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Abstract

Following the observation of quick decline symptoms associated to h 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 mtCOIl 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, mtCO
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Résumé

Suite a I’observation de symptomes de dépérissement rapide sur arbres d’agrumes, associés a la
maladie de la Tristeza, dans la vallée de Chlef, I’'une des principales zones de production
d’agrumes en Algérie. Une étude a grande échelle portant sur le virus de la Tristeza des agrumes
(CTV) a éte effectuée entre 2016 et 2018, Cette étude a été réalisée durant le printemps sur trois
années consécutives (2016 -2018) et elle a permis la réalisation de prélévements sur un total de
1680 arbres d’agrumes issus de 93 vergers commerciaux. Les échantillons récoltés 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 région étudi¢e. Certains de ces sources locales de CTV ont fait I’objet de tests
moléculaires complémentaires pour déterminer 1’identité des génotypes associés aux isolats de
CTV qui se propagent désormais dans la région. La caractérisation réalisée a 1’aide de différents
marqueurs moléculaires a permis d’identifier les génotypes T30 et VT, le génotype VT considéré
comme souche virulente du CTV. Les autres isolats de CTV ont été apparentés a ceux
précédemment détectés dans la plaine de la Mitidja, montrant 99% de similarité nucléotidique avec
un isolat modeéré du CTV présent en Espagne. La surveillance des pucerons vecteurs a permis de
confirmer la présence de deux espéces, Aphis gossypii (Glover) et Aphis spiraecola (Patch), alors
que la présence de Toxoptera citricidus (Kirkaldy) n’a pas été mis en évidence. Cependant, nous
avons montré 1’utilité du gene mtCOI en tant que marqueur moléculaire distinguant différentes
espéces de pucerons au stade juvénile. L’essai de transmission d’isolats de CTV identifiés dans
la zone d’étude par les pucerons locaux dans des conditions controlées a montré que seul 1’isolat
modéré est transmissible par les deux especes vectrices A. spiraecola et A. gossypii avec un taux
de 8 et 11% respectivement. Par contre les deux especes de pucerons n’ont pas pu véhiculer les
souches virulentes. En outre L’alignement multiple des séquences nucléotidiques du géne CP25 et
les résultats des analyses M.M.Ms des sous-isolats dérivés des pucerons vecteurs n’a pas montré
d’altérations génomiques comparativement a ceux des isolats parentaux. La situation de la maladie
de la Tristeza qui semble étre épidémique et le nouveau signalement d’une souche virulente
appartenant au génotype VT dans la vallée de Chlef constitue un sujet d’inquiétude pour les
agrumiculteurs Algériens et nécessite la mise en ceuvre d’un plan d’action par les services
phytosanitaires basé sur la surveillance continue des souches virulentes du virus, ses pucerons

vecteurs et I’éradication des foyers primaires afin d’éviter la propagation vers les zones indemnes.

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

1 Introduction

Les agrumes qui sont originaires des pays du sud-est asiatique, sont connus depuis plus de 4000
ans (Mukhopadhyay, 2004). lls représentent la premiere 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 espéces 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 I’agrumiculture est confrontée a de
multiples contraintes d’ordre biotique, comme la gommose due aux espéces du genre Phytophtora
et le virus de la Tristeza (CTV) qui sont actuellement parmi les principales maladies (Roistacher
et Da Graca, 2006) et des contraintes d’ordre abiotique (manque d'eau, salinité et I’alcalinité des
sols...), caractéristiques des régions du Bassin méditerranéen (Snoussi, 2013) qui limitent la

production.

L’introduction de la culture des agrumes en Algeérie est antécédente a 1830 date de la colonisation
francaise ; 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 deés le début du vingtieme siécle et s’est
poursuivie apres la deuxiéme 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

apres 1I’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 a 20% de la production agricole, durant laquelle 4000 tonnes ont été
exportés (FAO, 1996). Actuellement la superficie représente 65.974 has, soit 6% de la superficie
arboriculture occupant 0.7% de la SAU (MADRP, 2018). L’agrumiculture est plus
particulierement adaptée aux régions cotiéres et semi-continentales du pays. Elle est répartie sur
treize wilayate (FAO, 1996 ; Bellabas, 2010) ; la Vallée de Chlef représente a elle seule environ

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

La plaine de Chlef, connue pour sa vocation agrumicole, occupe la deuxiéme place en termes de
superficie avec 12.258 has aprés la Mitidja qui couvre 29.508 has (MADRP, 2018). Cette filiére

est confrontée a plusieurs problémes dont 1I’un des plus importants concerne le virus de la Tristeza
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(CTV). Ce probleme est lié au type de porte-greffes dominant en Algérie qui est le bigaradier
(Citrus aurantium L.). En Algérie ce porte-greffe doit son succés a sa tolérance au calcaire, a
I'alcalinité et la salinité mais surtout a sa réesistance a la gommose due au genre Phytophthora.
C’est la raison pour laquelle les agrumiculteurs algériens continuent de 1’utiliser alors qu’il est trés
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 a travers
une enquéte réalisée entre 2009 et 2012, il ressort que 1’incidence du CTV dans 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) a la suite d’une enquéte
réalisée entre 2009 et 2012, on a estimé que I’incidence de la maladie dans les vergers
commerciaux était de 17.6% ; plus récemment de nombreux cas de déclin ont été observés dans
la méme région (Laala et al., 2019). Dans la zone de Blida a la suite d’une prospection réalisée
entre 2010-2011, 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 symptémes
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 a la Tristeza sont malheureusement incompatibles avec les conditions édaphiques de la
région. C’est pourquoi, On s’attend a une aggravation de la situation, du fait que le virus existe et
que ses vecteurs potentiels (pucerons) sont réguliérement observés en vergers d’agrumes pendant

les différentes poussés de séve de 1’année (Ali Arous et al., 2017).

Dans les conditions naturelles, le CTV est vehiculé 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 sévéres (Lee et Bar-Joseph, 2000 ; Lin et al.,
2002 ; Dawson et al., 2015). Cette espece n’a pas été signalée a ce jour dans le Maghreb, malgré
son signalement au Portugal (llharco et al., 2005) et dans le nord de I’Espagne (Cambra, 2007).

Malheureusement le signalement récent de la présence de la souche sévére du virus, Poncirus
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trifoliata resistance-breaking au Maroc (Afechtal et al., 2018) constitue un risque majeur quand
on sais 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 espéces 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 espéces
dominantes en vergers algériens sont généralement A. spiraecola et A. gossypii. Cette derniere
semble étre 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 espéces d’aphides qui était basée sur les caractéristiqgues morphologiques a
montré ses limites particulierement pour les individus immatures en raison de leur petite taille et
du fait que certaines races ou biotypes n'ont pas ou trés peu de différences morphologiques.
L'identification précise des pucerons est trés utile en agriculture en raison des différences entre les
especes, 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 particulierement
utilisé en agronomie, comme marqueur génétique direct et non ambigu de la généalogie maternelle
et de la structuration géographique au sein d’une espéce (Boursot et Bonhomme, 1986 ; Moritz et
al., 1987 ; Simon et al., 1994 ; Zhang et Hewitt, 1997a ; Lee et al., 2015).

