d’eau et les sols lourds. Il montre également une sensibilité aux 

nématodes (Snoussi, 2013). Malheureusement, le principal inconvénient de ce porte-greffe est sa 

sensibilité au virus de la Tristeza quand il est utilisé comme porte-greffe pour les variétés d'orange 

ou de pamplemousse (Rao et al., 2008). C’est pourquoi, l'emploi du bigaradier est limité et 

réglementé pour un petit nombre de régions dans le monde,  c’est la raison pour laquelle il a été 

nécessaire de remplacer ce porte-greffe par d'autres, afin d'intégrer plus de tolérance au CTV et à 

la salinité, qui est fréquemment omniprésente dans la plupart des régions agrumicoles. Le 

bigaradier a fait l’objet de plusieurs travaux visant l’amélioration des porte-greffes. À partir de 

cultures d’ovules, 17 lignées de cals ont été générées ; le bigaradier étant l’un des géniteurs 

potentiels. Ces cals ont présenté un intérêt potentiel pour la sélection de porte-greffes (Ollitrault 

et al., 1998). 

2.6 Origine de la maladie virale Tristeza  

La Tristeza est probablement originaire de Malaisie et d’autres pays d’Asie du Sud-Est, zone 

d’origine présumée des agrumes, où elle existait depuis longtemps sur des cultivars tolérants 

(Roistacher, 2000 ; Atta et al., 2012). Entre 1836 et 1916, une épidémie de pourriture du collet 

causée par un oomycète du genre Phytophtora est apparue dans plusieurs régions du monde, 

décimant les agrumes obtenus par semis ou greffés sur orangers doux ou sur citronniers 

(Roistacher, 2000). Ce désastre a conduit à transformer le mode de plantation par semis direct au 

greffage de scions sur bigaradier  (Citrus aurantium L), un porte greffe résistant à la gommose, 

et très adapté à tous les types de sols (Fawcett, 1936 ; Rocha-Pena et al., 1995 ; Roistacher, 2000). 

Le bigaradier est rapidement devenu le porte greffe le plus utilisé en Méditerranée, puis en 

Amérique. Ce porte greffe a malheureusement créé les conditions d’une vaste épidémie de déclin 

induit par la Tristeza, d’abord en Afrique du sud en 1910, puis à Java à partir de 1928, au Brésil 

dès 1937 et en Argentine en 1938 (Herron, 2003). Webber (1943) a rapporté qu’en Afrique de sud 

entre 1924 et 1925, il était difficile de trouver un oranger doux greffé sur bigaradier âgé de moins 

de 20 ans, car la maladie entraînait la mort des sujets agés. 

Toxopeus (1937) à Java a décrit les symptômes de la maladie sur bigaradier similairement à ceux 

de l’Afrique de Sud en excluant les facteurs environnementaux comme l’unique cause du 

problème. Bitancourt (1940) a fait une description indiquant une «  pourriture des radicelles des 

agrumes » ; il a testé de nombreuses combinaisons cultivar/porte greffe au Brésil, suggérant une 

origine virale du syndrôme ; Il s’agissait d’un virus latent sur bigaradier transmis via le point de 

greffe à l’oranger doux. 
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                                     Fig 5. Distribution de la Tristeza dans le monde (OEPP, 2019). 

Webber (1943) a publié le premier rapport sur les maladies des agrumes sans aucune mention aux 

symptômes de la Tristeza. Moreira (1942) a utilisé le terme portugais « Tristeza » ou tristesse 

pour décrire les symptômes de déclin des frondaisons de scions greffés sur bigaradier au Brésil. 

Meneghini (1946) avait déjà démontré la transmission de l’agent de la Tristeza par les pucerons, 

alors que Fawcett et Wallace (1946) ont démontré la nature virale de la maladie. Apparemment, 

tous les premiers cas de Tristeza découverts dans les zones d'agrumes du Bassin Méditerranéen 

remontent à l'introduction du matériel végétal infecté provenant de l'étranger (Russo, 1956). Tous 

les pays ayant introduit le citronnier Meyer ont également introduit la Tristeza (Bové, 1967). 

D'autres variétés importées d'Australie, d'Afrique du Sud, des États-Unis d'Amérique et du Japon 

auraient également introduit la Tristeza dans des pays Méditerranéens. Les premières épidémies 

ont eu lieu en Espagne, au Moyen Orient  et en Italie (Sorokeret al., 2009 ; Navarro, 1993 et 

Russo, 1956), alors que plusieurs foyers ont été signalés en Albanie, en Algérie, en Egypte, 

France, Grèce, Jordanie, Liban, Libye, Maroc, Palestine, Portugal, Syrie, Tunisie et Turquie 

(Djelouah et D’Onghia, 2001a ; OEPP, 2019). La propagation et le mouvement de la Tristeza 

dépend de la distribution du matériel infecté, de l’espèce de pucerons vecteurs, de la souche du 

virus et d’autres facteurs abiotiques (Roistacher, 2004). 
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2.6.1 Histoire de la Tristeza en Algérie  

Depuis 1948, les premiers cas de Tristeza ont été décelés sur agrumes dans les pays du Bassin 

Méditerranéen suite à l’introduction des greffons infectés du citronnier Meyer (Frezal, 1957 ; 

Bové, 1967 ; Djelouah et D’Onghia, 2001a) ; l’introduction du virus devenait inévitable vu que la 

maladie était quasi inconnue à cette époque (Herron, 2003).  En Algérie, la maladie a été détectée 

en 1955 et 1957, où des plants de citronnier Meyer porteurs du CTV ont été introduits dans le pays 

(Frezal, 1957). Aucune propagation naturelle de la maladie n'a été observée à l'époque, sauf par 

propagation de greffons.  Au cours de sa visite en Algérie, Salibe (1961) a découvert des 

symptômes de présence de la Tristeza dans quelques vergers d’agrumes de la région de Mitidja. Il 

s’agissaitde  de deux pamplemoussiers sans pépins (Variété: Marsh) et de deux orangers (Variété: 

Salustiana) greffés sur des bigaradiers, âgées de 22 à 23 ans environ. Le pamplemoussier sans 

pépins présentait un feuillage de couleur vert, mais avec une surcroissance, striure inversée et 

exsudats gommeux sous le point de greffe. Les orangers de Salustiana étaient rabougris, avec 

dépérissement des rameaux, excroissance du tronc au-dessus de point de greffe et exsudats 

gommeux au niveau du tronc de bigaradier. Lors d'une visite dans un grand verger d'agrumes 

étatique à Haouch Massouma dans la commune de Chebli (Blida), environ 40 orangers, 

probablement de la variété Verna Peret (Pereta) ont montré des symptômes de dépérissement, des 

feuilles jaunâtres et fanées ainsi que du bois strié. Dans le même verger, à environ 500 m du foyer, 

un autre groupe d’une dizaine d’arbres de Mandarinier (Variété: Clémentine) et d’Oranger 

(Variété: Pereta) greffés sur bigaradier et plantés en intercalaire étaient en souffrance, certains 

étaient déjà morts (FAO, 1996 et Salibe, 1961). La cause de cette anomalie n'a pas été déterminée, 

mais il a été suggéré d'utiliser la technique sérologique ELISA pour déterminer l’origine de ces 

cas de déclin. Au niveau de l’ITAF de Boufarik, des plantes indicatrices (Lime mexicaine) 

inoculées avec des greffons d’un oranger (Variété: CapNartje) importé  d'Afrique du Sud ont 

montré des symptômes de bois strié SP ce qui  indiquait la forme grave du virus (FAO, 1996). Plus 

tard, Farrag et Omar (1969) ont soupçonné la présence de la Tristeza sur 30 arbres, ce qui a été 

confirmé par la mission COFROR en 1971 (Anonyme, 1971). Par ailleurs, au cours d’une visite 

technique en Algérie, des chercheurs Français ont observédes symptômes du virus sur certains 

arbres d’agrumes dans la région de la Mitidja (Bové, 1995). Entre 1967 et 1982, durant des 

missions techniques en Algérie, Bové a rapporté la présence du CTV sur certains arbres 

(Mandarinier et Clémentinier) de la collection variétale de la station expérimentale de l’ITAF à 

Boufarik (Bové, 1995). Jusqu’en 2000, aucun symptôme de la maladie n’a été observé dans les 

vergers d’agrumes de cette localité ou ailleurs (ITAFV, 2003).  A partir de 2001 l’ITAFV a détecté 
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à nouveau du CTV sur deux variétés d’agrumes (Mandarinier et Oranger doux) appartenant au 

parc à bois de Beni Tamou. Ces arbres ont été arrachés et détruits (ITAFV, 2003 ; Larbi et al., 

2009 ; Laala et al., 2019).  En 2009 l’INPV a réalisé une enquête au niveau de plusieurs zones 

agrumicoles d’Algérie dont le résultat a prouvé la présence de foyers isolés de la maladie dans 

certaines zones comme Chlef et Ain Defla déjà connuesindemnes de la maladie.Suite à l’enquête 

réalisée entre 2009 et 2012, l’incidence de la maladie dans la plaine de Mitidja aété estimée à 

17.6%  (Larbi et al., 2015). À Blida l’incidence du CTV a été évaluée à 25.8% (Belkahla et al., 

2013). L’OEPP rapporte que la Tristeza est présente en Algérie, mais son occurrence est faible 

(OEPP, 2019). 

2.6.2 Caractéristiques de l’agent causal  

Citrus  Tristeza  virus  (CTV)  provoque  une  des  maladies  les  plus  préjudiciables  à  la  culture  

des agrumes, cause d’épidémies ravageuses qui ont pesé sur l’évolution de ce secteur (Moreno et 

al.,2008). Le virus de la Tristeza est le plus fréquent et le plus complexe du genre Closterovirus 

de la famille de phytovirus Closteroviridae (Karasev et al., 1995 ; Martelli et al., 2002 ; Moreno 

et al., 2008 ; Dawson et al., 2015).   

 

Fig 6. Shémas du genre Closterovirus. Les noms des genres sont montrés à la droite. BYV, Beet yellows virus 

(Agranovsky et al., 1994),  CTV, Citrus Tristeza virus (Karasev et al., 1995); LIYV, Lettuce infectious yellows virus 
(Klaassen et al., 1995); SPCSV, Sweet potato chlorotic stunt virus (Kreuze et al., 2002); GLRaV-3, Grapevine leafroll-
associated virus-3 (Ling et al., 2004). 

La famille est composée de trois genres : Citrivirus dont le CTV qui possède un génome 

monopartite de 19.3 kb et 12 ORFs (open reading frame) est transmis par pucerons (Fig. 6) ; 
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Closterovirus, le BYV (Beet Yellow virus),  dont le  génome est composé de 14.5 kb et 9 ORFs et 

également transmis par pucerons. Biclovirus dont le LYV (lettuce infectious yellow virus) est 

composé d’un génome bi-caténaire de 8.1 et 7.1  kb et 9 ORFs celui-ci est transmis par les 

cochenilles (Hemiptera : Pseudoccidae). Leurs virions sont flexueux et filamenteux et mesurent 

2000 nm de longueur et 11 nm de diamètre (Bar-Joseph et al., 1979). Ils sont transmis d’une 

manière semi-persistante par les insectes, causant des structures cytopathologiques 

caractéristiques au niveau du phloème. Actuellement cette famille est composée de plus de 30 

virus, de 2 à 3 virus sont ajoutés chaque année à cette liste (Karasev et Bar-Joseph, 2010). 

L’évolution des Closterovirus a été suggérée sur la base de l’analyse de leurs gènes de réplications 

et le HSP70 homologue (HSP70h) (Dolja et al.,1994 ; Karasev, 2000). 

2.6.3 Gamme de plantes hôtes 

En conditions naturelles, le virus de la Tristeza infecte facilement les cellules du phloème de la 

plupat des espèces des genres Citrus  tFortunella ainsi que certaines espèces de genres voisins des 

agrumes appartenant à la famille des Rutaceae qui sont également sensibles au CTV. Il s’agit de 

Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Atalantia, Citropsis, Clausena, Eremocitrus, Hespertusa, Merrillia, 

Microcitrus, Pamburus, Pleiospermium et Swinglea (Duran-Vila et Moreno, 2000; Timmer et al., 

2000 ; Roistacher, 2004). Lamajorité des clones de Poncirus trifoliata (oranger trifolié) et 

bonnombredeleurshybrides,  ainsi que Fortunella crassifolia (kumquat Meiwa) et certains Citrus 

grandis   (pomélo), résistent à la plupart des souches de CTV (Moreno et al., 2008). Par conséquent 

le CTVest absent ou très peu concentré dans les espèces suivantes ; C. reticulata (mandarinier), C. 

sinensis (orangerdoux) et C. latifolia (limettier). Parmi les espèces utilisées comme porte-greffe, 

C. macrophylla (alemow), C. volkameriana (citronnier Volkamer), C. reshni (mandarinier 

Cleopatra) et C. limonia (limettier Rangpur) sont sensibles aux infections naturelles par CTV, 

tandis que les citranges (hybrides des orangers doux et trifoliésCarrizo et Troyer) sont  très 

rarement infectés. Les porte-greffes P.trifoliata et C. paradisi× P. trifoliata (citrumelo) résistent à 

la plupart des souches de CTV. Les non-agrumes Passiflora gracilis et Passiflora coerulea sont 

étudiés comme hôtes à titre expérimental (Roistacher, 2010). 

2.7 Symptômes 

Le CTV est le phytovirus qui a le plus large nombre de phénotypes distincts (Garnsey et al., 

2005 ; Hilf et al., 2005 ; Moreno et al., 2008 ; Dawson et al., 2013).Les symptômes qui se 

manifestent chez les hôtes infectés par le CTV sont très variables et dépendent des conditions 

environnementales, de l’espèce touchée et de l’agressivité de la souche infectieuse. Le virus peut 
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rester latent pendant plusieurs années (Moreno et al., 2008). Certaines souches de CTV sont 

bénignes et ne produisent pas d’effets visibles chez la majorité des espèces d’agrumes 

commerciales, notamment les agrumes greffés sur C. aurantium (Roistacher, 1991). De manière 

générale, les mandariniers sont particulièrement tolérants aux infections par le CTV. Alors que 

C. sinensis, C. aurantium (utilisé comme jeune plants non comme porte-greffe), C. jambhiri 

(citronnier rugueux) et C. limonia demeurent habituellement asymptomatiques après l’infection, 

mais peuvent toutefois manifester une réaction à certaines souches agressives. Des symptômes 

d’infection apparaîtront probablement chez le limettier, le pamplemoussier, certains cultivars du 

pomélo, C. macrophylla (alemow), l’oranger doux, quelques hybrides d’agrumes et les espèces 

proches des agrumes de la famille des Rutaceae. En fonction de la souche de CTV, des espèces 

d’agrumes ou de l’association greffon/porte-greffe, le virus causent l’un des trois symptômes 

suivants : dépérissement d’agrumes, bois strié, ou jaunisse des jeunes plants. Ces trois syndromes 

sont décrits dans les paragraphes qui suivent. La figure (7) récapitule les principaux symptômes 

induits par le virus de la Tristeza. 

2.7.1 Le dépérissement 

L’une des conséquences du CTV les plus importantes sur le plan économique et le déclin à 

Tristeza (maladie du point de greffe), caractérisée par un dépérissement des arbres greffés sur 

bigaradiers.Les orangers doux mandariniers et pamplemoussiers greffés sur ce porte-greffe 

dépérissent lentement. Les symptômes sont montrés Fig. 7a. En revanche, d’autres greffons 

dépérissent rapidemen tou se rétrécissent quelques jours seulement après l’apparition des 

premiers symptômes. Le dépérissement est dû aux effets physiologiques du virus sur le phloème 

du porte-greffe sensible, juste en dessous du point de greffe. Les arbres qui dépérissent lentement 

présentent typiquement un gonflement au-dessus du point de greffe formant une ligne brune à la 

jonction et des striures inversées et quelque fois un motif de nid d’abeilles sur la face intérieure 

de l’écorce (Fig. 7c). Les symptômes couramment observés chez les hôtes sensibles sont un 

rabougrissement, un repliement des feuilles, un éclaircissement des nervures, une chlorose 

foliaire (Fig.7d, e, f). Cependant, certains isolats du virus, en particulier dans les zones 

productrices d’agrumes du Bassin méditerranéen, n’entraînent des symptômes de dépérissement 

que plusieurs années après l’infection (déclin lent/slow decline), même chez les arbres greffés sur 

bigaradiers tandis que les souches exotiques sévères peuvent provoquer la mort soudaine de 

l’arbre atteint (déclin rapide/quick decline). 
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2.7.2 Le bois strié (stem pitting SP) 

Le bois strié est la forme la plus sérieuse de tous les types de CTV, parce qu’il attaque directement 

les scions et/ou les porte-greffes d’agrumes (Roistacher et al., 2010 ; Dawson et al., 2015). Less 

ouches agressives de CTV peuvent toucher sévèrement les arbres et provoquer des striures du 

bois au niveau du tronc et des branches de nombreuses espèces d’agrumes (Fig. 7b ; 7g). Le bois 

strié peut parfois donner l’aspect d’une corde bosselée du tronc et les branches charpentières des 

arbres adultes, creuser des cavités profondes dans le bois sous les parties touchées de l’écorce et 

réduire laqualité et le rendement des fruits (Roistacher et al., 2010). 

 

Fig 7. Différents symptômes causés par le CTV ; a) déclin d’oranger greffé sur bigaradier ; b : bois strié SP ; c : 
striure inversée et exsudats gommeuses sous le point de greffe de bigaradier ; d) éclaircissement des nervures chez 
limettiermexicain sous serre(18-25°C) ; e : feuille en cuillère chez limettier mexicain ; f : rabougrissement chez un 
jeune plant d’oranger greffé sur bigaradier (spécimen sain droite et spécimen infecté à gauche) ; g : dégâts de bois 
strié sur rameaux de pamplemoussier ; h : jaunisse de jeunes plants de bigaradier (Afechtal, 2012). 
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2.7.3 La jaunisse des jeunes plants (Seedling Yellowing SY) 

La jaunisse des jeunes plants est caractérisée par un dépérissement, une production de feuilles 

pâles ou chlorosées, un développement réduit du système radiculaire et l’arrêt de la croissance 

des jeunes plants de bigaradier, pamplemoussier et citronnier (Dawson et al., 2015).  Le 

syndrôme se poursuit au champ et provoque le déclin de la plantule quelques mois après 

plantation (Fig. 7f).Occasionnellement les plants affectés,  peuvent guérir (Dawson et al., 2015). 

2.7.4 Conséquences indirectes du CTV 

Les épidémies de CTV ont des conséquences négatives car ils entrainent des décisions tels que 

l’abandon du porte-greffe bigaradier qui possède des qualités agronomiques et horticoles 

inégalées, qui est remplacé par des porte-greffes tolérants à la Tristeza ce qui engendre de 

nouveaux problèmes, en particulier le maladie du Greening (HLB) ainsi que d’autres maladies 

transmissibles par greffe associées à l'utilisation de ces porte-greffes,  tels que les viroïdes 

(Roman et al., 2004 ; Hanani et al., 2018). 

2.8 Relation entre les génotypes du CTV et les symptômes 

Des méthodes basées sur  la technique PCR (amplification en chaîne par polymérase ) et des 

amorces spécifiques de séquence conçues à partir de séquences de CTV connues ont été utilisées 

pour détecter des isolats génétiquement similaires par amplification de séquences d'ADN de 

taille similaire (marqueurs) à proximité de l'extrémité 5 'de l'ARN génomique ou de sites 

multiples dans ORF 1 (Hilf et Garnsey, 2000 ;  Ayllon et al., 2001 ; Gambino et Gribaudo, 

2006).  Actuellement deux grands groupes représentés par les isolats VT et T36 sont mis en 

évidence, au sein du groupe VT ; il existe trois génotypes spécifiques représentés par les isolats 

VT, T30 et T3 (Hilf et al., 2005). Une étude qui a appliqué des amorces spécifiques du génotype 

à un petit échantillon d'isolats de CTV provenant de sources nationales et internationales a 

identifié des isolats avec des marqueurs similaires aux isolats de référence, mais a également 

trouvé des isolats sans marqueurs spécifiques (Hilf et Garnsey, 2000 ; Hilf et al., 2005). Un 

isolat de CTV est généralement classé dans une ou plusieurs des catégories de symptômes 

biologiques générales telles que définies par Garnsey et al (2005) et Rocha-Pena et al (1995). 

Ces symptômes biologiques correspondent à la  réaction foliaire (LR) sur limette mexicaine, au 

déclin de l'oranger doux sur bigaradier (DEC) et au jaunissement des plantules greffées sur 

bigaradier (SO-SY) ainsi qu’au bois strié sur pamplemoussier (GFSP) ou sur oranger (OSP) 
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(Garnsey et al., 2005). Tous les symptômes peuvent être classés de 0 à 3 (Yokomi et al., 2018), 

0 avec aucun symptôme, 1 indiquant des symptômes bénins, 2 avec des symptômes modérés et 

3 indiquant une réaction très grave. Mais un isolat ayant une note sur chaque indicateur peut être 

placé dans un graduel (0 à 10). (1) LR (réaction foliaire) chez le limettier mexicain est évaluée 

en fonction du nombre de veines claires, de la taille des feuilles, du retard de croissance et des 

striures des tiges chez l'hôte. (2) Le syndrome de DEC (déclin d’oranger doux sur bigaradier) 

est évalué sur la base de la sévérité du rabougrissement et de chlorose foliaire de l'oranger doux 

greffée sur bigaradier, indiquant une lésion du phloème au point de greffe induite par le CTV.(3) 

La réaction SO-SY est caractérisée par des feuilles chlorotiques, une réduction de la taille des 

feuilles et un rabougrissement des plantules de bigaradier. (4) GFSP et OSP sont les symptômes 

de bois strié des plants de pamplemoussier de Duncan et d’orangers doux (Madame Vinous), 

respectivement. Le nom (bois strié) indique la présence de fosses longitudinales ou de canaux 

dans le bois des tiges (Garnsey et al., 2005). 

2.9 Agents de transmission et épidémiologie du CTV 

2.9.1 Transmission du CTV 

La propagation du matériel végétal infecté par le CTV et la transmission naturelle de ce dernier 

par les pucerons sont à la base de sa dispersion.  Le premier est le responsable de la plupart des 

introductions dans des régions nouvelles, alors que le second joue un rôle important dans la 

dissémination locale (Moreno et al., 2008). Le virus a été expérimentalement transmis par la 

cuscute (Cuscuta subinclusa) (Weathers et Hartung, 1964) et par l’inoculation d’extraction semi-

purifiée (Garnsey et al., 1977), mais ces procédures ne sont pas importantes d’un point de vue 

épidémiologique.  

En plus du rôle joué par l’homme dans la propagation du CTV (Bar-Joseph et al., 1989),ce dernier 

est véhiculé par de nombreuses espèces de pucerons qui varient en termes d’efficacité de 

transmission (Garnsey et Lee, 1988). Des espèces de la famille des Aphididae, telles que, 

Toxoptera citricidus (Kirkaldy), Aphis gossypii (Glover) et A. spiraecola (Patch), sont les vecteurs 

les plus importants (Roistacher etBar-Joseph, 1984 ; Yokomi et DeBorde, 2005 ; Campolo et al., 

2014).  Ces espèces peuvent acquérir et transmettre le virus durant une courte durée de succion 

sans une période de latence (Norman et al., 1972). Plus la période d’acquisition est longue 

(>24h), plus l’efficacité de transmission est importante (Roberts et al., 2001 ; Campolo et al., 

2014). Le CTV n’a pas de période de latence, les phases d’acquisition et inoculation peuvent durer 

30 minutes et 24 heures (Costa et Grant, 1951; Bar-Josephetal., 1989 ; Campolo et al., 2014) ; 
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mais l’acquisition et inoculation de CTV est plus rapide chez T. citricidus car elle est  estimée 

en secondes (Retuerma et Price, 1972). Les Closterovirus n’étant pas transmises verticalement, 

le puceron peut rester virulent 24-48 heures après s’être alimenté sur une plante infectée et il ne 

perd son pouvoir infectieux qu’après s’être alimenté sur une autre plante indemne ou alors après 

une mue (Roistacher, 2006). Plusieurs recherches avec des méthodes de diagnostic telles que 

ELISA, RT-PCR classique et RT-PCR en temps réel, ont noté que le CTV peut être acquis par 

différents pucerons vecteurs et non-vecteurs qui atterrissent sur agrumes, indépendamment de 

leur capacité de le transmettre (Bertoloni et al., 2008).  

2.9.2 Épidémiologie de la Tristeza 

Le système de pathologie du CTV est très complexe. Les isolats de CTV varient dans l'expression 

des symptômes et une multitude d'interactions peuvent se produire en raison de diverses 

combinaisons du virus, de l'arbre hôte, des espèces de vecteurs de pucerons, l'environnement et 

la température (Roistacher, 2004). L'une des caractéristiques les plus importantes des épidémies 

de CTV est liée à la nature des espèces de pucerons vecteurs présentes dans la région (Yokomi, 

2009c). Plusieurs facteurs influent sur le taux de propagation du CTV dans une zone donnée, 

comme la composition de la faune aphidienne (Gottwald et al., 1996 ; Cambra et al., 2000c);  la 

densité de population de pucerons (Dickson et al., 1956) qui va dépendre des conditions 

environnementales qui vont agir sur l’accroissement démographique des pucerons et la formation 

des ailés (températures modérées, irrigation et fertilisation) (Bar-Joseph et Loebenstein, 1973 ; 

Roistacher, 2004); la prédisposition des variétés d'agrumes prédominantes (Roistacher et Bar-

Joseph, 1984; Hermoso de Mendoza et al., 1988b ; Marroquín et al., 2004); et la transmissibilité 

des isolats de CTV prédominants (Bar-Joseph et Loebenstein, 1973, Hermoso de Mendoza et al., 

1984, 1988a ; Yokomi ;  Garnsey, 1987). 

La dissémination spatiale et temporelle du CTV dans les champs d’agrumes a fait l’objet d’études 

dans diverses régions du monde (Gottwald et al., 2002). Ces études démontrent qu’il peut 

s’écouler un long moment entre l’introduction d’une source primaire d’inoculum de CTV et le 

déclenchement d’une épidémie de Tristeza (Garnsey et Lee, 1988). En effet dans de nombreux 

pays, une période de latence parfois supérieure à trente ans a été observée entre l'introduction 

présumée du CTV et sa dissémination notable sur le terrain, à cause de  la nécessité d’une 

adaptation entre l’isolat de CTV nouveau et les populations locales de pucerons (Raccah et al., 

1980 ; Bar- Joseph et al., 1989). L'échec de l'éradication précoce des arbres infectés par le CTV 

est dû, surtout à la présence de Toxoptera citricidus (Kirklady) (Lee et Bar-Joseph, 2000). Dans 
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une étude réalisée par Sharma (1989) il ressort que sur 20 isolats de CTV,   12 ont été 

efficacement transmis par T. citricidus, 5 par A.gossypii et seulement 3 par Myzus persicae. D’ 

autre part Yokomi et Damsteegt (1991) ont constaté que T. citricidus est 25 fois plus efficace 

qu’A. gossypii. Ce dernier a transmis également  de façon efficace des souches de déclin et de 

stem-pitting en Californie et en Floride (Bar-joseph et Loebenstein, 1973 ; Roistacher, 1981 ; 

Yokomi et Garnsey, 1987 ; D’Onghia et Lacirignola, 1998). Plus récemment  ce constat a été fait 

en Italie et au Maroc (Yahiaoui et al., 2015 ; Afechtal et al., 2015).  L’espèce A. spiraecola  bien 

que souvent dominante est connue comme un vecteur du CTV moins efficace  qu’A. gossypii 

(Norman et Grant, 1956 ; Hermoso de Mendoza et al., 1984). Yokomi et Garnsey, (1987) 

rapportent qu’il est 3 fois moins efficace. Il existe  d’autres  espèces  de  pucerons  qui 

transmettent  aussi  le CTV  (Moreno  et  al.,  2008),  parmi lesquelles, Toxoptera aurantii (Boyer 

de Fonsicolombe), Myzus persicae (Sulzer), Aphis craccivora Koch et Uroleucon jaceae 

(Linnaeus). mais  ces  espèces sont  des  vecteurs  moins  efficaces   que T. citricidus, A. gossypii 

et A. spiraecola (Gottwald et al., 1996 ; Hughes et Gottwald, 1998, 1999). Elles sont toutefois 

prédominantes dans certaines zones et par conséquent susceptibles d’influencer la dissémination 

du virus, dans la mesure où leur abondance compense leur faible capacité vectrice (Marroquín et 

al., 2004). Les populations du redoutable puceron T. citricidus ont tendance à déplacer le virus 

d'un arbre à l'autre avec peu de distance entre les centres d'infection et ainsi répandre la maladie 

plus ou moins concentriquement des points d'entrée et d'infection dans un verger ou une région 

(Gottwald et al., 1998). En dehors de son rôle de vecteur, cette espèce est un organisme nuisible 

parcequ’ elle peut atteindre des populations élevées pendant la période de poussées de sève. Le 

déplacement de T. citricidus est assez réduit. On estime que son action se limite à une superficie, 

dont le rayon ne dépasse pas la largeur de 4 à 8 arbres (Gottwald et al., 1998). La taille d'hiver 

favorise les poussées de sève au printemps lorsque les pucerons sont actifs et tendent à augmenter 

les épidémies comme cela s'est produit en Moyen orient (Bar- Joseph et Nitzan, 1991). À 

l'inverse, A. gossypii qui arrive plus tard se disperse plus, lentement et de façon aléatoire par 

rapport à  T. citricidus (Gottwald et al., 1998). Cependant, quand des deux populations coexistent 

dans la même zone, la propagation rapide du CTV sur de longues distances peut être due à A. 

gossypii, alors une diffusion efficace agrégée par T. citricidus entraîne une augmentation rapide 

des infections locales par le CTV (Gottwald et al., 1998). 
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2.10 Les pucerons 

Les pucerons est le nom commun donné aux insectes appartenant à la superfamille Aphidoidea, 

au sein de l’ordre Hemiptera (Remaudière et Remaudère, 1997). Près de 4700 espèces sont 

recensés dans le monde (Carletto et al., 2009), ils constituent l'un des groupes les plus importants 

de ravageurs des cultures (Blackman et Eastop 1984). Il n'y a pas de plantes terrestres qui ne soit 

attaquée par un puceron, que ce soit en surface ou dans le sol; ils peuvent même se nourrir d'écorce 

(Guerrieri et Digilio, 2008). Dans les climats tempérés, ce sont des ravageurs d’importance 

majeure (Minks et Harrewijn, 1989), en particulier dans les cas où leur attaque est associée à la 

transmission de virus phytopathogènes (Blackman and Eastop, 2000 ; Chouibani et al., 2001 ).  

2.10.1 Systématique 

La taxonomie des pucerons a connu plusieurs changements au fil des années. Remaudière et 

Remaudière (1997), ont modifié la taxonomie, en réduisant les familles en groupe inférieur ;  par 

exemple le genre Aphis appartient à la super famille Aphidoidea et à la famille Aphididae,   et à 

la sous famille Aphidinae. Au niveau inférieur il y’a la tribu des Aphidini et la sous-tribu des 

Aphidina. La famille des Aphididae est la plus importante en agriculture, comprenant 25 sous-

familles dont plusieurs espèces transmettent plus de 370 virus phyto-pathogènes (Turpeau et al, 

2010 ; Boukhris-Bouhachem et Souissi, 2016). Dès le XIX siècle, plusieurs travaux sur 

l’identification morphologique des pucerons sont apparus (Passerini, 1863 ; Ferrari, 1872). Vers 

la deuxième moitié du XX siècle, des travaux plus spécifiques sur les pucerons ont été publiés 

(Addante et al, 2009), parmi les plus importants on cite ceux de Barbagallo (1965, 1966a,b) dans 

lesquels l’auteur a présenté des données essentielles sur Toxoptera aurantii (Boyer de 

Fonscolombe), A. spiraecola Patch et A. gossypii Glover. Stoezel (1994) a publié un travail 

détaillé sur l’identification des pucerons  des agrumes à l’aide d’une clé dichotomique, dans la 

même année Blackman et Eastop (1994) ont publié également une clé d’identification 

dichotomique de 14 espèces communément rencontrés sur agrumes. 

2.10.2 Cycles de développement 

Il existe plusieurs modes de reproduction et de développement, car certains espèces de pucerons 

appelés dioïques peuvent changer de type de plante hôte au cours des saisons alors que d’autres 

espèces, dites monoeciques, accomplissent tout leur cycle de développement sur un seul type de 

plante (Barbagallo et al., 2007 ; Turpeau et al., 2010) (Fig. 8). 
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Fig 8. Cycle de développement d’espèce hétérogonique alternant la phase sexuée et la phase asexuée (Blackman, 

1975) 

Les espèces dioïques, alternent entre deux types de plantes en général très différentes l'une de 

l'autre (Blackman et Eastop, 2007). Cette alternance est liée à la sexualité, car beaucoup d'espèces 

ne peuvent se reproduire sexuellement que sur une plante hôte particulière, en général pérenne 

(arbre ou arbuste), qualifiée d'hôte primaire (Moran, 1988). Les plantes herbacées sur lesquelles 

l'espèce migre ensuite au printemps sont alors qualifiées d'hôtes secondaires. Ainsi les 

populations holocycliques du puceron noir de la fève, Aphis fabae, se reproduisent sexuellement 

sur fusain d'Europe, Euonymus europaeus L, puis migrent au printemps sur de nombreuses 

plantes herbacées dont les fabacées et les chénopodiacées (Hullé et al., 1999). 

Le cycle évolutif de la plupart des espèces est hétérogonique, c’est-à-dire caractérisé par 

l’alternance entre une génération amphisexuelle (comportant des mâles et des femelles 

fécondables) et une ou plusieurs générations ne comportant que des femelles parthénogénétiques 

(se reproduisent sans fécondation). Les femelles fécondes sont toujours ovipares, alors que les 

femelles parthénogénétiques sont en général ovipares, excepté pour le phylloxera de la vigne, 

c’est-à-dire qu’elles donnent directement naissance à de jeunes larves capables de s’alimenter et 

de se déplacer aussitôt produites (Delmotte et al., 2001). Dans les régions tempérées, les 

pucerons ont presque toujours gardé la possibilité d’effectuer un cycle annuel complet, ou 
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holocycle, c’est-à-dire, comportent la génération amphi sexuelle. L’œuf fécondé est pondu à 

l’automne, diapause et constitue pour l’espèce une forme de survie durant les conditions 

climatiques défavorables de l’hiver (Turpeau et al, 2010). L’éclosion de l’œuf se produit 

généralement en même temps que les débourrements des bourgeons de la plante-hôte ; la femelle 

parthénogénétique qui en est issue et appelée fondatrice, elle est presque toujours aptère. Au 

cours du printemps, la fondatrice engendre une ou plusieurs générations de femelles 

parthénogénétiques appelées fondatrigénes, qui se développent sur la même plante qu’elle. 

Lorsqu’il y a plusieurs générations de fondatrigénes, les premières sont essentiellement 

composées d’aptères, la proportion d’ailés croissant au fil des générations (Hullé et al., 1999). 

Les fondatrigénes ailées quittent la plante sur laquelle elles se sont développées et vont 

s’alimenter sur les végétaux de la même espèce ou d’espèces déférentes, sur lesquelles elles 

engendrent un certain nombre de générations d’individus femelles parthénogénétiques, 

alternativement aptères ou ailés, appelés virginogénes (Dreistadt et al., 2004). En automne 

apparaissent des femelles parthénogénétiques appelées sexupares, qui donneront naissance à des 

mâles (sexupares andropares), à des femelles ovipares (sexupares gynopares) ou aux deux 

(sexupares amphotères) (Turpeau et al, 2010). Les males sont souvent ailés et les femelles 

ovipares presque toujours aptères. La rencontre des sexes a lieu presque toujours sur la plante 

portant la femelle ovipare. Une fois fécondée, celle-ci pond ses œufs sur les parties lignifiées de 

sa plante-hôte (Fig. 8).   

2.10.3 Les principales espèces de pucerons des agrumes 

La composition de la faune aphidienne dans les vergers d’agrumes est très similaire dans 

l’ensemble des régions agrumicoles de la Méditerranée et à un degré moins qu’ailleurs dans le 

monde (Barbagallo et Inserra, 1974 ; Addante et al., 2009). On trouve généralement 4 à 5 espèces 

principales dont la description est plus ou moins détaillée.Ce sont des insectes de l’ordre des 

Hémiptères et tous de la famille des Aphididae. 

2.10.3.1 Aphis gossypi (Glover 1877) 

Description : C’est une espèce de petite taille (entre 1 et 2 mm), plus petit que la plupart des 

autres pucerons d’agrumes qui a une forme globuleuse (Ilharco et Fonseca, 1985). Sa couleur 

varie du verdâtre au brunâtre en passant par des couleurs intermédiaires (Fig. 9, A). Les 

cornicules sont noires et la queue (cauda) est pâle généralement de la couleur du corps (Blackman 

et Eastop, 2006). Elle est ornée de 5 à 7 soies (Fig. 9, B et C).  Deux morphes peuvent être 
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observés dans la même population : des individus ailés et des aptères (Blackman et Eastop, 1984 ; 

Slosser et al., 1989 ; Blackman et Eastop, 2000 ; Blackman et Eastop, 2006).  Les aptères en 

général sont dépourvus de pigmentation dorsale, excepté parfois, dans la région pleurale 

(sclérites inter- segmentaires) ou dans la zone marginale (sclérites circulaires). Chez les ailés, 

parfois on observe de petits sclérites pigmentés éparses sur l'abdomen, notamment entre les 

cornicules, en plus des sclérites marginaux et des sclérites post-corniculaires fortement 

assombris.  L'espèce supporte facilement les grandes chaleurs de l'été. Elle a été décrite à partir 

d'individus récoltés sur le cotonnier et sur du melon d'où le nom de puceron du coton et de melon 

qui lui est donné (Leonide celeni, 2001).  

Gamme d’hôtes : A. gossypii est une espèce cosmopolite et très polyphage (Ebert et Cartwright, 

1997 ; Hullé et al., 1999). On la retrouve principalement sur les plantes des familles Malvacées, 

Rutacées, Cucurbitacées, ou encore sur les Solanacées (Lopes, 2007 ; Leonide celini, 2001).  

Biologie : Vu le statut taxonomique ambigu de A. gossypii, il est difficile de conclure sur ses 

données bio-étiologiques (Blackman et Estop, 1994). Le cycle évolutif de ce puceron est 

complexe et diffère selon les régions et les plantes hôtes (Inaizumi, 1981). C’est une espèce 

plurivoltine (plusieurs générations par an) ; grâce à son mode de reproduction parthénogénétique 

durant le printemps et l’automne, les générations sont non seulement largement chevauchantes 

mais aussi emboîtées (les embryons contiennent des embryons) (Dixon, 1990 ; Carter et Godfrey, 

1999). Au Japon, certaines races sont holocycliques et d'autres anholocycliques. En Europe et au 

sud des États-Unis l'espèce semble être  uniquement anholocyclique. Les conditions climatiques 

qui règnent en Afrique du nord font que la majorité des espèces de pucerons connues ont un cycle 

de type anholocyclique, ce qui pourrait être le cas d’A. gossypii  sur agrumes (Patti et Barbagallo, 

1998 ; Blackman et Eastop, 2006) ; A. gossypii est à l’origine de nombreux dégâts importants 

sur plusieurs cultures. Ces dégâts sont soit directement liés à l’action des pucerons, soit 

indirectement par transmission de virus (Pitrat et Lecoq, 1980 ; Gray et al., 1986 ; D’Onghia et 

Lacirignola, 1998 ; Lopes, 2007). 

A. gossypii est le deuxième vecteur de CTV le plus efficace, mais il est le principal vecteur de 

CTV dans le Bassin méditerranéen et dans certaines régions d'Amérique du Nord (Dickson et al., 

1956 ; Raccah et a.l, 1976a ; Hermoso de Mendoza et al., 1984 ; Yokomi et Garnsey, 1987, Cambra 

et al.,2000b ; Marroquín et al., 2004). Ce puceron est le vecteur le plus efficace de CTV en 

l'absence de T. citricidus (Gottwald et al., 1996b ; Marroquín et al., 2004). Des expériences de 

transmission comparative de plusieurs isolats de CTV avec ces deux espèces vecteurs ont montré 
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que T. citricidus peut transmettre le CTV 6 à 25 fois plus efficacement qu’A. gossypii (Yokomi et 

al., 1994). Dickson et al (1956) ont signalé que les souches de Tristeza de déclin rapide étaient 

véhiculées par A. gossypii d'une manière extrêmement inefficace. Cependant, Martinez et Wallace 

(1964) ont rapporté plus tard qu’il a transmis trois isolats de CTV de la jaunisse des jeunes plants 

à des taux de 25 à 78%.La gestion intégrée de cette espèce est basée sur l’évaluation de l’activité 

des auxiliaires dans le verger infesté et le respect du seuil économiquede nuisibilité (Chouibani et 

al., 2010). Une intervention n’est justifiée que si 25% de pousses infestées en absence de toute 

activité des auxiliaires (SQNPI, 2019). 

2.10.3.2 Aphis spiraecola (Patch 1934) 

Description : Cette espèce est de petite taille, mesurant environ 2 mm de long ; elle est de couleur 

vert clair à v jaunâtre. Les formes ailées ont en général une couleur brun foncé, sauf l'abdomen 

qui est verdâtre (Fig. 9, E). Les pattes sont toujours noires (Benoufella-Kitous, 2005). Les 

femelles aptères vivipares, ont  1,5 mm de long sont, entièrement vertes, sauf la tête et les 

cornicules qui sont bruns (Patti et Barbagallo, 1998). 