Considérant I’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 I’enquéte vise a déterminer essentiellement I’incidence de la maladie et la nature des
souches prédominantes, 1’identification morphologique et moléculaire des especes de pucerons
locales et 1’évaluation de leur degré d’efficacité a transmettre les différentes souches de virus
existantes dans la région. Le travail peut apporter une aide aux autorités phytosanitaires dans la

mise en ceuvre 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 a 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, I’Inde, la Malaisie et la
Thailande ou ils étaient cultivés il y a au moins 3000 ans (Calabrese, 2002 ; Malcolm, 2006). C’est
Alexandre le grand qui les a implanté en Afrique du Nord et au Moyen-Orient vers la fin du 4eme
siecle avant JC (Malcolm, 2006). Ils ont été également progressivement diffusés dans d’autres
zones, comme les Etats-Unis, le Mexique, le Pérou, le Brésil, le Mozambique et I’ 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 especes des trois genres botaniques : Citrus, Poncirus et Fortunella.
Selon le systéme d’Engler, ils appartennent tous a la famille des Rutacées qui comporte plusieurs
sous-familles dont celle des Aurantioideae qui englobe tous les agrumes (Ortiz, 2002). Celle-ci est
composee de deux tribus : Clauseneae avec cing genres et Citreae avec 28 genres y compris le
genre Citrus et les cing 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 a controverse puisque deux grandes classifications existent. D’une part, Tanaka
(1961) a identifié 156 espéces du fait qu’il considére comme espece de nombreux hybrides intra-
ou interspécifiques qui se multiplient de fagon conforme par semis du fait de la polyembryonie.

D’autre part Swingle et Reece (1967) n’en a distingué que 16 espéces.
Du point de vue agronomique, les agrumes sont groupés comme suit :
- Les limettiers : C. aurantifolia Christm.

- Les bigaradiers : C. aurantium L.

- Les citronniers : C. limon Burm.f.

- Les pamplemoussiers : C. grandis Osbeck

21



Chapitre 2 Données bibliographiques

Les cédratiers : C. medica L.

- Les pomelos : C. paradisi Macf.

- Les mandariniers : C. reticulata Blanco

Les orangers : C. sinensis Osbeck.

L’oranger est I’espéce la plus répandue et la plus cultivée dans le monde pour ses fruits
(FAOSTAT, 2019).

2.3 Importance économique

2.3.1 A I’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 a plus de 8 millions
d’hectares (FAOSTAT, 2019) répartie sur une zone comprise entre le 40° paralléle de latitude
nord et sud qui comprend 140 pays selon la Comité de Liaison de I’Agrumiculture
Meéditerranéenne (CLAM) en 2007 ; elle constitue la principale culture fruitiere dans le monde
avec une production annuelle estimée & 146.4 millions de tonnes soit 25% de la production fruitiére
mondiale (FAOSTAT, 2019) (Fig. 1).

Production mondiale en agrumes (2006-2016)
1,5E8

1,45E8

1,4E8

1,35E8

1,3E8

Production (tonnes)

1,25E8

1,2E8

1,15E8

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

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, Etats-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.
11 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
suivi 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).

<1311
1311;8235

8235 ; 36 450

36 450 ; 93 654
B 93 654 ; 202 200
I 202200 ; 415 203
I 4152031411215
-2

Fig 2. Répartition de la production mondiale des agrumes (tonnes) (FAOSTAT, 2019).

2.3.2 A I'échelle du Bassin méditerranéen

La spécificité de I'espace méditerranéen par caractérisée par trois grands indicateurs : I'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, 1’érosion hydrique,
la salinisation et le relief escarpé (Souissi, 2013). L'agrumiculture méditerranéenne est a l'image
de I'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 & raison

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

A titre indicatif, le Bassin mediterranéen exporte 2,24 millions de tonnes de tangerines,
mandarines et satsumas sur un total des exportations de 3,13 millions de tonnes dans le monde
durant la période 2004-2005 (FAOSTAT, 2019). En 2010 la production d’oranges a été estimée
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a 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-méditerraneens, c'est dire
I'importance de cette zone et du role central des échanges dans les enjeux de I'agrumiculture

méditerranéenne (Ladaniya, 2008).
2.3.3 Importance de I’agrumiculture en Algérie

Les agrumes ont toujours été les fruits les plus populaires en Algérie (FAO, 1996). lIs sont trés
appréciés pour leur valeur nutritionnelle et organoleptique (FAO, 1996). L’introduction de
I’oranger en Algérie est ancienne (Larbi et al., 2009). D’aprés Mutin (1969) la région de Blida
était déja célebre pour ses orangers au moment de I’arrivée des Francais ou le recensement algérien
a dénombreé dés 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 séveres de froid en
1925 ont causé des dégats considérables au niveau des vergers d’agrumes. A partir de 1940, les
orangers ont émergé comme la principale espéce d’agrumes (Alloum et Bencheik El Hocine,
1983). La superficie plantée en agrumes a augmenté rapidement, et depuis 1’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 participaient a 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 I’arboriculture fruitiere (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 a la fin janvier pour céder la place aux variétés tardives qui
alimenteront progressivement le marché jusqu'a mai-juin (Bellabas, 2010). Le total de la
production est consommé a 1’état frais (97%), le reste est destiné a la transformation
principalement en jus d’orange et en produits de confiserie (MADRP, 2018). En Algérie les
rendements varient d’une région a une autre, allant de 10 tonnes a plus de 25 tonnes par hectare
(annexe 11), ces derniers étant nettement inférieure a la moyenne internationale, qui est estimée a
30 tonnes par hectare (Bellabas, 2010 ; Navarro, 2015 ; FAOSTAT, 2019). Cette situation est liee
a plusieurs facteurs de nature différente qui ont entravé 1’évolution de la filiére agrumes (climat,
vieillissement des vergers, arrachage des vieux arbres, mauvaise gestion de la fertilisation et des

problemes 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’¢tend sur trois wilayate (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 et les 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 a 2.276.755 quintaux (Fig.
4), avec un modeste rendement estimé a 205 gx/ha (MADRP, 2018), alors que le rendement moyen
par hectare en Espagne, le plus important producteur d’agrumes en méditerranée est estimé a 300
gx/ha (Navarro, 2015). Derriere 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 probléemes phytosanitaires.

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

L'agrumiculture est une filiére qui est confrontée a 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
2.4.1.1Probléeme du manque d’eau