Gamme d’hôtes : L’espèce est très répandue dans le monde, en région méditerranéenne, et elle 

est plus fréquente sur agrumes (D’Onghia et Lacirignola, 1998). En Amérique, ce puceron est 

considéré comme l'un des plus dangereux qui attaquent les Citrus. Ils s'attaquent aux agrumes 

particulièrement au cours du printemps (Hullé et al.,1999). C'est le puceron le plus abondant  

aussi bien aux Etats-Unis que dans le Bassin Méditerranéen (Barbagallo et al., 1996). A. 

spiraecola est parmi les pucerons d’agrumes les plus redoutables en région méditerranéenne 

(Hermoso de Mendoza et al., 2006 ; Labdaoui et Guenaoui, 2018). 

Biologie : La biologie du puceron des agrumes peut être différente d’un pays à l'autre (Hullé et 

al., 1999). Plusieurs générations se développent au cours de l'année sur les Citrus où l'on 

dénombre plus de 40 générations par an (Patti et Barbagallo, 1998). Dans le Bassin 

méditerranéen, l'espèce se reproduit par parthénogenèse. Les femelles aptères sont présentes 

surtout au début de la saison et durant la période froide ; Elles sont les fondatrices de nombreuses 

colonies larvaires au printemps (Fig. 9, D, F). Les femelles ailées sont observées particulièrement 

pendant les périodes les plus chaudes de l'année et leurs pullulations sont moins importantes 

(Gómez-Marco, 2016). A. spiraecola peut transmettre le virus de la mosaïque du concombre 

(CMV) ou le virus Y de la pomme de terre (PVY) ainsi que le virus de la Tristeza des agrumes 

(D’Onghia et Lacirignola, 1998 ; Hullé et al., 1999). A. spiraecola a été signalé comme étant un 

vecteur de CTV moins efficace que A. gossypii dans des conditions expérimentales (Hermoso de 
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Mendoza et al., 1984 ; Yokomi et Garnsey, 1987); cependant, dans certaines zones agrumicoles, 

A. spiraecola accumule des populations plus importantes qu’A. gossypii et son rôle dans la 

dispersion du\ CTV pourrait être très important (Hermoso de Mendoza et al., 1984). Yokomi et 

Garnsey (1987) ont observé un taux de transmission de CTV de 29% avec A. spiraecola 

comparativement à 76% avec A. gossypii en utilisant différents isolats CTV de Floride. Dans cas 

où cette espèce est identifiée dans un verger, l’évaluation de l’activité des auxiliaires et le calcul 

du seuil économique de nuisibilité est nécessaire. Le seuil est atteint si on observe 5% de pousses 

infestées pour les mandariniers et 10% pou les autres espèces d’agrumes et en absence totale de 

l’activité des ennemis naturels (SQNPI, 2019 ; Hermosode Mendoza et al., 2006). 

2.10.3.3 Toxoptera aurantii (Boyer de Fonscolombe 1841) 

Description : L’adulte ailé mesure environ 3 mm .Il est de couleur brun-noir à noir, avec les 

cornicules et la cauda noires. Les ailes sont caractérisées par leurs nervures médianes qui ne sont 

ramifiées généralement qu'une seule fois. Les femelles aptères virginipares sont de même taille 

et couleur que les ailés, (Patti et Barbagallo, 1998 ; Blackman et Eastop, 2006). 

Biologie : Ce puceron est présent partout sur les espèces du genre  Citrus. Dans les régions 

tropicales, l’espèce est polyphage, attaquant le thé (Camellia), le café (Coffea), la mangue 

(Mangifera) et l’Anone (Annona). Dans les pays au climat méditerranéen, il est pratiquement 

monophage, attaquant surtout  le genre Citrus  (plus rarement sur Pittosporum) (Patti et 

Barbagallo, 1998) (Fig. 9 G, H, I). Les formes sexuelles sont inconnues dans la nature. 

L’anholocyclie semble être obligatoire.Lorsque les colonies sont importantes  on peut entendre 

le bruit produit par le frottement d’épines tibiales sur les stries de l'abdomen. Chaque femelle 

produit de 50 à 70 nymphes. Les colonies se développent de préférence sur la face inférieure des 

feuilles. Ils peuvent être également trouvés sur les jeunes pousses et les bourgeons floraux. Les 

températures optimales pour ce puceron se situent entre 20 et 25°C. Les températures hivernales 

basses et la chaleur de l'été en particulier (au-dessus de 30 ° C) ralentissent le développement. En 

Afrique du nord, T. aurantii passe l'hiver en tant qu’individus regroupés en petites colonies sur 

les bourgeons ou sur d'autres plantes dans les vergers d'agrumes (Bodenheimer, 1951 ; Barbagallo 

et al., 1996). Une trentaine de générations se succèdent et se chevauchent toute l'année. Il a été 

rapporté que T. aurantii est un vecteur mineur de certains isolats de CTV, mais qu'il n'est pas 

susceptible d'être significativement efficace (Hermozo de Mendoza et al., 1984). La lutte chimique 

contre cette espèce est recommandée lorsqu’un seuil de 25% de pousses infestées est observé 

(SQNPI, 2019). 
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Fig 9. A.gossypii(Glover): (A) adulte aptère;(B,C) caractéristiques morphologiques de l’abdomen, des antennes et 

de fémur postérieur. A.spiraecola (Patch): (D) adulte aptère; (E) colonie etenroulement de feuilles de citrus; (F) 
caractéristiques morphologiques de l’abdomen, des antennes et de fémur postérieur. T. aurantii (Boyer de 
Fonscolombe): (G) colonie;(H, I) caractéristiques morphologiques i: appareil stridulatoire (H); (I) antennes 

(Afechtal, 2012). 

2.10.3.4 Toxoptera citricidus (Kirkaldy 1907) 

Ce puceron est vraisemblablement originaire d'Asie, d'où provenaient les agrumes (Kirkaldy, 

1907). Le nom de l’espèce, T citricidus est dérivé du latin (tueur des Citrus). Depuis la première 

moitié du XXe siècle, ce puceron étaitt largement répandu sur les agrumes en Asie, Inde, Nouvelle-

Zélande, Australie, îles du Pacifique, Afrique subsaharienne, Madagascar, îles de l'océan Indien et 

Amérique du Sud (Yokomi, 2009b). Récemment, il a été détecté dans des citronniers isolés dans 

le nord de l'Espagne (Cambra, 2007) et au Portugal (Ilharco et al., 2005). Des populations élevées 

de ce puceron pendant les périodes de floraison ont causé par le passé des dommages directs aux 

agrumes (Hall et Ford, 1933). Cependant, les principaux dommages associés à cette espèce sont 

surtout la transmission et la propagation de souches sévères du CTVcar il est démontré qu’elle est 

la plus efficace de toutes les espèces signalées sur agrumes (Roistacher, 2000 ; Lin et al., 2002 ; 

Yokomi, 2009b,c). La dissémination du CTV par T citricidus se fait par le mode semi-persistant, 

avec une courte période d’acquisition ne dépassant pas 10 minutes, mais cette durée peut atteindre 

jusqu’à 24 heures (Chalfant et Chapman, 1962 ; Lim et Hagedorn, 1977 ; Yokomi, 2009b). 

Toxoptera citricidus était responsable de la propagation rapide du déclin causé par le CTV qui a 

entrainé la mort de millions d’arbres d'agrumes greffés sur bigaradier au Brésil et en Argentine 

entre 1930 et 1940 (Knorr et DuCharme, 1951) et dans les années 1970 en Colombie (Geraud, 

1976 ; Lee et al., 1992). Actuellement, en Afrique du Sud, T. citricidus répand des souches très 

virulentes de CTV ce qui a provoqué une baisse de 6 à 8 ans de la longévité des pamplemoussiers, 
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malgré la protection croisée (Marais et al., 1996).  En plus de son efficacité élevée de transmission 

du CTV, T. citricidus transmet également des souches de ce virus qui ne sont pas transmissibles 

par d'autres espèces de pucerons (Yokomi et al., 1994). Actuellement, il y a environ 200 millions 

de cultivars greffés sur bigaradier dans le monde et tous sont sous le risque imminent du déclin 

(Garnsey et al., 1996). T. citricidus est très polyphage, (Yokomi, 1992 ; Yokomi et al., 1994 ; 

Roistacher, 2006), anholocyclique dans la majeure partie de son aire de répartition, préférant les 

climats chauds. Il peut toutefois tolérer des zones plus froides comme le sud du Japon en 

développant une forme holocyclique pour hiverner sous forme d'œufs (Komazaki, 1993). Parfois  

T. citricidus peut être confondu avec T. aurantii, en raison de sa présence sur agrumes, sa 

coloration brun-noir foncé, sa taille et la présence d'un appareil stridulatoire. Cependant, les ailés 

de ces pucerons sont facilement différenciables par observation sous loupe. On peut constater que 

le troisième segment antennaire chez T. citricidus estn de  couleur entièrement noire, le 

ptérostigma de l’aile antérieure  de couleur brun-clair et des nervures médianes bifurquées ; par 

contre les segments antennaires III, IV, V et VI de T. aurantii sont dotés de gaines au niveau des 

articulations, et le ptérostigma des ailes antérieures sont de couleur brun-noirâtre eavec la veine 

médiane qui porte une seule ramification. La cauda de T. citricidus est touffue avec 25-40 soies, 

tandis que celle de T. aurantii est moins dense avec 8-19 soies (Yokomi, 2009b) (Fig. 10). 

 

           Fig 10. Caractéristiquesde l’aile antérieure et antenne de T.citricidus et T.aurantii (Afechtal, 2012). 
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2.11 Interaction virus-puceron vecteur 

Le caractère cosmopolite des aphides ainsi que leur comportement alimentaire, les placent comme 

bons vecteurs de phytovirus (Tab. 2) car plusieurs centaines de virus de plantes sont signalés 

transmissibles par les pucerons (Harris, 1977 ; Blackman et Eastop, 1984). 

2.11.1 Transmission non-persistante des virus par les pucerons 

Le mode de transmission non persistant est dû à de brefs prélèvements de nourriture des cellules 

de l’épiderme des plantes infectéés ; le virus qui est prélevé grâce aux styllets maxillaires  au 

niveau de la partie basale de l’appareil buccal persiste dans le puceron quelques minutes,  (Harris 

et al., 1995). La transmission non persistante des potyvirus filamenteux chez les pucerons est 

facilitée par la capside de protéine (CP) et une aide-protéinase (HC-Pro) qui se trouve à l’intérieur 

des cellules infectées (Fig. 11a). Il s’agit de l’interaction directe entre la CP et HC-Pro qui crée 

des liaisons réversibles du virion à l’appareil buccal de l’aphide (Pirone et Blanc, 1996). 

2.11.2 Transmission persistante des virus par les pucerons   

En mode de transmission circulatoire, les particules virales sont acquiert par les pucerons à partir 

des tubes de sève, qui se diffusent à travers l’hémocèle, puis transportés aux glandes salivaires, 

ensuite injectés avec la salive lors de l’alimentation sur une plante hôte (Pirone et Blanc, 1996) 

(Fig. 11b). La transmission persistante des luteovirus implique généralement une relation 

symbiotique (bactérie-puceron), les symbiontes se localisent au niveau de cellules spécialisées 

chez le puceron, connues sous le nom de « Bactériocytes » (Dixon, 1998). La symbionine, une 

protéine bactérienne secrétée dans l’hémocèle par la bactérie Buchneraaphidicola  (Sub-Division: 

Probacteria), dans la majorité des aphides elle forme un complexe avec la capside de protéine 

mineure du virus, ce qui est déterminant dans la transmission du virus (Van den Heuvel et al., 

1997). La transmission persistante du virus de l'excroissance de veine CVEV (vein enation virus) 

via A. gossypii et M. persicae a été démontré par (Hermoso de Mendoza et al., 1993). 

2.11.3 Transmission semi-persistante des virus par les pucerons  

Durant le processus de transmission semi-persistant, des régurgitations répétées du puceron afin 

de tester la qualité de la sève pendant lesquelles le virus entre en contact avec une surface large 

de l’appareil buccal de l’aphide dont la valve et la pompe du stylet permettent la dissémination 

de l’infection virale de l’insecte à la plante et vice-versa (Harris et al.,1995) (Fig. 11a).  La 

différence entre le mode non-persistant et le mode semi-persistant réside dans la durée de 
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rétention au niveau du stylet du puceron (Harris, 1989). Il semble que ce soit lié à l’anatomie 

particulière de l’espèce de puceron combinée à la dimension physique du virion, en plus des 

interactions spécifiques virus-vecteur, comme celles qui existent entre les protéines de surface du 

virion et les protéines présentes dans le stylet (Katis et al., 2007). Chez les potyviruss l’aide-

protéinase (HC-Pro) est importante dans la transmission du virus (Pirone et Blanc, 1996). Pour 

Cauliflower moaic virus (CaMV), l’aide protéine P2 et P3 est indispensable pour la réaction entre 

les virions et la cuticule de l’aphide (Woolston et al., 1987 ; Leh et al., 2001). Néanmoins, les 

informations précises sur le mécanisme de transmission (Closterovirus-vecteur) sont rares, mais 

les protéases de CTV sont de probables acteurs dans la transmission. Par conséquent, CTV-CP, 

CPm, HSP70h, p61 et p20 sont vraisemblablement impliquées dans le processus de transmission 

par puceron, puisque ces protéines sont présentes à la surface des virions. Il a été démontré déjà 

que HSP70h est impliquée dans la transmission en inhibant les défenses de cellules contre la 

pénétration du stylet (Peng et al., 2001). Récemment, des expérimentations in-vitro sur 

l’alimentation  de T. citricidus à travers des membranes artificielles sur des préparations de tissus 

crus, faite à partir d’écorces infectées par le CTV a permis la transmission du virus à des plants 

récepteurs à de faibles concentrations ; l’analyse par la technique Western blots a montré la 

présence du p20, p27 et p25 au niveau de toutes les préparations de tissus crus (Yahiaoui, 2010). 

En outre, le blocage de la fonction du p20 pour alimenter les pucerons avec leurs anticorps 

correspondants diminue considérablement l’efficacité de transmission du CTV chez T. citricidus, 

suggérant que le p20 aide  à la transmission du virion par T. citricidus. On pense que l’association 

des composantes virales pour l’agrégation des particules du complexe de protéines virales est 

indispensable au CTV pour être transmissible (Herron et al., 2006). A ce jour, et malgré le peu 

de connaissances sur le mécanisme d’interactions virus-vecteur chez le CTV, on a pu démontrer 

que les souches du virus de la Tristeza diffèrent en termes de transmissibilité par les pucerons 

(Bar-Joseph et Loebenstein, 1973 ; Raccah et al., 1978, 1980). Mais on sait à travers des 

expérimentations que les souches sévères de CTV sont transmises par T. citricidus avec une 

efficacité plus élevée que les souches modérées, avec une période d’acquisition (AAP) plus 

courte, et une période de rétention plus longue (Sharma,1989).  

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 2                                                                                       Données bibliographiques 

53 
 

 

Fig 11. Le mode transmission non circulatoire (non-persistante et semi-persistante)  et le mode de transmission 

circulatoire (persistant) (Astier et al, 2001). 

Des essais de transmission similaires par A. gossypii de trois sous-isolats dérivées de la souche 

californienne virulente SY568, obtenues de plants de Mineola Tangelo, ont confirmé le haut 

potentiel d’Aphis gossypii dans la transmission du sous-isolat responsable du syndrome sévère 

nommé striure gommeuse (honey combing) (1B) avec un taux d’efficacité de 50%, 

comparativement aux isolats bénins, dont le taux de transmission était de 30 à 43% (Velazquez-

Monreal et al.,2009).  

Tab2. Les phytovirus et modes de transmission par pucerons (Astier et al., 2001) 

 

 

Vecteur

Non-persistant Semi-persistant Non-propagateur Propagateur

Alfamovirus Caulimovirus Enamovirus Cytorbabdovirus

Carlavirus Closterovirus Luteovirus Nucleobabdovirus 

Pucerons Cucumovirus Sequivirus Nanovirus 

Fabavirus Trichovirus Polerovirus 

Macluravirus Waikavirus 

Potyvirus 

               Non-circulatoire          Circulatoire persistant
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2.12 Problématique taxonomique du genre Aphis 

Les pucerons constituent l'un des groupes les plus importants de ravageurs agricoles dans le 

monde.Le genre Aphis est le plus large, avec 400 espèces, dont 40 sont d'importance agronomique 

majeure (Blackman et Eastop, 2006). Les espèces du genre Aphis  utilisent divers hôtes primaires 

et secondaires de différentes familles botaniques, ce qui rend difficile leur identification sur le 

terrain. Il se pose un problème d'identification des espèces nuisibles importantes comme Aphis 

gossypii Glover, Aphis spiraecola Patch, Aphis craccivora Koch et Aphis fabae Scopoli (Blackman 

et Eastop, 2006). L'identification des espèces est particulièrement difficile pour les pucerons 

immatures en raison de leur petite taille et du fait que certaines races ou biotypes n'ont pas ou ont 

très peu de différences morphologiques. L'identification précise des pucerons est nécessaire en 

agriculture en raison des différences entre les espèces, les biotypes et les génotypes en termes de 

sensibilité aux insecticides et de transmission du virus (Eastop, 1977 ; Ebert et Cartwright, 1997 ; 

Nauen et Elbert, 2003 ; Shigehara et Takada, 2003 ; Lowery et al., 2006). Par conséquent, 

différentes méthodes de contrôle devraient être appliquées à différentes espèces, souches ou 

biotypes. Avant le développement de techniques moléculaires pour étudier les relations évolutives, 

il y avait peu de rapports sur la phylogénie des espèces Aphis en raison de leurs morphologies 

similaires. La phylogénie chez les pucerons de la tribu d’Aphidini était partiellement basée sur les 

changements d’utilisation de l’hôte au cours de l’évolution des pucerons (Shaposhnikov et al., 

1998). Depuis le développement des techniques moléculaires, les séquences d’ADN 

mitochondriales ont été utilisées pour étudier l’évolution de nombreux animaux et montrent un 

potentiel de discrimination des espèces et d’analyses de la biologie des populations (Moritz et al., 

1987 ; Simon et al., 1994 ; Zhang et Hewitt, 1997a ; Ballard et Rand, 2005). Il existe de nombreux 

rapports sur l'utilisation de l'ADN mitochondrial pour étudier la phylogénie des pucerons (Stern, 

1995 ; Turcinavicienne  et al., 2006 ; Von Dohlen et al., 2006 ; Coccuza et al., 2008 ; Wang et al., 

2011) à des fins de discrimination d'espèces (Raboudi et al., 2005 ; Valenzuela et al., 2007) et 

même pour la différenciation intra-spécifique entre les pucerons (Boulding, 1998 ; Shufran et al., 

2000 ; Delmotte et al., 2001 ; Raymond et al., 2001 ; Anstead et al., 2002). Plusieurs rapports ont 

été publiés sur la phylogénie des espèces du genre Aphis à l'aide de séquences d'ADN 

mitochondrial et d'ADN nucléaire (Turcinaviciene˙et al., 2006 ; Coeur d'acier et al., 2007 ; Foottit 

et al., 2008).   
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2.13 Le génome du CTV 

Le CTV est un membre de la famille des closteroviridae, qui contient les plus larges virus à RNA 

de polarité positive des plantes supérieures (Bar-Joseph et al., 1979; Dolja et al., 1994 ; Karasev, 

2000 ; Dawson et al., 2013). Il est le membre le plus fréquent et le plus complexe des 

Closteroviridae (Moreno et al., 2008 ; ). Ses virions sont flexueux et filamenteux et mesurent 2 

000 nm de longueur et 11 nm de diamètre ; son génome est composé d’un ARN simple brin non 

segmenté de polarité positive. Le génome de CTV contient 12 cadres ouverts de lecture (ORF) 

qui encodent au moins 19 protéines (Karasev, 2000), ainsi que deux régions non traduites (UTR) 

d’environ 107 et 273 nt à l’extrémité 5’ et 3’ (Hilf et al., 1995). ORFs 1a et 1b code la protéine 

du complexe de la réplicase, alors que les ORFs 2-11 qui sont répartits sur la moitié terminale 3’ 

du l’ARNg (Fig. 12), codent les protéines p33, p6, p65, p61, p27, p25, p18, p13, p20 et p23 

(Moreno et al., 2008). Les séquences du 5’UTR ont été classées en trois types (I, II et III), mais 

leurs structures secondaires prédites sont en forme de deux tiges-boucles (stem-loops) séparées 

par une courte région d’espacement (spacer region) (Lopez et al., 1998). Bien que quelques 

séquences du 5’UTR sont nécessaires à la réplication et l’assemblage du virion (Godwa et al., 

2003 ; Sattanarayana et al., 2004). L’extrémité 3’ UTR, qui est une région très conservée (Lopez 

et al., 1998),  est critique pour l’identification par le complexe de la réplicase. La région codante 

(coding region) de l’ARNg, comprend le module de réplication (ORFs 1a et 1b), un module de 

cinq gènes (p6, p65, p61, p27 et p25) qui codent les protéines impliquées dans l’assemblage du 

virion et le transport. Ce module est conservé chez tous les membres de la famille Closteroviridae. 

Le gène p20 qui est l’homologue du gène p21 du beet yellow virus (BYV), et quatre gènes qui 

codent des protéines sans qu’ils aient des homologues chez les autres closterovirus (p33, p18 ; 

p13 et p23) (Dolja et al., 2006). Le cadre ouvert de lecture ORF 1a code une poly-protéine de 

349-kDa avec deux domaines de protéase (papaïne-similaire), un domaine type I de 

methyltransferase-similaire, et un domaine d’hélicase-similaire portant les motifs de la 

superfamille I du domaine hélicase. Le cadre ouvert de lecture ORF1b, étend les protéines 1a de 

54 kDa, qui contient le domaine d’ARN-dépendant ARN polymerase (RdRp) (Karasev et al, 

1995) (Fig. 12). Les protéines codées par le module des cinq gènes comprend une protéine 

transmembranaire (p6), un homologue de la HSP70 (p65), deux copies divergentes de la capside 

de la protéine (p25 et p27) (Pappu et al., 1994 ; Febres et al., 1996), et une protéine additionnelle 

(p61) considérée aussi comme une copie divergente de la capside (Dolja et al., 2006). 

L’homologue du p6 chez le BYV a été démontré qu’il code pour une protéine de mouvement 

(Peremyslov et al., 2004). L’action coordonnée du p65 et p61, en addition à la protéine de la 

capside CP et CPm, est cruciale pour un parfait assemblage du virion (Satyanarayana et al., 2000). 
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Chez les virions intacts de CTV, la capside (CP) couvre la majorité d’ARNg et la CPm couvre 

seulement ̴ 630nt à l’extrémité 5’, mais en absence du p65 et p61, la CPm (protéine de la capside 

mineure) peut couvrir un segment plus large ou même l’ARNg complet. Ces deux protéines se 

lient probablement à la zone de transition entre la CP et la CPm  (Satyanarayana et al., 2004). 

Chez d’autres closterovirus l’homologues du p65 et le p61 sont assemblés à la CPm qui est 

intégrée à la structure du virion et reste attachée au virion (Tian et al., 1999 ; Alzhanova et al., 

2007). La protéine p20 est la composante majeure de la production des corps d’inclusion 

amorphes dans les tissus du phloème infecté  (Godwa et al., 2000), et la p23, comme un ARN  

liant des protéines (Lopez et al., 2000) ; elle régule l’accumulation asymétrique des brins positifs 

et négatifs pendant le processus de réplication (Satyanarayana et al., 2002). Les deux gènes p20 

et p23 ainsi que le gène de la protéine de capside p25, actent comme des suppresseurs des 

extincteurs de gènes chez Nicotiana benthamiana et Nicotiana tabacum, et le p23 inhibant 

l’extinction intercellulaire, CP extinction intracellulaire, et p20 l’inter et intracellulaire extinction 

(Lu et al., 2004). Les virions mutants par suppression des gènes p33, p18 et p13 étaient capables 

à la réplication et l’assemblage (Satyanarayana et al., 1999 ; Dawson et al., 2013), ce qui indique 

que ces gènes ne sont pas indispensables à cette fonction. Leur rôle dans la biologie du CTV était 

inconnu, néanmoins un examen supplémentaire du rôle des gènes p33, p18 et p13 dans une large 

gamme d’espèces d’agrumes a montré leur importance dans les infections systémiques (Tatineni 

et al., 2011). 

 

Fig 12.Schéma de l’organisation génétique du Citrus Tristeza virus(CTV) montrant les cadres de lecture (ORFs) 

de chaque gène (Dawson et al., 2013). 
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D’autres molécules d’ARN ont été mises en évidence ; Il s agit des ARNs défectifs (dARNs), qui 

sont des unités d’ARN du virion contenant les extrémités du 5’ et le 3’ d’un ARNg normal avec 

absence des différentes portions internes (Mawassi et al., 1995). Ils sont variables entre isolats, 

et on suppose qu’ils ont un rôle dans l’expression des symptômes de la jaunisse des jeunes plants 

SY (Yang et al., 1999). Les isolats du CTV sont fréquemment présents comme un complexe de 

différentes populations d’ARN génomique associées à de nombreuses propriétés, accompagnées 

de diverses dARNs de taille, abondance et séquences variables (Lutting et al., 2002).  Dans ce 

contexte, une courte séquence ssRNA de 0.8 kb dépourvue de capside et qui comporte la partie 

terminale 5’ du génome de CTV avait été isolée à partir d’un plant infecté (Mawassi et al., 1995). 

2.14 Détectionet caractérisation des souches de CTV 

2.14.1 Indexation biologique 

L’indexation biologique vise à détecter la présence de CTV dans des obtentions et  estimer 

l’agressivité de l’isolat sur dejeunes plants de Citrus aurantifolia (limette mexicaine, Keyou 

Omani), L’oranger doux  Citrus sinensis (Variété: Madame Vinous), Citrus macrophylla ou 

Citrus paradisi Mac fadyen (Variété : Duncan). La plante indicatrice est un greffon inoculé selon 

les méthodes classiques et entretenu dans des conditions usuelles (Roistacher, 1991), l’essai se 

fait sur quatre à six réplicas. Les symptômes illustrés dans le Tableau 3 constituent chacun une 

replication de l’infection par le CTV du greffon inoculé aux plantes indicatrices sensibles.  

Tab 3. Indexage du CTV par Garnsey et al (1991). 

 

 

Plante indicatrice Symptômes                                                                       Période d’évaluation (mois après-inoculation)

2 4 6 12
Limette méxicaine VC, LC × × ×
Limette méxicaine SP × ×
Oranger/Bigaradier CH, FL, ST × × ×
Bigaradier CH, ST × × ×
Pamplemoussier Dunkan CH, ST × × ×
Pamplemoussier Dunkan SP ×
Madame Vinous ST, SP ×

VC: éclaircissement de nervures; LC: feuilles en cuillère; CH: chlorose; FL: floraison; ST: rabougrissement; SP: striure du bois
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On  compare  les symptômes qui apparaissent sur les échantillons à ceux  des témoins positifs et 

négatifs. Des illustrations des symptômes causés par CTV sur les plantes indicatrices sont 

fournies par Roistacher (1991) et Moreno et al (2008). L’indexation biologique est largement 

employée dans les systèmes de certification, car cette méthode est jugée sensible et fiable pour la 

détection des souches de CTV nouvelles ou inhabituelles (Tab. 3). Vidal et al (2012) a comparé 

l’indexation du limettier mexicain à l’essai de culture directe sur empreinte de tissus (DTBIA) et  

la technique DAS-ELISA (avec  les anticorps monoclonaux  (3DF1+ 3CA5) et l’analyse (RT-

PCR) et a conclu que, pour détecter le CTV, ces deux méthodes en laboratoire pouvaient se 

substituer à la méthode classique d’indexation du limettier mexicain en conservant la même 

exactitude (CIPV, 2016). 

2.14.2 Techniques sérologiques 

Les techniques sérologiques ont été utilisées depuis les années 70. ELISA (Enzyme- Linked 

Imunosorbent Assay) et la culture directe sur empreinte de tissus combinée à un essai ELISA, 

également appelée immuno-empreinte ELISA ou DTBIA (direct tissue blot immunoassay) sont 

des techniques de routine pour la détection du CTV (Bar-Joseph et al.,1979; Garnsey et al.,1993; 

Cambra et al., 2000a et Lin et al., 2000). La technique DTBIA est plus rapide. Dans la région des 

Pouilles (Sud de l’Italie) cette technique a été utilisée à la place de la DAS-ELISA dans une 

enquête de CTV à grande échelle, plusieurs foyers ont été décelés (Djelouah et D’Onghia, 

2001b). Plusieurs antisérums monoclonaux ont été produits pour de nombreux isolats, détectant 

efficacement la majeure partie des isolats.  Des anticorps monoclonaux (Mabs) ont été aussi 

développés (Vela et al., 1986 ; Permar et al.,1990); certains réagissent à des épitopes qui sont 

bien conservés chez diverses isolats. Ilexiste des mélanges d’anticorps monoclonaux qui détectent 

toutes les souches de CTV avec une spécificité, une sensibilité et une fiabilité satisfaisantes, mais 

certains anticorps polyclonaux ne sont pas spécifiques et offrent une sensibilité limitée 

(Cambraetal., 2000a, 1990, 1982). C’est la raison pour laquelle il est recommandé d’appliquer 

des méthodes supplémentaires lorsque l’analyse repose sur des anticorps polyclonaux (CIPV, 

2016).  Alors que quelques anticorps monoclonaux (Mabs) sont spécifiques, le MCA13 est utilisé 

pour distinguer les isolats modérés, des isolats causant le déclin et le bois strié en Floride (Permar 

et al.,1990). 
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2.14.3 Analyses moléculaires 

L’élucidation de la séquence nucléotidique complète de l’ARN génomique de CTV a permis de 

mettre au point diverses procédures de diagnostiques fondées sur la détection spécifique de 

l’ARN viral, notamment des méthodes d’hybridation moléculaire faisant appel à des sondes à 

l’acide nucléique complémentaire (ADNcou ARNc) ainsi que plusieurs essais de type RT-PCR 

(Morenoetal.,2008). Les méthodes RT-PCR ont considérablement amélioré la sensibilité de la 

détection, permettant de quantifier les copies d’ARN viral dans les tissus infectés des agrumes ou 

chez les espèces de pucerons virulifères de CTV (Bertolini et al.,2008), telle que la technique 

RT-PCR à point final avec traitement de post-amplification (électrophorèse sur gel) et la RT-PCR 

en temps réel qui permet d’éviter les traitements post-amplification. On devrait extraire l’ARN 

en suivant les protocoles validés appropriés, sauf dans le cas du protocole combinant immuno-

capture et RT-PCR (IC-RT-PCR), qui ne requiert pas d’isolementde l’acide nucléique. Les 

échantillons devraient être placés dans des sachetsenplastiqueindividuelsenvue d’éviter la 

contamination croisée pendantl’extraction. Une autre solution consistaità analyser des gouttes 

d’extraits de plantes, des empreintes de sections de tissu ou du matériel végétal écrasé par 

immobilisation  sur du  papier buvard  ou  des membranes en nylon  puis RT-PCR  en  temps  réel 

(Bertolini et al., 2008). Si une PCR classique est employée, il est déconseillée d’analyser 

l’échantillon sous forme de gouttes d’extrait ou d’empreintes de tissus, car cette méthode PCR 

est moins sensible que la RT-PCRen temps réel et peut donner defaux négatifs. Des études menées 

par Niblett et al (2000) ont suggéré que le polymorphisme nucléotidique (SNP) au niveau du gène 

très conservé de la capside protéique CP25 était suffisant pour prévoir simultanément les 

symptômes et différencier les souches. 

2.15 Diversité génétique du CTV 

L’analyse des séquences de l’ARN génomique de CTV a montré que le degré et le schéma de la 

diversité de séquences varie d’un isolat à un autre (Hilf et al., 2005). Les génomes d’isolats de 

CTV sont conservés à l’extrémité 3’UTR (8kb), avec une identité de ≥ 90% entre isolats (Hilf et 

al., 2005), alors que la plus variable région est la 5’UTR (11kb), avec un taux de similarité de 

40% seulement entre les séquences de certains isolats (Lopez et al., 1998 ; Vives et al., 1999 ; 

Albiach-Marti et al., 2000a ; Suastika et al., 2001 ). Inusuelles variations sont observées aussi au 

niveau des régions codantes et même au niveau des gènes, cela est probablement le reflet de la 

pression sélective sur l’ARNg (Moreno et al., 2008). Les facteurs qui modifient les populations 

de CTV sur terrain sont les mutations, les recombinaisons entre diverses séquences divergentes, 

la sélection, l’expression génétique et mouvement de gènes dus aux inoculations répétées chez 
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les arbres des vergers et le mouvement du matériel végétal infecté entre régions. Les mutations 

dues aux erreurs lors du processus de réplication qui caractérise l’ARN dépendant ARN 

polymérase (RdRp) est le principal mécanisme générant la diversité (Moreno et al., 2008). Les 

populations de CTV sont aussi affectées par la dispersion naturelle du virus. 

 

Fig13.Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) calculé avec la séquence de nucléotides complète d’ARN 

génomique de 9 isolats de CTV par l’utilisation de 1000 bootstrap. La longueur de ramifications indique les distances 

génétiques. Les trois grappes obtenues incluent des souches sévères induisant la jaunisse des jeunes plants (SY) et le bois 

strié sur oranger et pamplemoussier (SP) (T318A,SY568R,NuagA et VT), souches modérées (T30 et T385) et un groupe 

d’isolats à caractéristiques intermédiaires (T36,Qaha et Mexican)(Moreno et al., 2008). 

La culture des agrumes étant pérenne, les arbres peuvent être inoculés par les pucerons à 

répétition avec des souches divergentes de CTV, ce qui augmente la diversité génétique (Kong 

et al., 2000 ; Rubio et al., 2001 ; Ayllon et al., 2006). La distribution hétérogène de différentes 

séquences dans un arbre infecté et/ou la sélection au hasard de certain d’eux lors de l’acquisition 

par les pucerons est une contribution additionnelle aux changements des populations de CTV 

dans les vergers (d’Urso et al., 2000, 2003 ; Sambade et al., 2007). La présence de séquences 

divergentes dans un isolat de CTV augmente aussi la variation génétique via les recombinaisons 

(Vives et al., 2005). Par contre, le mouvement du matériel végétal infecté tend à réduire la 

diversité génétique entre régions créant une population unique de CTV. Par exemple les isolats 

de Californie et d’Espagne sont génétiquement identiques (Rubio et al., 2001).  Bien que le CTV 

semble génétiquement stable dans certain hôtes, l’intervention de l’humain par les différentes 

combinaisons greffon/porte-greffe sous différents conditions environnementales a peut-être 

généré des variabilités génétiques (Moreno et al., 2008). L’analyse phylogénétique de la séquence 

complète de neuf isolats a révélé trois principaux groupes : (1) les souches sévères (SP) T318A 

d’Espagne (Ruiz-Ruiz et al., 2007), SY568R de Californie (Yang et al., 1999 ; Vives et al., 2005), 

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 2                                                                                       Données bibliographiques 

61 
 

NuagA du Japon (Suastika et al., 2001) et le VT du Moyen Orient (Mawassi et al., 1996) ; (2) les 

souches modérées T30 de Floride (Albiach-Marti et al., 2000b) et T385 d’Espagne (Vives et al., 

1999), et (3) les isolats T36 de  Floride qui est un isolat sévère induisant le déclin  (Pappu et al, 

1994 ; Karasev et al., 1995), Qaha d’Egypte (AY340974) et l’isolat Mexicain (DQ272579) (Fig. 

13).La similarité dans le groupe est estimée à 97,5%. Alors que les plus bas taux de similitudes 

sont enregistrés entre la souche VT et Qaha (75,6%) et une variation de 44.45% entre l’isolat 

T385 et T36 (Lopez et al., 1998). Plus récemment et sur la base de l’analyse du génome complet, 

les souches de CTV ont été classées en sept groupes de séquence : T36, VT, T3, RB, T68, T30 et 

HA16-5. Cependant, des variations de virulence se produisent dans ces groupes dans la mesure 

où la virulence seule ne devrait pas être un caractère déterminant d'un phénotype (Dawson et al., 

2015 ; Yokomi et al., 2018). 

2.16 Identificationdes souches de CTV 

On peut identifier les souches de CTV au moyen d’analyses biologiques, sérologiques ou par 

amplification moléculaire.  

2.16.1 Indexation biologique  

Au moyen d’une gamme de plantes indicatrices comme C. aurantifolia, C. macrophylla, C. 

sinensis (variété Madame vinous) ou C. paradisi (cultivarDuncan), pour évaluer le bois strié, 

ou de jeunes plants de C. aurantium ou C.limon, pour évaluer la jaunisse (Roistacher, 1991 ; 

Ballester-Olmosetal., 1993). 

2.16.2 Sérologie  

Réactivité à l’égard de l’anticorps monoclonal MCA13 (Permar et al., 1990), qui reconnaît un 

épitope bien conservé chez les souches sévères (agressives) de CTV mais absent des souches 

bénignes (moins agressives) cette réactivité des isolats au MCA13 est conférée à la présence de 

l'acide aminé phénylalanine (F) à la position 124 de la séquence d'acides aminés de la protéine 

d'enveloppe (Pappu et al., 1993). Cet anticorps monoclonal estréactif aux souches les plus sévères 

de CTV (Permar et al., 1990). Les souches virulentes induisent le déclin rapide, le bois strié, 

l’arrêt de croissance et la jaunisse des jeunes plants. 
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2.16.3 Techniques moléculaires 

Bienque certaines souches de CTV ont été classées selon leur phénotype, leur virulence et leur 

gamme de plantes hôtes,  la composition des épitopes et plus récemment, la séquence propre à un 

ou plusieurs gènes (Moreno et al., 2008), la corrélation  nette avec le comportement biologique 

reste peu définie (Hilf et al., 2005 ; Yokomi et al.,2018). Néanmoins, une stratégie PCR avait été 

mise en place pour la discrimination entre isolats génétiquement similaires et géographiquement 

distinctes à travers l’amplification de séquences d’ADN de tailles similaires (Marqueurs 

moléculaires), désignés au niveau du cadre ouvert de lecture (ORF1) du l’ARNg relatif aux 

souches de référence VT, T3, T30 et le T36 (Hilf et al., 1999 ; Hilf et Garnsey, 2000 ; Ayllon et 

al., 2001 ; Hilf et al., 2005). La technique des marqueurs moléculaires multiples (M.M.M) a été 

utilisée avec succès dans la caractérisation et l’évaluation des appartenances génétiques de trois 

cent soixante-douze (372) isolats de CTV qui constituent la collection internationale des 

pathogènes exotiques des agrumes (Garnsey et al., 1991 ; Hilf et al., 2005). 

2.17 Altération génomique de la population virale de CTV par la transmission par 
pucerons 

Les isolats de CTV peuvent contenir différentes variétés de séquences et certaines pourraient 

s’altérer après transmission par pucerons vecteurs ou par greffage à un nouvel hôte (Moreno et 

al., 2008). Des sous-isolats générés par ces deux voies quelques fois connaissent quelques 

divergences chez la population virale d’isolat source. La séparation des variétés de CTV des 

isolats collectés depuis les vergers après passage par pucerons vecteurs a été rapporté dans 

plusieurs études (Gillings et al., 1993; Albiach-Martí et al., 2000a; Brlansky et al., 2003 ; Moreno 

et al., 2008 ; Yahiaoui et al., 2015). Le puceron brun des agrumes Toxoptera citricidus est souvent 

associé à la transmission efficace des souches sévères de bois strié SP et les variations dans les 

séquences après passage par pucerons (Yokomi et al., 1994). De même, des sous isolats modérés 

ont été quelques fois générés après la transmission de souches plus sévères par A. gossypii 

(Yokomi et al., 1989). Inversement, ce dernier vecteur a induit l’émergence de sous isolats 

sévères de bois strié SP sur pamplemoussier et orangers doux à partir d’une souche modérée 

(B192) (Brlansky et al., 2003). 

Dans certains cas la transmission de CTV  par pucerons  altère l’expression des symptômes et les 

caractéristiques pathogénique d’un isolat (Hermoso  de  Mendoza  et  al., 1988a; Moreno et al., 

1993a et Broadbent et al., 1996), ainsi que sa réactivité sérologique  vis-à-vis des anticorps 

monoclonaux (Kano et Koizumi, 1991 ; Cambra et al., 1993). Des analyses par la technique RLFP 
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d’un ADNc du gène de la protéine de la capside P25 afin de différencier des isolats de CTV ont 

révélé la disparition d’un marqueur après passage via pucerons (Gillings et al., 1993). 

Une analyse SSCP, qui est efficacement utilisée pour la détection des SNP (single nucleotide 

polymorphism) au niveau du p25 des isolats de CTV, a montré son utilité dans l’analyse 

génomique du CTV et sa variabilité après passage d’un hôte à un autre (Rubio et al., 1996, 2000). 

A travers des investigations récentes, une caractérisation des isolats inoculés par A. gossypii et 

qui proviennent de la souche californienne (SY568) a été réalisée sur le gène p65 (HSP) par la 

technique RPAs (RNase protection assay) ; cette dernière a révélé que la plupart des variétés 

obtenues étaient prédites être sévères dans la nature, et elle a causé quelques cas de bois strié, 

rabougrissement et subérification de veines, sauf pour un isolat (1B-a4) qui a été révélé modéré 

(Velazquez-Monreal et al., 2009). Un puceron vecteur peut sortir d’une seule feuille quelques 

variétés du complexe existant sans qu’elles ne soient dominantes, et transmettre une sous-

population différente de l’isolat source, par conséquent, quelques variétés minoritaires de 

l’ancienne source vont devenir majoritaires et donner naissance à une nouvelle souche avec des 

caractéristiques nouvelles (d’Urso et al., 2000). 

2.18 Gestion de la maladie de la Tristeza 

La stratégie de gestion de la Tristeza diffère selon la prévalence et la sévérité des souches de CTV 

présentes (Garnsey et al., 1998 ; Lee et Bar-Joseph,2000), la combinaison  greffon/porte greffe 

prédominante et la population de vecteur dominante au niveau de chaque zone (Garnsey et al., 

1998). Le contrôle de CTV devient extrêmement difficile une fois installé dans une région surtout 

si leurs vecteurs naturels sont aussi présents. La meilleure mesure pour éviter l’infection ou la 

dissémination dans des régions indemnes de CTV,doit inclure des mesures strictes de 

quarantaine, couplées à un programme de certification rigoureux de matériel de propagation, 

surtout dans les zones ou le bigaradier est le porte greffe dominant (Navarro et al.,2002), ce qui 

est le cas au niveau de la plaine de Chlef. 