Pour permettre leur croissance végétative et leur développement, les agrumes ont besoin d’eau en
qualité et en quantité appropriées, a portée de leurs racines et au bon moment. Durant la saison
séche, 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 a 30% de la capacité de production dans les pays du Maghreb
a cause de la baisse prévue de la pluviométrie et une augmentation de I'évapotranspiration
potentielle (ETP) annuelle (FAO, 2008). Les prévisions réalisées sur 30 a 40 ans sont encore
imprécises mais pourraient étre de l'ordre de -10% pour la pluviométrie et +10% pour I'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 a 700 mm/an. Selon
Boutiba (2019), le déficit en ressources hydriques sera 1’enjeu majeur de 1’agrumiculture dans les
prochaines décades (Boutiba, 2019). La distribution de I'eau du réseau public (ONID) est réalisée
a 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 entre autre par des sols calcaires profonds. Les porte-greffes
tolérants a la déficience en fer dans les sols calcaires sont généralement utilisés dans ce cas. Les
porte-greffes d'agrumes varient dans leur tolérance a la chlorose ferrique, a partir des oranges
trifoliées sensibles jusqu'aux especes d'agrumes les plus tolérants comme les orangers amers ou
bigaradiers (Ollitraut et al., 1998). Pour le cas de la Vallée de Chlef, la quasi-totalité des anciens
vergers d’agrumes sont greffés sur bigaradier, alors que depuis une décennie les agrumiculteurs
utilisent de nouveaux portes-greffes tolérants a 1’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 prend des significations nouvelles. Il s'agit de
menace voire de danger a cause d'une pression fonciére croissante sous l'effet de la pression
démographique et a la diversification des usages de la terre (Ali Arous et al., 2013). Le nombre
des exploitations et/ou de la superficie cultivée augmente ; la surface moyenne des exploitations
est faible et les plus petites d'entre elles occupent une part importante de la surface agricole utile.
En Algérie sur un total de 1.023.799 exploitations, 70% ont une superficie comprise entre 0.1-10
ha couvrant 25.4% de la SAU, ce qui représente un réel frein pour l'intensification (Bellabas,
2010). La naissance des litiges et conflits au sein des jeunes exploitations agricoles collectives
(EAC) sont apparues tres vite au lendemain de la mise en ceuvre de la loi n° 87-19 du 8 décembre
1987 représentant une réelle contrainte au développement de la filiére agrumes dans la plaine. Huit
ans apres la mise en ceuvre de la loi 10-03 du 15 Aout 2010 fixant les conditions et modalités
d’exploitation des terres agricoles du domaine privé de 1’Etat qui prévoit la conversion du droit de
jouissance en droit de concession (ONTA, 2010). Cette nouvelle loi est venue en principe résoudre
les problématiques de la précédente loi et apporter du nouveau pour le bien-étre des agriculteurs.
Elle avait comme objectif de relancer la production et I’investissement et améliorer la sécurité
alimentaire du pays. Dans ce contexte, il est important de donner la liberté a chaque
concessionnaire de disposer comme il le souhaite de son droit, pour libérer les initiatives et ouvrir
les possibilités d’investissement et d’accés au credit bancaire, sous réserve de respecter des
prescriptions réglementaires en matiére de lutte contre le morcellement des terres. Par ailleurs
I’insuffisance flagrante de la main-d’ceuvre qualifiée avec vielleissement des agriculteurs et du
rejet des jeunes des métiers manuels et des activités professionnelles agricoles. Par ailleurs, la part

des investissements affectés a I'agriculture, entre autre au sous-secteur agrumicole a diminué et
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reste toujours insuffisant par rapport aux besoins des agriculteurs. De plus, les rigidités
caractérisant le processus d'octroi des crédits bancaires notamment au profit des exploitations du
domaine privé de I’Etat et les codts 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, phénomene d’élévation durable des températures des océans et de
I’atmosphére a 1’échelle mondiale, constitue la principale forme de changement climatique
(Pachauri et Resinger, 2007). L’une des conséquences du réchauffement climatique en matiére
de précipitations dans le monde est ’apparition de régions avec une hausse des précipitations et
de régions avec une baisse des précipitations. 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 particuliérement touchée, ce qui entrainera une baisse des productions
agricoles et une augmentation des importations alimentaires qui passeront de 40% a 60% de la
consommation (Brunel et al., 2013). L’agrumiculture, culture trés exigeante en eau sera parmi les
cultures les plus affectées par cette baisse de précipitation. Dans certains pays, des technologies
moins utilisatrices d’eau comme le goutte & goutte sont mises en place. En Algérie, dés 1’an 2000,
la majorité des vergers agrumicoles crées dans le cadre du plan national de développement agricole
(PNDA) sont irrigués par le procédé (goutte a goutte), mais les anciennes plantations d’agrumes

sont encore irriguées par submersion.

2.4.2 Les contraintes biotiques

Les agrumes de la plaine de Chlef sont encore épargnés par de plusieurs pathogenes importants
tels que Candidatus liberibacter spp, I’agent causal du HLB des agrumes, Phoma tracheiphila qui
cause la maladie du mal secco (dessechement des agrumes), Phyllosticta citricarpa, 1’ascomycéte
exotique, causant la maladie des taches noires des agrumes, ou encore Xyllela fastidiosa subsp :
pauca, la bactérie de la sérieuse maladie : Citrus Variegated Chlorosis (CVC), cependant y sont
confrontés a des sérieux phytopathogénes endémiques. Le virus de la Tristeza est parmi les
pathogeénes les plus importants dans le monde causant des dommages économiques considérables
et susceptible de répandre I’infestation a de nouvelles zones (Brlansky et al., 1988 ; Roistacher et
Da Graca, 2006 ; Yokomi et al., 2018). Des symptdmes tres caractéristiques associés aux
infections par le CTV ont été observés dans de nombreuses zones agrumicoles de la Vallée de
Chlef (Ali Arous et al., 2017).
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2.5 Intérét du porte-greffes

2.5.1 Apport du porte-greffe

Depuis la moitié du XIX®™ siécle, 1utilisation de porte-greffe résistant est devenue systématique
en agrumiculture suite aux dégats provoqués par la gommose due & Phytophthora sp sur les
agrumes cultivés franc de pied. Les porte-greffes offrent plusieurs avantages parmi lesquels :

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

I’identique a la source du bourgeon permettant ainsi des plantations de type uniforme.

2/ L’association greffon/porte-greffe 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 a la salinité, résistance aux maladies et nématodes...) (Khan

et Kender, 2007).
Les porte-greffes doivent :

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

d’¢élargir I’aire de culture d’une espéce fruitiére hors de sa zone de prédilection (Snoussi, 2013)

2/ Apporter des résistances a de nombreux agents pathogenes (Phytophthora sp, Tristeza,
nématodes, mal secco...). Leurs interactions avec les cultivars déterminent également la qualité
des fruits qui constituent un facteur de sélection trés important, particulierement pour les

productions destinées au marché frais (Snoussi, 2013)
2.5.2 Critéres de choix d’un porte-greffe
Les qualités essentielles d’un bon porte-greffe peuvent étre résumées comme suit :

% Une association greffon/porte-greffe tolérante a la maladie a virus de la Tristeza, une bonne
résistance a la gommose di a des especes du genre Phytophthora et une adaptation aux

sols alcalins et & teneurs souvent élevée en sels.

<+ Une multiplication et un élevage en pépiniére facile et une bonne affinité au greffage avec

les principales espéces et variétés commerciales.
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Il est évident que le porte-greffe idéal rassemblant toutes ces qualités n’existe pas. Les critéres de
sélection des porte-greffes doivent tenir compte d’un certain nombre de contraintes et d’effets sur
les variétés en permettant une multiplication a 1’identique, ayant un systéme racinaire adapté et
offrant une bonne affinité porte-greffe/variété (Louzada et al., 2008). Le choix d’un porte-greffe
doit étre basé sur les facteurs limitant les plus importants a la production dans une région donnee,
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 particuliere porte-greffe/scion
détermine ou modifie la taille du fruit ainsi que ses qualités externes et internes et son aptitude a
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, les sols calcaires etles sols a pH élevé (Zekri et Parsons, 1989; Lloyd et
al., 1990; Chen, 1992; Zekri, 1993; Garcia-Lidon et al., 1998; Ait Haddou Mouloud et al., 2002 ;
Rochdi et al., 2005 ; Louzada et al., 2008). Hélas, les porte-greffes disponibles comme I'orange
trifolié et ses hybrides, les citranges Carrizo et Troyer résistants a plusieurs stress biotiques tels
que CTV, nématodes et Phytophthora spp, sont tres sensibles au calcium et aux sels (Davies et
Albrigo, 1994). Les porte-greffes appartenant au groupe des citronniers sont tolérants a la salinité
mais sensibles aux CTV, nématodes et Phytophthora spp. De plus, le mandarinier Cléopatre, qui
est trés tolérant au sel et a la Tristeza est sensible a 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 biotique liés a la Tristeza, Phytophthora spp, les

Nématodes et au stress abiotique tel que la salinité et I’alcalinité.
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2.5.3 Les principaux porte-greffes des agrumes

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

présentées dans le Tableau 1.

Tab 1. Caractéristiques des porte-greffes importants d’agrumes (Castle et al., 2015)

T w

5 & 2 § & & 5 & 8 & 3 &
PorteGreffe/ Tolérance = ® 2 2 & & © 3 > ® S

> (1] wn

o @ ©®

=t

QD
Citrange Carrizo T T I S T T B I F I E E
Citrange Troyer R T I S T S | B | I I E
Citrange C35 I T I T T R | I S I I E
Orange trifoliée R R ? S T S F B F/IS P F Fl
Cléopatre S T S T T S | B | P E Fl
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 |
Lime de Palestine S T ? S S S B F | G E E
C22 Bitters R S T T T S | B E | | |

Abréviations : B = bonne ; E = élevé ; | = intermédiaire ; F = faible ; G = grand ; TR = trés résistant ;

R= résistant; S = sensible ; T = tolérant ; P = petit.

2.5.3.1Le bigaradier

Le bigaradier (Citrus aurantium L.) est originaire du Sud-Est d’ Asie (Grosser et al., 2004). 1l a été
introduit dans le Bassin Méditerranéen apres les conquétes des arabes (Webber et al., 1967) ;
durant le 10°™ siécle en Perse, Iraqg, Syrie, Palestine et Egypte et plus tard dans le Nord de
I’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 apres la description
fournie par Linneus en 1753. Ce dernier a placé I’orange comme une variété de bigaradier, en la
nommant C. aurantium var. sinensis. L’espéce 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 pépiniere ;
une tolérance aux chlorures et au calcaire ; il s’adapte a tous les types de sols et posséde une bonne
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affinité avec la majorité de variétés. De plus il est résistant & la gommose et & 1’exocortis et tres
productif, mais il craint I’excés d’eau et les sols lourds. Il montre également une sensibilité aux
nématodes (Snoussi, 2013). Malheuresement, le principal inconvénient de ce porte-greffe est sa
sensibilité au virus de la Tristeza quand il est utilise comme porte-greffe pour les variétés d'orange
ou de pamplemousse (Rao et al., 2008). C’est pourquoi, I'emploi du bigaradier est limité et
réglementé pour un petit nombre de régions dans le monde. Suite a ceci, c’est la raison pour
laquelle qu’il a été nécessaire de remplacer ce porte-greffe par d'autres, afin d'intégrer plus de
tolérance au CTV et a la salinité, qui est frequemment omniprésente dans la plupart des régions
agrumicoles. Le bigaradier a fait 1’objet de plusieurs travaux visant 1’amélioration des porte-
greffes. A partir de cultures d’ovules, 17 lignées de cals ont été générées ; le bigaradier étant I’un
des géniteurs potentiels. Ces cals ont présenté un intérét 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, ou 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 oomycete 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 a transformer le mode de plantation par semis direct au
greffage de scions sur bigaradier (Citrus aurantium L), un porte greffe résistant a la gommose,
et tres adapté a 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 & Java a partir de 1928, au Brésil
dés 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 4gé de moins

de 20 ans, car la maladie entrainait la mort des sujets ageés.

Toxopeus (1937) a Java a décrit les symptémes de la maladie sur bigaradier similairement a ceux
de I’Afrique de Sud en excluant les facteurs environnementaux comme 1’unique cause du
probléme. Bitancourt (1940) a fait une description de Podridao das radicelas ou la pourriture des
radicelles des agrumes ; il a testé de nombreuses combinaisons cultivar/porte greffe au Brésil,
suggérant une origine virale du syndrome ; Il s’agissait d’un virus latent sur bigaradier transmis

via le point de greffe a I’oranger doux.
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Citrus tristeza virus (CTV000)
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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
symptdmes de la Tristeza. Moreira (1942) a utilisé le terme portugais « Tristeza » ou tristesse
pour décrire les symptdmes de déclin des frondaisons de scions greffés sur bigaradier au Brésil.
Meneghini (1946) avait déja démontré la transmission de 1’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 a l'introduction du matériel végétal infecté provenant de I'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 Etats-Unis d'’Amérique et du Japon
auraient également introduit la Tristeza dans des pays Méditerranéens. Les premiéres épidémies
ont eu lieu en Espagne, au Moyen Orient et en lItalie (Soroker et al., 2009 ; Navarro, 1993 et
Russo, 1956), Alors que plusieurs foyers ont été signalé en Albanie, en Algérie, en Egypte, France,
Gréce, 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, types 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 a 1’introduction des greffons infectés du citronnier Meyer (Frezal, 1957 ;
Bové, 1967 ; Djelouah et D’Onghia, 2001a), une introduction inévitable vu que la maladie était
quasi inconnue a cette époque (Herron, 2003). En Algérie, la maladie a été détectée en 1955 et
1957, ou 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 a I'époque, sauf par
propagation de greffons. Au cours de sa visite en Algérie, Salibe (1961) a découvert des
symptdmes de présence de la Tristeza dans quelques vergers d’agrumes de la région de Mitidja. Il
s’agissait de deux pamplemoussiers sans pépins (Variété: Marsh) et de deux orangers (Variété:
Salustiana) greffés sur des bigaradiers, agées de 22 a 23 ans environ. Le pamplemoussier sans
pépins présentait un feuillage de couleur vert normale, 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 a Haouch Massouma dans la commune de Chebli (Blida), environ 40 orangers,
probablement de la variété Verna Peret (Pereta) ont montré des symptémes de dépérissement, des
feuilles jaunatres et fanées ainsi que du bois strié. Dans le méme verger, a 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 déja mort (FAO, 1996 et Salibe, 1961). La cause de cette anomalie n'a pas été déterminée,
mais il a été suggeéré d'utiliser la technique sérologique ELISA pour déterminer 1’origine de ces
cas de déclin. Au niveau de I'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 symptomes de bois strié SP ce qui indiquait la forme grave du virus (FAO, 1996). Plus
tard, Farrag et Omar (1969) ont soupconné 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 Francais ont observé des symptémes 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 ’ITAF a
Boufarik (Bové, 1995). Jusqu’en 2000, aucun symptome de la maladie n’a été observé dans les
vergers d’agrumes de cette localité ou ailleurs (ITAFV, 2003). A partir de 2001 I'ITAFV a détecté
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a nouveau du CTV sur deux variétés d’agrumes (Mandarinier et Oranger doux) appartenant au
parc a bois de Beni Tamou. Ces arbres ont été arrachés et détruits (ITAFV, 2003 ; Larbi et al.,
2009 ; Laala et al., 2019). En 2009 I’INPV a réalisé une enquéte 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 déja connues indemnes de la maladie. Suite a L’enquéte
réalisée entre 2009 et 2012, I’incidence de la maladie dans la plaine de Mitidja a été estimée a
17.6% (Larbi et al., 2015). A Blida I’incidence du CTV a évaluée a 25.8% (Belkahla et al., 2013).
L’OEPP rapporte que la Tristeza est présent en Algérie, mais son occurrence est faible (OEPP,
2019).