Il n’y a pas de stratégie de contrôle standard contre le CTV applicable à toutes les situations 

(Garnsey et al., 1996), par conséquent plusieurs approches ont été utilisées pour contrôler les 

pertes causées par la maladie (Bar-Joseph et al., 1989 ; Rocha-Peña et al.,1995). L’éradication 

d’arbres infectés est la juste mesure afin d’éviter ou retarder une épidémie, si le CTV est en faible 

incidence et les arbres contaminés sont groupés en nombre limité (Bar-Joseph et al.,1989; 

Kyriakou et al.,1996; Gottwald et al.,2002 ; Yokomi et al., 2018).  

 

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 2                                                                                       Données bibliographiques 

64 
 

Si l’incidence est au-dessous de 3%, les mesures d’éradication peuvent offrir diverses degrés de 

réussite (Bar-Joseph et al.,1989 ; Dodds et al.,1994). Si les arbres infectés dans les vergers 

peuvent être éliminés en nombre plus grand que l’initiation de nouvelles infections, le maintien 

de l’incidence à un seuil gérable est possible (Dodds et al.,1994). Une fois que le seuil dépasse 

les 5%, la stratégie de d’éradication devient difficile à appliquer, en conséquence d’autre mesures 

s’imposent (Bar-Joseph et al.,1989 ; Dodds et al.,1994). 

2.18.1 Exclusion et quarantaine 

Quand le CTV est absent ou rare, des efforts préventifs devraient être faits afin d’éviter 

l’introduction de l’épidémie dans la zone de la culture par une mesure de quarantaine sur le 

matériel végétal vivant. La méthode la plus pratique est de limiter les importations aux zones 

connues indemnes du virus, pour éviter aux agriculteurs de recourir recours à des voies illégales 

d’introduction de nouvelles variétés et germoplasmes (Frison et Taher, 1991). 

2.18.2 Programmes de certification 

La certification est devenue un outil très important pour l’amélioration de la qualité des plants 

utilisés, aussi bien du point de vue variétal que sanitaire. Le contrôle méticuleux du matériel de 

propagation reste l’unique meilleur moyen pour éviter l’extension rapide de l’épidémie de la 

Tristeza (D’Onghia, 2009). La plupart du matériel végétal agrumicole est multiplié par 

l’utilisation de greffons à partir de variétés sélectionnées greffés sur plantules nucellaires. Le 

bois de multiplication est obtenu généralement depuis un arbre vigoureux est directement utilisé 

dans les pépinières pour produire le maximum de plants à partir d’une seule source. Donc la 

propagation du matériel végétal infecté par le CTV peut être évitée par l’usage de plantes mères 

indemnes de maladie de CTV protégées des infections naturelles par les serres d’isolation ou 

l’utilisation des cultures in vitro et micro greffage (Navarro, 1993).  

2.18.3 Éradication et suppression 

Si quelques arbres seulement sont détectés contaminés par le CTV dans une région indemne de 

la maladie, et que les espèces de pucerons locales ne sont pas considérées d’efficaces vecteurs, 

la dissémination naturelle peut être freinée par un programme d’éradication et de suppression. 

Néanmoins, une campagne de dépistage est cruciale, car les arbres malades doivent être 

immédiatement éradiqués et la surveillance  maintenue (Garnsey et al., 1996). L’éradication est 

rarement efficace quand la maladie est installée, spécialement en présence de pucerons vecteurs 

efficaces (D’Onghia, 2009). 
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2.18.4 Tolérance des hôtes 

Quand la stratégie d’éradication atteint ses limites, due à la dispersion rapide du CTV à travers 

les vecteurs, la propagation des agrumes sur des porte greffes tolérants/résistants est la seule 

option viable pour gérer le CTV (Garnsey et al., 1987a ; Morenoetal., 2008). Bien qu’un nombre 

de facteurs limitants rend compliqué le choix de combinaisons greffons/porte greffes résistantes 

ou tolérantes dans une zone contaminée par la Tristeza telles leurs réponses aux sols alcalins, 

salés, lourd ou encore vis-à-vis des maladies telluriques (Phytophtora) et d’autres maladies de 

dégénérescence à l’instar du greening (HLB) (Román et al., 2004 ; Sétamou et al., 2012). 

Poncirus trifoliata et ses hybrides (Carrizo, troyer et C35), Swingle citrumelo et Rangpur lime 

sont parmi les porte greffes les plus utilisés contre le CTV (Albiach-Marti et al., 2004). 

L’utilisation de Rough limon et le mandarinier comme porte-greffe à la place du bigaradier a 

permis une meilleure production des oranges en Afrique du Sud malgré la coexistence de souches 

sévères et le puceron brun des agrumes (Toxoptera citricidus) (Bar-Joseph et al., 2002).  

2.18.5 Protection croisée 

En cas de dissémination de souches sévères de bois strié (SP), l’utilisation de la résistance 

spécifique au virus ou de variété protégée par croisement avec des souches atténuées appropriées 

est nécessaire. Cette approche a résolu le problème de baisse de production et la réduction de 

calibre des fruits de variété économiquement importante en Brésil tel que l’oranger Pera (Costaet 

Müller, 1980), et le pamplemoussier Marsh en Afrique de sud (VanVuuren et al., 1993). Des 

isolats protecteurs ont été sélectionnés depuis les arbres de vergers de quelques cultivars qui ont 

vécu plusieurs années sans manifester de significatifs symptômes de la maladie. Il a été démontré 

que ces arbres sont restés protégés d’infections des souches agressives de bois strié (SP), et ils ont 

même été utilisés comme pieds mères sources de greffons pour la production de plants de 

pépinières. Mais, la même stratégie de protection a eu un succès limité dans d’autres zones ou 

avec différentes variétés (Ieki et Yamaguchi, 1988; Müller et al., 1988 ; Broadbent et al.,1991), 

indiquant que la protection croisée dépend probablement des variétés, souches de CTV et les 

conditions environnementales qui caractérisent chaque région (Roistacher et al., 2010).  Le 

mécanisme réel qui régit la protection croisée entre les races de virus reste peu clair. La 

responsabilité de la capside de protéine ou l’ARN médiateur alimente le débat depuis des années 

(Fraser, 1998). Bien qu’on ne peut pas exclure le rôle  de la capside de protéine, extinction de 

gêne en post-transcription  (PTGS), un processus induit par l’ARN bi-caténaire dsARN, est 

récemment devenu l’hypothèse la plus cohérente qui explique  le mécanisme d’auto-défense  de 

la plante contre les infections virales et la protection croisée entre les convergentes souches de 
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virus (Covey et al.,1997 ; Ratcliff et al.,1997, 1999). Alors que Fagoaga et al (2006) a observé 

une accumulation importante de petites particules virales interférentes (si)-ARNs chez des plants 

de lime mexicaine inoculés par le CTV ; ceci suggère que dans les cellules protégées par la 

protection croisée. Les (si)-ARNs générés par les souches virales atténuées peuvent prévenir des 

tentatives d’infection par les variantes agressives.  

2.18.6 L’amélioration génétique pour la résistance 

Les croisements réalisés pour but d’incorporer des gènes de résistance chez les cultivars 

commerciaux est considéré comme la meilleure approche afin d’éviter des pertes causés par les 

pathogènes, mais différentes fonctions liées à la biologie des agrumes, particulièrement leurs 

complexes biologiques, génétiques et de reproduction, ainsi que la grande taille des arbres ont 

considérablement freiné l’amélioration génétique à travers les croisements conventionnels 

(Moreno et al., 2008). 

Même si les traits de résistance au CTV ont été observés chez quelques espèces d’agrumes 

(Garnsey et al., 1987a; Fang et Roose, 1999 et Asíns et al., 2004), la résistance est largement  

présente chez d’autres agrumes appartenant à d’autres genres de la sous-famille des 

Aurantioideae, dont quelques espèces de Fortunella, P. trifoliata, Severinia buxifolia et Swingle 

aglutinosa (Garnsey et al., 1987a; Yoshida, 1996 ; Mestre et al., 1997 a,b). Une attention 

particulière avait été dédiée au Poncirus trifoliata qui a montré une résistance à la majorité des 

souches de CTV, en plus de sa comptabilité entant que porte greffe avec les Citrus spp. Cette 

résistance est associée à un seul locus de gènes dominants (CTv), qui a été en fur et à mesure très 

bien caractérisé (Yoshida, 1985, 1993; Gmitter et al.,1996; Mestre et al.,1997a; Fang et al.,1998; 

Deng et al., 2001 ; Yang et al., 2003). La taille du fragment CTv a été estimée à 121 kb et 

comprend dix gènes (Rai, 2006). 

2.18.7 Résistance dérivée des agents pathogènes 

La première démonstration de la résistance dérivée des agents pathogènes ont été illustré par 

l’incorporation du gène de la capside CP issu d’une souche sévère  ou d’une souche modérée à 

des limettes mexicaines  (Domínguez et al., 2002). L’inoculation transgénique a provoqué deux 

réponses : (1) la plupart des plants ont développé les mêmes symptômes que les plants témoins ; 

et (2) quelques plants ont exhibé un comportement de résistance, environs 10-33% de plants sont 

devenus immunes, et d’autres ont montré un retard significatif dans l’expression de symptômes. 

Ghorbel et al (2001) ont exploré l’expression de gène p23 dans un plant transgénique comme 

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 2                                                                                       Données bibliographiques 

67 
 

méthode potentielle pour interférer dans des infections normales de CTV. De façon inattendue, 

les symptômes typiques induits par le p23, ressemblent à ceux incités par le CTV chez des plants 

non transgéniques. Ces résultats indiquent que le p23 est un important déterminant de 

pathogénicité chez le CTV qui interfère avec le développement, spécialement chez la famille des 

rutacées (Fagoaga et al., 2005). La résistance dérivée des agents pathogènes est efficace contre le 

CTV dans ses hôtes naturels, mais d’autres facteurs en plus du contexte génétique des plantes 

transgéniques peuvent affecter la résistance phénotypique manifestée par la propagation des 

plantes transgéniques. Que ce soit  les plantes d'agrumes transgéniques exprimant des séquences 

dérivées de CTV qui puissent être une alternative efficace à la protection croisée pour contrôler 

les dommages du syndrome du bois strié  (SP), ou la résistance au déclin dus à  la Tristeza qui 

pourrait être incorporée chez le bigaradier, les deux techniques nécessitent des profondes 

expérimentations (Moreno et al., 2008). 

2.18.8 Contrôle des pucerons vecteurs 

Le contrôle des vecteurs devrait être l'une des composantes d'une stratégie de gestion intégrée et 

durable de la maladie, puisque le CTV n'est transmis que par les pucerons vecteurs qui colonisent 

les agrumes. Les populations de pucerons sur les agrumes sont souvent trop variables pour fournir 

suffisamment d'ennemis naturels pour un contrôle efficace du vecteur (Tremblay et al., 1978a). 

Parmi les ennemis naturels connus pour leur efficacité contre les pucerons, citons les coccinelles 

(Coleoptera: Coccinellidae), les syrphes (Diptera: Syrphidae), les chrysopes (Neuroptera: 

Chrysopidae) et les guêpes (Hymenoptera: Braconidae) (Labdaoui et al., 2018). Comme les 

nouvelles pousses de végétation ne sont disponibles que durant les périodes limitées de l'année, 

les pucerons des agrumes se rencontrent souvent dans le temps et dans l'espace et tendent à être 

attaqués par la même gamme d'antagonistes (Michaud et Alvarez, 2000). Mais les agents 

biologiques colonisent de nouvelles zones plus lentement que leur hôte, la réalisation de lâchers 

de parasitoïdes élevés en masse au niveau de divers sites devraient être périodiquement effectués 

en addition à la lutte biologique par conservation des ennemis naturels locales (Wellings, 1994). 

Bien que les insecticides puissent ne pas agir assez rapidement pour prévenir l'infection primaire 

par les pucerons virulifères, la réduction des populations de pucerons diminuerait la propagation 

secondaire. L'efficacité du contrôle insecticide dépend de la longévité de la rémanence et 

l’efficacité de la molécule utilisée et de l'étendue de la zone traitée par rapport au réservoir 

d'inoculum et à l'activité migratoire du puceron (Ando et al., 1992 ;  Knapp et al., 1996 ; Wang et 

al., 2002). Le contrôle insecticide des populations de vecteurs peut être utile dans la réduction des 

infections secondaire (Gourmet et al., 1994) et dans des situations spécifiques, tellles que dans les 
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pépinières d'agrumes, et aux parcs à bois. Les insecticides systémiques résiduels avec un impact 

minime sur les auxiliaires sont recommandés. La concentration de CTV est plus élevée au moment 

de la poussée de sève printanière et automnale. Les populations de pucerons atteignent aussi leur 

optimum en même moment, et par conséquent, ces périodes devraient être ciblées pour entamer 

des actions de lutte (Yokomi, 2009b). 

2.18.9 La vulgarisation et la formation 

La sensibilisation est au cœur d’un programme de surveillance réussi (Djelouah et al, 2009),  c’est 

pourquoi les activités de vulgarisation doivent être menées de manière intensive à tout moment de 

la surveillance, que la maladie soit présente ou non (Djelouah et al., 2009). Seule la vulgarisation 

peut progressivement sensibiliser les parties prenantes (agriculteurs, associations professionnelles, 

organismes publics, etc.) aux risques liés à la propagation de cette maladie dans une région. En 

effet, il s’agit d’une véritable catastrophe naturelle qui peut balayer l’industrie des agrumes dans 

un pays (Roistacher et Da Graça, 2006) et entraîner de graves répercussions socio-économiques, 

mettant également en danger les ressources paysagères d’un territoire. Cette campagne 

d'information doit être menée en mobilisant les experts techniques impliqués dans l'étude et le 

contrôle du virus, et par le biais de la communication utilisant différents supports (brochures, 

affiches, vidéos, publicités télévisées, cours, ateliers, sites Web, etc.). La formation des 

responsables de la surveillance et le diagnostic du CTV est fondamentale pour le succès de toutes 

les opérations qui doivent être effectuées dans le respect des lois en vigueur, en temps utile et avec 

professionnalisme (Djelouah et al., 2009). 

2.18.10 Gestion intégrée de la maladie 

L’incidence et la propagation du CTV est un processus complexe qui est influencé par les 

interactions entre la plante, le pathogène et le vecteur.  Les approches conventionnelles sont en 

général orientées vers un ou plusieurs paramètres de contrôle du CTV. Une stratégie de protection 

intégrée de la maladie devrait incorporer le maximum d’éléments on se basant sur les 

connaissances fondamentales de la maladie (Garnsey et al., 1996) 
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3     Matériels et méthodes 

3.1 Description de la zone d’étude 

L’étude a été menée essentiellement au niveau des principales zones agrumicoles de la plaine de 

Chlef. La zone d’étude se situe dans le Bassin de oued Chlef (le Haut, le Moyen et le Bas Chlef), 

elle est limitée au nord-est par le plateau de Djendel, et circonscrite au nord par les massifs de 

Dahra et de Zakkar et bordée au sud par les contreforts de l’Ouarsenis ; à son exterminé sud-ouest 

elle est reliée à la plaine de la Mina. La partie ouest de la plaine fait partie du Bassin versant de la 

Mina. La zone d’étude couvre 12 communes des wilayas de Chlef et d’Ain Defla (Fig. 14 et Fig. 

18). 

 

    Fig14. Position géographique de la zone d’étude (photo  Google Earth®). 

 

3.2 Enquête sur la présence et distribution des espèces de pucerons vecteurs de 
CTV 

Le point de départ de notre travail a consisté, dans un premier temps, en un suivi de treize (13) 

vergers d’agrumes situés au niveau de huit (8) régions différentes de la Vallée de Chlef (Tab. 4) 

pendant la poussée de sève printanière allant de Mars à Mai 2016. Cette surveillance avait comme 

objectif l’acquisition de connaissances sur l’identité des espèces existantes, leur fréquence,  leur 

abondance et leur répartition. Selon Dawson et al (2015) l’abondance des populations de pucerons 

et la prédominance des espèces dans chaque région sont des facteurs épidémiologiques cruciaux 

de la maladie de la Tristeza. Par conséquent, cette étude était nécessaire pour approfondir la 
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compréhension du rôle des espèces identifiées dans l’épidémiologie de la maladie. Cette étape a 

précédé les essais de transmission du virus de la Tristeza par les pucerons.  Au niveau de chaque 

verger, sur dix (10) arbres on  a procèdé à un prélèvement hebdomadaire de dix 10 jeunes pousses. 

Les échantillons ont été collectés de façon aléatoire et placés dans des sachets en polyéthylène 

etiquetés portant les informations nécessaires. L’identification des espèces de pucerons a été 

réalisée sur la base des caractéristiques morphologiques (Fig. 16), grâce à la clé dichotomique 

universelle de Blackman RL et Eastop VF (2006). Les notations des taux d’infestation, fréquence 

et abondance des pucerons rencontrés ont été calculés selon la formule de Dajoz (2016). 

Tab4. Liste des vergers ayant servi à l’observation et au prélèvement d’échantillons. 

 

3.2.1 Identification des pucerons recensés 

L'objectif principal du montage des aphides est d'obtenir des pucerons totalement transparents, 

dont le tégument peut être parfaitement visible sur les deux faces (dorsale et ventrale) quand 

l’échantillon est observé sous microscope (Fig. 15). La technique de préparation des pucerons est 

inspirée de celle qui est utilisée par Heikinheimo (1988) et  par Blackman et Eastop (2006). Elle 

comprend les phases suivantes : 

1) L'incision du puceron à l'aide d'une épingle entomologique au niveau de la face ventrale du 

puceron entre le quatrième et sixième sternite abdominal. 

2) Le dégraissage du puceron pour en extraire toutes les réserves lipidiques. Le puceron est chauffé 

dans une solution d'hydroxyde de potassium à 10% (KOH) pendant  5 à 10 minutes. 

Wilaya Commune Exploitation Sup (ha) Espèce/Var Age 

Medjadja KTM 28.5 Navel Powel 15
Medjadja FP SIYAHI 10 Navel 15
Oum drou feddal 8 clémentine 15
Chlef FP Aichouba 10 Navel 50
Chlef bensouna 2 Clémentine 60
Boukader Medjadji 4 Navel 15

      Chlef Sobha Fellague 4 Navel 6
Oued sly EAC 13 15 hameline 60
Ouled fares FP si tayeb 5 Navel 15
Ouled abbas Abbane 3 Clémentine 5
Chettia Moulfi 6 Navel 55
Oued fodda FP birsafsaf 12 Double fine 28

  Ain Defla Ain defla bounedjma 5 Navel 15
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3) Le nettoyage (aprè dégraissage), de la pièce dans trois bains d'eau distillée afin d'enlever les 

traces de potasse. 

4) Le montage du puceron est réalisé entre lame et lamelle dans une goutte du milieu de montage 

pour puceron (voir annexe1) (Heikinheimo, 1988). Les spécimens préparés ont été identifiés sous 

microscope à l’aide de la clé de Blackman et Eastop (2006) (Tab. 5). 

 

           Fig 15. Différences morphologiques entre les différents pucerons vecteurs de CTV sous microscope. 

 

Fig 16. Clé des caractéristiques morphologiques utilisée pour l’identification.A: puceron adulte ailé, B: puceron 

adulte aptère, C: tubercules frontaux (ft) à la base des antennes, D, E: cauda, F: cornicule; ant=antennes, ca=cauda, 
co=cornicule, fl=flange, ft=tubercule fontal, M=veine médiane (Liu et Sparks, 2001). 
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           Tab 5. La clé d'identification des pucerons d’agrumes (Blackman et Eastop, 2006). 

 

 

Tubercules antennaires  peu développés 2

Tubercules antennaires bien développés. 10

Le segment terminal un peu plus court que sa base. Cornicules beaucoup plus courtes que la queue. A

Le segment terminal beaucoup plus long que sa base. Cornicules courtes ou plus longues que la queue. 3

Cauda en forme de casque a vue dorsale, moins longue que sa largeur à la base. B

Cauda en forme de langue ou triangulaire en vue dorsale, plus longue que sa largeur à la base. 4

Abdomen dorsal avec une large tache noire. C

Abdomen dorsal sans tache noire 5

Cornicules beaucoup plus courtes que la queue. D

Cornicules plus ou moins long que la queue. 6

Le segment terminal  3,5 fois plus long que sa base .Cauda avec pas moins de 10 soies. 7

Le segment terminal est moins  3,5 fois  la longueur de sa base. Cauda généralement porte moins de 10 soies. 9

Cauda avec généralement plus de 20 soies. Les soies du segment antennaire III sont plus longues que le diamètre de
ce segment à la base. Tergites thoraciques souvent partiellement sclérifiées

E

Cauda avec généralement moins de 20 poils. Les soies sur le segment antennaire III souvent plus courtes que le
diamètre de ce segment à la base. tergites thoraciques généralement non scolrotinés. 

8

Cornicules est 1.5 fois moins longues que la queue. appareil stridulatoire présent. F

Cornicules est 1.5 fois plus longues que la queue. appareil stridulatoire absent. G

Cauda plus pâle que les cornicules avec 4 à 7 soies. Soies Fémoraux tous assez courtes, moins larges que le fémur à
sa base.

H

Cauda sombre, avec 6 à 12 soies. Quelques soies fémoraux sont longues et fines, plus longues que la largeur de
fémur à sa base. 

I

Face interne de tubercules antennaires convergentes. J

Face interne de tubercules antennaires parallèles ou divergentes. 11

Cornicules un peu plus courtes que la longue et sombre queue. K

Cornicules beaucoup plus longues que la queue. 12

La tête, les pattes et les antennes sont de couleur foncée ; fémurs pâles à la base, mais avec la moitié à trois-quarts est
noir. Cornicules légèrement enfilés. Cauda avec une constriction.

L

Pattes, tête, et les antennes de couleur pâle. Cornicules de forme de ruban parallèle tout au long. Cauda sans
constriction.

13

Face interne des tubercules antennaires parallèles. Cornicules sans réticulation polygonale. La longueur du cauda
mesure un dixième à un huitième  la longueur du corps.

M

Faces internes des tubercules antennaires divergentes. la zone subapicale des cornicules avec réticulation polygonale.
Cauda mesurant un septième à un cinquième la longueur du corps.

N

7

8

9

10

11

12

1

2

3

4

5

6

A- Brachyunguis harmalae J- Myzus persicae

B- Brachycaudus helichrysi K- Sinomegoura citricola

C- Aphis craccivora L- Aulacorthum magnoliae

D- Toxoptera odinae   M- Aulacorthum solani

E- Toxoptera citricidus

F- Toxoptera aurantii

G- Aphis nerii

H- Aphis gossypii

I-  Aphis spiraecola

N- Macrosiphum euphorbiae {autres espèces peuvent être
rencontrés sur citrus : Aphis arbuti;Aphis fabae;
Brachycaudus cardui; Pterochloroides persicae;
Rhopalosiphum maidis }
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3.3 Identification moléculaire et variations génétiques des différentes populations 
de pucerons des agrumes recensés 

Avant le développement des techniques moléculaires pour étudier les relations évolutives, il y 

avait peu de rapports sur la phylogénie des espèces du genre Aphis en raison de leurs morphologies 

similaires. La phylogénie au sein de la tribu des Aphidini a été partiellement basée sur les traits 

morphologiques et les changements dans l’utilisation des plantes-hôtes au cours de l’évolution des 

pucerons (Shapochnikov et al., 1998). Néanmoins cette approche devient insuffisante quand il 

s’agit d’individus immatures des stades larvaires.  

Depuis le développement de techniques moléculaires, les séquences de l’ADN mitochondrial 

(annexe 11) ont été utilisées pour étudier l’évolution chez beaucoup d’animaux, démontrant ainsi 

un potentiel de discrimination des espèces (Moritz et al., 1987 ;Folmer et al., 1994 ; Simon et al., 

1994 ; Zhang et Hewitt, 1997a ;Rebijith et al., 2002 ; Ballard et Rand, 2005). Il existe beaucoup 

d’études sur l’utilisation de l’ADN mitochondrial pour étudier la phylogénie des pucerons (Stern, 

1995 ; Turcinavicien et al., 2006 ;Von Dohlen et al., 2006 ; Wang et al., 2011) et la discrimination 

d’espèces (Raboudi et al.,2005 ; Valenzuela et al., 2007) ;On a égaement cherché à établir une 

différenciation intra-spécifique des pucerons (Boulding, 1998 ; Shufran et al., 2000 ; Delmotte et 

al., 2001 ; Raymond et al, 2001 ; Anstead et al., 2002). Contrairement à d’autres marqueurs, les 

marqueurs mitochondriaux ont des caractéristiques maternellement hérités (Savolainen et coll, 

2005). En effet, des petites portions du gène Cytochrome C Oxydase sont utilisées efficacement 

pour résoudre les ambiguïtés taxonomiques des animaux (Kress et Erickson, 2008). De ce fait nous 

avons jugé qu’il serait très utile de réaliser un travail d’identification moléculaire sur des 

populations immatures de pucerons inventoriées pendant la surveillance notamment les espèces  

A. gossypii et A. spiraecola collectées sur différentes plantes hôtes au niveau de la plaine de Chlef. 

Cette étude avait pour objectif de vérifier l’efficacité du marqueur mitochondrial Cytochrome C 

oxydase I (mtCOI) dans l’identification des espèces d’aphides locales et voir s’il est capable de 

détecter les possibles variations intra-spécifiques existant chez les différentes populations de la 

même espèce. L’intégralité du travail moléculaire a été effectué au niveau du centre de recherche 

Agrilife Research and Extension Services à l’Université de Texas, USA (Fig. 17). Cinq 

populations d'A. gossypii collectées sur cinq espèces appartenant à 4 familles botaniques 

différentes considérées comme plantes hôtes potentielles (Blackman et Eastop, 2006) communes 

dans la Vallée de Chlef ; il s’agit de Citrus sinensis (Osbeck, 1765) (Rutaceae), de Hibiscus 

syriacus (L, 1661) ( Malvaceae), de Cucurbita pepo (L, 1753) ( Cucurbitaceae), et de 2 espèces de 

la famille des Solanacées (Solanum tuberosum (L, 1753) et Capsicum annuun (L, 1753)) . Ces 

populations ont été désignées par un nom comportant 6 lettres chacune de sorte que l’on y  retrouve 
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l’epèce de puceron et sa plante hôte ; ainsi  AgCITR, AgHIBI, AgCOUR, AgPOMM et AgPOIV sont les 

populations  de Aphis gossypii  récoltées sur les 5 espèces végétales.S’agissant de populations d’ 

Aphis spiraecola récolté sur les mêmes plantes hôtes,  leur dénomination est la suivante : AsCITR, 

AsHIBI, AsCOUR, AsPOMM et AsPOIV) .Nous avons intégré dans cette analyse une population du 

puceron brun du pêcher Pterochloroides persicae (Pp) (Hemiptera: Lachninae) récoltée sur pêcher 

dans notre région pour montrer la différence,. Notons que cette espèce est d’introduction récente ; 

elle a signalée pour la première fois en Algérie par Laamari et al (2015). L'identification des 

espèces a été effectuée sur des individus adultes, à la station régionale de protection des végétaux 

de Chlef et à l'université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem  sur des caractères 

morphologiques se basant sur la clé  de Blackman et Eastop (2006). 

                      Tab 6. Détails des séquences COI obtenus de la base de données NCBI 

 

 

 

                                              Aphis gossypii

Plantes hôtes Pays de collection NCBI accessions

Capsicum annuun USA EU930156
Citrus sp Japon AB506730
Gossypium sp Sénégal EU930151
Gossypium sp Cameroun EU930150
Triticum sativum Chine MF322542 
Citrus sp Chine KY679436
Lycopersicum tuberosum Inde KT899439

                                              Aphis spiraecola

Plantes hôtes Pays de collection NCBI accessions

Citrus sp Canada EU701492
- Pakistan KY841003
- Chine MG954458
- Japon AB506736
- Japon AB506735

                                           Pterochloroides persicae

Plantes hôtes Pays de collection NCBI accessions

Prunus sp Espagne LT600391
Prunus sp Tunisie JN644629

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 3                                                                                                Matériels et Méthodes 

75 
 

3.3.1 Extraction d'ADN et PCR 

Cinq pucerons de différents stades larvaires de chaque population conservés dans de l'éthanol à 

70%, ont été rincés deux fois avec de l'eau traitée de nucléases et de protéases, puis avec 100 µl 

de tampon d'extraction (Dellaporta et al., 1983) (Annexe 2). Les acides nucléiques totaux ont été 

extraits en utilisant le protocole décrit par Dellaporta et al (1983). Les pucerons ont été broyés 

dans 100 μl de tampon d'extraction contenant 100 mM de Tris, 8,5 mM d'EDTA, 500 mM de Nacl 

et 0,1% de B-mercaptoéthanol ajouté juste avant l'utilisation dans un microtube de 1,5 ml à l’aide 

d’un micro-pilon en plastique, par la suite, 7 μl de SDS ont été ajoutés, suivi d’une incubation dans 

un bain marie à une température de + 65 ° C pendant 10 mn.  Sous température ambiante 32 μl de 

KOAc ont été ajoutés, et après agitation, une centrifugation à 13000 tr/mn pendant 10 mn a été 

effectuée. Ensuite 50 μl de surnageant ont été prélevés par micropipette et mélangés à  25 μl 

d'isopropanol glacial ; le microtube a été mis dans de la glace pendant 20 mn, puis centrifugé ; 

pour décanter l’isopropanol, cette étape a été suivie par une addition de 50 μl d'éthanol suivie d’une 

centrifugation ; le surnageant a été décanté délicatement sans toucher le culot (TNA). À la fin, le 

culot a été séché à température ambiante (évaporation complète de l’éthanol). Le TNA a été 

dissous dans 20 μl de TE (Annexe 3) et conservé à -20°C. La concentration moyenne de l'ADN 

génomique extrait de 150-200ng/μl, a été évaluée avec Nanodrop 1000. (ThermoScientific®. 

USA).  

 

Fig17.Illustrations de quelques manipulations moléculaires (amplification et clonage) réalisées au laboratoire 

Agrilife research and extension, Weslaco (Université A&M kingsville, Texas, USA). 

Le marqueur moléculaire universel du gène mitochondrial de la cytochrome Oxidase I (mtCOI) 

(709pb) a été amplifié en utilisant les amorces (LCO1490F), 5’GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG3’ 

et (HCO2198R) 5’TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA3’, selon (Folmer et al., 1994 ;  Zhang et 

Hewitt, 1997b ; Cocuzza et al., 2008 ;  Komazaki et al., 2010 ;  Sharma et Koabayashi, 2013 ; 

Zhang et al., 2014 ; Lee et al., 2015 ; Lokeshwari et al., 2015), synthétisé chez Integrated DNA 
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technologies IDT, Coraville, Iowa, États-Unis.  La PCR a été réalisée dans un thermocycleur 

(BIORAD C1000©) suivant le profil thermique à travers 05 cycles de 94°C pendant 40s, 45° C 

pendant 40s, 72°C pendant 60s, suivis de 35 cycles de 94°C pendant 40 s, 51°C pendant 40 s, 72 

°C pendant 60 s et 72°C pendant 10 mn comme extension finale. La PCR a été réalisée dans un 

volume total de 25 μl contenant 0,5 μl de chaque amorce, 2,5 μl de tampon PCR, 0,5 μl de dNTPs, 

0,25 μl de taq DNA polymérase 5U/ μl (Roche diagnostics international LTD). Les amplifias ont 

été visualisés dans un gel d'agarose à 1% (annexe 3), mélangé avec du bromure d'éthidium (0,6 μl 

/ ml). La taille moléculaire attendu du produit PCR a été déterminée par comparaison au marqueur 

2-Log DNA Ladder 0.1-10.0kb. New England BioLabs®.Inc. USA. 

3.3.2 Clonage 

L’ensemble des populations d’aphides immatures caractérisées par PCR, a été soumis au clonage 

du marqueur mitochondrial mtCOI.  Le fragment moléculaire a été amplifié avec les amorces 

universelles (LCO1490F) et (HCO2198R) produisant un amplifia de 709 pb et visualisé dans un 

gel à agarose de 1%. Il a été ensuite dilué en utilisant le kit zymoclean©Gel DNA Recovery Kit 

(Epigenetics company. USA) selon les instructions du fabricant ; les amplifias purifiés (produit 

PCR) ont été ligaturés au vecteur TOPO-TA (Invitrogen. USA) dans un mélange composé de 2.5 

μl d’eau,  1 μl (salt solution), 0.5 μl (TOPO-ta vector) et 2 μl de produit PCR élué. Après mélange 

utilisant le vortex, le tout a été incubé pendant 15 minutes sous température ambiante.  

Le matériel ligaturé a été conservé à -80°C.  Par la suite dans un tube de 1.5 ml nous avons ajouté 

2 μl du matériel ligaturé à 23 μl d’Echerichia  coli, après une légère agitation. Le mélange a été 

maintenu dans la glace pendant 30 minutes. L'incorporation du plasmide dans les cellules hôtes 

d’E coli  a nécessité un traitement de choc thermique par lequel les colonies bactériennes ont été 

incubées dans un bain d'eau à 42 ° C (bain marie) pendant 45 secondes.Elles ont été 

immédiatement transférées dans de la glace pendant 5 minutes,  avec 250 µl du milieu (SOC) suivi 

d’une incubation à 37°C avec une rotation de 225 tours/min pendant 1 heure en maintenant les 

tubes inclinés. 

3.3.2.1 Transformation d’E coli 

80 μl de suspension bactérienne a été étalée dans le milieu Luria-Bertani (LB-Carbenicilline)-Agar 

(100mg/L) fourni avec 15 μl de X-Gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-p-D-galactopiranoside) 

(Invitrogen, USA)  auquel nous avons ajouté 50 mg / L d’ampiciline 30 minutes avant l’étalage. 

Les plaques ont été ensuite incubées pendant une nuit à 37°C. Afin de confirmer la présence de 
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l'insert cible, des réactions de PCR ont été réalisées. Dans une solution de PCR qui contient 16.5 

μl d’eau, 5 μl de tampon prime 5×, 2 μl (dNTPs 2.5mM), 20 µM d’amorces universelles M13 

(M13F-GTAAAACGACGGCCAG et M13R-CAGGAAACAGCTATGAC) et 0.5μl Taq polymérase 5U/μl 

(Invitrogen), la réaction PCR a été réalisée dans un thermocycleur de type BIORAD C1000©. Les 

résultats de la PCR ont été visualisés dans un gel d’agarose à 1%. Successivement, dans un tube, 

nous avons mis 2 μl du milieu de culture (LB broth), puis à partir des colonies bactériennes 

positives (transformées), la surface est frottée à l’aide de cônes de micropipette puis le frottis est 

déposé dans le tube. Les préparations ont été ensuite placées dans un incubateur à 37°C avec une 

rotation de 225 tours/min pendant 8 à 14 heures. 

3.3.2.2 Isolation du plasmide 

Cette opération a comporté  06 étapes utilisant le kit Sigma GenElute©Plasmid Miniprep 

(Sigma.aldrich.  USA).  

1) Centrifugation des cellules bactériennes : Les colonies sélectionnées d’E coli ont été prélevées 

avec une lance stérile, inoculées dans 2 ml de liquide LB contenant de l'ampicilline (50 mg / 1). 

Les suspensions bactériennes ont été versées dans un tube de micro-centrifugeuse de 1,5 ml, puis 

centrifugées à 13 000 tr/min pendant 60 secondes et le surnageant a été éliminé.  

2) Suspension et lyse des cellules bactériennes transformées : Le culot a été remis dans 200 ul de 

solution de ré-suspension.  On ajoutant 200 µl de solution de lyse, les cellules bactériennes lysées 

ont été obtenues après une période d’incubation de 3.5 à 4,5 minutes suivi d’un refroidissement 

rapide dans de la glace pendant une durée maximale ne dépassant pas  5 minutes, car un temps 

supplémentaire peut endommager les plasmides. 

3) Neutralisation : chaque colonne (fournie dans le kit) a été placée en correspondance à un 

échantillon de cellules bactériennes lysées dans un microtube stérilisé  de 1.5ml.  500 μl de solution 

de colonne ont été ajoutés (fournie dans le kit), après une centrifugation à 12 000 tr/mn pendant 1 

minute. Les colonnes ont été placées dans des microtubes de 1.5 ml, auquels nous avons ajouté 

350µl de solution neutralisation/liaison (fourni dans le kit). Les tubes ont été inversés 5-7 fois pour 

ensuite être centrifugés à 13000 tr/mn pendant10 mn. 

4) Transfert des lysats : à l’aide d’une micropipette les cellules bactériennes lysées ont été 

transférées à chacune des colonnes placées dans des microtubes de 1.5ml, puis centrifugées à 

13000 tr/ mn.  
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5) Lavage : les colonnes ont été placées dans de nouveaux microtubes de 1.5 ml étiquetés, puis 

750 μl de solution de lavage (fourni dans le kit) ont été ajoutés, après centrifugation à 13000 tr/mn ; 

l’effluent a été éliminé. L’opération de lavage a été répétée une deuxième fois. Les colonnes ont 

été ensuite transférées dans de nouveaux microtubes de 1.5 ml étiquetés.   

6) Elution de l’ADN : à l’aide d’une micropipette un volume de 100 μl d’H2O traitée de nucléases 

a été versé au centre de chaque colonne sans toucher au filtre des colonnes, et centrifugé à 13000 

tr/mn. A la fin la concentration de l’ADN plasmique a été évaluée avec un Nanodrop 1000. 

(ThermoScientific®. USA), puis conservé à -80°C.  

3.3.2.3 Analyse des séquences 

Les tests d’homologie ont été réalisés par le programme BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov), avec 

les séquences publiées au niveau du NCBI (National Center of Biotechnology Information), par 

comparaison aux séquences homologues du gène mtCOI. Pour définir les variations intra-

spécifiques chez A. gossypii et A. spiraecola, les séquences de la mtCOI des deux espèces 

disponibles obtenues sur la banque de données NCBI GeneBank (Tab. 6). Toutes les séquences 

générées de la présente étude et les séquences récupérées correspondant au fragment du gène COI, 

ont été alignées en utilisant le logiciel bio-informatique (multiple sequence alignment software 

CLUSTALW), au niveau des nucléotides et les acides aminés. L’arbre phylogénétique a été 

développé par la méthode neighbor-joining (Saitou et Nei, 1987). Les distances évolutionnaires 

ont été calculées par la méthode Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 

2004).L’ensemble des analyses de l'évolution moléculaire ont été exécutées par le logiciel MEGA7 

(Kumar et al., 2016). 

3.4 Enquête sur le CTV dans la zone d’étude 

Afin  de faire la lumière sur la présence, l’incidence et la nature des souches de CTV présentes au 

niveau des zones agrumicoles de la plaine de Chlef (Fig. 18), une prospection a été réalisée durant 

la période printanière  allant de mi- Mars à mi-Juin des années 2016, 2017 et 2018. 

La prospection a porté sur un total de 93 vergers, représentatifs des principales zones de production 

agrumicole de la Vallée de Chlef (Tab. 7). Dans ce cadre,  deux méthodes ont été choisies, soit 

25% des arbres de chaque verger sélectionné suivant la méthode d’échantillonnage hiérarchique 

de Gottwald et Hughes (2000), ou en aléatoire en double diagonale (Fig. 19 A, B) respectivement, 

tout en respectant les procédures techniques de monitorage de CTV établi par Djelouah et al 

(2009).  La majeure partie des vergers visités étaient homogènes en termes d’âge, porte greffe, 
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densité et variété. L’âge des vergers échantillonnés était étendu (entre 3 et 40 ans). Chaque 

échantillon est composé de cinq jeunes pousses ou pédoncules de fruits, dix feuilles complètement 

développées, ou cinq fleurs prélevés autour de la cime de chaque arbre sur chacune des 

charpentières.  Les échantillons ont été mis individuellement dans des sacs en plastique, étiquetés 

et placés dans des glacières. Une fois au laboratoire, ils ont été stockés à 4 °C pendant quelques 

jours (<7J) avant leur traitement. Un total de 1680 échantillons a été collecté. Tous les échantillons 

ont été analysés par DTBIA (Bar Joseph et al., 1979 ; Cambra et al., 2000b), les échantillons 

positifs ont été re-testés par la technique DAS-ELISA (Clark et Adams., 1977 ; Garnsey et al., 

1993 ; Cambra et al., 2000b). 

 

                            Fig 18. Identification des communes de la zone d’étude (Vallée de Chlef). 

 

Fig 19. (A)Schéma d’échantillonnage hiérarchique selon Gottwald et Hughes (2000) ; (B) méthode 

d’échantillonnage en diagonale. 