2.6.2 Caractéristiques de I’agent causal

Citrus Tristeza virus (CTV) provoque une des maladies les plus préjudiciables a la culture
des agrumes, cause d’épidémies ravageuses qui ont pesé sur 1’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).
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Fig 6. Shémas du genre Closteroviridae. Les noms des genres sont montrés a 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 posséde 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 diameétre (Bar-Joseph et al., 1979). lls sont transmis d’une
maniére semi-persistante par les insectes, causant des structures cytopathologiques
caractéristiques au niveau du phloéme. Actuellement cette famille est composée de plus de 30
virus, de 2 a 3 virus sont ajoutés chaque année a cette liste (Karasev et Bar-Joseph, 2010).
L’évolution des Closterovirus a été suggérée sur la base de 1’analyse de leurs génes de réplications

et le HSP70 homologue (HSP70h) (Dolja et al., 1994 ; Karasev, 2000).
2.6.3 Gamme de plantes hotes

En conditions naturelle, le virus de la Tristeza infecte facilement les cellules du phloéme de la
plupart des espéces des genres Citrus et Fortunella ainsi que certaines espéces de genres voisins
des agrumes appartenant a la famille des Rutaceae qui sont également sensibles au CTV. 1l 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). La majorité des clones de Poncirus trifoliata (oranger trifolié) et bon
nombre de leurs hybrides, ainsi que Fortunella crassifolia (kumquat Meiwa) et certains Citrus
grandis (pomélo), résistent a la plupart des souches de CTV (Moreno et al., 2008). Par
conséquent le CTV est absent ou tres peu concentré dans les especes suivantes ; C. reticulata
(mandarinier), C. sinensis (oranger doux) et C. latifolia (limettier). Parmi les espéces utilisées
comme porte-greffe, C. macrophylla (alemow), C. volkameriana (citronnier VVolkamer), 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 trifoli€) Carrizo et
Troyer sont tres rarement infectés. Les porte-greffes P. trifoliata et C. paradisi x P. trifoliata
(citrumelo) résistent a la plupart des souches de CTV. Les non-agrumes Passiflora gracilis et
Passiflora coerulea sont étudiés comme hotes a titre expérimental (Roistacher, 2010).

2.7 Symptomes

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 symptomes qui se
manifestent chez les hétes infectés par CTV sont trés variables et dépendent des conditions

environnementales, de I’espece touchée et de 1’agressivité de la souche infectieuse. Le virus
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peut 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 espéces d’agrumes
commerciales, notamment les agrumes greffés sur C. aurantium (Roistacher, 1991). De maniere
génerale, les mandariniers sont particulierement tolérants aux infections par le CTV. C. sinensis,
C. aurantium (utilisé comme jeune plant et non comme porte-greffe), C. jambhiri  (citronnier
rugueux) et C. limonia demeurent habituellement asymptomatiques aprés I’infection, mais
peuvent toutefois manifester une réaction a certaines souches agressives. Des symptémes
d’infection apparaitront probablement chez le limettier, le pamplemoussier, certains cultivars du
pomélo, C. macrophylla (alemow), 1I’oranger doux, quelques hybrides d’agrumes et les especes
proches des agrumes de la famille des Rutaceae. En fonction de la souche de CTV, des especes
d’agrumes ou de I’association greffon/porte-greffe, les symptdémes causent I’un des trois
symptomes 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 symptomes induits par le virus de la Tristeza.
2.7.1 Le dépérissement

L’une des conséquences de CTV les plus importantes sur le plan économique est le déclin a
Tristeza (maladie du point de greffe), caractérisée par un dépérissement des arbres greffés sur
des bigaradiers. Les orangers doux, mandariniers et pamplemoussiers greffés sur ce porte-greffe
dépérissent lentement. Les symptdmes sont montrés Fig. 7a. En revanche, d’autres greffons
dépérissent rapidement ou se rétrécissent quelques jours seulement apres I’apparition des
premiers symptomes. Le dépérissement est d0 aux effets physiologiques du virus sur le
phloeme 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 a la jonction et des striures inversees et quelquefois un motif de nid d’abeilles sur la face
intérieure de I’écorce (Fig. 7c). Les symptémes couramment observés chez les hotes 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’entrainent de symptomes de dépérissement
que plusieurs années apres I’infection (déclin lent/slow decline), méme chez les arbres greffés sur
bigaradiers tandis que les souches exotiques sevéres peuvent provoquer la mort soudaine de

1’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). Les
souches agressives de CTV peuvent toucher séverement les arbres et provoquer des striures
du bois au niveau du tronc et des branches de nombreuses espéces d’agrumes (Fig. 7b ; 7g). Le
bois strié peut parfois donner 1’aspect d’une corde bosselée du tronc et les branches charpentiéres
des arbres adultes, creuse des cavités profondes dans le bois sous les parties touchées de

I’écorce et réduire la qualité et le rendement des fruits (Roistacher et al., 2010).

Fig 7. Différents symptomes causés par le CTV ; a) déclin d’oranger sur bigaradier ; b : bois strié SP ; ¢ : striure
inversée et exsudats gommeuses sous le point de greffe de bgaradier ; d) éclaircissement des nervures chez limettier
mexicain sous serre (18-25°C) ; e : feuille en cuillére chez limettier mexicain ; f : rabougrissement chez un jeune
plant d’oranger greffé sur bigaradier (spécimen sain droite et spécimen infecté a gauche) ; g : dégats de bois strié sur
rameaux de pamplemoussier ; h : jaunisse de jeune 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, la production de feuilles pales
ou chlorosées, le développement réduit du systeme radiculaire et I’arrét de la croissance des
jeunes plants de bigaradier, pamplemoussier et citronniers (Dawson et al, 2013). Le syndrome
se poursuit au champ et provoque le déclin de la plantule quelques mois apres plantation (Fig.
7f). Occasionnellement les plants affectés, guérissent (Dawson et al., 2015).

2.7.4 Consequences indirectes du CTV

Les épidémies de CTV causent également des dommages indirects, tels que 1’abandon du porte-
greffe bigaradier qui posséde des qualités agronomiques et horticoles inégalées, et 1’apparition
de nouveaux problémes liés a I’utilisation de porte-greffes tolérants a la Tristeza, en particulier
le maladie du Greening (HLB) et d’autres maladies transmissibles par greffe associees a

I'utilisation de ces porte-greffes, tels que les viroides (Roman et al., 2004 ; Hanani et al., 2018).