 

          Chef-lieu de wilaya 

          Zones prospectées 
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Tab 7. Vergers prospectés durant l’enquête de dépistage du CTV 

 

WILAYA Commune Exploitation Esp Var/PG Age Sup (ha) Origine N Ech WILAYA Commune Exploitation Esp Var/PG Age Sup (ha) Origine N Ech

CHLEF O/FODDA Kerkoud(privé) Cs tn/b pc 13 inc 16 CHLEF Houcine(privé) Cr c/b 27 01.5 mitidja 16

O/FODDA Fp bir safsaf Cs tn/b pc 20 inc 16 CHETTIA Bouhella(privé) Cr cm/b 11 8 mitidja 16

O/FODDA Fp bir safsaf Cs tn/b 30 12 birsafsaf 16 CHETTIA Madaoui(privé) Cs wn/b 15 3 mitidja 16

O/FODDA Fp bir safsaf Cs df/b 28 12 birsafsaf 16 A.MEDJADJA Tazgait(privé) Cs wn/b 14 3 mitidja 16

O/FODDA EAC n°02 dellali Cs wn/b 10 20 mitidja 16 A.MEDJADJA KTM(privé) Cs pn/mc 12 4 espagne 16

O/FODDA EAC n°02 toualbia Cr c/b pc 15 inc 16 A. MEDJADJA KTM(privé) Cr c.og/mc 3 2 espagne 16

KARIMIA Oulkbir(privé) Cs wn/b 14 5 mitidja 16 O/SLY EAC lotfi Cs wn/b 15 4 mitidja 16

O/ABBES djilali sayah (privé) Cr cm/b 13 20 mitidja 16 O/SLY EAC adjal Cs wn/b 15 02.5 mitidja 64

OUM DROU EAC n°02 babas Cs tn/b pc 20 inc 16 O/SLY EAC habbar Cp p/b pc 3 inc 16

OUM DROU EAC n°02 toumi Cr c/b pc 20 inc 16 O/ABBES Kassoul(privé) Cs wn/b 14 02.5 mitidja 16

CHLEF Boutiba(privé) Cs wn/b 14 10 mitidja 16 O/ABBES Zidane(privé) Cs wn/b 14 2 mitidja 16

CHLEF Boutiba(privé) Cr cm/b 14 10 mitidja 16 BOUKADIR EAC n°7  baroudi Cs wn/b 13 5 mitidja 16

CHETTIA chenouf(privé) Cs wn/b 12 10 mitidja 16 BOUKADIR EAC n°7 baroudi Cs tn/b 26 6 mitidja 16

CHLEF EAC  n°1 ben mhidi Cs vl/b pc 10 inc 16 BOUKADIR Medjadji(privé) Cs wn/b 11 4 mitidja 16

OUED SLY EAC n°13 maameri Cs hm/b pc 15 inc 16 OUM DROU EAC n°5  toumi Cs df/b 26 5 inc 16

CHETTIA Habar(privé) Cs wn/b 30 10 inc 16 OUM DROU EAC n°4 toumi Cs tn/cg 15 3 mitidja 16

A. MEDJAJA FP si yahi Cs wn/b 14 28 mitidja 16 SOBHA Fellague(privé) Cs wn/b 6 4 mitidja 16

O/ FARES FP si tayeb Cs wn/b 13 5 mitidja 16

BOUKADER EAC  arbouche Cs tn/b 25 10 mitidja 16 A-DEFLA EL ATTAF EAC 16 berchouche Cs wn/b 35 10 inc 16

CHETTIA Bouthiba(privé) Cs wn/vk 14 5 mitidja 16 EL ABADIA FP BENSAHA Cs df/b pc 20 inc 16

CHETTIA Bouthiba(privé) Cr cm/vk 14 10 mitidja 16 EL ABADIA FP BENSAHA Cr cm/b pc 20 inc 16

A. MEDJADJA FP si yahi Cs wn/b 15 10 mitidja 16 ROUINA EAC n°14  berekaa Cs wn/b 9 5 mitidja 16

CHLEF EAC chegga Cs tn/b pc 5 inc 16 ROUINA EAC n°4  berekaa Cs tn/b pc 6 inc 16

CHLEF EAC cheboua Cs Wn/b 9 2 mitidja 16 ROUINA EAC n°4  berekaa Cr c/b pc 5 inc 16

CHLEF EAC firem Cr c/b pc 1 inc 16 ROUINA EAC n°6  berekaa Cr c/b pc 9 inc 16

CHETTIA FP aichouba Cs wn/b/cg 12 2,5 mitidja 64 ROUINA EAC n°2 Berekaa Cs tn/b pc 6 inc 16

CHETTIA FP aichouba Cr c/b pc 2 inc 16 AIN DEFLA Bounedjma Cs wn/b 14 5 mitidja 64

CHETTIA FP aichouba Cr cm/b pc 2,5 inc 16 AIN DEFLA EAC n°5 bouzagar Cs wn/b/cg 14 17 A.defla 16

CHETTIA Moulfi(privé) Cs tn/b pc 4 inc 16 EL AMRA EAC n°11khadraoui Cs Wn/b 10 11 mitidja 16

CHLEF EAC (firem) Cs tn/b pc 2 inc 16 S.LAKHDAR EAC n°6 souaed Cs Wn/b 15 7 mitidja 16

SOBHA FP si tayeb Cs wn/b 15 5 16 S.LAKHDAR EAC n°2 bougara Cr cm/b pc 8 inc 16

BOUKADIR Medjadji(privé) Cs Tm/b 30 4 inc 16 S.LAKHDAR EAC n°2 bougara Cs tn/b pc 10 inc 16

BOUKADIR Sobhi(privé) Cs Wn/b 16 4 mitidja 16 S.LAKHDAR Khelif(privé) Cs tn/b pc 6 inc 16

OUM DROU EAC n°0 toumi Cr c/b pc 2 inc 16 KHEMIS Khellas  (Privé) Cs wn/b 35 10 mitidja 16

OUM DROU EAC N°2 babas Cs n/b pc 5 inc 16 AIN DEFLA B.youcef(privé) Cs wn/b 25 10 mitidja 16

OUM DROU EAC N°2 toumi Cs df/b pc 3 inc 16 AIN DEFLA Lakhdari (privé) Cs wn/b 15 10 mitidja 16

O/ABBES Abbane(privé) Cr dm/b 16 3 mitidja 16 AIN DEFLA Daoudi(PRIVE) Cs wn/b 15 10 mitidja 16

CHLEF Bouzidi(privé) Cs tn/b pc 2 inc 16 AIN DEFLA Daoudi(PRIVE) Cr cm/b 15 5 mitidja 16

CHLEF Beriahi(privé) Cr c/b pc 01.5 inc 16 MEKHATRIA Bellal  (privé) Cs wn/b 11 2 mitidja 16

A.MEDJADJA Abdelli(privé) Cm cit/b 15 2 mitidja 16 ARIB Ziane (privé) Cs tn/b 35 10 inc 16

CHETTIA Bensona(privé) Cs tn/b pc 4 inc 16 MEKHATRIA Boubegar(privé) Cs cit/b 13 2 inc 16

CHETTIA Saiah(privé) Cr cm/b 16 2 mitidja 16 MEKHATRIA Boubegar(privé) Cs wn/b 13 5 mitidja 16

CHETTIA Abassi(privé) Cs wn/b 30 02.5 mitidja 16 AIN SULTANE Cherchali(privé) Cs wn/b 15 8 mitidja 16

CHETTIA Arab(privé) Cs tn/b/cg pc 1.5 inc 64 AIN SULTANE Cherchali(privé) Cs wn/b 13 10 mitidja 16

CHETTIA Saiah(privé) Cs Tr/cg pc 7 Inc 16 AIN SULTANE Cherchali(privé) Cs wn/b 13 10 mitidja 16

CHETTIA Saiah(privé) Cs vl/b 12 6 inc 16 TOTAL 93 660 1680

CHLEF Mazraa (privé) Cs tn/b 8 5 mitidja 16 Cs: C. sinensis; Cp :C. paradisi ; Cr : C. reticulata ; Cm : C. medica ; b: bigaradier; pc: période coloniale; 

CHLEF Bensouna Cr c/b pc 2 inc 16 wn: w. navel; tn: T.navel; og: cl.orogrande; cg: citrange; c: cl. montréal ; p :pamplemoussier ; 

CHLEF Haidour(privé) Cr c/b 35 03.5 mitidja 16 Tr :tarocco ; inc : inconnu ; cit : citronnier ; mc : Citrus macrophylla ; pn : Powell navel
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3.4.1 Détection sérologique 

3.4.1.1 DTBIA (DirectTissueBlotimmuno-assay) 

L’analyse sérologique des 1680 échantillons collectés a été réalisée par DTBIA, conformément à 

la description de plusieurs auteurs ; Cambra et al (1991), Garnseyet al (1993), Cambra et al 

(2000b) ; Djelouah et D’Onghia (2001b) et le protocole de diagnostic recommandé par l’EPPO 

(2005). Unkitcomplet de marque PlantPrintDiagnòstics SL© (IVIA. Valencia, Spain) a été 

utilisé (annexe 4) ; il contient, un mélange d’anticorps monoclonaux spécifiques à CTV ; 3DF1 

et 3CA5 (Vela et al., 1986), des membranes de nitrocellulose portant déjà les empreintes des 

témoins positif et négatif ainsi que l’ensemble des réactifs, tampons et substrats.  

 

Fig 20. Différentes étapes de l’analyse sérologique DTBIA, (a) empreintes ; (b) blocage par BSA ; (c) lecture 
(Photographie  S ALI AROUS) 

a) Empreintes sur membranes 

Les surfaces lisses finement taillées des pétioles foliaires, des rameaux issus des pousses et 

pédoncules des fleurs ont été pressés soigneusement sur une membrane de nitrocellulose (Fig. 20). 

Chaque carré sur la membrane contenant les empreintes d’un échantillon représente un arbre dans 

le verger. Ensuite les membranes sont séchées pendant 30 à 40 min puis conservées à sec jusqu’à 

la fin de l’enquête selon le dispositif décrit par Djelouah et D’Onghia (2001b). 

b) Fixation de la membrane  

Les membranes et leurs empreintes de tissus sont placées dansun récipient approprié (conteneur 

hermétique), puis recouvert avec une solution d’albumine sérique bovine à 1 % (BSA) diluée 

dans de l’eau distillée et incubée. Il existe deux méthodes, l’incubation pendant 2 heures à 

température ambiante ou jusqu’au lendemain (environ 16 heures) à 4 °C. C’est la dernière méthode 

qui a été adoptée. Nous avons procédé à une légèreagitation pour favoriser cette étape, à l’issue 

de laquelle, la solution de BSA a été éliminée avec la conservation des membranes dans le même 

récipient (Fig. 20). 

a b c 
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c) L’ajout des anticorps spécifiques au CTV conjugués à la phosphatase alcaline  

Une solution de conjuguécontenantles anticorps monoclonaux spécifiques au CTV  (3DF1 

+3CA5) associés à la phosphatase alcaline (en concentrations égales, soit 0,1 μg/ml de chaque 

anticorps monoclonal dans du tampon physiologique AFT) a été ajouté sur lesmembranes et le 

tout  a été incubé pendant 2  à 3heures à températureambiante sous agitation, avant d’être éliminé.  

d)  Lavage des membranes  

Le rinçage desmembranesa été réalisé avecle tampon de lavage (PBS à pH7,2-7,4 contenant 0,05% 

de Tween 20),en agitant manuellement durant 5min, avant d’être éliminée (l’opération de lavage 

a été répété deux fois).  

e) Développement de la membrane 

Une solution de développement contenant le substrat (comprimés FastBCIP/NBT (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-phosphate/nitro bleude tétrazolium), a été versée sur les membranes, lesquelles 

ont été incubées jusqu’à l’apparition d’une coloration pourpre-violet dans les témoins positifs (soit 

environ 10-15min). La réactiona été stoppée en lavant les membranes avec de l’eau du robinet. 

Ces membranes ont été étalées surdu papier absorbantpour séchage.  

f) Lecture des membranes 

L es différentes empreintes sur la membrane ont été observées à l’aide d’un binoculaire de marque 

Bresser®à faible grossissement de X10 à X20. La présenced’un précipité pourpre-violetdans la 

zone vasculairedu matérielvégétalindiquelaprésencedu CTV (Fig. 20). 

3.4.1.2 DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

Les échantillons révélés positifs par le test DTBIA ont été ré-analysés par la technique ELISA à 

deux anticorps en sandwich (DAS-ELISA) conçu par Cambra et al (2000b), en suivant la méthode 

décrite ci-dessous. Un kit commercial contenant les anticorps monoclonaux spécifiques au CTV 

(3DF1 + 3CA5) (Domaines agricoles UCP, Maroc) a été utilisé (Annexe 4).  

La DAS-ELISA est une méthode immunochimique qui met en œuvre successivement deux 

anticorps pour détecter des antigènes. Dans un premier temps, des anticorps sont déposés et se 

lient à la surface d’une plaque de microtitration ; ils permettent la capture des antigènes recherchés. 

La présence des antigènes dans l’échantillon analysé est alors détectée grâce à ces anticorps 

secondaires spécifiques couplés à la phosphatase alcaline (EPPO, 2015). Au final, l’addition du 

substrat de l’enzyme (pNPP) provoque l’apparition d’un produit jaune qui absorbe à 450nm, 
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révélant la présence éventuelle des antigènes (Bar Joseph et al., 1979).   Les analyses par la 

technique sérologique DAS-ELISA ont été réalisées suivant le protocole recommandé par 

l’organisation européenne et méditerranéenne de la protection des plantes (EPPO, 2015).  

Fig 21. (a, b et c) : Quelques étapes de l’analyse sérologique par DAS-ELISA ; (d) évaluation des DO par le 

spectrophotomètre Sunrise™ Tecan et le logiciel Magellan v.7.0™. (Photographie  S ALI AROUS) 

a) Étape de sensibilisation 

Après dilution des anticorps de sensibilisation dans un volume de tampon carbonate 1× à pH 9,6 

(Na2CO3, 1,59 g ; NaHCO3, 2,93g dans 1 litre d’eau distillée), nous avons versé 100 µl de dilution 

dans chaque puits. La plaque a été incubée pendant 2 h à 37 °C.  Ensuite les puits sont lavés trois 

fois avec le tampon de lavage (PBS à pH 7,2-7,4 contenant 0,05 % de Tween 20). 

b) Dépôt des échantillons (fixation des antigènes) 

Une quantité de 0.5g de l’échantillon a été broyée dans 5ml de tampon de broyage (10g de PVP, 

0.5ml tween20 et 1L PBS.PH=7.3) dans un mortier, en écrasant bien à l’aide d’un pilon.  On a 

ajouté 100 µl d’extrait végétal dans chaque puits, puis nous avons incubé pendant 16 h à 4 °C. Les 

plaques ont été lavées cinq fois comme précédemment. 

 

    

     

 

a b 

      d       c 

      a       b 
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c) Dépôt des anticorps conjugués à l’enzyme 

Dans chaque puits, nous avons ajouté 100 µl de tampon contenant l’anticorps conjugué, 

correspondant à environ 0,1 µg/ml dans du PBS contenant 0,5 % de BSA, mélangé aux anticorps 

monoclonaux (3DF1 + 3CA5) spécifiques conjugués à la phosphatase alcaline, successivement. 

La plaque a été incubée pendant de 2 à 3 heures à 37 °C.  

d) Dépôt du substrat 

Une solution de 1 mg/ml de phosphatase alcaline (p-nitrophénylphosphate) a été préparée dans un 

tampon substrat correspondant à 97 ml de diéthanolamine dans 800 ml d’eau distillée ; le pH a 

étéajusté à 9,8 en ajoutant de l’acide cholorohydrique HCl; 100μl de cette solution ont été déposée 

dans chaque puits. Les plaques ont été ensuite incubées à température ambiante en mesurant la 

densité optique (DO) des puits à 405 nm à intervalle régulier pendant 120 mn. Le test ELISA est 

jugé négatif si la DO moyenne de chaque puits de l’échantillon en duplicata est < 0,1 ou bien < 2 

× la DO moyenne obtenue avec les témoins négatifs composés d’extraits de plantes saines. Le test 

ELISA est jugé positif si la DO moyenne de chaque puits de l’échantillon en duplicata est ≥ 2 × 

la DO moyenne obtenue avec les témoins négatifs composés d’extraits de plantes saines (Cambra 

et al., 2000b ; EPPO, 2015). La lecture a été réalisée avec le spectrophotomètre Sunrise™ Tecan, 

Autriche, le traitement des résultats a été effectué par le logiciel Magellan v.7.0™ (Fig. 21). 

3.5 Détermination des périodes propices à la détection de CTV 

Pour la détection du CTV, les échantillons peuvent être prélevés à tout moment de l'année dans 

des vergers d'agrumes situés dans des régions Méditerranéennes tempérées sur des orangers doux, 

mandariniers, citronniers et pamplemoussiers (CIPV, 2016). Considérant que la Vallée de Chlef 

est située à 45 km de la Méditerranée, caractérisée par un climat semi-continental, très froid en 

hiver et extrêmement chaud en été, nous avons jugé utile de vérifier les fluctuations de  

concentrations de CTV dans les arbres infectés de la zone d’étude en fonction des saisons ; ce 

travail permet de définir les périodes propices au dépistage du CTV, évitant ainsi les cas de faux-

négatifs. A cet effet, nous avons procédé à sept (07) prélèvements d’échantillons et analyses par 

DAS-ELISA depuis cinq arbres détectés préalablement infectés par le CTV de février 2017 à juillet 

2018. Des feuilles, des pétioles et des pousses ont été collectés. Les arbres testés et les arbres de 

contrôle négatifs étaient situés dans trois zones de la Vallée de Chlef : deux (02) à Abiodh 

Medjadja (arbre 1 et 2), deux (02) à Oum Drou (arbre3 et 4) et un (1) (arbre5) à Chettia (Fig 18). 

Les échantillons ont été testés par DAS-ELISA en utilisant des anticorps monoclonaux de CTV 

(3DF1 + 3CA5) (SEDIAG®, France). Les densités optiques (DO) ont été lues à 405 nm en utilisant 
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le lecteur universel de microplaques Sunrise®. Tecan Reader® et le logiciel de contrôle et de 

réduction des données Tecan (Magellan©). Une réaction positive a été mesurée dans l'heure qui a 

suivi l'ajout du substrat. Le seuil de valeurs positives a été évalué à deux fois la valeur du témoin 

négatif (EPPO, 2015). 

3.6 Caractérisation moléculaire des sources de CTV sélectionnées 

A l’issue de l’enquête de dépistage du CTV par les techniques sérologiques (DTBIA et DAS-

ELISA), cinq sources de CTV ont été sélectionnées sur la base de quelques facteurs 

épidémiologiques tels que l’espèce, la variété, le porte-greffe, la provenance, la localisation, l’âge 

ainsi que les symptômes manifestés (Tab. 8) pour une caractérisation moléculaire du virus de la 

Tristeza. Celle-ci a été réalisée par des techniques moléculaires à l’aide des marqueurs 

moléculaires multiples spécifiques M.M.M.s et le séquençage du gène de la capside P25 et deux 

fragments spécifiques T30POL et VTPOL. 

Tab8. Les sources de CTV détectées dans la zone d’études et sélectionnées pour caractérisation 

moléculaire 

 

3.6.1 Extraction de l’ARN total (ARNt) 

Cette étape a été réalisée au laboratoire de bio-ressources naturelles locales de l’université Hassiba 

Benbouali de Chlef. L’extraction a été effectuée par l’utilisation d’un kit d’extraction (Viral RNA 

isolation, Nucleospin®RNA Plant&Fungi. Macherey-Nagel. Germany). L’ARN total a été 

récupéré à partir des 05 échantillons sources infectés par le CTV selon les résultats des analyses 

sérologiques DTBIA et DAS-ELISA. A cet effet, une suspension de 10% (p/v) de tissu du 

phloème broyés dans le tampon d'extraction contenant 100 mM de Tris, 8,5 mM d'EDTA, 500 

mM de Nacl et 0,1% de B-mercaptoéthanol ajouté juste avant l'utilisation, a été préparé 

(Dellaporta et al., 1983). Ensuite le processus d’isolation de l’ARN a été réalisé en 05 étapes : 

1) Lyse des virus : Dans un microtube de 1.5ml, 600 µl du tampon RAV1 sont ajoutés à 150 µl 

d’échantillon homogénéisé, après agitation ; celui-ci a été incubé à 70°C pendant 5 minutes. 

Commune Wilaya Lon-Lat Variété Porte greffe Age Origine Symptômes Code

1 Medjadja Chlef 36.15 N 1.24 E  Cl. Orogrande Macrophylla 36 mois Mitidja dépérissement SY-1-ALG

2 Medjadja Chlef 36.15 N 1.24 E  Powell Navel Macrophylla 15 ans Spain rabougrissement NN-2-ALG

3 Oued Sly Chlef 36.10 N 1.12 E  Powell Navel Macrophylla 15 ans Spain asymptomatique PC-3-ALG

4 Ain Defla Ain Defla 36.22 N 1.84 E W. Navel Bigaradier 15 ans Mitidja rabougrissement WN-5-ALG

5 O. Drou Chlef 36.11 N 1.22 E Cl. Montréal Bigaradier 60 ans Inconnu asymptomatique PL-6-ALG
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2) Optimisation des conditions de liaison : 600 µl d’éthanol (96-100%) sont ajoutés à la solution 

puis mélangés à l’aide d’un agitateur (10-15 minutes). 

3) Liaison de l’ARN: Nous avonsplacé le Nucleospin®RNAVirus (colonne) dans un microtube de 

2 ml avec 700 µl de la solution lysée, ont été versés, puis centrifugé à 8000*g/mn. Cetteétape a 

été répétée avec le volume restant de la solution lysée.  

4) Lavage et séchage de la membrane silica : 500 µl de tampon de lavage RAW ont été ajoutés à 

la colonne Nucleospin®RNAVirus, placée dans un nouveau microtube, puis centrifugée 

(8000*g/mn). L’effluent a été éliminé, ce qui a permis d’éliminer les contaminants et les 

inhibiteurs de la PCR. Après nous avons procédé à un deuxième lavage avec 600 µl du tampon 

RAV3 ajouté au Nucleospin®RNAVirus puis centrifugé à 8000*g/mn, cette étape a été répétée 

une fois avec ajout de 200 µl du tampon RAV3 suivi d’une centrifugation de 11000*g/mn pendant 

5mn pour éliminer l’éthanol rémanent. 

5) Elution du L’ARN: La colonne Nucleospin®RNA Virus a été placée dans un tube de collection 

stérile de 1.5ml à laquelle nous avons ajouté 50 µl d’H2O traitée de nucléases préchauffée à 70°C. 

Le tout a été centrifugé à 11000*g/mn pendant 5minutes. L’ARN a été conservé à -80°C. 

3.6.2 La synthèse de l’ADN complémentaire (ADNc) 

L’intégralité des analyses moléculaires a été réalisée au niveau du laboratoire du département 

IPM de l’Institut Agronomique Méditerranéen de Bari, Italie.  La synthèse de L’ADN 

complémentaire (ADNc) a été achevée par l’utilisation du M-MLV Reverse Transcriptase, 

Promega® USA. A partir de 1 µg d’ARN total dans un volume final de 20 µl de solution 

composée de 4 µl M-MLV 5× de tampon de réaction, 2 µl de random primers, 3 µl d’ARN et 1 

µl de l’enzyme M-MLV reverse transcriptase, après homogénéisation par agitation dans un 

thermocycleur (BIORAD C1000©), la solution a été incubée à 2°C pendant 5 minutes, puis à 42°C 

pendant 30 minutes, et enfin à 85°C pendant 5 minutes pour désactiver la réverse transcriptase. 

L’ADNc a été conservé à -20°C. 

3.6.3 PCR 

Le marqueur moléculaire universel du gène de la protéine de la capside CPg25 (672pb) a été 
amplifié en utilisant des amorces universelles, P25F : 5’ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG3’ et 

P25R:5’TCAACGTGTGTTGAAT3’ (Hilf et al., 2000, 2005) synthétisés chez Integrated DNA 

technologies IDT®, Coraville, Iowa, États-Unis dans un volume total de 25 µl contenant 0,5 µl de 

chaque amorce sens F et anti-sens R, 2,5 µl de tampon PCR, 0.75 µl de MgCl2, 0,5 μl de dNTPs, 
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0,20 μl de Taq DNA polymérase 5U/ µl (GoTaq® Hot Start Polymerase kit, Promega, USA).La 

PCR a été réalisée dans un thermocycleur (BIORAD C1000©) selon le profil thermique 

d’amplification suivant : une dénaturation initiale de 94°C pendant 120 minutes, suivi de 35 cycles 

de dénaturation d’ADN bi-caténaire à 92°C pendant 30s, puis l’attachement des amorces à 54°C 

pendant 60s et l’étape d’élongation à 72 °C pendant 60s et enfin 72°C pendant 10mn comme 

extension finale. Les amplifias ont été visualisés dans un gel d'agarose à 1%, mélangé avec du 

bromure d'éthidium (0,6 µl/ml). La taille moléculaire attendue du produit PCR a été déterminée 

par comparaison au marqueur 2-Log DNA Ladder 0.1-10.0kb, New England BioLabs®.Inc. USA. 

3.7 Caractérisation moléculaire des sources de CTV par les marqueurs 
moléculaires multiples M.M.M.s. 

L’amplification de la séquence spécifique par marqueurs moléculaires a été réalisée pour la 

caractérisation et l’évaluation des appartenances génétiques par l’utilisation d’une paire d’amorce 

universelle (CTV-CP25) et 04 paires d’amorces oligonucléotides hautement spécifiques et 

définitives relatives aux souches de référence VT, T3, T30 et le T36 (Hilf et al., 1999 ; Hilf et 

Garnsey, 2000 ; Ayllon et al., 2001 ; Hilf et al., 2005) (Tab. 9) (Fig. 22).  

Tab 9. Les amorces oligonucléotidiques et leurs positions génomiques utilisées dans la technique 
des marqueurs moléculaires multiples (M.M.M.s) (Hilf et al., 2005). 

 

               oligo-nucleotides 
              (séquences 5' à 3')

(+) ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG
(–) TCAACGTGTGTTGAATTTCCCA

(+) TGACGCTAACGACGATAACG
(–) ACCCTCGGCTTGTTTTCTTATG

(+) GATGCTAGCGATGGTCAAAT
(–) CTCAGCTCGCTTTCTCACAT

(+) GACGCTAGCGATGGTCAAGC
(–) CTCGGCTCGCTTTCTTACGT

(+) GTTATCACGCCTAAAGTTTGGT
(–) CATGACATCGAAGATAGCCGAA

Les positions des séquences d'amorces T36, T30 et VT sont récupérés du NCBI GenBank. Numéro d'accès sont: AY170468,
AF260651 et 56902, respectivement. La position du marqueur T3 est dérivée de la séquence du génotypeT36.

VTPOL 695 10.745-11.440

T3K17 409 4.871-5.279

T36POL 714 10.791-11.508

T30POL 696 10.772-11.467

Marqueur Taille 
Position du 
marqueur

T36CP 672 16.152-16.823

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 3                                                                                                Matériels et Méthodes 

88 
 

 

Fig 22. Schéma de l’organisation du génome de CitrusTristezavirus. Les flèches indiquentles différents cadres ouverts 

de lecture (ORFs) et les positions des marqueurs spécifiques selon Hilfetal.,2000. 

Cinq réactions PCR ont été réalisées pour chaque échantillon. Une quantité de 2 µl d’ADNc de 

chaque source de CTV a été soumise à une série de réactions PCR, dans un volume final de 25ul 

contenant 0,5 μl de chaque amorce spécifique (sense F et anti sense R), 2,5 μl de tampon PCR, 

0.75 µl de MgCl2, 0,5 μl de dNTPs, 0,20 μl de taq DNA polymérase 5U/ µl 

(Invitrogen™Platinium™ Taq DNA Polymerase. USA). La PCR a été réalisée dans un 

thermocycleur (BIORAD C1000®) selon le profil thermique d’amplification suivant : une 

dénaturation initiale de 94°C pendant 120 minutes, suivi de 35 cycles de dénaturation d’ADN bi-

caténaire à 92°C pendant 30s, puis l’attachement des amorces à 54°C pendant 60s et l’étape 

d’élongation à 72 °C pendant 60s et enfin 72°C pendant 10mn comme extension finale. Les 

amplifias ont été visualisés dans un gel d'agarose à 1% additionné au bromure d'éthidium (0,6 µl / 

ml). La taille moléculaire attendu du produit PCR a été déterminée par comparaison au marqueur 

2-Log DNA Ladder 0.1-10.0kb. (New England BioLabs®.Inc. USA). 

3.7.1 Caractérisation moléculaires des sources de CTV par clonage et séquençage du gène 

de la capside P25, et deux marqueurs spécifiques T30POL et VTPOL 

Après la caractérisation moléculaire à l'aide des marqueurs moléculaires multiples M.M.M.s, des 

isolats représentatifs de chaque groupe de profils génotypiques ont été retenus pour une 

caractérisation plus poussée en se concentrant sur le fragment CPg25 et les deux fragments 

spécifiques générés des analyses M.M.M.s (T30POL, VTPOL). À cette fin, trois isolats de CTV 

chacun selon son profil, ont été soumises au clonage et séquençage des marqueursCPg25, 

T30POL, VTPOL.  Les fragments moléculaires ont été amplifiés avec les amorces universelles 

(P25f/r) et les deux marqueurs spécifiques (T30POLf/r, VTPOLf/r), produisant des amplifias de 

672pb, 696pb et 695pb respectivement et visualisés dans un gel à agarose de 1%. Ils sont ensuite 

élués en utilisant le kit zymoclean©Gel DNA Recovery Kit (Epigenetics company. USA) selon 

les instructions du fabricant. Les amplifias des trois échantillons sources ont été purifiés (produit 

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 3                                                                                                Matériels et Méthodes 

89 
 

PCR) ensuite ligaturés au vecteur TOPO-TA (Invitrogen. USA) comme il a été décrit dans le 

paragraphe 4.3.2. Les ADNs recombinés ont fait l’objet de réactions PCR additionnelles avec les 

mêmes amorces utilisées initialement. Les plasmides sélectionnés ont été d’abord purifiés puis 

l’ADN plasmique séquencé. 

3.7.1.1 Analyse des séquences 

Les homologies de séquences ont été effectuées grâce au programme BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov); les séquences du gène P25 et les fragments des marqueurs spécifiques 

T30POL, VTPOL ont été publiées et déposées au niveau du NCBI (National Center of 

biotechnology Information), avec comparaison  avec des séquences homologues. Pour définir les 

variations nucléotidiques et acides aminés des trois sources étudiées, les séquences ont été alignées 

avec le logiciel bio-informatique (multiple sequence alignment software CLUSTALW). En outre 

les séquences de références des trois marqueurs récupérées de la NCBI GeneBank (Tab. 10) et 

toutes les séquences générées de la présente étude ont été analysées par le logiciel phylogénétique 

et d'évolution moléculaire MEGA7 selon Kumar et al (2016). L’arbre phylogénétique a été 

développé en utilisant le programme Neighbor-joining method, ensuite  les distances 

évolutionnaires ont été calculées par la méthode Maximum Composite Likelihood en utilisant le 

logiciel MEGA7 (Kumar et al., 2016). 
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Tab 10. Les séquences nucléotidiques de référencesrécupérées du (NCBI GenBank) 
correspondant aux marqueurs T36CP, T30POL et VTPOL. 

 

 

3.8 Essai d’efficacité de transmission des sources de CTV identifiées pendant 

l’étude à travers des populations locales d’A. gossypii et A. spiraecola des 
agrumes. 

Partant du fait que quelques isolats de CTV ne sont transmissibles que par certaines espèces de 

pucerons et que certaines espèces de pucerons transmettent plus efficacement certains isolats que 

d’autres(Dawson et al., 2015), nous avons considéré trois isolats de CTV détectés dans la Vallée 

de Chlef, PC-3-ALG, SY-1-ALG et NN-2-ALG (Tab. 11). Ils correspondent à trois génotypes 

différents T30+VT, VT+T36 et VT qui respectivement ont été utilisés dans les essais de 

transmission de CTV. Les greffons prélevés des arbres potentiellement infectés de CTV au niveau 

Génotype Marqueur Isolat Origine N° accession

T36 USA AY170468

VT M.Orient U56902

CA-VT-AT39 Californie KU361339

CA-T30-AT4 Californie KU578007

T30 Floride EU937520

L-Val1-Maroc Maroc HF947337

L-Clem5-Maroc Maroc HF947334

CTV Mexique DQ272579

SP New Zélande EU857538

T3 USA KC525952

T36CP QAHA Egypte AY340974

T30like Californie GQ424348

CTV-2000 Chine AJ518841

K51 Italie FN661494

4B Pouilles FN661497

QS2(VT) Syrie FN552118

T385 Espagne Y18420

Bau282 Sicile KC748391

T30 Floride AF260651

T30 T30POL T385 Espagne Y18420

T30like Calabre JX106451

M423GR Grèce MF595989

FS703-VT Floride KC517492

VT M.Orient U56902

VT VTPOL CA-VT-AT39 Californie KU361339

CT-ZA3 Afrique de sud KC333868

CT14A Chine JQ911663

SG29 Italie KC748392
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des vergers sélectionnés (arbres donneurs) ont été greffés sur des plantules d’oranger Citrus 

sinensis (Osbeck), Variété : Madame Vinous, puis maintenues dans une serre en insect-proof. 

L’infection a été confirmée deux mois après inoculation par analyse sérologique utilisant DAS-

ELISA (SEDIAG, S.A.S. France). Des plantules saines d’oranger (Variété : Madame Vinous) ont 

été utilisées comme plantes réceptrices. 

Tab 11. Sources de CTV sélectionnées pour les essais de transmission 

 

3.8.1 Obtention de colonies de pucerons indemnes de virus 

Les  2 espèces A. gossypii et A. spiraecola ont été évaluées dans ces essais de transmission. Des 

colonies de chacune des espèces ont été collectées sur arbres d’agrumes infestés et indemnes de 

CTV situés au niveau de la zone d’étude. Pour générer des colonies de pucerons non virulifères et 

éviter un mélange de populations de pucerons au sein de la même colonie  nous avons transféré 

une seule femelle adulte aptère virginipare de chacune des deux espèces sur des plantules de 

bigaradier (Citrus aurantium L). Les nouvelles colonies ont été introduites dans des cages 

entomologiques au niveau de la salle d’élevage du laboratoire régional d’entomologie de la station 

régionale de la protection des végétaux de Chlef (Fig. 23). L’élevage a été effectué sous les 

conditions suivantes : 25±2 °C, 65±5% HR avec une photopériode de 16:8 (L:D). 

 

Fig 23. Différentes étapes du test de transmissibilité de CTV par les pucerons ; (a et b) : dépôt de pucerons 

infectieux sur plantes réceptrices ;  (c) : élimination de pucerons par insecticide ; (d) : le maintien sous serre. 

 

 

 

 commune Wilaya Variété Porte greffe Age Symptômes Code génotype

1 Medjadja Chlef Clémentine orogrande Macrophylla 36 Dépérissement SY-1-ALG T36+VT

2 Medjadja Chlef Oranger powell navel Macrophylla 15 Rabougrissement NN-2-ALG VT

3 Oued sly Chlef Oranger powell navel Macrophylla 15 Asymptomatique PC-3-ALG T30+VT

a b c d 
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3.8.2 Acquisition et transmission de CTV 

Les plantules de la variété « Madame Vinous » précédemment inoculées avec les trois isolats de 

CTV ont été utilisées dans les essais d’efficacité de transmission des deux espèces d’aphides. A. 

gossypii et A. spiraecola. La méthodologie de l’acquisition a été basée sur le protocole décrit par 

Yokomi et DeBorde (2005) et Campolo et al (2014). Selon plusieurs auteurs ( Norman et al 

(1968) ; Raccah et al (1976b) ; Roistacher et al (1984) ; Yokomi and DeBorde (2005) ; Dawson 

et al (2013) et Campolo et al (2014), il semble qu’il n’existe pas de différence dans l’acquisition 

et la transmission des souches de CTV entre les pucerons adultes et leurs larves.Cette information 

nous a permis de transférér des ébauches de feuilles infestées par des stades différents vers de 

nouvelles pousses de la variété  d’agrume Madame Vinous (plants donneurs) laissant les pucerons 

se nourrir sur leurs nouveaux hôtes infectés (période d’acquisition AAP) pour 24 heures (Campolo 

et al., 2014). A la fin de la période d’acquisition et pour chaque expérience de transmission,  pour 

contraindre les pucerons de retirer leurs stylets du tissu foliaire nous les avons  touchés avec un 

pinceau souple. Les pucerons sont immédiatement transférés sur les tissus tendres des plantules 

saines de la même variété (plantes réceptrices) pour permettre la transmission, en prenant en 

compte que la période d’inoculation IAP est d’une durée de 24 heures selon Campolo et al (2014). 

Après la phase d’inoculation, pour éliminer les pucerons les plantes réceptrices ont été traitéesavec 

imidaclopride à 0.05% qui est un insecticide de la famille chimique des chloronicotinyles  présenté 

sous la forme de dispersion huileuse (OD), et qui est connu sous le nom commercial de Confidor™ 

200 OD 200g/L  de la société  Bayer Cropscience® (DVCT, 2017) (Fig. 23). Les plantes inoculées 

ont été maintenues sous serre prétraitée contre les insectes et dotée d’insect-proof durant deux 

mois (Fig. ).  La transmission a été vérifiée 60 jours après inoculation, selon les recommandations 

de Yokomi et DeBorde (2005) et Velasquez-Montreal et al (2009). Dix répétitions ont été 

effectuées pour chaque essai. 

3.9 Détection de CTV et caractérisation de sous-isolats inoculés par puceron 

3.9.1 Détection sérologique des isolats de CTV après le passage par puceron 

La transmission a été vérifiée par analyse sérologique DAS-ELISA (SEDIAG, S.A.S. France) 60 

jours après inoculation (dès l’apparition de nouvelles pousses) d’après les recommandations de 

Yokomi et De Borde (2005), et de Velasquez-Montreal et al (2009). Le protocole utilisé est le 

même décrit dans le paragraphe 4.4.1.2. 
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3.9.2 Caractérisation moléculaires des sous-isolats de CTV après le passage des pucerons 

La transmission par pucerons altère quelques fois  la population virale par l’apparition de nouvelles 

variantes (Gillings et al., 1993; Albiach-Martí et al., 2000a; Brlansky et al., 2003 ; Moreno et al., 

2008 ; Dawson et al., 2015 ; Yahiaoui et al., 2015). Dans certains cas la transmission de CTV  par 

pucerons  altère l’expression des symptômes et les caractéristiques pathogéniques d’un isolat 

(Hermoso  de  Mendoza  et  al., 1988a; Moreno et al., 1993a ;  Broadbent et al., 1996),  ainsi que 

sa réactivité sérologique  vis-à-vis des anticorps monoclonaux (Kano et Koizumi, 1991 ; Cambra 

et al., 1993). Afin d’évaluer les probables altérations génomiques des isolats de CTV par la 

transmission par pucerons, les sous-isolats de CTV transmis avec succès ont été soumis à une 

analyse moléculaire supplémentaire. 

3.9.2.1 Clonage et séquençage du gène de la protéine de capside CP25 des sous-isolats inoculés 

par les pucerons 

Les acides nucléiques totaux ont été récupérés à partir des tissus végétaux inoculés par les pucerons 

vecteurs. La synthèse du premier brin d'ADNc ainsi que la transcription inverse ont été mises en 

œuvre suivant les instructions de Foissac et al (2001). Les réactions PCR ont été réalisées avec le 

marqueur (CP25). Ces gènes ont été amplifiés avec les amorces (P25f/r) produisant ainsi des 

amplifias de 672pb. Les séquences qui en résultent ont été soumises au clonage et au séquençage 

comme il a été déjà décrit en paragraphe (4.3.2) ; ensuite elles ont été comparées à leurs isolats 

sources correspondantes, ainsi qu'à d'autres références CTV : SY568, T30, T36, VT, T385 (Tab 

10) en utilisant des analyses BLAST (disponibles en ligne auprès du Centre National d'Information 

Biotechnologique, http: //blast.ncbi .nlm.nih.gov / Blast.cgi). 

3.9.2.2 Analyse par les marqueurs moléculaires multiples des sous-isolats inoculés par les 

vecteurs de CTV 

Les mêmes préparations d'ADNc ont été soumises à l'analyse par la technique des marqueurs 

moléculaires multiples (M.M.M.s) comme décrit précédemment, en utilisant les marqueurs les 

plus spécifiques de chaque groupe de génotype comprenant T36POL, T30POL, VTPOL et T3K17,     

comme documenté par Hilf et al., (2005). 
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4 Résultats et discussions 

4.1 Surveillance des espèces de pucerons vecteurs du CTV 

Une enquête sur la fréquence et le taux d'infestation de la population de pucerons vecteurs a été 

effectuée de Mars à Mai 2016 dans 13 vergers situés dans 8 zones distinctes (Fig.15 etTab. 4). 

L'identification des espèces de pucerons rencontrées au cours de la surveillance correspond à deux 

espèces seulement, alors que certains auteurs ont signalé près de 14 espèces (Blackman et Eastop, 

2006). Il s’agit d’Aphis gossypii (Glover 1877) et Aphis spiraecola (Patch 1934) (Hemiptera: 

Aphididae) qui sont illustrées dans les Figures 24, 25 et 26. 

 

Fig 24. Photographies associées à Aphis spiraecola en correspondance avec la clé de Blackman et Eastop (2006), 

(A) : cornicules et cauda de couleur sombre, (B) : cauda avec 6 à 12 soies. 

 

 

Fig 25. Photographies associées à Aphis gossypii en correspondance avec la clé de Blackman et Eastop (2006), 

(A) : cauda avec 4 à 7 soies, (B) : cauda de couleur pale et cornicules sombres. 
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D’après Blackman et Eastop (2006) la majorité des espèces du  genre Aphis sont décrites sur des 

plantes herbacées ou des arbustes ; les espèces qui vivent sur arbres sont rarement décrites. Les 

deux espèces que nous avons identifiées font partie de cette minorité. Elles sont très ployphages, 

et  vectrices de plus de 50 virus notamment le CTV, la Sharka, le virus Y de la pomme de terre, 

etc.… (Blackman et Eastop, 1984 ; Barbagallo et al., 1996). 

 

      Fig 26. (A) : Feuilles enroulées infestées par Aphis spiraecola, (B) : colonie d’Aphis gossypii 

 

 

Fig 27. Localisation géographique d’A. gossypii et A. spiraecola dans la zone d’étude. 
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Cette étude, a montré une dominance d’Aphis spiraecola (Fig. 27), avec un indice d’abondance 

relative de 61,2 par rapport à celui d’A. gossypii qui qui est de 13.3 (Tab. 12). Cette situation de 

dominance d'Aphis spiraecola au niveau de la zone d'étude est similaire à la situation observée en 

Syrie (Abou Kubaa et al., 2009), en Iran (Delkhosh et Tousi, 2009), en Turquie (Baloglu et Birisik, 

2009) et également en Algérie (Belkahla et al., 2013 et Lebbal et Laamari, 2015, 2016 ; Labdaoui 

et al., 2018 ). Le taux d'infestation d’A. gossypii enregistré lors d'une prospection réalisée en 2010 

dans la Vallée de Chlef a été estimé à 43% (Ali Arous et al., 2017), ceci est  probablement en 

relation avec la période de prospection qui s’est étalée jusqu’au la deuxième poussée de sève (Juin) 

du fait de la tolérance de A. gossypii aux hausses de températures.  A. spiraecola, est plus dominant 

sur la première poussée de sève (Mars) pendant laquelle les températures étaient moins élevées 

Dès que les températures augmentent c’est A.gossypii qui pédomine. L’enquête a montré aussi 

l’absence de l’espèce Toxoptera aurantii pendant cette étude. Cette espèce qui est oligophage sur 

Citrus et sur quelques genres d’arbres et de plantes herbacées (Barbagallo, 1966 ; Patti, 1983, 

1985 ; Addante et al., 2009),  a été signalée dans d’autres zones agrumicoles en Algérie (Belkahla 

et al., 2013 ; Labdaoui, 2019). Par contre, à ce jour, il est important de signaler qu’il n’y a aucune 

évidence de la présence du vecteur majeur du CTV, Toxoptera citricidus (Kirkaldy), bien que cette 

espèce a déjà été signalée dans le pourtour Méditerranéen, au Portugal et en Espagne (Ilharco et 

al., 2005 ; Cambra, 2007). 

A. spiraecola qui est une espèce holocyclique dans le continent américain et au Japon, mais 

apparemment anholocyclique dans le reste du monde, hiverne sous forme de petites colonies de 

femelles adultes aptères dans les bourgeons et dans les crevasses du tronc des agrumes (Stoetzel, 

1994). Elles apparaissent très tôt au printemps, dès les premières hausses de température.  A. 

spiraecola cause de sérieux dégâts sur jeunes pousses (Fig.26a) et bourgeons floraux au printemps 

(Hullé et al., 1999), en provoquant le recoquillement des jeunes feuilles et la chute des bourgeons 

floraux (Patti et Barbagallo, 1998), avec un impact sur le rendement qui peut être considérable sur 

jeunes plants de Citrus notamment en pépinières. Cet aphide possède une certaine capacité de 

transmission des virus, comme le virus Y de la pomme de terre (PVY), le virus de la mosaïque du 

concombre (CMV), le virus de la sharka (PPV),et bien entendu le virus du dépérissement des 

agrumes (CTV) (Blackman et Eastop, 2006) ; mais il semble être moins efficace que A.gossypii 

(Lee et Bar-joseph, 2000). Selon Yokomi et Garnsey (1987), il serait trois fois moins efficace. Le 

nombre limité d’ennemis naturels attaquant A. spiraecola (Labdaoui et al., 2018), explique en 

partie la fréquence d’occurrence et la densité élevée de cette espèce dans la zone d’étude (Fig. 28). 
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Tab 12. Taux d'infestation des pucerons par espèce dans les différents vergers prospectés 

 

RAI (Indice d'Abondance Relative) = (Drel+Frel)/2. Drel= densité relative. Frel= fréquence relative Frel (Fréquence d'occurence relative) 

= Pi/P*100, Pi: nombre total de prélèvements contenant l'espèce  prise en considération; P: nombre total de prélèvements 

effectués (Dajoz, 2006). 

De nombreuses études réalisées au niveau des vergers d’agrumes du sud de l’Italie durant plus de 

vingt ans ont montré que A. spiraecola est l’espèce la moins visitée par les parasitoïdes 

comparativement aux autres espèces vivant sur agrumes (Tremblay et al., 1978b). Malgré sa 

capacité de transmission du virus moins élevée qu’A. gossypii, ses caractéristiques ainsi que son 

statut d’espèce dominante dans les vergers agrumicoles du Moyen Chlef montrent son importance 

économique dans la zone d’étude (Fig. 27, 28). La prospection a montré que Aphis gossypii 

(Glover) était beaucoup moins fréquent que A. spiraecola durant la période de prospection (Fig. 

28). Le taux d'infestation de cette espèce n’a pas excédé 2.8%. Sur les treize (13) vergers surveillés 
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A. gossypii n’a été présent que dans 05 vergers avec de faible pourcentages variant entre 3 et 17%. 

Sa fréquence d'occurrence est également faible (23.8%). La situation actuelle diffère de celle de 

2010 où l'enquête a révélé un taux d’infestation moyen par A. gossypii de 43% (Ali Arous et al., 

2017). Cette baisse importante de ses populations peut être expliquée par différents facteurs. Le 

caractère très polyphage de l'espèce lui permet de vivre sur une large gamme d'hôtes de réserve, 

notamment sur les cultures maraichères (Kring, 1959). Ces dernières sont largement présentes dans 

la région d'étude. D’autre part nous pensons que la compétition pour l’espace avec A. spiraecola 

est une autre raison de cette situation,  car cette dernière s’installe en premier sur jeunes pousses, 

etne peut être concurrencée par Aphis gossypii  que si les températures agmentent. Au niveau des 

vergers conduits en intensif où  les programmes de fertilisation sont excessives , il a été constaté 

lors de nos sorties pour le dépistage de CTV pendant la deuxième poussée de sève située entre Juin 

et Juillet, que l’espèce A. gossypii sur jeunes pousses d’été  est dominante avec absence presque 

totale de l’espèce A. spiraecola.  
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Fig 28. Fréquence d'occurrence de A. gossypii et A.spiraecola en fonction de dates d'observation. 

Une absence quasi-totale de Toxoptera aurantii a été observée durant la prospection. Les 

nombreuses applications d’insecticides (pyréthrinoides de synthèse, organophosphorés, 

carbamates …) utilisées au cours de l’année pour combattre d’autres ravageurs dans les vergers 

d’agrumes, peuvent agir sur les pucerons monophages qui n’ont pas beaucoup d’autres plantes 

hôtes pour s’y réfugier. Nous pensons que l’espèce Toxoptera aurantii pourra être réduite à cause 

de l’action combinée des traitements chimiques et la compétition spatiale exercée par A. spiraecola 
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et A. gossypii vu qu’elles sont plus prolifiques (Yokomi et Damsteegt, 1991). Aphis gossypii peut 

produire des dégâts très importants sur certaines cultures (Lopes, 2007).  Sur agrumes l’espèce 

excrète du miellat causant la chute des fleurs, le flétrissement des feuilles et l’installation de la 

fumagine. Cet aphide peut produire soixante générations par an. Il est myrmécophile car il 

entretient un mutualisme étroit avec les fourmis qui le protègent contre ses ennemis naturels (Patti 

et Barbagallo, 1998). Peu fréquent sur agrumes au cours de cette étude, le statut d’A. gossypii 

change d’une année à une autre. Une étude qui a été menée sur la dynamique de population des 

pucerons d’agrumes  dans l’est algérien à Skikda a montré aussi que A gossypii est moins fréquent 

qu’A. spiraecola (Lebbal et Laamari, 2016). Sur agrumes c’est un vecteur potentiel de nombreux 

isolats du CTV (Ilharco, 1992 ; Gariido-Vivas et Ventura, 1993). A. gossypii a transmis 

efficacement des souches sévères de CTV en Californie et en Floride (Bar-joseph et Loebenstein, 

1973 ; Roistacher, 1981 ; Yokomi et Garnsey, 1987). A l’exception de la voie végétative 

notamment par le greffage, le CTV ne peut être transmis d’un arbre infecté à un arbre sain que par 

un vecteur (Roistacher, 1988 ; Yokomi et al., 1989) et l’Aphis gossypii est l’un des vecteurs les 

plus efficaces derrière  l’espèce Toxoptera citricidus (D’Onghia et Lacirigniola, 1998 ; Yokomi et 

al., 2018). Cette espèce est  à l’origine de la propagation du CTV en Espagne (Cambra et al.,2000b) 

et également dans la Mitidja (Larbi et al., 2015).  

4.1.1 Conclusion 

À travers cette prospection, deux espèces potentiellement vectrices de CTV ont été identifiées, il 

s’agit d’A. spiraecola et de A. gossypii.  La surveillance a montré une prédominance d’A. 

spiraecola avec une densité relative de 22.4%par rapport à celle d’A. gossypii qui est  seulement 

de 2.8% et une fréquence relative de 100% pour A. spiraecola mais seulement de 23.8% pour A. 

gossypii. Cependant nous avons noté l’absence de Toxoptera aurantii dans nos échantillons, alors 

que cette dernière est inventoriée dans la plaine de Mitidja et nord-ouest algérien (Belkahla et al., 

2013 ; Labdaoui et Guenaoui, 2018). A. spiraecola par sa tolérance aux basses températures, son 

apparition précoce, sa capacité de dispersion et de reproduction colonisent massivement les jeunes 

pousses de la première poussée de sève, alors qu’A. gossypii est plus fréquent sur les jeunes feuilles 

de la deuxième poussée de sève. Parallèlement durant les prospections effectuées à ce jour,  aucune 

présence du puceron Toxoptera citricidus n’a été signalée en Algérie. Cette prospection nous a 

permis de déduire que la dissémination naturelle du CTV dans les vergers d’agrumes étudiés, 

pourrait être assurée par la présence des deux espèces citées.Cette situation oblige les services 

phytosanitaires à mettre en pratique une stratégie de lutte efficace contre ces deux vecteurs afin de 

ralentir la propagation de la maladie de la Tristeza. 
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4.2 Identification moléculaire et variations génétiques des différentes populations 
autochtones d’A. gossypii et A. spiraecola 

Le séquençage partiel du marqueur moléculaire mtCOI a généré des séquences nucléotidiques de 

709 pb (Fig. 29) (Annexe 5).  

 

Fig 29. Amplifias de PCR (Polymerase chain reaction) (709pb) à travers l’utilisation des amorces universelles : 

LCO1490F- HCO2198. Le produit PCR visualisé dans un gel agarose 1,5%. Ligne 1 : marqueur 2-Log DNA Ladder 

0.1-10.0kb 

L’analyse des séquences et leur étude sur la banque de données BLAST a montré une grande 

homologie pour les trois espèces étudiées. Enfin les séquences ont été envoyées pour 

enregistrement à la base de données NCBI GenBank et un numéro d’accession a été attribué à 

chaque séquence (Tab. 13). 

Tab 13.  Numéros d'accession NCBI GenBank des séquences de nucléotides (mtCOI) des 
populations de pucerons étudiées. 

 

Les divergences de séquences génétiques ont été analysées au niveau espèce, genre et famille. La 

divergence moyenne interspécifique des séquences dans la sous-famille des Aphidinae d’A. 

SequenceID Date de Collection Pays Plante-hôte Espèce Lat_Lon NCBI accessions

AgCITR 20-mar-17 Algeria Citrus sInensis Aphis gossypii 36.09 N 1.23 E MH632726

AgCOUR 20-mar-17 Algeria Cucurbita pepo Aphis gossypii 36.15 N 1.24 E MH632727

AgPOIV 10-apr-17 Algeria Capsicum annuun   Aphis gossypii 36.14 N 1.26 E MH632728

AgHIBI 15-apr-17 Algeria Hibiscus syriacus Aphis gossypii 36.10 N 1. 23E MH632729

AsCITR 14-mar-17 Algeria Citrus sinensis Aphis spiraecola 36.12 N 1.24 E MH632730

AsHIBI 20-mar-17 Algeria Hibiscus syriacus Aphis spiraecola 36.20 N 1.28 E MH632731

AsPOMM 10-apr-17 Algeria Solanum tuberosum Aphis spiraecola 36.06 N 1.09 E MH632732

AsCOUR 15-apr-17 Algeria Cucurbita pepo Aphis spiraecola 36.18 N 1.29 E MH632733

AsPOIV 15-apr-17 Algeria Capsicum annuun  Aphis spiraecola 36.11 N 1.32 E MH632734

PpALG 30-apr-17 Algeria Prunus persicae Ptero persicae 30.26 N 1.17 E MH636013
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gossypii et de A. spiraecola était de 6,4% avec un intervalle de 5,8% à 7%. La variation 

interspécifique moyenne entre les sous-familles (Aphidinae et Lachnidae) était significativement 

élevée allant de 9,4% à 10,6%. Cependant, les variations intra-spécifiques entre populations de la 

même espèce, a révélé un très faible niveau de diversité clonale allant de 0% à 0,3% pour l’espèce 

A. gossypii et de 0% à 0.9% pour A. spiraecola. Ces résultats confirment que le marqueur mtCOI 

s’avère être un outil d’identification efficace et crédible pour les espèces de pucerons. Dans ce 

contexte plusieurs auteurs ont confirmé l’utilité du marqueur mtCOI dans l’identification 

interspécifique des espèces de la sous-famille Aphidinae (Wang et al., 2011 ; Lee et al., 2015 ; 

Wang et al., 2016) 

L'arbre phylogénétique conçu pour comparer les séquences COI des populations étudiées de 

pucerons (Fig. 30) avec leurs homologues déposés à la NCBI GenBank database, a montré que les 

pucerons étudiés se sont retrouvés dans trois groupes distincts. En effet les séquences du marqueur 

mtCOI des différentes populations d’A. gossypii collectés sur agrumes, courgette, poivron, pomme 

de terre, concombre et hibiscus ont été classifiées dans le groupe1 avec l’ensemble des séquences 

homologues de populations d’Aphis gossypii récupérées de la GenBank database. De la même 

manière, les séquences du marqueur mtCOI d'A. spiraecola prélevés sur agrumes, courgette, 

poivron et pomme de terre ont été groupés en un seul groupe (groupe 2) avec le marqueur 

homologue de toutes les populations de la même espèce déposées à la NCBI database. Un 

troisième groupe s’est distingué par les séquences mtCOI de Pterochloroides persicae. 

L’échantillon d'A. spiraecola trouvé sur hibiscus (As HIBI-1) est par contre inclus dans un sous-

groupe à l'intérieur du groupe 2.  En effet la légère variation génétique du Marqueur COI observé 

chez différentes populations d’A. spiraecola concorde avec les résultats obtenus sur la même 

espèce collectée dans l’Est algérien sur différentes espèces de citrus en utilisant la technique 

Random-Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction technique (RAPD-PCR) 

(Lebbal et al., 2019).  Les séquences mtCOI de 17 populations d'A. gossypii collectées à partir de 

cinq plantes hôtes différentes ont montré une très faible variation entre les séquences 

nucléotidiques du marqueur COI, ce qui suppose que la divergence est relativement récente comme 

l’ont rapportée divers chercheurs (Carletto et al., 2009 ; Komazaki et al., 2010 ; Wang et al., 2011 ; 

Chen et al., 2013 ; Lee et al., 2015 ; Lokeshwari et al., 2015 ) (Tab. 14). 
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     Tab14. Comparaison de séquences mtCOI des populations d’A. gossypii et A. spiraecola 

 

 

Pour A. gossypii, la matrice d'identité de séquence présentée dans le Tableau 14, laisse penser que 

le niveau de variation intra-spécifique est extrêmement faible. Le nombre de substitutions de bases 

par site à partir d'une moyenne obtenue sur toutes les paires de séquences était de 0,3%. Ce niveau 

de divergence génétique est nettement inférieur en comparaison avec la divergence moyenne de 

0.5% entre les sous espèces appartenant au groupe d’A. gossypii telles que A. taraxacicola, A. 

clerodendri et A. sedi (Lee et al., 2015 ). Bien que la séquence nucléotidique ait été bien conservée 

dans tout le fragment séquencé COI des populations d'A. spiraecola, le nombre total de 

substitutions de bases de toutes les paires de séquences était légèrement supérieur à 0,5%. 

 

 

AgCIT AgPOIV AgHIBI AgPOMM AgCOUR

AgCIT3-18 ID 99.7% 99.7% 99.7% 99.8%

ID 0.001 0.0005 0.0005 0.000

AgPOIV3-22 ID 99.6% 99.6% 99.6%

ID 0.001 0.001 0.001

AgHIBI8-18 ID 99.7% 99.7%

ID 0.0005 0.0005

AgPOMM3-60 ID 99.7%

ID 0.0005

AgCOUR3-17 ID

ID

AsCIT AsPOIV AsHIBI AsPOMM AsCOUR

AsCIT3-15 ID 100% 99.1% 100% 99.8%

ID 0.000 0.0005 0.000 0.000

AsPOIV3-32 ID 99.2% 100% 99.8%

ID 0.000 0.000 0.000

AsHIBI1-1 ID 99.2% 99.1%

ID 0.000 0.0005

AsPOMM3-12 ID 99.8%

ID 0.000

AsCOUR3-17 ID

ID

Nombre de la dernière ligne indique l'écartype

Nombre après le code de l'hôte indique le nombre de produit PCR cloné

Nombre après trait d'union (-) indique le nombre d'ADN plasmique recombiné du même produit PCR cloné.

A. gossypii

A. spiraecola
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A        A.gossypii 

 

A        A.spiraecola 

A        P.persicae 

Fig 30. Le Neighbor-Joining (NJ) arbre phylogénétique montrant les relations évolutives entre diverses populations 

d’A. gossypii, A. spiraecola et de P. persicae collectés dans la Vallée de Chlef sur la base de l'analyse d'un fragment 

d'ADN de la sous-unité mitochondriale cytochrome oxydase (mtCOI) de 709 pb. 
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Bien que les plantes hôtes jouent un rôle important dans la structure génétique des populations 

d’A. gossypii (Fuller et al., 1999 ; Brévault et al., 2008), la diversité clonale au sein des échantillons 

de populations d’A. gossypii de la Vallée de Chlef testée par le marqueur mitochondrial (mtCOI) 

a été extrêmement faible, car tous les individus avaient une séquence nucléotidique similaire. Bien 

que cette espèce présente des phénotypes différents en fonction des plantes-hôtes la ressemblance 

génétique entre populations suppose que cette espèce se reproduit exclusivement par 

parthénogenèse.Dans la majeure partie de l’aire de distribution d’A. gossypii, (Afrique et Europe 

inclus), cet aphide est considéré être anholocyclique, se reproduisant continuellement par 

parthénogénèse (Ebert et Kartwight, 1997 ; Blackman et Eastop, 2007). Enfin les résultats de notre 

étude n'ont montré aucun indice de différenciation associée à l'hôte dans les populations d’A. 

gossypii et A. spiraecola de la Vallée de Chlef en comparaison avec les séquences mitochondriales 

de mtCOI rapportées par divers chercheurs (Komazaki et Osakabe, 1998; Komazaki et Toda, 

2008 ; Wang et al., 2011 ; Wang et al., 2016).   

4.2.1 Conclusion 

Dans la présente étude, nous avons montré l’utilité du gène mtCOI en tant que marqueur 

moléculaire distinguant différentes espèces de pucerons au stade juvénile. À l'inverse, ce marqueur 

moléculaire n'a pas pu identifier une présence probable de sous-espèces ou biotypes, car l'analyse 

moléculaire basée sur la séquence mtCOI n'a pas montré de variations génétiques significatives 

entre les différentes populations d'A. gossypii et d'A. spiraecola.La diversité clonale au sein 

d'échantillons de deux populations était très faible, ce qui semble indiquer que ces populations se 

reproduisent par anholocyclie. Nous avons considéré ce travail comme une première étape pour 

l'identification des espèces de pucerons à des stades très précoces de leur développement. En ce 

qui concerne la distinction entre différents biotypes, d’autres marqueurs moléculaires, tels que les 

ITS et l’ADN nucléaire (SNP ou microsatellites), devraient être utilisés, pour distinguer les 

différents biotypes car cela permettrait de mener des analyses épidémiologiques précises de la 

maladie ce qui aidera à la mise en place de stratégies  de gestion durable de la Tristeza et de ses 

vecteurs. 
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4.3 Enquête du CTV dans la zone d’étude 

4.4 Étude de quelques paramètres épidémiologiques de la maladie de la Tristeza 

4.4.1 Résultats des analyses sérologiques 

4.4.1.1 Les analyses sérologiques par la technique DTBIA (Direct Tissue Blot Immunoassay) 

Le dépistage effectué au niveau de 93 vergers d'agrumes de différents âges et espèces situés dans 

la plaine de Chlef en utilisant selon les situations, les empreintes des ovaires des fleurs, jeunes 

pousses et pétioles de feuilles a révélé un total de 54 arbres infectés par le test DTBIA et DAS-

ELISA.  L’incidence de la maladie représentait environ 3,21%, alors que 16% de vergers 

d'agrumes contrôlés étaient infectés par le CTV (Tab. 15).  

 

Fig 31. Photos prises lors des prospections 

Il est à noter que sur des enquêtes menées entre 2009 et 2012 dans la Vallée de Mitidja, il a été 

rapporté  des taux d'infection avoisinant les 25% (Belkahla et al., 2013 et Larbi et al., 2015). Le 

taux d'infection relativement faible enregistré dans la zone d'étude (3,21%), indique que la maladie 

est encore sporadique dans la Vallée et que son introduction semble être récente.  

Tab 15. Résultats de l’enquête du CTV dans la plaine de Chlef : Taux d’infection 

 

On sait qu’une fois installé dans une région, surtout en cas de présence de  ses vecteurs naturels 

(Yokomi, 2009a), le CTV peut être cerné car une incidence d’environ 3% permet de mettre en 

place des mesures d’éradication qui peuvent offrir une solution d’assainissement de foyers 

Total (N) infectés % d'infection

Vergers   93 15 16%

Arbres  1680 54 3.21 %
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contaminés (Bar-Joseph et al., 1989 ; Dodds et al., 1994). Le lancement rapide d’un plan 

d'éradication des arbres infectés pourrait arrêter ou ralentir la propagation du virus et maintenir le 

seuil d’infection inférieur à 5%, considérant qu’en présence d’un taux d’infection supérieur la 

stratégie  d’éradication devient difficile à appliquer, et par conséquent d’autres mesures s’imposent 

(Bar-Joseph et al., 1989 ; Dodds et al., 1994). Dans ce contexte, des mesures de quarantaine, ainsi 

que la mise en œuvre du programme de certification, l’utilisation de porte greffes résistants est 

indispensable (Bar-Joseph et al., 1989 ; Kyriakou et al., 1996 ; Gottwald et al., 2002). 

4.4.1.2 Distribution géographique de la maladie dans la zone d'étude 

L'étude de l'incidence du CTV au niveau de la plaine du moyen Chlef a dévoilé une large 

distribution de la maladie au niveau de la zone d'étude (Fig. 32). D’après les résultats de la 

prospection, le virus est présent au niveau de deux parties de la plaine de Chlef, le moyen Chlef 

(Ain Defla) et le bas Chlef (Oum Drou, Chlef, Labiodh Medjadja, Chettia, Oued Sly et Boukader), 

alors qu’aucun cas de CTV n’a été décelé au  niveau du haut Chlef. 

 

                            Fig 32. Répartition des cas positifs du CTV décelés dans la zone d’étude. 

Parmi les 21 communes prospectées, 07 communes sont contaminées par le CTV. On suppose que 

la maladie s'est probablement établie par voie végétative (plants de pépinières et greffons infectés). 

Le schéma de distribution de plants infectés dans les vergers contaminés détectés durant l'enquête 

est généralement aléatoire, souvent sous forme d'arbres éloignés l'un de l'autre,  ce qui est qui est 

très proche du schéma de distribution de la maladie quand la dissémination est naturelle.  Selon 

Gottwald et al (1998)  A. gossypii produit une diffusion dispersée et aléatoire. Durant la 

prospection en plein champ, ce type de schéma a été observé dans de nombreux vergers. On sait 

que la distribution de la maladie de la Tristeza en présence de T. citricidus se présente sous forme 
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d'amas d'arbres infectés due au mouvement des individus ailés d'un arbre infecté vers un arbre sain 

très proche ; ces mouvements peuvent être orientés ou aléatoires (Gottwald et al., 1993) ; ce genre 

de schéma de distribution n’a pas été observé durant la prospection. 

4.4.2 Distribution selon les espèces 

La majorité des arbres  infectés par le CTV sont des orangers doux Citrus sinensis L (41 arbres 

sur 1296 arbres testés); L'oranger doux s’est avérée l’espèce la plus atteinte  durant  cette étude, 

car qu’il s’agit du groupe d’agrumes le plus important de la Vallée de Chlef  représentant plus de 

la moitié des superficies (59%) (DSA, 2018). Le deuxième groupe  a concerné  les mandariniers 

Citrus reticulata (Blanco) avec 13 arbres infectés sur 336 arbres testés, alors qu'aucun cas positif 

n'a été enregistré sur pamplemoussier ou sur citronnier (Fig. 33).  
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                                      Fig 33. Nombre d’arbres d’agrumes infectés par espèce. 

Sur la base des résultats de l’enquête, treize (13) mandariniers étaient contaminés par le virus de 

la Tristeza, avec un taux d'infection de 3,86% qui est plus élevé que celui enregistré sur orangers 

doux (3,16%). Selon Kitajima et al (1974) et Müller et al (1974), Citrus sinensis (L), Citrus 

reticulata (Blanco) et Citrus paradisi (Macf) sont les hôtes principaux de CTV. L'enquête a mis 

en évidence la présence du virus de la Tristeza de façon significative sur mandarinier avec environ 

24% de vergers contaminés par le CTV contre 14,5% de vergers d'orangers doux (Fig 39).  
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4.4.3 Âge des vergers 

L'enquête a montré que des vergers de tous âges ont été contaminés par le CTV, y compris les 

jeunes vergers récemment crées. Le nombre de vergers contaminés et les taux d'infection par 

tranche d'âge est illustré figure 34.  
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                                    Fig 34. Taux d'infection de CTV en fonction de l'âge des vergers 

L’enquête a permis d'évaluer la situation de la maladie de la Tristeza en fonction de l’âge des 

vergers. Le taux d'infection le moins élevé (1.7%) a été enregistré chez les sujets âgés de plus de 

40 ans dont la plupart remontent à la période coloniale. La catégorie d'arbres âgés entre 18 et 39 

ans représente 3.7%, par contre, un taux de 4.5% a été enregistré chez les sujets âgés entre 08 et 

17 ans. Le pourcentage le plus élevé estimé à 9.3%, a été enregistré dans les jeunes vergers ayant 

moins de 07ans.   

Selon Rebours (1950), jusqu'au la fin de la deuxième guerre mondiale l'agrumiculture algérienne 

était considérée comme une des plus importantes dans le Bassin méditerranéen. En ce temps-là les 

parcs à bois existaient et déjà étaient soumis à des évaluations variétales et sanitaires rigoureuses. 

L'origine de plusieurs foyers de CTV détectés au niveau des vieux vergers de la période coloniale 

est difficile à déterminer. On sait que depuis 1948 des cas de déclin lent et rapide associés au CTV 
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ont été signalés dans certains vergers, et reliés au matériel végétal importé de l'étranger introduit 

dans le Bassin méditerranéen y compris l'Algérie qui a importé le citronnier Meyer infecté (Russo, 

1956 ; Bové, 1967). Ces résultats montrent clairement que l’infection des arbres a eu lieu à travers 

l’introduction de matériel de propagation par greffage et la dissémination du virus a eu lieu 

probablement à travers les pucerons vecteurs. Il est possible  aussi que les pépinières de la Mitidja 

soient à l'origine des infections décelées sur jeunes arbres plantés durant la période du programme 

PNDA, qui était une période caractérisée par des défaillances du contrôle phytosanitaire. Les 

vergers créés dans le cadre du Plan National du Developpement Agricole ( PNDA) sont ceux qui 

ont le taux le plus élevé (4.5 %) chez les sujets âgés entre 8 et 17 ans, ce qui correspond à la période 

de mise en application du plan .  On sait aussi que la plus grande partie des plants sont issus des 

pépinières de la Mitidja, qui est considérée comme le fournisseur principal du matériel végétal 

arboricole à l'échelle nationale. A ce propos, en 2001 l'Institut Technique de l'Arboriculture 

Fruitière et de la Vigne (ITAFV) a signalé la présence du CTV chez 11 mandariniers et orangers 

appartenant à des parcs à bois de la région de Béni Tamou (ITAF, 2003; Laala et al., 2019 ; OEPP, 

2019). Par ailleurs, un travail sur l'incidence du CTV entre 2009 et 2012 au niveau de la plaine de 

la Mitidja a révélé un taux d'infection de 17,6% dans les vergers commerciaux et 22,7% au niveau 

des collections variétales de l’ITAF (Larbi et al., 2015), alors qu’une autre enquête sur la Tristeza 

au niveau de la wilaya de Blida entre 2011 et 2012 a déterminé  un taux d’infection à 25,18% 

(Belkahla et al., 2013) . Ces travaux démontrent clairement  que cette région est fortement 

contaminée par la maladie de la Tristeza.   

L'incidence du CTV au niveau des vergers dont la tranche d'âge est comprise entre 18 et 39 ans a 

été  de 3.7%. Cette catégorie de vergers a été généralement créée dans les années 70/80, une 

période pendant laquelle plusieurs foyers de CTV étaient signalés. Dans ce contexte Farrag et 

Omar (1969) ont soupçonné la présence du CTV chez une trentaine d'arbres d'agrumes, et ce doute 

a été confirmé plus tard par la mission du COFROR en 1971 (Anonyme, 1971). Cependant durant 

cette période, peu d’investissements ont été dédiés à l’extension des surfaces des vergers 

d’agrumes et la majorité des plants d’agrumes provenait d’un système d’autoproduction de plants 

au niveau local sans aucun contrôle.   

Enfin notre étude a montré que sur les deux jeunes vergers prospectés âgés de moins de 7 ans, un 

seul arbre s’est avéré contaminé par le CTV. Les plants du verger indemne âgé de 3 ans ont été 

fournis par des  pépinières exerçant sous les nouvelles dispositions de 2010, concernant la gestion 

des parcs à bois et pépinières et les pépiniéristes travaillent en étroite collaboration avec les 
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instituts techniques et leurs parcs à bois et pépinières ; de plus que les vergers environnants sont 

périodiquement contrôlés par les laboratoires spécialisés du ministère de l'agriculture. 

4.4.4 Origine du matériel végétal 

L'origine du matériel végétal a été mise en évidence dans cette enquête, puisque toutes les analyses 

ont montré que l'incidence de la maladie au niveau des vergers crées à partir de plants achetés 

depuis les pépinières de la Mitidja est le plus élevé. On a enregistré 10 vergers contaminés sur un 

total de 48 vergers analysés. Enfin il est à noter aussi, que  les deux vergers mis en place à partir 

de plants importés d’Espagne, ont montré une infection de certains plants par le virus  de la Tristeza  

(Tab. 16). 

Tab 16. Situation du CTV/origine des plants 

 

 

Dans les vieux vergers dont l'origine de plants est inconnue, l'enquête a fait sortir 03 vergers 

contaminés sur les 39 vergers analysés. Il est intéressant de signaler que les vergers dont les plants 

de départ sont produits au niveau local  pour Chlef et Ain Defla, aucun sujet infecté n'a été décelé. 

Les résultats du travail de prospections montrent que 36 plants provenant des différentes pépinières 

de la Mitidja ont été infectés auxquels s’ajoutent  07 plants importés. Ces plants âgés entre 36 mois 

et 17 ans, fait exclure que l'origine des contaminations est liée aux pucerons vecteurs. 

Vraisemblablement l'infection a pu avoire lieu au niveau des pépinières notamment celles situées 

dans la Mitidja, car la dissémination naturelle prend plusieurs années.Selon (Gottwald et al., 

1996b, 1998) en présence du puceron Aphis gossypii comme espèce dominante dans un verger 

infecté par le CTV, l’incidence peut atteindre 50% au bout de 15 ans. Mais dans notre cas cette 

espèce n'est pas dominante. Le suivi de la dynamique de population des aphides de 2010 à 2016 

au niveau de la plaine de moyen Chlef a montré une nette dominante du puceron vert des agrumes 

Aphis spiraecola (Ali Arous et al., 2016). La détection du CTV dans des plants d'importation 

Origine Vergers Vergers infectés % Infestation

Mitidja 48 10 22.9

Inconnu 39 3 7.6

Espagne 2 2 100

Ain Defla 1 0 0

Chlef 2 0 0
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provenant d’Espagne au niveau des vergers situés dans une zone très éloignée (Abiodh Medjadja) 

de la zone agrumicole principale, permet d’émettre l'hypothèse que la maladie a été importée avec 

le matériel végétal entre l'année 2000 et 2006. 

4.4.5 Corrélation des plants infectés par rapport aux porte-greffes 

Durant notre prospection il a été confirmé une dominance du porte greffe bigaradier Citrus 

aurantium (L) au niveau de toute la Vallée de Chlef ; en effet, 85.7 % des arbres d'agrumes 

analysés étaient greffés sur bigaradier, alors que seulement 12.3% étaient greffés sur les citranges 

Poncirus trifoliata (L) × Citrus sinensis (Osbeck) (Tab. 17). Rappelons que le bigaradier est un 

porte greffe bien adapté aux sols calcaires et salés qui sont des caractéristiques de la zone d’étude. 

Il est aussi tolérant à la gommose et à la sécheresse, néanmoins le bigaradier est très sensible à la 

maladie de la Tristeza (Roistacher, 1991 ; Malcolm, 2006; D’Onghia, 2009;  Lacirignola et 

D’Onghia, 2009; Dawson et al., 2015 ; Yokomi et al., 2018). Un taux de 14.2% de vergers dont la 

combinaison greffon/porte greffe C. sinensis ouC. reticulata/C.aurantium ont été infectés par le 

CTV. Ce virus est probablement responsable de plusieurs cas de déclin rapide ou lent qui ont été 

observés durant nos sorties au niveau de la zone d’étude, considérant que la souche de CTV la plus 

diffuse dans le Bassin méditerranéen induit le déclin rapide des arbres, particulièrement quant il 

s’agit  d’orangers doux, mandariniers ou pamplemoussier greffés sur bigaradier (D’Onghia, 2009 ; 

Atta et al., 2012). Ce déclin est associé auxnécroses causées par le virus au niveau du phloème du 

point du greffage, ce qui bloque le transport des carbohydrates (sève élaborée) vers les racines ; 

lorsque le système racinairese détériore, l'arbre commence son déclin. Les scions greffés sur des 

portes greffes résistants tels que les trifoliées guérissent immédiatement après le greffage (Fraser, 

1952). 

Tab 17. Situation de CTV par rapport au porte-greffe utilisé. 

 

Malgré l'usage très limité des porte greffes trifoliés tels que les citranges, sur les 07 vergers 

prospectés, trois (03) vergers ont été trouvés contaminés par le CTV.Comme présenté,les sujets 

Porte  greffe Vergers (N) Vergers infestés Arbres testés Arbres infectés % Infection

Bigaradier 81 10 1392 36 3

Citrange 7 3 208 10 4.8

Volkameriana 2 0 32 0 0

Macrophylla 3 3 48 4 8.3

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 4                                                                                             Résultats et discussions 

112 
 

atteints ne manifestaient aucun symptôme qui pourrait être attribué au CTV. L’enquête a aussi 

plusieurs cas d’infection par le CTV chez l’oranger Powell navel et le clémentinier Orogrande 

greffés sur C. macrophylla (Wester) ; certains arbres manifestaient des symptômes plus au moins 

visibles allant de quelques cas de déclin au rabougrissement très prononcé (Fig. 37b). Le porte 

greffe C. macrophylla, comme le bigaradier est très sensible au CTV et à la gommose ; il a été 

introduit depuis une quinzaine d’années par des investisseurs privés pour faire face aux sols salés 

et alcalins de la Vallée de Chlef, tout en adoptant la culture sur ados pour surmonter sa sensibilté 

à la gommose à Phytophtora spp, mais sa haute susceptibilité  à la Tristeza n’a pas été prise en 

considération à cette époque. Dans ce contexte, les portes greffes tels que les trifoliés et C. 

volkameriana  qui sont résistants/tolérants au déclin dûs au CTV, posent des problèmes liés autres 

facteurs biotiques et abiotiques essentiels, comme la salinité du sol et l’eau d’irrigation, le taux de 

calcaire active, le froid, la gommose et surtout les viroïdes. A ce propos, Hanani et al (2018) dans 

une récente étude ont révélé la présence du  Citrus Bark Cracking Viroid (CBCVd) et Citrus 

Dwarfing Viroid (CDVd) en Egypte, associés au syndrome du bois strié et craquelure de l’écorce 

sur porte greffe C. volkameriana. C’est une maladie considérée comme émergente (Hanani et al., 

2018). Par ailleurs, le dépérissement rapide (8.3%) enregistrée au niveau de deux vergers situés à 

Labiodh Medjadja sur des espèces et variétés greffées sur le porte greffe C. macrophylla est 

inquiétant, car il s’agit d’un porte greffe sensible à laTristeza ; en effet la présence des cas de 

déclin, de chlorose sévères et de rabougrissement chez des sujets infectés par le CTV  peuvent 

indiquer la présence probable de souches sévères. 
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4.4.6 Corrélation des plants infectés par rapport à la période d’échantillonnage 

Selon la CIPV (2016), les échantillons de pousses ou feuilles et pédoncules complètement 

développés peuvent être prélevés à n'importe quel moment de l'année à partir d'oranger doux, de 

mandarinier, de citronnier et de pamplemoussier dans les régions tempérées méditerranéennes, 

Cependant, l'analyse DAS-ELISA dans cette étude a montré que la capacité à détecter le CTV sur 

arbres d'agrumes fluctue au fil des saisons dans laVallée de Chlef (Fig. 35). 
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      Fig 35. Évaluation de la concentration du CTV par DAS-ELISA en fonction des dates d’échantillonnage. 

Les données indiquent que les valeurs d'absorbance ELISA des échantillons positifs au CTV 

étaient plus élevées au printemps et en été mais plus faibles en automne et hiver. Les valeurs 

d'absorption enregistrées pendant l'hiver étaient parfois inférieures au seuil ELISA (Arbre1, 

Abiodh Medjadja en Décembre), donnant ainsi un faux résultat (faux négatif). Les valeurs 

d'absorbance les plus élevées ont été enregistrées durant les échantillonnages de Mars, Avril et 

juillet, car ces mois coïncident respectivement avec la première et la deuxième poussée de sève 

dans les vergers d’agrumes de la Vallée de Chlef. On note que les valeurs d'absorbance obtenues 

en Février (fin d'hiver) et en Octobre (automne) étaient inférieures à celles des mois de printemps 

mais significativement supérieures aux valeurs des seuils, ce qui signifie que ces tests ne 

comportent pas de faux résultats, comme cela a été le cas en Décembre. 
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4.4.7 Conclusion 

Les prospections à large échelle du virus de la Tristeza (CTV) réalisées dans les principales régions 

agrumicoles de la Vallée de Chlef (haut, moyen et bas Chlef) en utilisant pour la détection, les 

techniques sérologiques (DTBIA et DAS-ELISA) a révélé un taux d’infection de 3.21%, 

particulièrement dans le moyen et bas Chlef qui a montré 53 cas positifs sur les 54 cas détectés. 

Par contre, aucun arbre infecté n’a été décelé dans le haut Chlef. L’analyse de quelques paramètres 

épidémiologiques a révélé que toutes les variétés analysées comportaient des sujets infectés à 

l’exception du pamplemoussier; toutes les catégories d’âges ont fait l’objet de contamination par 

le virus. L’enquête a permis aussi de déterminer les périodes idéales pour mener des analyses 

sérologiques de CTV dans la Vallée de Chlef. En général, les valeurs OD les plus élevées ont été 

enregistrées entre Mars et Avril, alors que les valeurs d'absorption enregistrées pendant l'hiver 

étaient parfois inférieures au seuil ELISA, ce qui peut conduire à des résultats erronés. Certains 

arbres infectés manifestent des symptômes sévères indiquant la présence probable de souches 

virulentes. L’enquête nous a aussi confirmé la responsabilité des pépinières dans la diffusion 

actuelle de la maladie à travers le mouvement informel du matériel végétal. En outre, l’enquête a 

montré que l’importation de plants de propagation de l’étranger représente aussi un risque 

imminent à travers l’introduction de plants infectés. A ce propos,  sept arbres infectés par le CTV 

semblent avoir été introduits d’Espagne, ce qui oblige la révision des modalités du contrôle 

phytosanitaire aux frontières et le renforcement des laboratoires de contrôle en moyens matériels 

et en la formation continue pour tout le personnel techniques. Pour éviter de tels risques, il faudrait 

contrôler les importations  de façon très stricte en attendant de mettre en place un système fiable 

de production de plants certifiés au niveau local et régional.Ces informations doivent être prises 

en considération pour assurer la pérennité de cette filière dans la zone d’étude et pour limiter la 

dissémination de la maladie surtout vers les zones encore épargnées (haut Chlef). Vu le taux 

d’infection relativement faible, l’assainissement des vergers contaminés est possible à travers une 

éradication rapide des plants infectés et la mise en place d’un monitorage plus conséquent. Cette 

stratégie est confirmée par certains auteurs (Gottwald et al., 2002), où la maladie peut être 

éradiquée par la suppression de sujets malades, et des mesures de quarantaine végétale qui 

pourraient contribuer à la protection des agrumes de la Vallée de Chlef contre la maladie de la 

Tristeza. Le facteur humain, (sensibilisation de la profession et vulgarisation), ainsi que des 

mesures de répression à l’égard des personnes et établissements qui ne respectent pas les règles 

régissant la production de matériels de multiplication sains sont autant importantes à mettre en 

œuvre dans une politique globale assurant la sécurité alimentaire du pays. 
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4.5 Caractérisation moléculaire des sources de CTV sélectionnés. 

4.5.1 Utilisation de marqueurs moléculaires multiples M.M.M.s. 

La caractérisation et l’évaluation des appartenances génétiques par l’utilisation d’une paire 

d’amorce universelle (CTV-P25), utilisée pour le contrôle interne,et 04 paires d’amorces 

d’oligonucléotides  hautement spécifiques et définitives relatives  aux souches de référence VT, 

T3, T30 et T36 (Hilf et al., 1999 ; Hilf et Garnsey, 2000 ; Ayllon et al., 2001 ; Hilf et al., 2005), 

ont montré la présence de diver génotypes, parmi lesquels on note T30, VT et T36, avec absence 

de la souche T3 (Tab. 18) (Fig. 36). 