2.8 Relation entre les génotypes du CTV et les symptomes

Des méthodes basées sur la technique d’amplification en chaine par polymérase (PCR) et des
amorces spécifiques de séquence congues a 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) a proximité de l'extrémité 5 'de I'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
a 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 symptdémes
biologiques générales telles que définies par Garnsey et al (2005) et Rocha-Pena et al (1995).
Ces symptdmes biologiques correspondent a 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)

(Garnsey et al., 2005). Tous les symptdémes peuvent étre classés de 0 a 3 (Yokomi et al., 2018),
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0 indiguant aucun symptdéme, 1 indiquant des symptomes bénins, 2 indiquant des symptomes
modérés et 3 indiquant une réaction trés grave. Mais un isolat ayant une note sur chaque
indicateur peut étre placé dans un graduel (0 a 10). (1) Le LR (réaction foliaire) chez le limettier
mexicain est évalué en fonction du nombre de veines claires, de la taille des feuilles, du retard
de croissance et des striures des tiges chez I'hote. (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 I'oranger doux greffée sur bigaradier, indiquant une lésion du phloeme 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 symptdmes 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 mateériel vegétal infecté par le CTV et la transmission naturelle de ce dernier
par les pucerons sont a 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 réle 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 I’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 réle joué par I’homme dans la propagation du CTV (Bar-Joseph et al., 1989), ce dernier
est véhiculé par de nombreuses espéces de pucerons qui varient en termes d’efficacité de
transmission (Garnsey et Lee, 1988). Des especes de la famille des Aphididae, telles que,
Toxoptera citricidus (Kirkaldy), Aphis gossypii (Glover) et A. spiraecola (Patch), sont les vecteurs
les plus importants (Roistacher et Bar-Joseph, 1984 ; Yokomi et DeBorde, 2005 ; Campolo et al.,
2014). Ces espéces 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 I’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-Joseph et al., 1989 ; Campolo et al., 2014) ;

mais 1’acquisition et inoculation de CTV est plus rapide chez T. citricidus car elle est estimée
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en secondes (Retuerma et Price, 1972). Les Closterovirus n’étant pas transmises verticalement,
le puceron peut rester virulent 24-48 heures apres d’étre alimenté sur une plante infectée et il ne
perd son pouvoir infectieux qu’apres d’étre alimenté sur une autre plante indemne ou alors apres
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 étre 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 Epidémiologie de la Tristeza

Le systeme de pathologie du CTV est trés complexe. Les isolats de CTV varient dans I'expression
des symptomes et une multitude d'interactions peuvent se produire en raison de diverses
combinaisons du virus, de I'arbre hote, des espéces de vecteurs de pucerons, I'environnement et
la température (Roistacher, 2004). L'une des caractéristiques les plus importantes des épidémies
de CTV est liée a la nature des especes de pucerons vecteurs présentes dans la région (Yokomi,
2009c). Plusieurs facteurs influent le taux de propagation du CTV dans une zone donnée,
notamment: (1) composition de la faune aphidienne (Gottwald et al., 1996 ; Cambra et al.,
2000c); (2) la densité de population de pucerons (Dickson et al., 1956); (3) les conditions
environnementales favorisant 1’accroissement démographique des pucerons et la formation des
ailés (températures modérées, irrigation et fertilisation) (Bar-Joseph et Loebenstein, 1973 ;
Roistacher, 2004); (4) la prédisposition des variétés d'agrumes prédominantes (Roistacher et Bar-
Joseph, 1984; Hermoso de Mendoza et al., 1988b ; Marroquin et al., 2004); (5) 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 de CTV dans les champs d’agrumes a fait 1’objet d’études
dans diverses régions du monde (Gottwald et al., 2002). Ces études démontrent qu’il peut
s’écouler un long moment entre 1’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 a trente ans a été observée entre I'introduction
présumée du CTV et sa dissémination notable sur le terrain, a cause de la nécessité d’une
adaptation entre 1’isolat de CTV nouveau et les populations locales de pucerons (Raccah et al.,
1980 ; Bar- Joseph et al., 1989). L'échec de I'éradication précoce des arbres infectés par le CTV
a été a I’origine d'autres épidémies, surtout en présence de Toxoptera citricidus (Kirklady) (Lee
et Bar-Joseph, 2000). Sur 20 isolats de CTV, Sharma (1989) a constaté que 12 ont été
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efficacement transmis par T. citricidus, 5 par A. gossypii et seulement 3 par Myzus persicae.
Yokomi et Damsteegt (1991) ont comparé 1’efficacité de transmission du virus par T. citricidus
et par A. gossypii, et ont constaté que le premier est 25 fois plus efficace qu’A. gossypii. Ce
dernier a transmis efficacement 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) et recemment en Italie et au Maroc (Yahiaoui et al., 2015 ;
Afechtal et al., 2015). L’espéce A. spiraecola est connue comme un vecteur moins efficace du
CTV qu’A. gossypii (Norman et Grant, 1956 ; Hermoso de Mendoza et al., 1984). 1l est trois fois
moins efficace (Yokomi et Garnsey, 1987). Il est par ailleurs établi que d’autres espéces de
pucerons 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). Des expériences de transmission ont démontré que ces especes,
sont des vecteurs moins efficaces de CTV que T. citricida, 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 ou leur abondance compense leur faible capacité vectrice (Marroquin et al., 2004). Les
populations du redoutable puceron T. citricidus ont tendance a déplacer le virus d'un arbre a
l'autre avec peu de distance entre les centres d'infection et ainsi répandre la maladie plus ou
moins concentriguement des points d'entrée et d'infection dans un verger ou une région
(Gottwald et al., 1998). Cette espéce peut atteindre des populations si élevées pendant la période
de poussées de séve des arbres, et elle peut étre un organisme nuisible a part entiére sans inclure
sa capacité a transmettre la CTV. T. citricidus ne volera pas loin quand il se déplace entre les
arbres d'agrumes, de sorte que les arbres adjacents sont généralement colonisés et infectés par le
CTV dans un rayon de 4-8 arbres (Gottwald et al., 1998). La taille d'hiver produit des bouffées
de chaleur excessives au printemps lorsque les pucerons sont actifs et tendent a augmenter les
épidémies comme cela s'est produit en Moyen orient (Bar- Joseph et Nitzan, 1991). A l'inverse,
A. gossypii produit beaucoup plus de diffusion dispersée, lente et aléatoire que T. citricidus
(Gottwald et al., 1998). Cependant, quand un mélange de T. citricidus et de A. gossypii coexistent
dans la méme zone, la propagation rapide du CTV sur de longues distances peut étre due a A.
gossypii, alors une diffusion efficace agrégée par T. citricidus entraine 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 a la superfamille Aphidoidea,
au sein de I’ordre Hemiptera (Remaudiére et Remaudére, 1997). Prés de 4700 especes sont
recensés dans le monde (Carletto et al., 2009), ils constituent I'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 méme 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 ou leur attaque est associée a la