Tab 18.  Attribution de génotypes aux isolats de CTV de la Vallée de Chlef basée sur les 
analayses M.M.M.s 

 

 

Deux isolats (WN-5-ALG et PL-6-ALG) ont réagi uniquement avec le marqueur T30POL, ce 

dernier est unique au génotype T30 (Hilf et al., 2005), donc son amplification sur ces isolats 

indique la présence du génotype modéré T30. Ce dernier est dominant dans la Mitidja, car  Larbi 

et al (2015) ont auparavant établi à travers le séquençage du gène de la protéine de la capside 

CP25, que 39 isolats sélectionnés provenant de vergers d'agrumes de la région de la plaine de 

Mitidja (Algérie) présentaient une similitude de 99% avec la souche Espagnole modérée T385. 

L'isolat PL-6-ALG a été décelé chez des arbres de clémentinier asymptomatiques d’un vieux 

verger âgé d'environ 70 ans (Fig. 40b), ce qui rend difficile de connaître   l’origine des infections 

primaires. Pour le cas de l’isolat WN-5-ALG il provient des arbres d’oranger âgés d’environ 15 

ans importés d’Espagne.  

 

 

Origine Code T36CP T36POL T30POL VTPOL T3K17 Génotype

SY-1-ALG 1 1 0 1 0 VT+T36

  Vallée NN-2-ALG 1 0 0 1 0 VT

    de PC-3-ALG 1 0 1 1 0 T30+VT

  Chlef WN-5-ALG 1 0 1 0 0 T30

PL-6-ALG 1 0 1 0 0 T30
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Fig 36. Amplifias spécifiques générés par les marqueurs moléculaires multiples M.M.M (T30POL, VTPOL, 

T36POL et T3K17) a partir les cinq sources locales étudiées, ligne 1 : SY-1-ALG, ligne 2 : NN-2-ALG, ligne 3 : PC-
3-ALG, ligne 4 : WN-5-ALG, ligne 5 : PL-6-ALG. Ligne 1 : marqueur 2-Log DNA Ladder 0.1-10.0kb 

D’autre part on note que l’isolat NN-2-ALG qui a été détecté sur un arbre importé d'Espagne en 

2003, n'a réagi qu'avec les amorces VTPOL qui génèrent un marqueur spécifique à la souche 

sévère induisant le déclin et le bois strié (VT) ; ce marqueur est amplifié  à partir des deux 

génotypes standard T3 et VT, mais puisque le T3K17 n'a pas été amplifié (marqueur différentiel 

entre ces deux génotypes), la présence d'un génotype VT a été attribuée à cet isolat. 

En ce qui concerne l'isolat SY-1-ALG, celui-ci a été détecté sur un jeune arbre provenant de 

pépinière localisée au niveau de la région de Mitidja. L’isolat a réagi aux amorces des marqueurs 

T36POL et TVPOL. L'association du marqueur T36POL uniquement au génotype T36 supportait 
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l'attribution du génotype T36 induisant le déclin à cet isolat, cependant sa réaction positive aux 

amorces du marqueur VTPOL indiquait la présence d’un mélange des deux génotypes (T36 + VT).  

Enfin l'isolat PC-3-ALG a réagi positivement aux marqueurs VTPOL et T30POL (Tab. 18), qui 

sont amplifiés à partir de la même position génomique (Fig.36). Le marqueur T30POL étant unique 

au génotype T30, l'amplification à partir de PC-3-ALG a été interprétée comme indiquant la 

présence du génotype T30, alors que le marqueur VTPOL est amplifié à partir des deux génotypes 

standards T3 et VT.Du fait que le marqueur T3K17 n'était pas amplifié, que la présence du 

génotype VT était indiquée, PC-3-ALG a été reconnu comme correspondant à une infection mixte 

entre le génotype T30 et le génotype VT . D’ailleurs  une étude moléculaire portant sur 75 sources 

CTV provenant de plusieurs pays méditerranéens a montré que le mélange de génotypes les plus 

répandus étaient (VT + T30) (Yahiaoui et al., 2015).  

Les résultats de cette caractérisation moléculaire a révélé l’existence de deux isolats à infection 

mixte sur les cinq isolats analysés ; tous les deux sont à mixture double (PC-3-ALG) et (SY-1-

ALG).L’idée que le CTV est composé de variantes génétiques comme tous les virus à ARN décrits 

précédemment par Domingo et Holland (1994) est  mise en évidence dans cette étude.  

Sachant que l'identification des souches de CTV causant les différents syndromes de la maladie de 

la Tristeza est utile pour une gestion et un contrôle efficace de cette épidémie (Abou Kubaa et al., 

2012), l'un des principaux objectifs de cette étude était de déterminer les génotypes associés aux 

isolats de CTV présents dans la Vallée de Chlef. Des études antérieures sur la caractérisation de 

certains isolats de CTV prélevés au niveau de la plaine de la Mitidja ont montré qu'ils sont tous 

apparentés à la souche espagnole modérée T385 (Larbi et al., 2015). Cette souche peut être 

contrôlée par l’utilisation de porte-greffes tolérants, alors que les souches sévères, telles que celles 

causant le bois strié sur oranger doux ou de pamplemoussier (SP) ou le déclin rapide (QD), peuvent 

affecter les arbres quel que soit le porte-greffe (Roistacher et al., 2010). La présente étude révèle 

la présence de souches virulentes dans certaines zones de la Vallée de Chlef. Probablement ces 

isolats ont été introduits à travers des plants de multiplication importés de l'étranger, considérant 

qu'ils ont été identifiés en partie sur des arbres importés d'Espagne entre 2000 et 2006. 

Les arbres infectés par le CTV présentaient divers symptômes allant du dépérissement rapide au 

rabougrissement et des chloroses chroniques (Fig. 37, 40). Dans le cadre de notre enquête nous 

avons observé  diverses symptômes sur les sujets malades, par exemple les jeunes arbres infectés 

par l’isolat de SY-1-ALG et indiqué comme une infection mixte des souches virulentes (T36 et 

VT) ont montré une forme grave de jaunissement chronique sur jeune plants provenant de 
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pépinières sise dans la Mitidja  (Fig. 40a), causant leurs morts quelques mois plutard (Fig 37. a1, 

a2, a3) . 

 

Fig 37. Symptômes de CTV au champ :(A1, A2, A3) évolution chronologique du déclin ; (B) rabougrissement d’un 

arbre infecté par l’isolat (NN-2-ALG) ; (C) subérification des nervures d’un jeune plant infecté par l’isolat (SY-1-

ALG) ;  (D) rabougrissement et chlorose d’un arbre infecté par l’isolat (PC-3-ALG). 

Les jeunes arbres malades ont manifesté également une sévère subérification des nervures avant 

leur déclin (Fig. 37c).  Cependant les arbres infectés par la souche sévère VT représentée par 

l’isolat (NN-2-ALG) ont manifesté un retard de croissance très important (Fig.37b), confirmant 

les observations d’autres auteurs sur arbres infectés, en effet, selon Yokomi et al (2018), les 

souches virulentes causent le déclin rapide (QD), le bois strié sévère (SP), l’arrêt de croissance 

et/ou la jaunisse des jeunes plants. Pendant cette enquête les sujets infectés par l’isolat modéré 

(PL-6-ALG) qui appartient au groupe T30 largement répandu en Méditerranée n’ont manifesté 

aucun symptôme apparent, malgré que la concentration du virus de cet isolat fût très élevée dans 

les clémentiniers greffés sur bigaradier (Fig.40b) ; il en est de même pour les arbres atteints par 

l’isolat PC-3-ALG qui est aussi une infection mixte (VT+T30). Dans ce contexte, il serait 

intéressant d’étudier l’isolat PC-3-ALG pour identifier un possible rôle de la souche locale 

modérée similaire à la souche T30 et T385 dans la protection croisée. La coexistence de multiples 

génotypes de CTV dans un seul hôte  est probablement le résultat de la combinaison de la 

transmission verticale continue et la transmission horizontale assurée  par les pucerons. 
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4.5.2 Clonage et séquençage du gène de la capside CP25 

La caractérisation moléculaire du CTV s’est basée sur le séquençage de la région du gène de la 

protéine de capside (Gillings et al., 1993 et Nolasco et al., 2009); par conséquent, de nombreuses 

séquences nucléotidiques du gène CTV-P25CTV ont été soumises à la base de données NCBI 

(Tab. 10). La base de la classification a été réalisée principalement sur la caractérisation M.M.M 

et du séquençage de la protéine CP25, à cet effet de nombreux auteurs soutiennent l'existence d'une 

relation cohérente entre le phénotype viral et les séquences génétiques du gène de la protéine de 

la capside (Pappu et al., 1993; Rubio et al., 2001; Zemzami et al., 2002; Hilf et al., 2005; Nolasco 

et al., 2009 ; Zemzami et al., 2009b ; Yokomi et al., 2018). Par ailleurs, Niblett et al (2000) 

suggèrent que le polymorphisme nucléotidique au niveau du gène de la capside protéique CP25 

est suffisant pour l’identification des souches. 

Tab19. Numéros d'accession (NCBI GeneBank) attribués aux isolats de CTV sélectionnés 

 

De ce fait, les amplifias des fragments CP25 de 672 pb des isolats SY-1-ALG, PC-3-ALG et PL-

6-ALG, correspondant respectivement aux groupes de références VT+T36, VT+T30 et T30 ont 

été clonés et séquencés. Les séquences nucléotidiques du CP25 obtenues ont été donc déposés au 

niveau de la base de données (NCBI) sous les numéros d’accession illustré dans le Tableau 19.  

Les analyses de séquence nucléotidique du CP25 des trois isolats de CTV sélectionnés ont mis en 

évidence une grande diversité génotypique parmi ces isolats. L'homologie nucléotidique parmi les 

isolats de CTV sélectionnés variait de 91,8% à 99,1% (Tab. 20). 

 

 

 

 

 

ID Sequence Date de prélèvement Pays Plante-Hôte Lat-Lon NCBI accession n°

PC-3-ALG 1er May, 2018 Algérie     C. sinensis 36.15 N 1.24 E MK049162

SY-1-ALG 1er May, 2018 Algérie  C. reticulata 36.15 N 1.24 E MK049163

PL-6-ALG 1er May, 2018 Algérie C. reticulata 36.11 N 1.22 E MK049164
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                Tab 20. Matrice des identités de séquences nucléotidiques CP25 par paires 
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L’isolat de CTV (PC-3-ALG) associé à une infection mixte (T30+VT) à travers les analyses 

moléculaires multiples (M.M.M.s) a été regroupé avec deux isolats modérés, GQ424348 (T30like, 

Californie) et FN661497 4B (Région des Pouilles en Italie) présentant une homologie de séquence 

identique (100%) (Fig. 44 et Tab. 21), l’homologie de séquence était très élevée avec les souches 

de référence modérées T30 (EU937520, Floride) et T385 (Y18420, Espagne), révélant ainsi une 

similitude allant de 99.5% à 99,7% respectivement. On note que chez d’autres souches qui font 

également partie du groupe de T30 (HF947337 et HF947334) du Maroc, l’homologie de séquence 

a été de 99.7% à 99.9%  respectivement. L’analyse de la séquence du gène de la protéine de la 

capside CP25 n’a confirmé que partiellement cette caractérisation par M.M.M.s, car 

l’appartenance au groupe VT n’a pas été confirmée pour cet isolat malgré sa réaction au marqueur 

VTPOL spécifique au groupe VT, présentant une homologie de 93.2% seulement avec la souche 

VT de référence (U56902). 

La séquence CP25 de l’isolat SY-1-ALG a été associée au génotype virulent VT qui est bien connu 

par les symptômes de déclin et de bois strié qu’il cause en Asie et en Méditerranée (Harper et al., 

2015). L’isolat SY-1-ALG est situé à proximité de la souche de référence VT (U56902, Moyen 

Orient) et (FN552118, Syrie) montrant respectivement 98,9% et 99.6% de similitude 

nucléotidique, alors que l’appartenance au groupe T36 n’a pas été confirmée. Cet isolat a été 

proche de l’isolat induisant le syndrome de bois strié qui a montré une homologie élevée de 97.9% 

avec l’isolat virulent originaire de New Zélande (EU857538). Le test d’homologie a  également 

montré une similitude élevée (96,4%) entre l’isolat  SY-1-ALG et l’isolat virulent SY568 

(KC841814)  originaire de Texas qui provoque le rabougrissement et le bois strié (Wang et al., 

2013). La majorité des variétés d’agrumes sont sensibles à la maladie du bois strié, même s’ils 

sont greffés sur des portes greffes résistants à la Tristeza (Atta et al., 2012 ; Dawson et al., 2015). 

Selon Dawson et al. (2015), le syndrome de bois strié résulte de différentiations vasculaires 

anormales ; quand la maladie est sévère, les arbres développent un grand nombre de stries au 

niveau de leurs troncs et rameaux, ce qui provoque le rabougrissement des arbres atteints  et un 

retard notable de croissance, Nous avons constaté ces symptômes dans la zone d’étude, chez les 

sujets atteints par cet isolat (Fig. 37, 40).  

En ce qui concerne le troisième isolat PL-6-ALG dont l’origine est inconnue, il a été prélevé sur 

des arbres d’un vieux verger âgé d'environ 70 ans. L’analyse M.M.M.s le place dans le groupe 

T30.Cependant l’analyse de la séquence nucléotidique du gène CP25 a révélé un degré d’identité 

inférieur à celui enregistré chez l’isolat modérée PC-3-ALG. Il existe une similitude nucléotidique 

de 98.6% et 98.8%  avec la souche modérée de référence T30 (EU937520, Floride) et la souche 
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T385 (Y18420, Espagne) respectivement mais elle est plus élevée (99.5% et 99,7%) par rapport à 

l’isolat PC-3-ALG. En conclusion, les relations génétiques du gène de la capside CP25 des isolats 

locaux de CTVpar rapport aux isolats de référence ont révélé que l’isolat PC-3-ALG et l’isolat 

SY-1-ALG se sont retrouvés dans deux groupes majeurs qui sont celui des souches modérées (T30) 

etcelui des souches virulentes (VT) respectivement.Quant à  l’isolat PL-6-ALG il s’est distingué 

dans un sous-groupe particulier (Fig. 38).  Ce résultat pourrait signifier que ce dernier isolat (PL-

6-ALG) serait différent dans son étiologie et sa distribution au niveau de la région. 

 

Fig 38. Arbre phylogénétique « Neighbor-Joining (NJ) » montrant les relations génétiques du gène de la capside 

CP25 des isolats locaux de CTV en comparaison avec certaines souches et isolats de référence. 
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4.5.3 Clonage et séquençage du marqueur spécifique aux souches VT (VTPOL) 

Les études complémentaires avec les séquences du marqueur VTPOL (995pb) des isolats (SY-1-

ALG et PC-3-ALG) ont montré une homologie nucléotidique très élevée de 98.8% (Annexe 7). 

Elles ont montré aussi une similarité maximale avec l’isolat grec M423GR (MF595989) et l’isolat 

de Floride FS703-VT (KC517492) par des taux  élevés de 99.3% et de 99.3% respectivement (Tab. 

21). 

Tab 21. Matrice des identités de séquences nucléotidiques du marqueur VTPOL par paires 

 

L’analyse a révélé aussi une homologie avec l’isolat californien sévère induisant le bois strié (SP) 

CA-VT-AT39 dont le taux de similitude était de 97.8% avec la source PC-3-ALG et 97.2% avec 

le SY-1-ALG. Néanmoins l'analyse a montré que la séquence étudiée (VTPOL) des deux sources 

avait une homologie moins élevée (95,8%) avec la souche VT de référence originaire du Moyen 

Orient (U56902) (Tab. 21).   

L'analyse phylogénétique de séquences du marqueur moléculaire spécifique VTPOL a montré que 

les deux isolats se trouvaient dans un sous-groupe distinct et forme un seul groupe avec l’isolat 

sévère grec M423GR (MF595989) et l’isolat de FS703-VT (KC517492, Floride) (Fig. 39).   La 

souche VT de référence (U56902) se retrouve à part, mais dans le même groupe des isolats SY-1-

ALG et PC-3-ALG. L’homologie nucléotidique intra spécifique des isolats PC-3-ALG et SY-1-

ALG a été de 98.8%. Cependant, la similitude de séquence de nucléotides du gène de la protéine 

de capside de l’isolat PC-3-ALG variait énormément par rapport à celle de l’isolat SY-1-ALG 
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(92.5% d’homologie). A la lumière de l’analyse de la séquence nucléotidique du marqueur 

spécifique à la souche VT et celle de l’analyse du gène de la protéine de la capside CP, ainsi que 

les symptômes du bois strié, de rabougrissement et de jaunisse sur les sujets atteints, on peut 

confirmer la présence de souche virulente appartenant au génotype du groupe VT représenté  ici 

par l’isolat local SY-1-ALG (Fig. 39). 

 

Fig 39. Arbre phylogénétique « Neighbor-Joining (NJ) »  montrant les relations évolutives entre les isolats locaux 

de CTV et les diverses souches et isolats de référence sur la base de l'analyse du marqueur moléculaire spécifique aux 

souches VT (VTPOL). 

Ce dernier peut contenir des isolats induisant les formes plus sévères de bois strié (Hilf et al., 2007) 

ce qui peut représenter une menace sérieuse pour les agrumes de la plaine de Chlef, surtout si T. 

citricidus s’introduit dans le pays car il est déjà signalé au Portugal le Portugal et en Espagne 

(Ilharco et al., 2005 ; Cambra, 2007). Selon Roistacher et al (2010), cette espèce connue sous le 

nom de puceron tropical des agrumes pénétrera inévitablement en Afrique du Nord. Cette espèce 

qui est originaire des régions tropicales et subtropicales, (Komazaki, 1982) peut s’adapter à 

différents climats dont le climat méditerranéen. Yokomi et al (2009) estiment que T. citricidus 

devient très prolifique par temps chaud et humide, qui sont des conditions  qui entraînent une 
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stimulation fréquente de nouveaux cycles de croissance végétale. Même, dans  les régions arides 

ou semi-arides et fraîches offrent on peut observer des pullulations saisonnières importantes. C’est 

pourquoi le climat continental de la zone d’étude semble être un environnement très propice à 

l’installation de ce redoutable vecteur de CTV. 

Cette étude a démontré que la surveillance est l’élément essentiel pour une protection durable de 

nos zones agrumicoles contre les maladies de dégénérescence. Le dépistage à grand échelle 

effectué durant ce travail de recherche a permis de déceler un foyer de CTV dont la souche est 

exotique et sévère dans un verger jeune .Cette détection précoce rend l’action d’éradication 

possible et efficace.  

Les plus récentes études sur la protection phytosanitaire des agrumes en Californie  (USA), 

précisent que le contrôle du CTV devrait être au centre des préoccupations des autorités 

phytosanitaires, et plus particulièrement pour les souches VT ainsi que d’autres souches exotiques 

associées aux formes sévères de bois strié (SP) (Yokomi et al., 2018).  A cet effet les autorités 

phytosanitaires territorialement compétentes préconisent de prendre les mesures adéquates dans 

l’immédiat. 

4.5.4 Clonage et séquençage du marqueur (T30POL) 

Les séquences nucléotidiques du marqueur T30POL (696pb) des isolats attribués à la souche (T30) 

suivant les analyses M.M.M.s (PL-6-ALG et PC-3-ALG) ont montré que la séquence du PC-3-

ALG avait une homologie très élevée allant de 99% à 99.4% avec l’ensemble des séquences 

homologues des souches et isolats de référence (Tab 22). Cependant l’analyse de comparaison de 

la séquence de l’isolat PL-6-ALG  a révélé une homologie significativement inférieure avec ses 

homologues de la souche espagnole T385 (Y18420) et l’isolat italien modéré (JX106451) montrant 

respectivement 98,9% et 98.8% de similitude nucléotidique (Tab. 22). 

L’analyse de la séquence nucléotidique du gène de la capside CP25 de l’isolat PL-6-ALG a révélé 

aussi une divergence par rapport aux génotypes T30 de référence, avec 98.6% vis-à-vis de la 

souche modérée de référence T30 (EU937520) de Floride et 98.8% avec l’autre souche de 

référence T385 (Y18420) d’Espagne. Ces corrélations renforcent l’hypothèse citée précédemment 

où les variations génétiques  sont constatées au niveau de deux fragments du génome (CP25 et 

T30POL). Ceci nous incite à approfondir notre étude à travers un séquençage  plus complet du 

génome.  
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Tab 22. Matrice des identités de séquences nucléotidiques du marqueur T30POL par paires 

 

L’analyse phylogénétique a traduit les degrés d’homologie de séquences de nucléotides par la 

formation de deux sous-groupes distincts (Fig. 41), le premier est composé des deux sources 

locales (PL-6-ALG et PC-3-ALG) et le deuxième regroupe les deux principales souches modérées 

de référence, la souche  espagnole T385 (Y18420) et la souche T30 de Floride (AF260651). 

Ces affiliations génotypiques consolident les résultats de l’analyse de la séquence du gène de la 

protéine de capside majeure (CP25) qui a indiqué les variations génotypiques des isolats locales 

assignés aux groupe T30 comparativement aux souches de référence, en particulier la source PL-

6-ALG qui pourrait être un isolatprésentant une petite différence génétique avec ceux  déjà décrits 

dans le même groupe dans le Bassin méditerranéen. 

 

Fig 40.   (A) Jaunissement de jeune plant infecté par l’isolat SY-1-ALG ; (B) Vieil arbre de 

clémentinierasymptomatique greffé sur bigaradier infecté par l’isolat PL-6-ALG (C) déclin d’un oranger Navel greffé 

sur bigaradier. 
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Dawson et al (2015) ont groupé les souches de CTV en sept génotypes sur la base des séquences 

de l’intégralité du génome possédant une différence de nucléotides supérieure à 7.5% (T36, VT, 

T3, RB, T68, T30 et HA16-5). Selon ces mêmes auteurs,’il est possible qu’il existe d’autres 

souches qui ne soient pas encore identifiées. Dans ce contexte, l’isolat PL-6-ALG devrait faire 

l’objet du séquençage complet de son génome et d’une étude phénotypique pour une 

caractérisation définitive.  Ceci permettra  d’avoir d’autres  informations pour le classer par rapport 

aux isolats existants dans la banque de données.  L’isolat PL-6-ALG pourrait éventuellement jouer 

un rôle dans un programme de protection croisée, surtout dans le cas où le CTV deviendra 

endémique dans la région de Chlef. caOn sait que ce sont les isolats modérés collectés à partir de 

vieux arbres du même cultivar ne manifestant aucun de symptômes de Tristeza (Fig. 40b) qui sont 

utilisés dans les programmes de protection croisée (Dawson et al., 2015). 

 

Fig 41. Arbre phylogénétique « Neighbor-Joining (NJ) » montrant les relations évolutives entre les isolats locales 

de CTV et les diverses souches et isolats de référence sur la base de l'analyse du marqueur moléculaire spécifique aux 
souches T30 (T30POL). 
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4.5.5 Réactivité de l’isolat SY-1-ALG à l’anticorps monoclonal MCA13 

L’anticorps monoclonal MCA13 réagit avec la majorité des souches virulentes de CTV (Permar 

et al., 1990). Des enquêtes régionales, nationales et de dépistages règlementaires sur l’incidence 

et la sévérité de CTV ont été réalisés aux USA, l’Amérique centrale et les Caraïbes à l’aide de 

l’anticorps MCA13 (Lastra et al., 1991 ; Yokomi et al., 2018).  Considérant que la réactivité des 

isolats à l’anticorps monoclonal MCA13 est lié à la présence de l'acide aminé phénylalanine (F) 

en position 124 de la séquence d'acides aminés de la protéine de capside P25 et cet épitope est 

conservé parmi les isolats sévères de CTV qui provoquent le dépérissement, le bois strié et la 

jaunisse des jeunes plants (Pappu et al., 1993). Un alignement de séquences d’acides aminés des 

3 isolats de la zone d’étude et des souches de référence a été réalisé pour vérifier la présence ou 

l’absence en position 124 de l'épitope MCA 13 (F) déterminé par le codons TTT en position 371 

de la protéine de capside chez les isolats locaux. 

            Tab 23. Alignement partiel de séquences multiples d'acides aminés du CP25 

 
Isolats de CTV 

Séquence d’acides aminés du P25 Séquence de       

nucléotides du P25 

 
 

PC-3-ALG  

SY-1-ALG 

PL-6-ALG 

T385(Y18420) 

T30(EU937520)  

SY568(AB046398) 

T36(AY170468) 

VT(U56902) 

19-21(AF184114)  

SP(EU857538)  

B301(JF957196) 

CA-S1-L(KU589212) 
CA-S1-L65(KU589213) 

 

....|....|  ....|....| 

125 135 

DIVYNSKGIG  NRTNALRVWG 

DVVFNSKGIG  NRTNALRVWG 

DIVYNSKGIG  NRTNALRVWG 

DIVYNSKGIG NRTNALRVWG 

DIVYNSKGIG NRTNALRVWG 

DVVFNSKGIG NRTNALRVWG 

DVVFNSKGIG NRTNALRVWG 

DVVFNSKGIG NRTNALRVWG 

DVVFNSKGIG NRTNALRVWG 

DIVFNSKGIG NRANALRVWG 

DVVFNSKGIG  NRTNALRVWG 

DVVFNSKGIG  NRANALRVWG 

DVVFNSKGIG  NRANALRVWG 

....|....|  ....|....| 

365 375 

GACATCGTGT   ATAATTCTAA 

GACGTCGTGT   TTAATTCTAA 

GACATCGTGT   ATAATTCTAA 

GACATCGTGT ATAATTCTAA 

GACATCGTGT ATAATTCTAA 

GACGTCGTGT TTAATTCTAA 

GACGTCGTGT TTAACTCTAA 

GACGTCGTGT TTAATTCTAA 

GACGTCGTGT TTAACTCCAA 

GACATCGTGT TTAATTCTAA 

GACGTCGTGT   TTAACTCCAA 

GACGTCGTGT   TTAACTCCAA 

GACGTCGTGT   TTAACTCCAA 

L’étude réalisée sur la présence de cet épitope dans les isolats séquencés a révélé que l’acide aminé 

(phénylalanine) est présent à la position 124 de la séquence d’acides aminés chez l’isolat SY-1-

ALG, et absent chez les deux autres séquences de CP25 des isolats (PC-3-ALG et PL-6-ALG). 

L'épitope Y(Tyrosine) a été remplacé par la Phénylalanine (F), en raison du changement de la base 

(A en T) à la position 371 de la séquence nucléotidique de l’isolat virulent SY-1-ALG (Tab 23). 

Une précédente étude sur la réactivité du MCA 13 aux isolats californiens menés par Yokomi et 

al (2005) a montré qu’aucun isolat bénin appartenant au groupe de T30 ne réagit au MCA13, 

contrairement àl’ensemble des isolats assignés aux groupes T36, VT et T3. A ce jour, le laboratoire 

central de diagnostic et ses laboratoires régionaux appartenant à l’autorité phytosanitaire du pays 

continuent à diagnostiquer le CTV à traversles techniques sérologiques avec des kits d’anticorps 

polyclonaux uniquement, et ceci dans le cadre d’enquêtes de dépistage et les analyses 

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 4                                                                                             Résultats et discussions 

129 
 

réglementaires telles que le contrôle des parcs à bois, pépinières et le matériel végétal importé, du 

coup cette stratégie ne permet pas de distinguer les souches virulentes. Les travaux récents sur le 

CTV ont montré que les souches bégninesdu virus sont largement répandues (Larbi et al, 2015 ; 

Ali Arous et al, 2017). Du coup on peut dire que le statut de la maladie est passé de foyers isolés, 

à une présence endémique, ce qui implique une reconsidération de l’approche à adopteretl’utilité 

des opérations de dépistage classiques qui ne correspondent plus à la situation actuelle. La 

découverte des isolats sévères dans la zone d’études au cours de la présente enquête, nous emmène 

à recommander vivement l’utilisation de l’anticorps monoclonal MCA13 spécifique aux souches 

virulentesdont le SY-1-ALG permettant sa détection et sa possible éradication. Toutefois il est 

utile de rappeler que des récentes caractérisations moléculaires et biologiques de quelques isolats 

modérés de Californie (RB et S1) (Yokomi et al., 2017, 2018) ont réagi avec le MCA13 (Tab. 

23)(annexe 6).  Par conséquent, dans le moyen terme il est crucial de revoir les critères d’utilisation 

de la réactivité MCA13 qui devraient être renforcés par des tests qPCR avec des amorces et des 

sondes spécifiques aux différentes souches. 

4.5.6 Conclusions 

La caractérisation de certains isolats de CTV détectés dans  la Vallée de Chlef par les marqueurs 

moléculaires multiples M.M.M.s et le séquençage du CP25 et deux marqueurs spécifiques de la 

région POL (VTPOL et T30POL) ont montré la présence de trois types d’isolats de CTV dans la 

Vallée de Chlef (SY-1-ALG, NN-2-ALG et PC-3-ALG) contenant le génotype VT seul ou 

mélangé avec le génotype T30, alors que deux isolats (WN-5-ALG ET PL-6-ALG) portent 

uniquement le génotype modéré T30. Ce dernier s’est avéré prédominant dans la zone d’étude. 

Les résultats obtenus sont remarquablement consolidés par les symptômes causés par chacun des 

isolats sur les sujets atteints.Par rapport à la réactivité des isolats sévères à l’anticorps monoclonal 

MCA13, l’étude de la séquence d'acides aminés de la protéine de capside CP25 a révélé la présence 

de cet épitope chez l’isolat SY-1-ALG alors qu’il est absent chez les deux autres isolats séquencés ; 

en conséquence il est vivement recommandé d’ utiliser  cet anticorps dans la détection de souches 

virulentes. 

En conclusion, la situation du CTV semble être épidémique à diffusion lente ; elle reste 

malheureusement liée à une dominance du porte- greffe bigaradier. La découverte dans cette étude, 

de la souche sévère VT induisant le déclin (lent ou rapide) et le bois strié (SP) dans la Vallée de 

Chlef représente une menace sérieuse à la survie de l’agrumiculture dans la région et   également 

pour l’ensemble des zones agrumicoles du pays. L’intérêt de cette enquête est  qu’elle permettra 
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l’éradication des sujets contaminés par ces isolats virulents avant que la transmission naturelle par 

pucerons ne puisse se faire.  

À cet effet, comme mesure d’urgence, il est vivement recommandé de réaliser  des traitements 

insecticides dès l’apparition des premières colonies printanières pour réduire notablement les 

populations de pucerons et ainsi retarder la dissémination du virus.  Toutefois, pour une gestion 

durable du virus de la Tristeza et particulièrement pour le génotype VT, l’autorité phytosanitaire 

du pays est invitée à lancer un plan d’action basé sur la surveillance continue du virus, des pucerons 

vecteurs et l’éradication des foyers de contamination afin d’éviter sa propagation vers les zones 

indemnes. L’état doit aussi encourager les agriculteurs et les pépiniéristes à procéder au 

remplacement progressif du porte greffe bigaradier par d'autres porte-greffes tolérants ou résistants 

au CTV pour mieux gérer la diffusion des souches modérées .La révision de la  législation actuelle 

relative à l’importation du matériel de multiplication, la subvention du prix des plants d’agrumes 

certifiés et le financement des travaux de recherche sur la protection croisée sont des actions à 

mettre en œuvre pour mieux gérer la situation phytosanitaire de cette filière 

4.6 Efficacité de transmission au laboratoire des sources de CTV identifiées 
durant l’étude par les populations autochtones d’A. gossypii et A. spiraecola 

Le résultat du test sur l’efficacité de transmission a montré des différences significatives entre les 

trois sources de CTV (F = 2, df = 4.000, P = 0,017023<0.05). L'analyse statistique n'a montré 

aucun effet significatif des vecteurs de pucerons A. spiraecola et A. gossypii) ni la combinaison 

des deux paramètres sur la transmission du virus (F = 0.000, df = 1.000, 1.0000> 0.05) et (F = 

0.000, df = 2,000, 1.0000> 0,05) respectivement (Annexe 9). Les plantes infectées par les pucerons 

ont été soumises à la détection de CTV par analyse DAS-ELISA et les résultats ont montré qu'A. 

gossypii et A. spiraecola étaient capables de transmettre efficacement l’isolat PC-3-ALG, 

considéré comme une infection mixte (T30+VT) à travers les analyses moléculaires multiples 

M.M.M.s. Lorsque celui-ci est associé uniquement au groupe T30 après séquençage du CP25, on 

observe des taux de transmission de 11% et 8% respectivement. Concernant, les isolats virulents 

appartenant au groupe VT (SY-1-ALG) et (NN-2-ALG). Les deux  espèces de pucerons testées 

n’ont pas pu les véhiculer. 

Les résultats obtenus sont en concordance avec des essais de transmission conduits sur plusieurs 

isolats de CTV dans le Bassin méditerranéen et aux USA dans des conditions expérimentales dans 

lesquels on a pu montrer que A. gossypii et A. spiraecola étaient fortement impliqués dans la 

dissémination rapide du CTV (Yokomi et Garnsey, 1987 ; Campolo et al., 2014 ; Afechtal et al., 
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2015 ; Yahiaoui et al., 2015 ; Yokomi et al., 2018).  Plusieurs études ont démontré qu'A. gossypii 

est très efficace dans la transmission de CTV comme principal vecteur de la maladie de la Tristeza 

dans le Bassin méditerranéen et dans certaines zones d'Amérique du Nord (Dickson et al., 1956 ; 

Raccah et al., 1976, Hermoso de Mendoza et al., 1984 ; Yokomi et Garnsey, 1987 ; Cambra et al., 

2000a ; Marroquin et al., 2004). 

 A gossypii
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Fig 42. Efficacité de transmission de trois isolats de CTV par les deux biotypes autochtones de citrus A. gossypii et 

A. spiraecola 

Dans plusieurs régions du monde, on a rapporté que A. gossypii a efficacement transmis des 

souches sévères de CTV, causant d’importantes épidémies qui ont conduit à la destruction de 

millions d’arbres (Bar-joseph et Loebenstein 1973 ; Roistacher, 1981 ;Yokomi et Garnsey, 1987 ; 

Atta et al., 2012 ; Afechtal et al., 2015 ; Yahiaoui et al., 2015). A. gossypii est aussi associé à une 

dissémination consistante d’une souche de CTV induisant le bois strié (SP) au niveau de 

l’université de Riverside, Californie (Calavan et al., 1980 ; Roistacher et al., 1980, 1984). Dans le 

cas de notre étude, la population locale d'A. gossypii  pu transmettre la souche PC-3-ALG indiqué 

comme modérée du T30 à travers l’analyse de la séquence CP, mais aussi comme isolat à deux 

variantes (T30 et VT) selon les analyses M.M.M. Dans de nombreux pays, une période de latence 

(parfois supérieure à 30 ans) a été observée entre l'introduction du CTV et la dissémination notable 

sur le terrain.Ceci suppose qu il y a une nécessité d'adapter les isolats de CTV aux populations 

locales de pucerons (Raccah et al., 1980 ; Bar-Joseph et al., 1989 ; Moreno et al., 2008). Dans la 

situation actuelle et compte tenu de l'introduction récente des deux souches sévères (SY-1-ALG et 

NN-2-ALG) dans la zone d'étude (3 et 15 ans) respectivement, un changement dans la capacité 

des populations locales à les transmettre est possible. Aphis spiraecola  est un vecteur moins 
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efficace du CTV qu’A. gossypii (Hermoso de Mendoza et al., 1984), ceci a été confirmé par le 

taux de transmission inférieur réalisé à celui deA. gossypii, cependant, dans de nombreuses zones 

d'agrumes des pays méditerranéens, les populations d'A. spiraecola sont plus importantes que 

celles d'A. gossypii, doncleur rôle dans la dissémination de CTV pourrait être plus important dans 

le futur (Hermoso de Mendoza et al., 1984). 

4.6.1 Les variations de la structure génétique du CTV après des essais de transmission du 
puceron. 

4.6.1.1 Variation de séquences nucléotidiques et polypeptidiques du gène P25 de sous-
isolats générés de pucerons vecteurs. 

L’isolat PC-3-ALG a été transmis avec succès par A. gossypii et par A. spiraecola. A partir de cet 

isolat, le gène CP25 a été récupéré sur les plantes donneuses (PC-3-ALG), puis le sous-isolat issu 

de la transmission par A. gossypii (PC-3-ALG_Ag), et le sous-isolat dérivé de la transmission d’A. 

spiraecola (PC-3-ALG_As) ont été clonés et séquencés. Les séquences obtenues de la plante 

donneuse ont été comparées à leurs sous-isolats correspondants dérivés de pucerons (Fig. 43). 

 

Fig 43. Alignement de séquences du gène de la capside (P25) de l’isolat (PC-3-ALG) en pré-inoculation et  les sous-

isolats dérivés issus de la transmission par A. gossypii (PC-3-ALG_Ag), et par A. spiraecola (PC-3-ALG_As).La 
couleur rouge met en évidence le polymorphisme mononucléotidique SNP en position 87 (à gauche) et la séquence 
d’acides aminés correspondante (à droite). Alignement réalisé par le programme Clustal Omega® 

L’alignement multiple des séquences nucléotidiques du gène CP25 des sous-isolats dérivés de A. 

gossypii (PC-3-ALG_Ag) et A. spiraecola (PC-3-ALG_As), a montré une similarité élevée de 

séquence avec la séquence du gène P25 obtenue à partir de l'isolat de CTV parental (PC-3-ALG). 
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Cependant, un seul polymorphisme nucléotidique unique (SNP) a été détecté : C87=>T dans les 

deux sous-isolats dérivés de pucerons. Cette SNP unique n'a pas affecté la séquence prédite 

d'acides aminés de la protéine de la capside P25 de ces sous-isolats qui sont restées identiques à 

la séquence de CP obtenue à partir de PC-3-ALG (Fig. 43). 

Ainsi, l’analyse des isolats transmis par les pucerons a montré que leur transmission induisait des 

modifications mineures dans les séquences nucléotidiques du gène CP25, mais sans impact sur 

les séquences d'acides aminés prédites du gène étudié. Néanmoins, ces variations minimes 

induites par le passage par pucerons vecteurs pourraient augmenter avec le temps et après une 

succession de passages et par conséquent influencer l'activité biologique du complexe CTV 

prédominant (Moreno et al., 1993b ; Perry et al., 1998). Une distribution inégale des variantes 

d'ARN génomique dans la plante infectée, situation observée lors de cette étude et représenté par 

les nombreuses infections mixtes enregistrées et le tri de certaines de ces variantes par des 

pucerons contribuent probablement à des changements génétiques dans les populations de CTV 

dans le futur. 

 Les isolats de CTV peuvent contenir des variantes de séquences différentes et il a été indiqué 

précédemment que certains d'entre eux peuvent être altérés par la transmission de pucerons ou 

après greffage sur de nouvelles espèces hôtes (Grant et Higgins, 1957 ; Raccah et al., 1980 ; 

Hermoso de Mendoza et al., 1988a ; Moreno et al., 1993b). Les sous-isolats générés par ces 

processus ont parfois montré une certaine divergence au sein de la population virale des isolats 

parentaux. De plus, la séparation des variantes du CTV des isolats sur le terrain a été rapportée 

dans plusieurs études sur la transmission du puceron (Gillings et al., 1993; Albiach-Martí et al., 

2000a ; Brlansky et al., 2003).  

4.6.1.2 Évaluation de la diversité génétique de sous-isolats de CTV inoculés par pucerons avec 

les marqueurs moléculaires multiples (M.M.M.s). 

 Du fait que la comparaison des séquences de gène P25 est insuffisante pour être représentative du 

génome entier, une évaluation de la diversité génétique des sous-isolats de CTV inoculés par 

pucerons avec les marqueurs moléculaires multiples (M.M.M.s) a été réalisée sur l’isolat prélevé 

de la plante donneuse (PC-3-ALG) et les sous-isolats issus de la transmission par A. gossypii et 

A.spiraecola (PC-3-ALG_Ag et PC-3-ALG_As) respectivement. Nous avons utilisé 04 paires 

d’amorces d’oligonucléotides hautement spécifiques et définitives de la région divergente 5’ 

relatives aux souches de référence VT, T30, T36 et T3 (Hilf et al., 1999 ; Hilf et Garnsey, 2000 ;  

Ayllon et al., 2001 ; Hilf et al., 2005) . Les résultats des amplifications par les marqueurs 
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spécifiques de l’isolat de la plante donneuse ont été comparés à leurs sous-isolats dérivés de 

l’inoculation par pucerons (Tab. 24) 

Tab 24. Caractérisation des sous isolats de CTV par M.M.M.s après passage par les pucerons 
vecteurs 

 

 Le tableau 24 montre que les marqueurs de l’isolat PC-3-ALG sont restés réactifs aux marqueurs 

T30POL et VTPOL. Le marqueur VTPOL de 695 pb et le marqueur T30POL de 696 pb ont été 

amplifiés avec un excellent signal avant et après la transmission par les deux espèces de pucerons 

A. gossypii et A. spiraecola, tandis que le marqueur T3K17 n’a donné aucun signal. A la lumière 

de ce résultat, il est clair que le passage de l’isolat par les deux espèces de pucerons vecteurs n’a 

pas affecté les séquences très spécifiques de la région POL. 

4.6.2 Conclusion 

L’essai de transmission d’isolats de CTV identifiés dans la zone d’étude par les pucerons locaux 

a montré que seule l’isolat (PC-3-ALG) a été transmis par les deux espèces vectrices A. spiraecola 

et A. gossypii avec un taux de 8 et 11% respectivement. L’analyse de la variance n’a révélé aucun 

effet espèce de pucerons vecteurs ni de la combinaison des deux paramètres sur la transmission du 

virus.Cependant, le test ANOVA a montré des différences significatives entre les trois sources de 

CTV testées. Les deux espèces de pucerons n’ont pas pu véhiculer les souches virulentes SY-1-

ALG et NN-2-ALG. 

En outre, l’alignement multiple des séquences nucléotidiques du gène CP25 des sous-isolats 

dérivés des pucerons vecteurs a montré un seul polymorphisme nucléotidique unique (SNP) 

comparativement à la souche parentale, sans que la séquence d’acides aminés prédite ne soit 

affectée,  tandis que les résultats des analyses M.M.M.s ont été les mêmes que ceux des isolats 

parentaux. 

Bien que les souches virulentes détectées durant l’enquête se sont avérées non transmissibles par 

les pucerons vecteurs locaux, et compte tenu de la période de latence observée entre l'introduction 

du CTV et la dissémination notable sur le terrain, rapportée par plusieurs auteurs,  il est nécessaire 

T36 CP T36POL T30POL VTPOL Génotype

PC-3-ALG 1 0 1 1 T30+VT

PC-3-ALG_Ag 1 0 1 1 T30+VT

PC-3-ALG_As 1 0 1 1 T30+VT
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de maintenir la vigilance, en éradiquant l’inoculum primaire à travers le monitorage périodique et 

de renforcer la lutte intégrée. La caractérisation moléculaire montrant que certains isolats 

contiennent différentes variétés de séquences et l’essai de transmission indiquant l’efficacité de 

transmission du virus chez les pucerons locaux, sont autant d’éléments  qui augmentent le risque 

d’altérations génomiques de la population virale de CTV dans la zone d’étude ; on peut par 

conséquent  assister à des changements de la pathogénicité chez ces populations.
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5 Conclusions générales 

La présente étude à grande échelle sur le virus de la Tristeza des agrumes (CTV) et ses pucerons 

vecteurs réalisée entre 2016 et 2018 dans les principales zones agrumicoles de la Vallée de Chlef 

(le haut, moyen et bas Chlef) a permis d’obtenir des informations importantes et utiles pour la 

gestion de cette maladie épidémique dans le pays. Dans cette étude, deux espèces vectrices de 

CTV ont été identifiées, il s’agit d’A. spiraecola et A. gossypii avec une prédominance de la 

première. Par contre nous n’avons pas observé d’individus correspondant à l’espèce Toxoptera 

aurantii qui est signalée dans d’autres régions du pays. Quant à l’espèce Toxoptera citricidus à 

laquelle nous avons accordé plus d’attention, elle ne semble pas être introduite en Algérie.  La 

contribution à l’identification interspécifique des espèces de pucerons locales par le marqueur 

moléculaire mitochondrial du gène cytochrome oxydase mtCOI, a démontré son efficacité comme  

marqueur moléculaire distinguant les différentes espèces de pucerons.  C’est la première fois en 

Algérie que ce marqueur moléculaire est utilisé comme outil d’identification des espèces de 

puceron. Cet outil génétique devrait  permetre de résoudre les ambiguïtés taxonomiques que l’on 

pourrait rencontrer lorsque l’identification sera basée sur les caractères morphologiques des 

espèces surtout  au stade juvénile ; dans le cas de la détection d’autres espèces exotiques  comme 

T. citricidus cette technique serait d’un grand intérêt. 

Les prospections sur le virus de la Tristeza (CTV) réalisées par l’utilisation de techniques 

sérologiques (DTBIA et DAS-ELISA) ont révélé un taux d’infection de 3.21%, particulièrement 

dans le moyen et bas Chlef qui représentent 53 cas positif sur 54 cas détectés. L’enquête a permis 

aussi de déterminer les périodes idéales pour mener des analyses sérologiques de CTV dans la 

région de Chlef, car les concentrations les plus élevées du virus dans les plantes ont été enregistrées 

au printemps entre Mars et Avril. Par ailleurs l’analyse de quelques paramètres épidémiologiques 

a confirmé le rôle de la production et le mouvement informel du matériel végétal dans 

l’introduction du virus dans la région. Il est à noter que certains arbres infectés manifestaient des 

symptômes sévères indiquant la présence probable de souches virulentes.  Ceci a été confirmé par 

la caractérisation génétique d’une sélection de trois sources de CTV de la Vallée de Chlef. Les 

marqueurs moléculaires multiples M.M.M.s et le séquençage de la région CP25 et deux marqueurs 

spécifiques de la région POL (VTPOL et T30POL) ont montré que certains isolats de CTV de la 

Vallée de Chlef contiennent le génotype VT seul ou mélangé avec le génotype T30, alors que 

d’autres portent uniquement le génotype modéré T30, ce dernier est étant prédominant dans la 

zone d’étude. Les résultats obtenus sont remarquablement consolidés par les symptômes causés 
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par chacun des isolats sur les sujets atteints. La découverte de la souche très sévère VT induisant 

le bois strié et le déclin (lent ou rapide) dans la Vallée de Chlef représente une menace sérieuse à 

la culture des agrumes de la région et éventuellement à l’ensemble des zones agrumicoles 

d’Algérie. Il faut espérer que cette enquête permettra l’éradication de sujets atteints par cet isolat 

virulent avant que la transmission naturelle par pucerons vecteurs ne commence. Etant donné que 

la réactivité des isolats sévères à l’anticorps monoclonal MCA13 est liée à la présence de l'acide 

aminé phénylalanine, l’étude de la séquence d'acides aminés de la protéine de capside CP25 a 

révélé la présence de cet épitope chez l’isolat SY-1-ALG mais son absence  chez les deux autres 

isolats séquencés.  Par conséquent, il est vivement recommandé d’utiliser cet anticorps spécifique 

dans les futures campagnes de dépistage. 

L’essai de transmission d’isolats de CTV identifiés dans la zone d’étude par les pucerons locaux 

dans des conditions contrôlées a montré que seul l’isolat modéré (PC-3-ALG) est transmissible 

par les deux espèces vectrices A. spiraecola et A. gossypii avec un taux de 8 et 11% respectivement. 

Par contre les deux espèces de pucerons n’ont pas pu véhiculer les souches virulentes SY-1-ALG 

et NN-2-ALG. En outre l’alignement multiple des séquences nucléotidiques du gène CP25 et les 

résultats des analyses M.M.M.s des sous-isolats dérivés des pucerons vecteurs n’a pas montré 

d’altérations génomiques comparativement à ceux des isolats parentaux. Compte tenue de la 

période de latence observée entre l'introduction du CTV et la dissémination naturelle notable sur 

le terrain, rapportée par plusieurs auteurs, il est nécessaire de maintenir la vigilance, en éradiquant 

l’inoculum primaire à travers le monitorage périodique et la lutte intégrée contre les pucerons.  

En conclusion, la situation du CTV semble être épidémique et à diffusion lente avec une présence 

de souches sévères dans la Vallée de Chlef. Vu la dominance du porte greffe bigaradier dans la 

majeure partie des vergers d’agrumes, une menace sérieuse est à craindre  aussi bien pour la région 

que pour l’ensemble des zones agrumicoles d’Algérie ; cette enquête a aussi montré le danger que 

représente l’importation de plants. Les Sept arbres infectés ont été probablement introduits 

d’Espagne, ce qui oblige le renforcement des techniques du contrôle phytosanitaire aux frontières 

ainsi qu’ un meilleur équipement des laboratoires de contrôle en moyens matériels.La formation 

continue des agents techniques est indispensable, à coté de  la création de parcs à bois nationaux 

avec une diversité des variétés existantes sur le marché international avec le respect strict  des 

loisen matière de contrôle phytosanitaire.  Ces informations doivent être prises en considération 

pour péréniser cette filière dans la zone d’étude et limiter la dissémination de la maladie  vers les 

zones encore épargnées (Haut Chlef). Le taux d’infection qui est relativement faible, permet 

l’épuration des vergers contaminés, par la suppression de sujets malades et la mise en œuvre d’un 
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programme de certification avec des mesures de quarantaine végétale. La vulgarisation peut 

progressivement sensibiliser les parties prenantes (agriculteurs, associations professionnelles, 

organismes publics, etc.) aux risques liés à la propagation de cette maladie dans la Vallée de Chlef. 

Pour faire face à la diffusion de la souche virulente VT, il est recommandé en d’urgence, 

d’appliquer des traitements aphicides dès l’apparition des premières colonies printanières. Ainsi 

l’autorité phytosanitaire du pays est invitée à lancer un plan d’action basé sur la surveillance 

continue des souches virulentes du virus, ses pucerons vecteurs et l’éradication des foyers 

primaires afin d’éviter la propagation vers les zones indemnes. L’état devrait aussi inciter les 

agriculteurs et les pépiniéristes à remplacer le porte- greffe bigaradier par d'autres tolérants au 

CTV afin de mieux gérer la diffusion des souches modérées. Des mesures de sanction à l’égard 

des personnes et établissements qui ne respectent pas les règles régissant la production de matériels 

de multiplication pourraient être appliquées  dans une politique globale  pour assurer la sécurité 

alimentaire du pays. 
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 Annexes 

         Annexe 1. Milieu de montage pour pucerons 

 

(Heikinheimo, 1988) 

 

Polyvinyl alcohol chips “Mowiol N 4-98” 25g 

Polyvinyl alcohol chips “Mowiol N 56-98” 5g 

Eau distillé 105 ml 

96% ethanol 30 ml 

Acide lactique (pure) 105 ml 
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    Annexe 2. Tampon d’extraction des acides nucléiques totaux (Dellaporta, 1983) 

 

 Concentration (mM) Volume (ml) Note 

Stock Final Stock Final  
Mix et ajuste 
le PH=8 

TRIS 1000 100 20 200 

EDTA 500 8.5 3.4 200 

NACL 4000 500 25 200 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 concentration note 

SDS 20% diluer 1/5 avec de H2O distillé 

KOAc 5M Ajouter 4.9g à 10ml de H2O distillé 
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      Annexe 3. Composition des Tampons TE, TAE et gel d’agarose 

 

Tampon TE 

 concentration (mM) Volume (ml) note 

Stock Final Stock Final  
Mix et ajuste 

le PH=8 
TRIS 1000 10 2 200 

EDTA 500 1 0.4 200 

 

Tampons et gels utilisés en électrophorèse 

Tampon TAE 

composant quantité note 

TRIS base 
Acide acétique glacial 
EDTA 
H2O distillé 

48.4g 
11.4ml 
3.7g 

dissoudre Tris, AAG et EDTA dans 
800ml d’eau distillé puis diluer 
jusqu’à 1L bouillir 

 

Gel d’agarose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1% gel d’agarose 

H2O distillé 90 ml  

TAE 10x 10 ml Bouillir quelques        
secondes 

 
Agarose 1 g 

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 7                                                                                                                         Annexes 

182 
 

Annexe 4. Tampons utilisés dans les tests sérologiques : DAS-ELISA et DTBA 

(Clark et Bar-Joseph, 1984) 

 

Buffer Composants Proportions Notes 
Phosphatebuffer 
saline(PBS)1X; 
pH7.4 

NaCl 
KH2PO4 

Na2HPO4 

NaN3 

KCl 

8,0g 
0,20g 
1,15g 
0,20g 
0,20g 

Dissolution dans 
1litre d’eau distillé 

Tampon de 

lavage(W.B);pH7.4 

PBS(1X) Tween-
20 

1l 
0,5ml 

 

Tampon 

d’extraction 

(E.B);pH7.4 

Polyvinilpirolidine 
Tween-20 

20.0g 
0,5ml 

Dissolutiondans1litre de 
PBS(1X). 

Tampon de 

coating(C.B);pH9.6 

Na2CO3 

NaN3 

NaHCO3 

1,59g 
2,93g 
0,20g 

Dissolution dans 
1litre d’eau distillé 

Tampon de 

conjugué(C.B);pH7.4 

Polyvinilpirolidine 
Tween-20 
Bovineserumalbumin 
(BSA) 

20,0g 
0,5ml 
2.0g 

Dissolution dans 1litre de 
PBS (1X). 

Tampon(S.B); 

pH9.8 

Diethanolamine 
NaN3 

97 ml 
0,20g 

Dissolutiondans1litre 
d’eau distillé 
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Annexe 4. Séquences FASTA  du Fragment mtCOI (709pb) des populations d’Aphis gossypii, A 
spiraecola et Pterochloroides persicae 

AsCITR_CLONE2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

AsCITR_CLONE7 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

AsCITR_ Clone8 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCGTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsHIBI_Clone1 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATT

TTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 
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>AgHIBI_Clone2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAGTAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgHIBI_Clone4 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgHIBI2_CLONE2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgHIBI2-CLONE2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGATTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 
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>AgHIBI_CLONE1 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsPOIV_CLONE2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>>AsPOIV_CLONE3 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>>AsPOIV_CLONE27 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>SAM Ps_clone6 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTCTATATTTTATTTTTGGTATTTGAACTGGAATAATTGGATCATCACTTAGAATCTT

AATTCGATTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATCAATAATAATCAATTATATAATGTTATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACAATACCAATTGTTATTGGAGGCTTTGGAAATTGATTAATTCCTCTTATAATAGGAACTCCTGATATAGCA
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TTTCCACGACTTAATAATATTAGATTTTGACTTTTACCTCCTTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTTATAATTAATAACGGTAC

AGGTACAGGATGAACTATTTACCCCCCTTTATCTAATAATATTGCACACAATAACATCTCAGTAGATTTAACTATTTTTTCTTTAC

ATTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATCAATTTTATCTGTACAATTCTGAATATAATACCTAATAATATAAAACTAAAT

CAAATTCCTTTATTTCCCTGATCAATTTTAATTACTGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGGAGCTATTACAATA

TTATTAACAGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCATCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATT

TTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>SAM Ps_clone7 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTCTATATTTTATTTTTGGTATTTGAACTGGAATAATTGGATCATCACTTAGAATCTT

AATTCGATTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATCAATAATAATCAATTATATAATGTTATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACAATACCAATTGTTATTGGAGGCTTTGGAAATTGATTAATTCCTCTTATAATAGGAACTCCTGATATAGCA

TTTCCACGACTTAATAATATTAGATTTTGACTTTTACCTCCTTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTTATAATTAATAACGGTAC

AGGTACAGGATGAACTATTTACCCCCCTTTATCTAATAATATTGCACACAATAACATTTCAGTAGATTTAACTATTTTTTCTTTAC

ATTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATCAATTTTATCTGTACAATTCTGAATATAATACCTAATAATATAAAACTAAAT

CAAATTCCTTTATTTCCCTGATCAATTTTAATTACTGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGGAGCTATTACAATA

TTATTAACAGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCATCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATT

TTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>SAM Ps_clone8  

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTCTATATTTTATTTTTGGTATTTGAACTGGAATAATTGGATCATCACTTAGAATCTT

AATTCGATTAGAATTAAGACAAATTAATTCAATTATCAATAATAATCAATTATATAATGTTATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACAATACCAATTGTTATTGGAGGCTTTGGAAATTGATTAATTCCTCTTATAATAGGAACTCCTGATATAGCA

TTTCCACGACTTAATAATATTAGATTTTGACTTTTACCTCCTTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTTATAATTAATAACGGTAC

AGGTACAGGATGAACTATTTACCCCCCTTTATCTAATAATATTGCACACAATAACATTTCAGTAGATTTAACTATTTTTTCTTTAC

ATTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATCAATTTTATCTGTACAATTCTGAATATAATACCTAATAATATAAAACTAAAT

CAAATTCCTTTATTTCCCTGATCAATTTTAATTACTGCTATTTTATTAATTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGGAGCTATTACAATA

TTATTAACAGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCATCAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATT

TTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsPOMM_CLONE1 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsPOMM_CLONE3 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA
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TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsPOMM_CLONE8 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgPOMM_CLONE18 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgPOMM_CLONE20 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTCCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgPOMM_CLONE22 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 
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>AsCITR_CLONE2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAGTACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsCITR_CLONE5 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AsCITR_CLONE8 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGAATAATTGGATCTTCACTTAGAATTTT

GATTCGATTAGAACTAAGTCAAATCAATTCAATTATCAATAATAACCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTA

TAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCT

TTTCCACGATTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGTAGATTCATAATTAATAATGGAAC

AGGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTTGATTTAACCATCTTTTCTCTTC

ACTTAGCAGGTATTTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTTATTTGTACAATTCTTAATATAATACCAAACAATATAAAATTAAAT

CAAATCCCACTATTTCCATGATCAATCTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCTCTACCAGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATA

TTATTAACTGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTTTATCAACACTTATTTTGAT

TTTTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgCITR_CLONE3 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTTT

TTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgCITR_clone6 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT
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TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgCITR_clone9 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgCOUR_CLONE2 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAATA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgCOUR_CLONE7 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgCOUR_CLONE8 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT
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TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgPOIV_CLONE1 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGANCNGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgPOIV_CLONE9 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 

>AgPOIV_CLONE12 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTTTTATTTGGTATTTGATCAGGTATAATTGGTTCTTCTCTTAGAATTTTA

ATCCGATTAGAATTAAGTCAAATTAATTCAATTATTAATAATAATCAATTATATAATGTAATTGTTACAATTCATGCTTTTATTAT

AATTTTTTTTATAACTATACCAATCGTTATTGGAGGTTTTGGAAATTGATTAATTCCTATAATAATAGGATGTCCAGATATATCTT

TTCCACGACTAAATAATATTAGATTCTGATTATTACCACCCTCATTAATAATAATAATTTGCAGATTTATAATTAATAACGGAACA

GGAACAGGATGAACTATTTATCCACCTTTATCAAATAATATTGCTCATAATAATATTTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCCCTACA

TTTAGCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAATTAATTTCATCTGTACTATCTTAAATATAATACCTAATAATATAAAATTAAATC

AAATTCCTCTATTTCCATGATCAATTTTAATTACAGCTATATTATTAATTTTATCCTTACCTGTATTAGCTGGTGCTATTACTATAT

TATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGTGGGGGAGACCCTATTCTTTATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGTCACCCTGAAGTTTA 
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Annexe 5. Séquences FASTA de nucléotides du gène CP (671pb) des isolats locaux de CTV 

 

>SY-1-ALG T36 CP_CLONE 2 

ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTT

TCGGCTCCGTAAACTTACACATCGATCAGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTT

TGAACAGGGACTTGTTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT

TATACCGCTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAA

GTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGG

GGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG

GATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACA

AGCTAAAGAACAATTGCTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACA

CGTTG 

> SY-1-ALG T36 CP _ CLONE 6  

ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACAATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCT

TTCGGTTCTGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAGCGATGAACGATGTGCGTCGGTTGGGTACCCAACAGAATGCCGCT

TTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGAGAAGTATCCTAATTTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGT

TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGCGATGACGACACTACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTCGAA

GTGGATTTGTCTGACAAACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTAACGCCCTTCGAGTCTGG

GGTAGGACTAACGATGCCCTTTATTTAGCCTTTTGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG

GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGTAGATTTCTTGACCGGAGCTGGCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACA

AGCTAAAGAACAATTGTTGAAGAAGCGGGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACA

CGTTG 

> PL-6-ALG T36 CP _ CLONE 7 

ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTT

TCGGCTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTT

TGAACAGGGACTTGTTTCTTGCTCTGGAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT

TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACTCCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAA

GTAGATTTGCCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGG

GGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG

GATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACA

AGCTAAAGAACAATTGCTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACA

CGTTGAAA 

> PL-6-ALG T36 CP _ CLONE 21 

ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTT

TCGGCTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTT

TGAACAGGGACTTGTTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT

TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAA

GTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGG

GGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG

GATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACA

AGCTAAAGAACAATTGCTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACA

CGTTG 
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> PC-3-ALG T36 CP _ CLONE 4 

ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTT

TCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTT

TGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT

TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAA

GTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGG

GGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG

GATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACA

AGCTAAAGAACAATTGTTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACA

CGTTG 

> PC-3-ALG T36 CP _ CLONE 5  

ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTT

TCGGCTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGCTT

TGAACAGGGACTTGTTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT

TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAA

GTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGG

GGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG

GATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACA

AGCTAAAGAACAATTGCTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAATTCAACACA

CGTTG 
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Annexe 6. Séquences FASTA de nucléotides du marqueur VTPOL (695pb) des isolats locaux de 
CTV 

>NN-2-ALG VTPOL_ CLONE4 

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACAGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAAGATTTTTCGCCGTAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGGCTTTACCATTGATATTGGTTATGATACTGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATT

TCTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAATCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTT

TGCGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCGGGCGTTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCG

AACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTCTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGG

TTTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTTTCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 

>NN-2-ALG VTPOL_ CLONE5 

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACAGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAAGATTTTTCGCCGTAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGACTTTACCATTGATATTGGTTATGATACCGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATT

TCTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAACCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTT

TGCGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCGGGCGTTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCG

AACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTCTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGG

TTTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTTTCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 

>NN-2-ALG VTPOL_ CLONE 6 

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACAGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAAGATTTTTCGCCGAAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGACTTTACCATTGATATTGGTTATGATACTGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATTT

CTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGACT

CATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAATCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTTT

GCGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCGGGCGTTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCGA

ACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTTTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGGT

TTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTTTCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 

>PC-3-ALG VTPOL_CLONE 5  

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACAGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAAGATTTTCCGCCGTAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGGCTTTACCATTGATATTGGTTATGATACTGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATT

TCTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAATCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTT

TGCGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCGGGCGTTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCG

AACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTCTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGG

TTTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTTTCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 

>PC-3-ALG VTPOL_ CLONE2 

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACAGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAAGATTTTCCGCCGTAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGGCTTTACCATTGATATTGGTTATGATACTGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATT

TCTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAATCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTT

SAMIR
PDF Creator Trial



Chapitre 7                                                                                                                         Annexes 

194 
 

TGCGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCGGGCGTTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCG

AACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTCTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGG

TTTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTTTCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 

>SY-1-ALG VTPOL_CLONE 6  

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACGGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAAGATTTTTCGCCGTAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGACTTTACCATTGATATTGGTTATGATACTGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATTT

CTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGACT

CATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAATCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTTT

GTGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCAGGCGCTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCGA

ACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTTTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGGT

TTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTATCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 

>SY-1-ALG VTPOL_CLONE 1  

GACGCTAGCGATGGTCAAGCCGATGACTTAGCGACAGGCTGATAGTTTGTTCAGTTCTCGCTGAGAGCTAACATAGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCCTTCGCGAGCGAAAACCAAGACATATTAGAAGAAAGGATTTTTCGCCGTAGAACCTGCCATCGTAAGT

ATTTGGATGACGTGGTTAGGGACTTTACCATTGATATTGGTTATGATACTGTCGATCGTGATCCTACGGTATTGGCTGATTATTT

CTCGTTGTATTTCTTTTTGCTTAACAATGATAACATTGGGCCTTTAGCAGCTTCGATTATAGTAAGCCCACCAGTAAGCGGGACT

CATAAAATTCGAGCGCACATCGATAATCAACCGAATCGTGAAGGAAACGTTACTTACGTTAAGACTGTTGATAAGAGTCGTTTT

GTGATTCGCATAAAAGCGATGCCAGCTTCTATGAGAGGCCACTACTCCTTTCAGGCGTTTGTTAGTGGTGACGTCGCTAGCGA

ACGTAGTGAGTTTATATGCAGTTTTGTTGGTAGTAGGTTTCTTTGTTGTTGCACACAAACAATATCCGAAAATTTGAACAAGGT

TTGTTCGTCTTCCTTCTTCTTTAGAGCTGTTTCGGAAACTGCTACTAATGAGTTTTCTGTTGTGACTGATGATGTAGAAGACGTT

AAGTACGTAAGAAAGCGAGCCGAG 
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Annexe 7. Séquences FASTA de nucléotides du marqueur T30POL (696pb) des isolats locaux 
de CTV 

>CP-3-ALG T30POL _CLONE1 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAAGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGATGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAACAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGAC

TTATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTATCGATAAGAGTCGTTT

TGCGATTCTCATAAAGGCAGTTCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCGA

ACGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGGT

TTGTTCGTCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGTT

AAGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 

>CP-3-ALG T30POL _CLONE 2 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAAGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGATGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAACAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGAC

TTATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTATCGATAAGAGTCGTTT

TGCGATTCTCATAAAGGCAGTTCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCGA

ACGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGGT

TTGTTCGTCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGTT

AAGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 

>CP-3-ALG T30POL _CLONE 3 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAAGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGATGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAAAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGACTT

ATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTACCGATAAGAGTCGTTTT

GCGATTCTCATAAAGGCAGTTCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCGAA

CGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGGTT

TGTTCGTCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGTTA

AGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 

>PL-6-ALG T30POL _CLONE4 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAAGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGATGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAACAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTGTCGATAAGAGTCGTT

TTGCGATTCTCATAAAGGCAGTCCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCG

AACGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGG

TTTGTTCGTCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGT

TAAGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 

>PL-6-ALG T30POL _CLONE 4 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAAGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGATGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAACAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTGTCGATAAGAGTCGTT
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TTGCGATTCTCATAAAGGCAGTCCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCG

AACGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGG

TTTGTTCGTCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGT

TAAGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 

>PL-6-ALG T30POL _CLONE 5 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAGGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGATGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAACAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTGTCGATAAGAGTCGTT

TTGCGATTCTCATAAAGGCAGTCCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCG

AACGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGG

TTTGTTCGGCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGT

TAAGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 

>PL-6-ALG T30POL _CLONE 6 

GATGCTAGCGATGGTCAAATGGACGACTTGATGACTGGTTGATCGTTTGTTCAATTCTCGCTGAGAGCCAACGTTGGTAGTTG

AGTCGAGATGTTTGCTTTCGCGAGCGAAAATCAAGACTTATTAGAAGAAAAGATATTTCGTCGTAGAACGTACCATCGTAAGT

ATTTCGACGATGTGGTTAGGGATTTTACTATCGATGTTGGTTACGATATTGTTGATCGTGACCCTACGGTATTGGCTGACTATTT

CTCGTTATATTTCTTTCTGCTTAACAACGATAACGTTGGGCCTTTAGCGGCTTCAATTGTGGTGAGCCCGCCGGTTAACGGGAC

TCATAAAATTCGAGCGCACGTCGATAATCAACCAAATTGCGAAGGAAACGTGACTTACATTAAAACTGTCGATAAGAGTCGTT

TTGCGATTCTCATAAAGGCAGTCCCGGCTCCTATGAGAGGTTACTACTCTTTTCGGGCGTTTCTTGCCGCTGATGTCACTAGCG

AACGCAGTGAATTCATATGCAGTTTTGTCGGTAGTAGATTCCTTTGTTGTTGTACGCAAACGATATCCGAAAATTTGAGTAAGG

TTTGTTCGTCTTCTTTCTCTTTTAGAGCTGTCTCAAAAACCGCAATTAACGAGTTTTCTGTTGCGATTGATGATGTGGAAGACGT

TAAGTATGTGAGAAAGCGAGCTGAG 
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Annexe 8. Comparaison de séquences CP des trois isolats de CTV locaux et les séquences 
d’isolats de référence 

 

            1                                                   50 

  PC-3-ALG  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

FN661497.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

GQ424348.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

FN661494.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

HF947334.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

Y18420.1_T  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAATGAAAGA 

KU578007.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAATGAAAGA 

HF947337.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

EU937520.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

  PL-6-ALG  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

  SY-1-ALG  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

FN552118.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

FN552118.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

U56902.1_V  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

KU361339.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

EU857538.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAGTGAAAGA 

DQ151548.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

AF001623.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

JQ965169.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAGGA 

AB046398.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

KC525952.1  ATGGACGACGAGACAAAGAAATTAAAGAACAAAAACAAGGAGACGAAAGA 

AY170468.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACAAAAGA 

AY340974.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACAAAAGA 

DQ272579.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACAAAAGA 

KU589212.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAACCAAGGAAACGAAAGA 

FJ525432.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAATAAGGAAACGAAAGA 

GQ454870.1  ATGGACGACGAAACAAAGAAACTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGA 

 Consensus  ATGGACGACGAaACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAAcgAAAGA 

 

            51                                                 100 

  PC-3-ALG  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

FN661497.1  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

GQ424348.1  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

FN661494.1  AGGCGACGATGTTGTCGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

HF947334.1  AGGCGACGATGTTGTTGCCGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

Y18420.1_T  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

KU578007.1  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

HF947337.1  AGGCGACGATGTTGTTGCCGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

EU937520.1  AGGCGACGAA GTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 

  PL-6-ALG  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGCTCCGTAAACTTAC 

  SY-1-ALG  AGGCGACAATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCT GTAAACTTAC 

FN552118.1  AGGCGACAATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCT GTAAACTTAC 

FN552118.1  AGGCGACAATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCT GTAAACTTAC 

U56902.1_V  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCT GTAAACTTAC 

KU361339.1  AGGCGACAATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCT GTAAACTTAC 

EU857538.1  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCT GTAAACTTAC 

DQ151548.1  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCC TTAAACTTAC 

AF001623.1  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCC TTAAACTTAC 

JQ965169.1  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCC TTAAACTTAC 

AB046398.1  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCGGAGTCTTCTTTCGGTTCC TTAAACTTAC 

KC525952.1  AGGCGACGATGTTGTTGCAGCAGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTGAACTTAC 

AY170468.1  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCCGAGTCTTCTTTCAGTTCCGTAAACTTAC 

AY340974.1  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCCGAGTCTTCTTTCAGTTCCGTAAACTTAC 

DQ272579.1  AGGCGACGATGTTGTTGCTGCCGAGTCTTCTTTCAGTTCCGTAAACTTAC 

KU589212.1  TGGCGACGAC GTTGTTGCAGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCC ATAAACTTAC 

FJ525432.1  AGGCGACGAC GTTGTTGCCGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCC TTAAACTTAC 

GQ454870.1  AGGTGACGATGTTGTTGCAGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTAC 
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 Consensus  AGGCGACgAtGTTGTTGC.GC.GAGTCTTCTTTCgGTTCcgTAAACTTAC 

 

            101                                                150 

  PC-3-ALG  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

FN661497.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

GQ424348.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

FN661494.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

HF947334.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

Y18420.1_T  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

KU578007.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

HF947337.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

EU937520.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

  PL-6-ALG  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACT 

  SY-1-ALG  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCG GTTGGGTACC 

FN552118.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCG GTTGGGTACC 

FN552118.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCG GTTGGGTACC 

U56902.1_V  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCG GTTGGGTACC 

KU361339.1  ACATCGATCCGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGGGTACC 

EU857538.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCAGTTGGGTACC 

DQ151548.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCAGTTAAGTACC 

AF001623.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGACGTGCGTCAGTTAGGTACC 

JQ965169.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCAGTTAGGTACC 

AB046398.1  ACATCGATCCGACTCTAATA GCGATGAACGATGTGCGTCAGTTAGGTACC 

KC525952.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCAGTTGGGAACC 

AY170468.1  ACATCGATCCGACTTTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACC 

AY340974.1  ACATCGATCCGACTTTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACC 

DQ272579.1  ACATCGATCCGACTTTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACC 

KU589212.1  ACATCGATCC AACTTTGATA GCGATGAATGACGTGCGTCAGTTGGGTACC 

FJ525432.1  ACATCGATCC AACTCTGATA GCGATGAATGACGTGCGTCAGTTGGGTACC 

GQ454870.1  ACATCGATCCGACTCTGATA GCGATGAACGATGTGCGTCAGTTGGGTACC 

 Consensus  ACATCGATCCGACTcTGATAaCGATGAACGAtGTGCGTCaGTTgaGTACc 

 

            151                                                200 

  PC-3-ALG  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

FN661497.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

GQ424348.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

FN661494.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

HF947334.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

Y18420.1_T  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

KU578007.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

HF947337.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

EU937520.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTA TTTCTTGCTC TGAAAGGGAA 

  PL-6-ALG  CAACAGAATGCTGCTTTGAACAGGGACTTGTTTCTTGCTC TGGAAGGGAA 

  SY-1-ALG  CAACAGAATGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGAGAA 

FN552118.1  CAACAGAATGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGAGAA 

FN552118.1  CAACAGAATGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGAGAA 

U56902.1_V  CAACAGAATGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGAGAA 

KU361339.1  CAACAGAATGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGAGAA 

EU857538.1  CAACAGAATGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTTTGAAAGGGAA 

DQ151548.1  CAACAGAACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

AF001623.1  CAACAGAACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

JQ965169.1  CAACAGAACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

AB046398.1  CAACAGAACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

KC525952.1  CAACAGAACGCCGCTTTGAACAGAGATTTGTTTCTTACTC TGAAAGGGAA 

AY170468.1  CAACAGAACGCTGCTTTGAACAGAGACTTA TTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

AY340974.1  CAACAGAACGCTGCTTTGAACAGAGACTTA TTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

DQ272579.1  CAACAGAACGCTGCTTTGAACAGAGACTTA TTCCTTACTTTGAAAGGGAA 

KU589212.1  CAACAGAACA CTGCTTTAAACAGAGACTTA TTTCTCACTTTGAAAGGGAA 

FJ525432.1  CAACAGAACGCTGCTTTAAACAGAGACTTGTTTCTTACTTTGAAAGGGAA 

GQ454870.1  CAACAGAATGCTGCTTTGAA TAGAGATTTGTTTCTTACCTTGAAAGGGAA 

 Consensus  CAACAGAAtGCtGCTTTGAACAGaGAcTTgTTtCTTaCTtTGAAAGgGAA 

 

            201                                                250 
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  PC-3-ALG  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

FN661497.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

GQ424348.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

FN661494.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

HF947334.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

Y18420.1_T  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

KU578007.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

HF947337.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

EU937520.1  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

  PL-6-ALG  GTATCCTAACTTGCCTGACAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

  SY-1-ALG  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGT 

FN552118.1  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGT 

FN552118.1  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGT 

U56902.1_V  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGT 

KU361339.1  GTATCCTAACTTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

EU857538.1  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

DQ151548.1  ATATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

AF001623.1  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

JQ965169.1  ATATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

AB046398.1  GTATCCTAAT TTGTCTGATAAAGATAAGGACTTTCACTTAGCTATGATGT 

KC525952.1  GTATCCTAACTTGTCTGACAAGGATAAGGACTTCCACATAGCTATGATGT 

AY170468.1  GCATCCTAACTTACCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

AY340974.1  GCATCCTAACTTACCTGATAAAGATAAGGACTTTCGCATAGCTATGATGT 

DQ272579.1  GCATCCTAACTTACCTGATAAAGATAAGGACTTTCGCATAGCTATGATGT 

KU589212.1  GCATCCTGACTTACCTGATAAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGT 

FJ525432.1  GTATCCTAACTTACCTGACAAAGATAAAGACTTTCACATAGCTATGATGT 

GQ454870.1  GTATCCTAACTTACCTGACAAAGATAAAGACTTTCACATAGCTATGATGT 

 Consensus  GtATCCTAAcTTgcCTGAtAAAGATAAGGACTTTCACaTAGCTATGATGT 

 

            251                                                300 

  PC-3-ALG  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

FN661497.1  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

GQ424348.1  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

FN661494.1  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

HF947334.1  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

Y18420.1_T  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

KU578007.1  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

HF947337.1  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

EU937520.1  TATACCGATTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACACC 

  PL-6-ALG  TATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGATGACTCC 

  SY-1-ALG  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGCGATGACGACACT 

FN552118.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGCGATGACGACACT 

FN552118.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGCGATGACGACACT 

U56902.1_V  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGCGATGACGACACT 

KU361339.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGACGACTCT 

EU857538.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGACGACACT 

DQ151548.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCGTTGCAAAGTGATGACGACACC 

AF001623.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGACGACACC 

JQ965169.1  TGTATCGTTT GGCGGTTAAGAGTTCATCATTGCAAAGTGATGACGACACC 

AB046398.1  TGTATCGTTTAGCGGTTAAA AGTTCATCATTGCAAAGTGA CGACGACACC 

KC525952.1  TATATCGTTTAGCGGTTAAGAGTTCATCGTTGCAAAGTGATGATGACACC 

AY170468.1  TGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTACAAAGCGATGACGACGCC 

AY340974.1  TGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTACAAAGCGATGACGACGCC 

DQ272579.1  TGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTACAAAGCGATGACGACGCC 

KU589212.1  TGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTACAAAGCGATGACGACACT 

FJ525432.1  TGTATCGCTTAGCAGTTAAGAGTTCATCGTTACAAAGCGATGACGACACT 

GQ454870.1  TATATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCTTCATTACAAAGCGA CGATGATACC 

 Consensus  TgTAtCGTTTAGCgGTTAAGAGTTCATCaTTgCAAAGtGATGAcGACaCc 

 

            301                                                350 

  PC-3-ALG  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

FN661497.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

GQ424348.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 
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FN661494.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

HF947334.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

Y18420.1_T  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

KU578007.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

HF947337.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

EU937520.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGTCTGACAA 

  PL-6-ALG  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTAGATTTGCCTGACAA 

  SY-1-ALG  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

FN552118.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

FN552118.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

U56902.1_V  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGCCTGACAA 

KU361339.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

EU857538.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

DQ151548.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

AF001623.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

JQ965169.1  ACGGGCATAACGTACACTCG AGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

AB046398.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGCGTC GAAGTGGATTTGTCTGACAA 

KC525952.1  ACGGGCATAACATATACTCGGGAGGGTGTTGAAGTGGAATTGTCTGACAA 

AY170468.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTGGATTTGTCTGACAA 

AY340974.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTGGATTTGTCTGACAA 

DQ272579.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTGGATTTGTCTGACAA 

KU589212.1  ACGGGTATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTGGATTTGCCTGACAA 

FJ525432.1  ACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTGTTGAAGTGGATTTGTCCGACAA 

GQ454870.1  ACGGGTATGACGTACACTCGGGAAGGTGTTGAAGTGGAAC TGTCTGACAA 

 Consensus  ACGGGcATAACGTACACTCGGGAGGGtGTtGAAGTgGATTTGtCTGACAA 

 

            351                                                400 

  PC-3-ALG  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

FN661497.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

GQ424348.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

FN661494.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

HF947334.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

Y18420.1_T  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

KU578007.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

HF947337.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

EU937520.1  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

  PL-6-ALG  ACTTTGGACC GACATCGTGT ATAATTCTAAGGGTATTGGTAACCGAACTA 

  SY-1-ALG  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

FN552118.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

FN552118.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

U56902.1_V  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

KU361339.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

EU857538.1  ACTTTGGACTGACATCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTGCTA 

DQ151548.1  ACTTTGGACTGATGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

AF001623.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTCAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

JQ965169.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

AB046398.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAATTCTAAGGGTATCGGTAACCGTACTA 

KC525952.1  GCTTTGGACTGACGTCGTGTTTAACTCTAAGGGTATTGGTAACCGTACTA 

AY170468.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAACTCTAAGGGTATTGGTAACCGTACTA 

AY340974.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAACTCTAAGGGTATTGGTAACCGTACTA 

DQ272579.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAACTCTAAGGGTATTGGTAACCGTACTA 

KU589212.1  ACTTTGGACTGACGTCGTGTTTAACTCCAAGGGTATTGGC AACCGTGCTA 

FJ525432.1  ACTTTGGGCTGACGTCGTGTTTAACTCCAAGGGTATTGGC GACCGTACTA 

GQ454870.1  ACTTTGGACA GACGTTGTGTTTAACTCTAAGGGTATTGGTAACCGTACTA 

 Consensus  ACTTTGGACtGACgTCGTGTtTAAtTCTAAGGGTATtGGTAACCGtACTA 

 

            401                                                450 

  PC-3-ALG  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

FN661497.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

GQ424348.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

FN661494.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

HF947334.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

Y18420.1_T  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 
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KU578007.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

HF947337.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

EU937520.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

  PL-6-ALG  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTTTACTTAGCCTTT 

  SY-1-ALG  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCCTTT 

FN552118.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCCTTT 

FN552118.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCCTTT 

U56902.1_V  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCCTTT 

KU361339.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAATGATGCCCTTTA TTTAGCCTTT 

EU857538.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCCTTT 

DQ151548.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAAGTAACGATGCCCTTTA TTTAGCGTTT 

AF001623.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAAGTAACGATGCCCTTTA TTTAGCGTTT 

JQ965169.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAAGTAACGATGCCCTTTA TTTAGCGTTT 

AB046398.1  ACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAAGTAACGATGCCCTTTA TTTAGCGTTT 

KC525952.1  ATGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCTTTC 

AY170468.1  ACGCCCTTCGAGTTTGGGGTAGAACTAACGATGCCCTTTACTTAGCTTTT 

AY340974.1  ACGCCCTTCGAGTTTGGGGTAGAACTAACGATGCCCTTTACTTAGCTTTT 

DQ272579.1  ACGCCCTTCGAGTTTGGGGTAGAACTAACGATGCCCTTTACTTAGCTTTT 

KU589212.1  ACGCCCTTCGAGTTTGGGGTAGAACTAACGATGCCCTTTACTTAGCTTTT 

FJ525432.1  ACGCCCTTCGAGTTTGGGGTAGAACTAACGATGCCCTTTACTTAGCTTTT 

GQ454870.1  ACGCACTTCGAGTTTGGGGTAGAACTAACGATGCCCTTTA TTTAGCTTTT 

 Consensus  ACGCCCTTCGAGTcTGGGGTAGaAcTAACGATGCcCTTTAcTTAGCcTTT 

 

            451                                                500 

  PC-3-ALG  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

FN661497.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

GQ424348.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

FN661494.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

HF947334.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

Y18420.1_T  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

KU578007.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

HF947337.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

EU937520.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

  PL-6-ALG  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

  SY-1-ALG  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

FN552118.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGCCCGCTAGATGCAGG 

FN552118.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGCCCGCTAGATGCAGG 

U56902.1_V  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGCG GGACGTCCGCTAGATGCAGG 

KU361339.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCACTAGATGCAGG 

EU857538.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

DQ151548.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

AF001623.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

JQ965169.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGACGCAGG 

AB046398.1  TGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGT GGACGTCCGCTAGATGCAGG 

KC525952.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGT GGACGTCCGCTAGATGCAGG 