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

La taxonomie des pucerons a connue plusieurs changements au fil des années. Remaudiere et
Remaudiére (1997), ont modifié la taxonomie, en réduisant les familles en groupe inferieur. Donc
par exemple le genre Aphis appartient a la super famille :Aphidoidea, famille: Aphididae, 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, elle comprend 25 sous-
familles dont plusieurs especes qui transmettent plus de 370 virus phyto-pathogéne (Turpeau et
al, 2010 ; Boukhris-Bouhachem et Souissi, 2016). Des le XIX siécle, plusieurs travaux sur
I’identification morphologique des pucerons ont apparu (Passerini, 1863 ; Ferrari, 1872). Vers la
deuxieme moitié du XX siécle, des travaux plus spécifiques sur les pucerons ont été publiés
(Addante et al, 2009), parmi les plus important on cite celui de Barbagallo (1965, 1966a,b) dans
lesquels D’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 I’identification des pucerons des agrumes a I’aide d’une clé dichotomique, dans la
méme année Blackman et Eastop (1994) ont publié une clé d’identification dichotomique de 14
espéces communément rencontrés sur agrumes dans la premiere édition du fameux livre (Aphids

on the world’s crops, An Identification Guide).
2.10.2 Cycles de développement

Il existe plusieurs modes de reproduction et de développement, certains espéces de pucerons
appelés dioiques peuvent changer de type de plante hote au cours des saisons alors que d’autres
especes de pucerons, 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’espéce hétérogonique alternant la phase sexuée et la phase asexuée (Blackman,

1975)

Les especes dioiques, alternent entre deux types de plantes en général trés différentes I'une de
l'autre. Cette alternance est liée a la sexualité, car beaucoup d'especes ne peuvent se reproduire
sexuellement que sur une plante héte particuliére, en général pérenne (arbre ou arbuste), qualifiée
d'héte primaire, Les plantes herbacées sur lesquelles I'espéce migre ensuite au printemps sont
alors qualifiées d'hotes secondaires. Ainsi les populations holocycliques du puceron noir de la
féve, Aphis fabae, se reproduisent sexuellement sur fusain d'Europe, Euonymus europaeus L,
puis migrent au printemps sur de nombreuses filantes herbacées dont les fabacées et les

chénopodiaceées.

Le cycle évolutif de la plupart des espéces est hétérogonique, c’est-a-dire caractérisé par
I’alternance entre une génération amphisexuelle (comportant des males 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-a-dire qu’elles donnent directement naissance a de jeunes larves capables de s’alimenter et
de se déplacer aussitét 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-a-dire, comportent la génération amphi sexuelle. L’ceuf fécondé est pondu a
I’automne, diapause et constitue pour I’espéce une forme de survie durant les conditions
climatiques défavorables de I’hiver (Turpeau et al, 2010). L’éclosion de I’ceuf se produit
généralement en méme temps que les debourrements des bourgeons de la plante-héte ; la femelle
parthénogénétique qui en est issue et appelée fondatrice, elle est presque toujours aptere. Au
cours du printemps, la fondatrice engendre une ou plusieurs générations de femelles
parthénogénétiques appelées fondatrigénes, qui se développent sur la méme plante qu’elle.
Lorsqu’il y a plusieurs générations de fondatrigénes, les premicéres sont essentiellement

composées d’apteres, la proportion d’ailés croissant au fil des générations (Turpeau et al, 2010).

Les fondatrigénes ailées quittent la plante sur laquelle elles se sont développées et vont
s’alimenter sur les végétaux de la méme espece ou d’especes déférentes, sur lesquelles elles
engendrent un certain nombre de générations d’individus femelles parthénogénétiques,
alternativement aptéres ou ailés, appelés virginogénes. En automne apparaissent des femelles
parthénogénétiques appelées sexupares, qui donneront naissance a des males (sexupares
andropares), a des femelles ovipares (sexupares gynopares) ou aux deux (sexupares amphoteéres)
(Turpeau et al, 2010). Les males sont souvent ailés et les femelles ovipares presque toujours
aptéres. La rencontre des sexes a lieu presque toujours sur la plante portant la femelle ovipare.
Une fois fécondée, celle-ci pond ses ceufs sur les parties lignifiées de sa plante-héte (Fig. 8).

2.10.3 Les principaux pucerons des agrumes

La composition de la faune aphidienne dans les agrumeraies est trés similaire dans I’ensemble
des régions agrumicoles de la Méditerranée et en degrés moins dans le monde (Barbagallo et
Inserra, 1974 ; Addante et al., 2009).

2.10.3.1 Aphis gossypi (Glover 1877)

Description : Hemiptére de la famille des Aphididae est de petite taille (1 a 2 mm), plus petit que
la plupart des autres pucerons d’agrumes et il a un aspect globuleux (Ilharco et Fonseca, 1985).
Cette espéce est de teinte verdatre et parfois rougeatre a brunatre (Fig. 9, A). Les cornicules sont
noires et la queue (cauda) est pale (Blackman et Eastop, 2006). Elle est ornée de 5 a 7 soies (Fig.
9, B et C). Deux morphes peuvent étre observés dans la méme population : des individus ailés
et des aptéres (Blackman et Eastop, 1984 ; Slosser et al., 1989 ; Blackman et Eastop, 2000 ;
Blackman et Eastop, 2006). Les aptéres en général sont dépourvu de pigmentation dorsale,

excepté parfois, dans la région pleurale (sclérites inter segmentaires) ou dans la zone marginale
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(sclérites circulaires). Chez les ailés, parfois de petits sclérites pigmentés épares sur I'abdomen,
notamment entre les cornicules, en plus des sclérites marginaux et des sclérites post-corniculaires
fortement assombris. L'espéce supporte facilement les grandes chaleurs de I'été. Elle a été
décrite a partir d'individus récoltes sur le cotonnier et sur du melon d'ot son nom de puceron du

coton et de melon (Leonide celeni, 2001).

Gamme d’hétes : A. gossypii est une espece cosmopolite et tres polyphage (Ebert et Cartwright,

1997 ; Hulle et al., 1999). On le retrouve principalement sur le Malvacées, les Rutacées, les

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

Biologie : Vu le statut taxonomique ambigu de A. gossypii, il difficile de conclure sur ses données
bio-étiologique (Blackman et Estop, 1994). Le cycle évolutif de ce puceron est complexe et
différe selon les régions et les plantes hotes (Inaizumi, 1981). Cependant, c’est une espece
plurivoltine de plusieurs générations par an grace a son mode de reproduction parthénogénétique
durant le printemps et I’automne, ces générations sont non seulement largement chevauchantes
mais aussi emboitées (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 Etats-Unis I'espéce semble étre anholocyclique. Les conditions climatiques qui régnent
en Afrique du nord font que la majorité des especes de pucerons connus ont un cycle de type
anholocycligque, ¢a peut étre le cas d’A. gossypii (Patti et Barbagallo, 1998 ; Blackman et Eastop,
2006). A. gossypii est a I’origine de nombreux dégats importants a tous les stades de la culture.
Ces dégats sont soit directement liés a I’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 deuxieme 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 ; Marroquin et al., 2004). Ce puceron est le vecteur le plus efficace de CTV en
I'absence de T. citricidus (Gottwald et al., 1996b ; Marroquin et al., 2004). Des expériences de
transmission comparative de plusieurs isolats de CTV avec ces deux especes vecteurs ont montré
que T. citricidus peut transmettre le CTV 6 a 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
vehiculées par A. gossypii d'une maniere extrémement inefficace. Cependant, Martinez et Wallace
(1964) ont rapporté plus tard qu’il a transmis trois isolats de CTV de la jaunisse des jeunes plants

a des taux de 25 & 78%. La gestion intégrée de cette espece est basée sur 1’évaluation de I’activité
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des auxiliaires dans le verger infesté et le respect du seuil économique de 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 : Ce sont des insectes de petite taille, environ 2 mm de long, de couleur vert clair a
jaune vert. Les pucerons ailés ont en général une couleur de brun foncé, sauf I'abdomen qui est
verdatre (Fig. 9, E). Les pattes sont toujours noires (Benoufella-Kitous, 2005). Les femelles
apteres vivipares, sont de 1,5 mm de long, entierement verte, sauf pour la téte qui est brune et

des cornicules bruns (Patti et Barbagallo, 1998).