AY170468.1  TGCAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGACGCAGG 

AY340974.1  TGCAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGACGCAGG 

DQ272579.1  TGCAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGACGCAGG 

KU589212.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAGATGCAGG 

FJ525432.1  TGTAGACAGAATCGCAATTTGAGTTATGGT GGACGTCCGT TAGATGCAGG 

GQ454870.1  TGTAGACAGAACCGCAACTTGAGTTATGGT GGACGTCCGT TAGATGCAGG 

 Consensus  TGtAGACAGAAtCGCAATTTGAGTTATGGcGGACGTCCGCTAGAtGCAGG 

 

 

            501                                                550 

  PC-3-ALG  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

FN661497.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

GQ424348.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

FN661494.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

HF947334.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

Y18420.1_T  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

KU578007.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

HF947337.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 
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EU937520.1  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

  PL-6-ALG  GATTCCGGCT GGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

  SY-1-ALG  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGT AGATTTCTTGACCGGAGCTG 

FN552118.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

FN552118.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

U56902.1_V  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

KU361339.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

EU857538.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

DQ151548.1  GATTCCAGCCGGGTATCATTACCTGTGCGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

AF001623.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

JQ965169.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGC GGATTTCTTGACCGGAGCTG 

AB046398.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

KC525952.1  GATTCCGGCT GGATATCATTACCTATGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

AY170468.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACTTGTGTGC GGATTTCTTGACTGGGGCTG 

AY340974.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACTTGTGTGC GGATTTCTTGACTGGGGCTG 

DQ272579.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACTTGTGTGC GGATTTCTTGACTGGGGCTG 

KU589212.1  GATTCCAGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

FJ525432.1  GATTCCGGCCGGGTATCATTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGCTG 

GQ454870.1  AATTCCAGCCGGGTATCACTACCTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGGGCTG 

 Consensus  GATTCCgGCcGGGTATCATTAccTGTGTGCaGATTTCTTGACcGGaGCTG 

 

            551                                                600 

  PC-3-ALG  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

FN661497.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

GQ424348.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

FN661494.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

HF947334.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

Y18420.1_T  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

KU578007.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

HF947337.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAGTTG 

EU937520.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

  PL-6-ALG  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

  SY-1-ALG  GCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

FN552118.1  GCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

FN552118.1  GCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

U56902.1_V  GCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

KU361339.1  GCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

EU857538.1  GCTTGACTGATTTAGAGTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

DQ151548.1  GCTTGACTGA CTTGGAATGTGCTGTGTACG TACAAGCTAAAGAACAATTG 

AF001623.1  GCTTGACTGATTTGGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

JQ965169.1  GCTTGACTGATTTGGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

AB046398.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

KC525952.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAA GGAACAATTG 

AY170468.1  GTTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTA 

AY340974.1  GTTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTA 

DQ272579.1  GTTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTA 

KU589212.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTG 

FJ525432.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAG AGAACAATTG 

GQ454870.1  GCTTGACTGATTTAGAATGTGCAGTGTACATACAAGCTAAAGAGCAATTA 

 Consensus  GcTTGACTGATTTaGAaTGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTg 

 

 

            601                                                650 

  PC-3-ALG  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

FN661497.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

GQ424348.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCANGCAGCT 

FN661494.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

HF947334.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

Y18420.1_T  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

KU578007.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

HF947337.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

EU937520.1  TTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

  PL-6-ALG  CTGAAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 
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  SY-1-ALG  TTGAAGAAGCGGGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

FN552118.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

FN552118.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

U56902.1_V  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

KU361339.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

EU857538.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

DQ151548.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

AF001623.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

JQ965169.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTTGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

AB046398.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTTGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

KC525952.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

AY170468.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGATGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

AY340974.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGATGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

DQ272579.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGATGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

KU589212.1  TTGAAGAAGCGAGGGGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

FJ525432.1  TTGAAGAAGCGAGGAGCTGATGAAGTCGTAGTTACCAATGTCAGGCAGCT 

GQ454870.1  TTAAAGAAGCGAGGGGCTGATGAGGTCGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCT 

 Consensus  TTGAAgAAGCGAGGGGCTGATGA.GTcGTAGTTACtAATGTCAGGCAGCT 

 

            651                 671 

  PC-3-ALG  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

FN661497.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

GQ424348.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

FN661494.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

HF947334.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

Y18420.1_T  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

KU578007.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

HF947337.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

EU937520.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

  PL-6-ALG  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

  SY-1-ALG  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

FN552118.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

FN552118.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

U56902.1_V  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

KU361339.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

EU857538.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

DQ151548.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

AF001623.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

JQ965169.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

AB046398.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

KC525952.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

AY170468.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

AY340974.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

DQ272579.1  TGGGAAATTCAACACACGTTG 

KU589212.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

FJ525432.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

GQ454870.1  TGGGAAATTT AACACACGTTG 

 Consensus  TGGGAAATTcAACACACGTTG 
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Annexe 9. Efficacité de transmission des sources de CTV identifiées durant l’étude par les 

populations locales d’A. gossypii et A .spiraecola des agrumes 

 

ANOVA à deux facteurs (isolats de CTV et espèce vectrice) 

Tests univariés de significativité pour l’infection (transmission) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

 

 SC Degr. De MC F p 
ord. origine 1247664 1 1247664 39509364 0,000000 

Isolats de CTV 0 2 0 4 0,017023 
Vecteurs 0 1 0 0 1,000000 

Isolats*Vecteurs 0 2 0 0 1,000000 
Erreur 4 114 0   
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Annexe 10.Organisation du génome mitochondrial d’A. gossypii 

 

 
                                                                                            (Zhang et al, 2014) 
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Annexe 11. Rendement moyen des vergers agrumicoles en Algérie par région 

 

Au dessus de 20t/ha Entre 15-20t/ha Entre 10-14t/ha 

Wilaya  rendement Wilaya  rendement Wilaya  rendement 

Mostaganem 

Boumerdes 

Blida  

Médéa 

25.5 

23.7 

23.4 

21.6 

Relizane 

El-tarf  

Tizi-ouzou 

Alger 

Skikda 

Chlef 

19.4 

17.7 

17.3 

17.0  
 
15.5 
15.5 
 

Annaba  

Jijel 

Bejaia 

Bechar 

 

13.9 

12.7 

11.7 

10 

 (Bellabas, 2010
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First detection of a virulent strain of Citrus tristeza virus (Closteroviri-
dae) in a citrus orchard of Chlef Valley (Algeria)

S. Ali Arous1, Y. Guenaoui1, M. I. Drais2 and K. Djelouah2

1Faculty of Nature and Life Science, Abdelhamid Ibn Badis University, site3, EX-ITA, centre ville, Mostaganem (Algeria), 27000; e-mail:

asnami1976@gmail.com; yguena@yahoo.fr
2International Centre for Advanced Mediterranean Agronomic Studies (CIHEAM), Mediterranean Agronomic Institute of Bari, Via Ceglie,

9, Valenzano (Bari) (Italy), 70010; e-mail: djelouah@iamb.it

A large-scale survey of Citrus tristeza virus (CTV) was carried out from 2016 to 2018 in the

Chlef Valley, one of the main citrus growing areas in Algeria. In this study a total of 1680

citrus trees from 93 commercial orchards were sampled. The collected samples were tested by

direct tissue blot immunoassay analysis and by the double antibody sandwich enzyme-linked

immunosorbent assay technique, and 54 trees were identified as being infected with CTV. This

result confirmed that 54 trees were infected by the virus, corresponding to an infection rate of

3.21% throughout the studied area. Five of these local CTV sources were chosen for further

molecular investigations to determine the genotype associated with the CTV isolates now

spreading in the Chlef area. Characterization with multiple molecular markers showed the

presence of the T30 and VT genotypes. This result allowed confirmation of the presence of a

virulent strain belonging to the VT genotype. The other CTV isolates were similar to those

from the Mitidja region, which showed 99% nucleotide identity with the Spanish mild CTV

isolate. This early finding of a strain belonging to the VT genotype is an issue for Algerian

citrus producers and needs rapid actions to be taken by the National phytosanitary services,

extending the surveillance to other citrus production regions and uprooting the infected trees.

Introduction

Citrus orchards in Algeria cover an area of approximately

66 000 ha and are located mainly along the coastal zones

(MADRP, 2016). Unfortunately, citriculture has been seri-

ously damaged by outbreaks of Citrus tristeza virus (CTV)

in the Mitidja region, the main citrus cultivation area in

Algeria (Fig. 1), reaching an infection rate of 17.6% (Larbi

et al., 2015).

CTV, the causal agent of the most important viral dis-

eases of citrus, belongs to the genus Closterovirus in the

plant virus family Closteroviridae (Karasev et al., 1995). It

has a positive-sense, single-stranded RNA genome of about

19.3 kb and contains 12 open reading frame (Moreno et al.,

2008). CTV is transmissible by grafting and aphids and

occurs as diverse strains that range from asymptomatic to

severely virulent. CTV can also cause extreme stem pitting

in sweet orange and grapefruit regardless of the rootstock

(Yokomi et al., 2018).

Materials and methods

Following the observation of quick decline symptoms asso-

ciated with CTV infection in several citrus trees located in

the Chlef Valley (Ali Arous et al., 2017), the second most

important area of citrus cultivation in Algeria, (MADRP,

2016) (Fig. 1), a first survey to assess the status of this

epidemic disease was carried out. The survey was per-

formed every year during the blossom period from March

to May in 2016, 2017 and 2018, on a total of 1680 citrus

trees belonging to 93 commercial orchards. The area sam-

pled was representative of the main citrus growing areas of

the Chlef Valley (Fig. 2). The survey was performed in

accordance with the hierarchical method of Gottwald &

Hughes (2000) (Fig. 3) or randomly on the diagonals of the

fields. The collected samples (new shoots, leaf petioles and

pedicels of flowers) were printed (fresh section prepared)

onto a nitrocellulose membrane and processed by direct tis-

sue blot immunoassay (DTBIA) analysis (Garnsey et al.,

1993; Djelouah & D’Onghia, 2001), using PlantPrint

Diagn�ostics SL© kit (IVIA, Valencia, ES) and the double

antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay

(DAS-ELISA) technique (Bar-Joseph et al., 1989; Cambra

et al., 2000), using monoclonal antibodies (Domaines

Agricoles, UCP, MA).

Results and discussion

Fifty-four trees were found to be infected with CTV,

which corresponds to an infection rate of 3.21%. Several

trees were showing clear symptoms of tristeza disease,

particularly in a private orchard in the Abiodh Medjadja

locality where severe forms of leaf chlorosis and yellow-

ing were recorded on four young trees of mandarin, Citrus
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reticulata (Blanco), grafted on Citrus macrophylla (Wes-

ter) produced by a nursery located in the Mitidja region.

It is important to highlight that the trees infected with

CTV manifested severe vein corking symptoms before

declining. Moreover, heavy stunting and chlorosis were

observed on 12-year-old sweet orange trees, Citrus

sinensis (L. Osbeck), grafted on C. macrophylla rootstock,

at the Abiodh Medjadja and Oued Sly localities. The plant

material in both orchards was imported from Spain in

2006 (Fig. 4).

Based on defined parameters (origin, symptoms, age, root-

stock and location), five local sources of CTV (SY-1-ALG,

NN-2-ALG, PC-3-ALG, WN-4-ALG and PL-6-ALG), were

inoculated and maintained in the screenhouse for further

molecular investigations. The purpose of the study was to

determine the genotype associated with the CTV isolates in

the Chlef area. Total RNAs were extracted from leaves using

the RNeasy� Plant MiniKit (Qiagen, DE). First-strand cDNA

was synthesized from 2 lg of total RNA using M-MLV Rev-

erse Transcriptase (Promega, Madison, WI, USA). PCR was

Fig. 1 Geographical location of the study area (Chlef Valley). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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carried out following the protocol described by Hilf & Garn-

sey (2000), using a GoTaq� Hot Start Polymerase kit (Pro-

mega) according to the manufacturer’s protocol. The primer

pairs used were targeting the universal coat protein gene

(T36CP25) and four specific multiple molecular markers

(MMMs), T30POL, T36POL, VTPOL and T3K17, associ-

ated, respectively, with the standard isolates T30, T36, VT

and T3 (Hilf et al., 2005). Amplification was observed with

the five selected isolates when the broad-spectrum T36CP

primers were used, confirming the results obtained by DTBIA

and DAS-ELISA. The characterization with MMMs showed

the presence of the T30 and VT genotypes. Two isolates,

WN-5-ALG from a 15-year-old sweet orange tree grafted on

sour orange rootstock and PL-6-ALG from a 50-year-old

sweet orange C. sinensis (L) grafted on a sour orange root-

stock Citrus aurantium (L), reacted only with T30POL, indi-

cating the presence of the mild T30 genotype. The VT

genotype was retrieved from sample NN-2-ALG, from an

imported sweet orange tree grafted on C. macrophylla

(Wester) and sample SY-1-ALG collected from a young man-

darin tree, C. reticulata (Blanco), grafted on C. macrophylla

and produced by a local nursery. Both reacted only with the

VTPOL primer, which is a specific marker of the VT strain.

PC-3-ALG was designated a mixed infection of T30 and VT

genotypes, since this isolate yielded both VTPOL and

T30POL markers.

Following the outcome of the MMMs analysis, the PCR

products of three sources (SY-1-ALG, PC-3-ALG and PL-

6-ALG) were cloned into a pUC18 vector plasmid (Agilent

Technologies), and then four clones of each amplicon were

sequenced. One of each clone was deposited in NCBI Gen-

Bank with accession numbers MK049162–MK049164.

Based on the CP gene sequence, CTV isolates PL-6-ALG

and PC-3-ALG shared 99.1% nucleotide identity with the

moderate T30 strains (Table 1); however, SY-1-ALG was

clustered with the group of virulent VT strains (Fig. 5).

This work allowed confirmation of the presence of viru-

lent strain belonging to the VT genotype represented by the

local isolate SY-1-ALG isolated in a private orchard

located in the study area. The other CTV isolates were, as

expected, similar to those isolated from the Mitidja region,

which show 99% nucleotide identity with the Spanish mild

CTV isolate T385 (Larbi et al., 2015).

Conclusions

This is the first report of a VT-like CTV isolate infecting

citrus in Algeria. Virulent strains induce rapid decline,

stunting and/or seedling yellowing and extreme stem pitting

in sweet orange and grapefruit regardless of rootstock

(Yokomi et al., 2018). This early finding is of utmost

importance as it allows infected trees to be eradicated

before natural spread to adjacent fields by aphid vectors

can occur; for this purpose, rapid action needs to be taken

by the national phytosanitary services, extending the inves-

tigations to other regions and eradicating the infected trees.

Fig. 2 Distribution of CTV in the study area. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Fig. 3 The hierarchical sampling scheme according to Gottwald &

Hughes (2000). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Fig. 4 Field symptoms of CTV on infected trees. (A1), (A2), (A3) Chronological evolution of decline of a young plant infected by isolate SY-1-

ALG. (B) Stunting of a tree infected by isolate NN-2-ALG. (C), Stunting and chlorosis of trees infected by isolate SY-1-ALG. (D) Syndrome of

severe vein corking of leaves of a young tree harbouring isolate SY-1-ALG. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Fig. 5 Phylogenetic tree generated by the

neighbour-joining method from the alignment

of the nucleotide sequences of the CPg25

marker of the selected local isolates PL-6-

ALG, PC-3-ALG and SY-1-ALG with other

strain references available in the NCBI

database. Evolutionary analysis was

conducted in MEGA7.
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Premi�ere d�etection d’une souche virulente de
Citrus tristeza virus (Closteroviridae) dans un
verger d’agrumes de la vall�ee de Chelif (Alg�erie)

Une �etude �a grande �echelle portant sur le virus de la

tristeza des agrumes (CTV) a �et�e r�ealis�ee entre 2016 et

2018, dans la vall�ee de Chelif, l’une des principales zones

de production d’agrumes en Alg�erie. Cette �etude a permis

la r�ealisation de pr�el�evements sur un total de 1682 arbres

d’agrumes issus de 93 vergers commerciaux. Les

�echantillons r�ecolt�es ont �et�e analys�es par test

d’immunofluorescence directe (ou m�ethode DTBIA : Direct

Tissue Blot Immuno Assay) et par DAS-ELISA (Double

Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immuno Sorbent

Assay). Les r�esultats ont confirm�e la pr�esence du virus dans

54 arbres ce qui repr�esente un taux d’infection de 3,21%

dans la r�egion �etudi�ee. Cinq de ces sources locales de CTV

ont fait l’objet de tests mol�eculaires compl�ementaires pour

d�eterminer l’identit�e des g�enotypes associ�es aux isolats de

CTV qui se propagent d�esormais dans la r�egion. La

caract�erisation r�ealis�ee �a l’aide de diff�erents marqueurs

mol�eculaires a permis d’identifier les g�enotypes T30 et VT,

le genotype VT �etant connu comme correspondant �a des

souches virulente du CTV. Les autres isolats de CTV sont

apparent�es �a ceux pr�ec�edemment d�etect�es dans la plaine de

la Mitidja, montrant 99% de similarit�e nucl�eotidique avec

un isolat mod�er�e du CTV pr�esent en Espagne. Ce nouveau

signalement d’une souche appartenant au genotype VT est

un sujet d’inqui�etude pour les agrumiculteurs alg�eriens et

n�ecessite la mise en œuvre rapides de mesures par les

services phytosanitaires afin d’�elargir la surveillance aux

autres zones de productions d’agrumes et d’�eliminer les

arbres trouv�es infect�es.

Пepвoe oбнapyжeниe виpyлeнтнoгo штaммa
виpyca Citrus tristeza (Closteroviridae) в
цитpycoвoм caдy в дoлинe Xлeф (Aлжиp)

C 2016 пo 2018 гoд в дoлинe Xлeфa, oднoй из ocнoвныx
зoн выpaщивaния цитpycoвыx в Aлжиpe, былo
пpoвeдeнo шиpoкoмacштaбнoe oбcлeдoвaниe нa нaличиe
виpyca цитpycoвoй тpиcтeзы (BTЦ). Для этoгo
иccлeдoвaния былo вceгo oтoбpaнo 1680 цитpycoвыx
дepeвьeв из 93 кoммepчecкиx плoдoвыx caдoв.
Oтoбpaнныe oбpaзцы были пpoтecтиpoвaны мeтoдoм
aнaлизa DTBIA и мeтoдoм DAS-ELISA и были
выявлeны 54 дepeвa зapaжённыx BTЦ. Этoт peзyльтaт
пoдтвepдил, чтo 54 дepeвa были зapaжeны виycoм,
cooтвeтcтвeннo ypoвeнь инфициpoвaния 3,21% пo
иccлeдyeмым зoнaм. Пять из этиx иcтoчникoв BTЦ
были выбpaны для дaльнeйшиx мoлeкyляpныx
иccлeдoвaний c цeлью oпpeдeлeния гeнoтипa,
cвязaннoгo c изoлятaми BTЦ, pacпpocтpaняющимиcя в
нacтoящee вpeмя в зoнe Xлeфa. Oпиcaниe c

мнoжecтвeнными мoлeкyляpными мapкepaми пoкaзaлo
нaличиe гeнoтипoв T30 и VT. Этoт peзyльтaт пoзвoлил

пoдтвepдить нaличиe виpyлeнтнoгo штaммa,
пpинaдлeжaщeгo гeнoтипy VT. Дpyгиe изoляты BTЦ
были aнaлoгичны изoлятaм из peгиoнa Mитиджa,
кoтopый пoкaзaл 99% идeнтичнocти нyклeoтидoв c

иcпaнcким изoлятoм BTЦ. Taкoe paннee oбнapyжeниe
штaммa, пpинaдлeжaщeгo гeнoтипy VT, являeтcя
cepьeзнoй пpoблeмoй для пpoизвoдитeлeй цитpycoвыx
Aлжиpa. Oнo тpeбyeт быcтpыx дeйcтвий co cтopoны
нaциoнaльныx фитocaнитapныx cлyжб, pacпpocтpaнeния
иccлeдoвaний нa дpyгиe peгиoны и ликвидaции
зapaжённыx дepeвьeв.
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Abstract 

Aphid species identification based on host plant and morphological traits is difficult for 
immature aphids, sometimes even for adult aphids and in other cases for biotypes that have no 
or very small differences in morphological characters. However, precise identification of 
aphids is necessary in agriculture because of differences between species and biotypes in virus 
transmission efficiency or insecticides susceptibility. Fortunately, since the development of 
molecular techniques, mitochondrial DNA sequences were used for species discrimination 
and even for intraspecific differentiation between populations. In this study we performed the 
cytochrome c oxidase subunit I (COI) mitochondrial barcode region on 17 Aphis gossypii and 
13 Aphis spiraecola populations collected from citrus, hibiscus, zucchini, potato and pepper in 
addition to 03 samples of Pterochloroides persicae collected from peach tree. Sequence 
analysis of the partial mtCOI gene of 709 bp fragment for the three studied species showed 
the utility of mtCOI as species-distinguishing molecular marker that can be used as reliable 
species identification of aphid species. In contrast, intraspecific discrimination was not 
evidenced. The two species of Aphidinae subfamily were identified in a neighbor-joining tree. 
Mean intraspecific sequence divergence in Aphidinae subfamily was of 6.4%, ranging from 
5.8% to 7%. However, the mean interspecific variation between subfamilies (Aphidinae and 
Lachnidae) was higher than 10% with a range of 9.4% to 10.6%. Intraspecific variations of A. 
gossypii and A. spiraecola populations were insignificant with a very low clonal diversity 
level that varied from 00% to 0.3% and from 00% to 0.9% respectively. This molecular test 
evidenced that the mtCOI partial gene is a powerful marker to solve the taxonomic 
ambiguities that the morphological identification cannot decipher. 
 
Key words: Aphids, Identification, mtCOI, Reliability, Molecular. 
 

Introduction 
The genus Aphis is the most species rich genus among Aphididae, with approximately 560 
species known in the world (Favret, 2005). Compared to other genera, the species in the genus 
Aphis have remarkable diversity in their host plant utilization (Heie, 1986; Von Dohlen and 
Teulon, 2003) and display various types of lifecycles; monoecy on woody or herbal plants and 
heteroecy (Kim et al., 2010). However, due to their rapid radiation, most of the congeneric 
species are often cryptic in their morphology (Kim et al., 2010). Before molecular tools 
development for study evolutionary relationships studies, there was little data on the 
phylogeny of Aphis species because of their similar morphologies. Phylogeny within the 
Aphidini tribe has been partially based on changes in host plant utilization during the 
evolution of aphids (Komazaki et al., 2010). Morphology and host plant association are 
significant sources of aphid classification. Heie (1986) asserted that, identification using the 
morphological characters and host-plant affiliation are more reliable than those based on 
morphological data alone. However, identification could be restricted by substantial 
intraspecific variation (Margaritopoulos et al., 2000). There are many reports of using 
mitochondrial DNA to study aphid phylogeny (Stern, 1995, Turcinavicien et al., 2006, von 
Dohlen et al., 2006) for species discrimination (Raboudi et al., 2005, Valenzuela et al., 2007) 
and even for intraspecific differentiation between aphid populations (Boulding, 1998, Anstead 
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et al., 2002). As a result, they are widely used to solve the taxonomic ambiguities of insect 
pests. In the light of this, we have decided that it will be very useful to carry out molecular 
identification work on two economically important aphid species in the study area, Aphis 
gossypii and A. spiraecola populations collected on different crops in the Chlef Valley. This 
study will verify the effectiveness of the partial mitochondrial mtCOI gene as species 
identification marker and its ability to detect possible intraspecific variations existing within 
populations of the same species. 
 

Material and methods 
Molecular characterization of aphid’s populations 
In order to assess the reliability of the Mitochondrial Cytochrome Oxidase I (mtCOI) partial 
gene fragment to identify interspecific and intraspecific variation within the Aphidinae 
subfamily. A genetic approach was performed on Five (5) A. gossypii populations (AgCITR, 
AgHIBI, AgCOUR, AgPOMM and AgPOIV) sampled from citrus (Citrus sinensis (Osbeck, 1765): 
Rutaceae), hibiscus (Hibiscus syriacus (L, 1661): Malvaceae), zucchini (Cucurbita pepo (L, 
1753): Cucurbitaceae), potato (Solanum tuberosum (L, 1753): Solanaceae) and pepper 
(Capsicum annuun (L, 1753): Solanaceae) respectively, and five (5) populations of the green 
citrus aphid A. spiraecola  collected from the same plant hosts, characterized respectively by 
AsCITR, AsCOUR, AsPOMM, AsHIBI and AsPOIV. One (1) population of the giant black bark aphid 
Pterochloroides persicae (Pp) (Hemipetra: Lachninae) sampled from peach trees (Prunus 
persica L. Batsch) was added as out of group to assess genetic variation degree between 
subfamilies. All aphid samples were stored in 70% ethanol at -20°C. Selected available 
mtCOI sequences were retrieved from NCBI GenBank and used in this study for intraspecific 
and interspecific variation of the three studied species. 
 
DNA Extraction and PCR 
Aphids stored in 70% ethanol were rinsed twice with RNase and Protease free molecular 
biology water and then with 100 µl of dellaporta extraction buffer. Five adult apterous aphids 
were randomly selected from each sample. Total nucleic acids were extracted using the 
protocol described by Dellaporta et al (1983).  The Mitochondrial Cytochrome Oxidase I 
(mtCOI) partial gene fragment (709pb) was amplified using universal barcode primers 
(LCO1490F) 5̀GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG3̀ and (HCO2198) 5̀TAA ACT 
TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA3̀ (Folmer et al, 1994; Zhang and Hewitt, 1997; 
Cocuzza et al, 2008; Komazaki et al, 2010; Sharma and Koabayashi, 2013; Zhang et al, 2014, 
Lee et al, 2015 and Lokeshwari et al, 2015). Synthesized at Integrated DNA technologies 
IDT, Coraville, Iowa, USA. PCR was performed in a thermocycler (BIORAD C1000©) with 
the following cycling parameters: five cycle of 94°c for 40s, 45°c for 40s, 72°c for 60s, 
followed by 35 cycles of 94°c for 40s, 51°c for40s, 72°c for 60s and 72°c for 10mn as final 
extension. PCR was performed was performed in a 25 µl total reaction volume containing 0.5 
µl of each primer, 2.5 of PCR buffer, 0.5 µl of dNTPs, 0.25 µl taq DNA polymerase (Roche 
diagnostics international LTD). The amplified products were resolved in 1% agarose gel, 
stained with ethidium bromide (0.6µl/ml). PCR products were submitted to further mtCOI 
sequencing. Homology tests were carried out using BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), compared with published sequences available in the 
NCBI, and matched with corresponding region of mitochondrial COI. All the sequences 
generated in the present study and retrieved sequences corresponding to COI, were aligned 
with the multiple sequence alignment software CLUSTAL OMEGA at nucleotide level. 
Phylogenetic tree was generated using neighbor-joining method (NJ) (Saitou et Nei, 1987). 
The evolutionary distances were computed using the Maximum Composite Likelihood 
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method (Tamura et al., 2004). Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (Kumar et 
al., 2016) .   
 

Results and Discussion 
In total, 33 aphids’ population were included for COI data set, among them 17 Aphis gossypii 
samples of AgCITR, AgHIBI, AgCOUR, AgPOMM and AgPOIV, 13 Aphis spiraecola samples 
characterized by AsCITR, AsCOUR, AsPOMM, AsHIBI and AsPOIV and three (3) Pterochloroides 
persicae samples found on peach trees.  Sequencing of the partial mtCOI gene yielded a 709 
bp fragment for A. gossypii, A. spiraecola and P persicae (Fig 1). Comparison of the replicate 
sequences for the 33 samples showed no mismatch, indicating no sequencing errors. No 
pseudo-genes were amplified in any of the sequences subjected to analysis, as indicated by the 
absence of stop codons. A BLAST search for the sequences showed highest hits for the 
respective species. The sequences obtained were deposited in NCBI-GenBank with accession 
numbers MH632726 to MH632734. 
 

 
 
Figure 1. Polymerase chain reaction products (709pb) were amplified using universal primers set: LCO1490F- 
HCO2198. PCR products were separated in a 1% agarose gel and stained with ethidium bromide. 
 
The partial sequence of the mtCOI (709bp) of A. gossypii, A. spiraecola and P. persicae 
generated in this study were compared between them. The results of our molecular analysis 
based on the mtCOI region revealed that in term of species identification the use of mtCOI 
gene enabled rapid and effective identification between the three species. The two species of 
Aphidinae subfamily (A. gossypii and A. spiraecola) were identified in a neighbor-joining 
tree. Their mean interspecific sequences divergence was 6.4% with a range of 5.8% to 7%. 
Mean nucleotide sequence variations between subfamilies (Aphidinae and Lachnidae) was 
significantly high (10%) with a range of 9.4% to 10.6%. The phylogenetic tree was made to 
compare the studied aphids’ population shown in Fig 2 demonstrated that the aphid samples 
used in this study were divided in three distinct and robust clades.  A. gossypii populations 
were clustered together with mtCOI partial gene marker of several A. gossypii worldwide 
populations. In the same way A. spiraecola samples collected from hibiscus, citrus, zucchini, 
pepper and potato were grouped in a single cluster with A. spiraecola species from several 
parts of the world. A third cluster grouped sequences of the studied Pterochloroides persicae 
with other populations collected overseas.  
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Figure 2. Neighbor-Joining phylogenetic tree depicting evolutionary relationships among various populations 
of A gossypii,  A spiraecola  and P persicae collected at Chlef valley based on analysis of a 709 bp mitochondrial 
cytochrome c oxidase subunit I – COI DNA fragment.. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 
 
Comparison of the mtCOI sequences from 17 populations of A. gossypii collected from five 
different host plants showed that there were a little nucleotide variation among them, 
confirming a relatively recent divergence as reported by various researchers (Lee et al., 2015; 
Lokeshwari et al., 2015; Chen et al., 2013; Komazaki et al., 2010, Carletto et al., 2009). 
Sequence identity matrix of mtCOI sequences of A. gossypii and A. spiraecola populations 
showed a very few nucleotide divergence between the studied population (data not shown).  
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However intraspecific variations within species was very low, A gossypii and A. spiraecola 
populations showed only 00% to 0.3% and 00% to 0.9% of nucleotide variation respectively. 
We suggest that intraspecific identification requires other molecular tools, either nuclear or 
mitochondrial markers in addition to biological assays such as host transfer experiments. 
 

Conclusion  
In the present study, we have shown the utility of the mitochondrial cytochrome oxidase 
mtCOI gene as a molecular marker distinguishing different species of aphids. This is the first 
time in Algeria that this molecular technique has been used for aphid species identification. 

Although this molecular tool has demonstrated a high reliability for interspecific aphid’s 

identification, it couldn’t decipher intraspecific variations between different populations of A. 
gossypii and A. spiraecola collected from various host plant. We considered the work as 
pioneer trial of molecular identification of aphid species. It will help to solve taxonomic 
ambiguity of Aphis genus populations present on crops of the valley leading in one hand to 
precise determination and thus adequate sustainable management strategy, and in the other 
hand allows prompt and reliable identification of alien aphis species that can be of great 
economic importance. 
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Abstract 

 
Field observation in citrus orchards in Chlef valley showed many cases of decline and other 
typical symptoms of tristeza disease mostly in plants grafted on sour orange which is the 
dominant rootstock in the valley. A survey of citrus tristeza virus (CTV) was carried out 
during the spring of 2016 to evaluate its current situation and to identify the potential aphid’s 

vectors. Total of 1680 samples collected from 93 orchards located in 21 communes were 
tested by DTBIA/DAS-ELISA. The analyses have confirmed the presence of CTV in 54 
samples through the study area on citrus trees of different species, varieties, ages and origins, 
whereas the inventory of citrus aphids species carried out during the same period highlighted 
the presence of two important CTV vectors which are Aphis gossypii (Glover) and A 
spiraecola (Patch). However, there was no evidence of the presence of the major vector 
Toxoptera citricidus (Kirkaldy). 
 
Keywords: Citrus, CTV, Aphids, vector, Chlef valley. 

 
Introduction 

 
For several decades, citriculture has been considered as the most important fruit crop sector in 
Algeria and part of its traditional agriculture. Before the French colonization (1830), more 
than 22 000 citrus trees, mainly orange trees, were already grown in the Mitidja area (near 
Algiers). Currently, citrus orchards cover an area of 45,040 ha, or 0.6% of the agricultural 
land, and 11% of lands reserved to fruit trees crops , 90% of this crop is located along the 
coastal zones in 13 different regions, four of them represent 55% of the total area (Bilda, 
Chlef, Mascara and Relizane). Chlef valley is the second most important in Algeria, and 
citriculture is covering about 6000 hectares, however the crop is facing to serious issues, 
among them salinity and drought. To face these two obstacles, growers use the sour orange 
rootstock (Citrus aurantium), which is very adequate for such soil (salty and alkaline) and  
dry weather, furthermore the sour orange is tolerant to gummosis which was the major disease 
of citrus in the past, whereas the emergence of new diseases as Tristeza in the valley since 
2010 (Ali Arous et al, 2016), which induced several  cases of decline on sweet orange grafted 
on sour orange, had oblige the citrus industry in the valley to start thinking to an alternative 
rootstock which is adequate both to the new biotic and abiotic conditions. The current study 
contribute to understand better the current  status of this epidemic disease and its 
epidemiology by monitoring CTV and its vectors in the main citrus growing areas of the 
valley. The work may help authorities to set up strategy to protect citrus industry from the 
serious threat of Tristeza citrus disease. 
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Material and methods 
 

II.1. Citrus aphids monitoring 
 
Thirteen (13) citrus orchards situated in eight different locations in Chlef valley were chosen 
to carry out the sampling from March to May 2016. On each of the ten trees per orchard ten 
shoots were weekly observed (100 shoot per orchard) choosing them randomly at different 
height and orientation and collecting ten young shoots per tree. Collected shoots have been 
put in polyethylene bags and examined in the laboratory where infestation rate and aphid’s 

identification were performed by using the universal dichotomy identification key Blackman 
R.L. and Eastop V.F. (2000).  
Since valuable documents for studying ecological characteristics of the aphids can be 
obtained by taking photographs from aphid colonies and their closest environment, a lot of 
photos were made in the studied citrus orchards. 
 
II.2. CTV survey  
 
In order to investigate the presence and the incidence of CTV in the Chlef valley citrus groves 
a second survey was carried out during the blossom period in March and April 2016.  
A total of 93 groves, representative of the main citrus growing areas in Chlef valley were 
chosen for monitoring.  About 25% of the trees were sampled from each selected grove 
according to the hierarchic method of Gottwald and Hughes (2000) or randomly on the 
diagonals of the fields. Most of the visited groves were homogenous in terms of age, 
rootstocks, density and variety. Age of surveyed trees ranged between 1 to over 40 years.  
Each sample was made by 10-15 closed flowers, leaves and petioles taken from each site of 
the canopy of the selected trees. Samples were put in plastic bags, labeled and stored in a 
refrigerator box containing ice pads. Fresh flowers were printed on the CTV membranes in 
the laboratory. A total of 1680 samples were collected. 
All collected samples were analyzed by DTBIA for the detection of CTV using stems and leaf 
petioles (Bar Joseph et al., 1979; Cambra et al., 2000). Positive samples have been confirmed 
by DAS-ELISA tests. 
 

Results and discussion 
 

III.1. Results of Citrus Tristeza Virus (CTV) survey  
 
As shown in table 1, a total of 54 infected trees of different categories were detected by 
DTBIA test, which represent around 3.21% as infection rate, in term of citrus surface, 8.07% 
of the total area prospected were contaminated, whereas the survey has revealed that 16% of 
citrus groves are infected by CTV (Tab 1). 
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Table 1. Results of the CTV survey in the study area 
 

 Total (N) infected % of infection 
Orchard  93 15 16 % 
Surface (ha) 660 53.3  8.07 % 
Trees  1680 54 3.21 % 
    

 

III.2. Study of some epidemiological parameters of Tristeza disease. 
 
III.2.1. Citrus species 

Majority of CTV infected trees were sweet oranges (41trees) out of 1296 trees tested; sweet 
orange was the widest group on this study, because it  is the most important cultivated group 
in Chlef valley (DSA, 2016). The second important group is mandarin with 13 infected trees 
out of 336 tested trees, whereas no grapefruit or lemon positive cases have been recorded. 
According to the survey, most positive cases were detected on sweet orange species. 
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Figure. 1. Infected trees by species 

 
Even though 13 only mandarin were contaminated by Tristeza virus, the infection rate 
(3.86%) was higher than in sweet oranges (3.16%); the survey highlighted that the occurrence 
of  citrus tristeza virus was significant, with about 24% of mandarin orchards and 14.5% of 
sweet orange groves CTV infected (Fig 1).  According to Kitajima et al (1974) et Muller et al 
(1974), Citrus sinensis (L), Citrus reticulata (Blanco) et Citrus paradisi (Macf) are the 
principal host of CTV. 
 
III.2.2. Age of orchards 
 
The survey shown that CTV were present in all categories of citrus orchards regardless their 
age, unless the youngest plantations of less than 7 years. Prospection allowed the assessment 
of CTV status in function of age of trees, the lowest infection rate (1.7%) was recorded in the 
oldest trees (more than 40 years old), which were planted during the French colonial period, 
followed by the groves aged between 18 and 39 years old (3.7%). However, the highest 
infection rate was found in the tree of 8 to 17 years old, whereas no positive case was 
recorded in trees aged less than 7 years. In 2011 the first CTV infection case in Chlef valley 
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was detected, the tree was 6 years old, another case has been detected a year after, the tree 
was 62 years old ( Ali arous et al, 2016) 
 
According to Rebours (1950), till the second world war, Algerian citrus industry was one of 
the most important in the Mediterranean basin, at that time bud-woods groves already exist, 
they were under rigorous varietal assessment and pests investigation. Thus it is difficult to 
know the origin of CTV infection found in old orchards, we think that natural dissemination 
by aphids and illegal grafting were probably associated to this situation, the first quick decline 
were detected since 1948, CTV has been mentioned associated to these cases. Infected vegetal 
material imported from overseas into Mediterranean countries including Algeria is the cause 
if these first contaminations (Bové, 1966). 
 
III.2.3. Origin of plant materials  
 
The study has focused on the origin of plantation, Analysis shown that the incidence rate  of 
the disease in orchard planted with plant material brought from Mitidja region were the 
highest, we recorded 11 contaminated orchard out of 48 tested; whereas , from two orchard 
created with plant material imported from Spain, one was infected (Tab 2) 
 

Table 2. Situation of CTV/origin of plants 
 

Origin/Plants orchard (N) Infected orchard % 
Mitidja 48 11 22.9 
Unkown  39 03 7.6 
Spain 02 01 50 
Ain Defla 01 00 00 
Bir safsaf(Chlef) 02 00 00 

 
In old groves with unknown origin, the survey came out 3 contaminated orchards out of 39 
analyzed. We stressed that trees produced locally were completely free of CTV. 
Result of investigation highlights that 36 plants came from different nurseries of Mitidja have 
been diseased plus 7 imported plant from Spain, all plants were 8 to 17years old. This report 
excludes thus the role of aphid vectors; more likely, contamination took place in nurseries, 
since natural dissemination take long time to become significant (Gambra et al, 1988). 
 
III.2.4. Rootstocks  
 
The survey has supported that sour orange rootstock Citrus aurantium (L) is dominant in 
Chlef valley: 85.7% of tested tree were grafted on it, only 12.3% were grafted on citrange  
Poncirus trifoliata (L), furthermore 14.2% of infected groves had trees with combination C. 
sinensis or C. reticulata/C. aurantium (Tab 3).  Sour orange is well adapted to calcareous 
soils, which are widely present in the valley; it is also tolerant to gummosis and drought. but 
very sensible to Tristeza, the most destructive disease of citrus (Lacirignola and D'onghia, 
2009; D'onghia et al, 2009; Roistacher, 1991). 
 
Table 3. Situation of CTV/ rootstocks 
 

rootstocks orchards 
(N) 

Infected 
orchards 

Tested 
trees 

Infected 
trees 

% infection 
(trees) 

sourorange 84 12 1440 44 3 
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citrange 07 03 208 10 4.8 
volkameriana 02 00 32 00 00 

 
Even though the resistance of citrange and volkameriana Citrus volkamerana (Ten and Pasq) 
rootstocks to decline due to CTV, their use must consider other crucial biotic and abiotic 
parameters like (salinity, freeze, gummosis…), to ensure the future of citrus industry in any 
region (Yokomi, 2009). 
 
IV. CTV Aphid vectors monitoring in the study area 
 
A survey of frequency, abundance and infestation rate of aphid vectors population was done 
from March to May 2016 in 13 orchards located in 8 different areas. 
Dichotomy identification of aphid populations encountered during the monitoring has 
revealed only two species among about fourteen related to citrus (Blackman et Eastop, 2000;  
Remaudière, 1996). Both species belong to the genus of Aphis, Aphis gossypii (Glover 1877), 
Aphis spiraecola (Patch 1934) (Homoptera: Aphidoidea) (Remaudière, 1996). 
 

 
Figure 2.  Repartition of A gossypii and A spiraecola in the study area. 

 
A spiraecola was the dominant species during the survey, the green citrus aphid is strongly 
related to rutaceae family (Blackman and Eastop, 2000) it is the dominant species in many 
Mediterranean countries (Abou Kubaa et al, 2009; Baloglu and Birisik, 2009 and Delkhosh 
and Tousi, 2009), whereas Aphis gossypii (Glover) was less frequent  than A spiraecola (Fig 
2), the average of  infestation  rate  was 2.8%, its occurrence frequency  was  around (23.8%), 
the infestation rate of the melon aphid during a survey carried out in 2010 in the valley 
recorded around 43% (Ali Arous et al, 2016). However, there was no evidence of the 
presence of the major vector Toxoptera citricidus (Kirkaldy). 

Conclusion 
 

The survey has shown the rapid dissemination of tristeza virus through citrus groves of Chlef 
valley, its status is changing constantly.  Investigation has revealed very important technical 
information and confirmed the role of nurseries and informal propagation materiel movement 
in the high incidence of the virus. Natural dissemination by aphids in the spread of the disease 
is not clearly established for which more studies are required. Management policy and 
strategies for disease control and quarantine should be taken in order to limit the spread of the 
disease through citrus orchards of the region. 
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