Gamme d’hétes : Cette espece est trés répandue dans le monde, en région méditerranéenne, elle

est plus fréquente sur agrumes (D’Onghia et Lacirignola, 1998). En Amérique, ce puceron est
considéré comme l'un des plus dangereux qui attaque les citrus. lls s'attaquent aux agrumes
particuliérement au cours de I’année (Hulle et al., 1999). C'est le puceron le plus abondant aux
Etats-Unis est trés fréquents 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)

Biologie : La biologie du puceron des agrumes peut étre différente d’un pays a l'autre (Hulle et
al., 1999). Plusieurs générations se développent au cours de I'année sur les citrus ou I'on dénombre
plus de 40 générations par an (Patti et Barbagallo, 1998). Dans le bassin méditerranéen, l'espéce
se reproduit par parthénogenese. Les femelles apteres 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 observees particuliérement pendant les périodes
les plus chaudes de I'année et leurs pullulations sont moins importantes (Gémez-Marco, 2016).
A. spiraecola peut transmettre le virus de la mosaique 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 ; Hulle 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 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 role dans la dispersion du\ CTV pourrait
étre trés important (Hermoso de Mendoza et al., 1984). Yokomi et Garnsey (1987) ont observe un
taux de transmission de CTV de 29% avec A. spiraecola comparativement a 76% avec A. gossypii

en utilisant différents isolats CTV de Floride. Dans cas ou cette espece est identifiée dans un
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verger, 1’évaluation de I’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 especes d’agrumes et en absence totale de 1’activité des ennemis naturels (SQNPI,

2019 ; Hermoso de Mendoza et al., 2006).
2.103.3 Toxoptera aurantii (Boyer de Fonscolombe 1841)

Description : L’adulte et de couleur brun-noir a noir, avec des cornicules noires, la cauda et d'une
longueur d'environ 3 mm. Les ailes sont caractérisées par leurs nervures médianes qui sont
ramifiées généralement qu'une seule fois. Les femelles sans ailes sont virginipares de méme taille
et couleur que les ailés, soit environ 2 mm de long (Patti et Barbagallo, 1998 ; Blackman et
Eastop, 2006).

Biologie : Ce puceron est présent partout sur Citrus spp. Dans les régions tropicales, 1’espéce est
polyphage, attaquant le thé (Camellia), le café (Coffea), la mangue (Mangifera) et 1’ Anone
(Annona). Dans les pays au climat Méditerranéen, il est pratiquement monophage, attaquant le
genre Citrus uniquement (rarement sur Pittosporum) (Patti et Barbagallo, 1998) (Fig. 9 G, H,I).
Les formes sexuelles sont inconnues dans la nature. L’anholocyclisme est obligatoire.
D'importantes colonies peuvent produire un grand bruit par le frottement d’épines tibiales sur les
stries de I'abdomen. Chaque femelle produit de 50 a 70 nymphes. Les colonies se développent de
préférence sur les faces inférieures des feuilles. Ils peuvent étre également trouvés sur les pousses
et les bourgeons floraux. Les températures optimales pour ce puceron sont de 20 a 25°C. Les
températures hivernales basses et la chaleur de I'été en particulier (au-dessus de 30 ° C)
ralentissent le développement. En Afrique du nord, T. aurantii passe 1'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 succedent et se
chevauchent toute I'année. 1l a été rapporté que T. aurantii est un vecteur mineur de certains isolats
de CTV, mais qu'il n'est pas susceptible d'étre significativement efficace (Hermozo de Mendoza
et al., 1984). La lutte chimique contre cette espéce est recommandée lorsqu’un seuil de 25% de
pousses infestees est observé (SQNPI, 2019).
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Fig 9. A. gossypii (Glover): (A) adulte aptére; (B, C) caractéristiques morphologiques de I’abdomen, les antennes et
le fémur postérieur. A. spiraecola (Patch): (D) adulte aptére; (E) colonie et enroulement de feuilles de citrus; (F)
caractéristiques morphologiques de 1’abdomen, les antennes et le 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'ou provenaient les agrumes (Kirkaldy,
1907). Le nom de I’espéce, citricidus, est dérivé du latin (tueur des citrus). Depuis la premiére
moitié du XXe siecle, il est connu que ce puceron est largement répandu sur les agrumes en Asie,
Inde, Nouvelle-Zélande, Australie, iles du Pacifique, Afrique subsaharienne, Madagascar, iles de
I'océan Indien et Amérique du Sud (Yokomi, 2009b). Récemment, il a été détecté dans des
citronniers isolés dans le nord de I'Espagne (Cambra, 2007) et au Portugal (llharco et al., 2005).
Des populations élevées de pucerons pendant les périodes de floraison peuvent causer des
dommages directs aux agrumes (Hall et Ford, 1933). Cependant, les principaux dommages
associés a cette espece sont la transmission et la propagation de souches séveres de CTV, en effet
elle est la plus efficace de toutes les especes 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 étre plus longue atteignant 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
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Colombie (Geraud, 1976 ; Lee et al., 1992). Actuellement, en Afrique du Sud, T. citricidus répand
des souches tres virulentes de CTV ce qui a provoqué une baisse de 6 a 8 ans de longévité des
pamplemoussiers, malgré le fait qu’ils sont protégés par la protection croisée (Marais et al., 1996).
En plus de son efficacité élevée de transmission de CTV, T. citricidus transmet également des
souches de CTV qui ne sont pas transmissibles par d'autres espéces de pucerons (Yokomi et al.,
1994). Actuellement, il y a environ 200 millions de cultivars greffés sur bigaradier dans le monde
entier et tous sont sous le risque imminent de déclin (Garnsey et al., 1996). T. citricidus est trés
polyphage, (Yokomi, 1992 ; Yokomi et al., 1994 ; Roistacher, 2006). Elle est anholocyclique et
thélytoque dans la majeure partie de son aire de répartition, préférant les climats chauds. 1l peut
toutefois tolérer des zones plus froides comme le sud du Japon en développant un stade
holocyclique et en hivernant sous forme d'ceufs (Komazaki, 1993). T. citricidus peut étre 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
différenciée a I'aide d'une loupe. Le troisieme segment antennaire chez T. citricidus est entierement
noire, le ptérostigma de 1’aile antérieur est de couleur brune clair et des nervures médianes
bifurquées ; par contre les segments antennaires Il1, IV, V et VI de T. aurantii sont dotés de gaines
au niveau des articulations, le ptérostigma des ailes antérieurs sont de couleur brune noiratre et la
veine mediane avec une seule ramification. La cauda de T. citricidus est touffue avec 25-40 soies,

tandis que celle de T. aurantii est moins touffue avec 8-19 soies (Yokomi, 2009b) (Fig. 10).
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Fig 10. Caractéristiques de I’aile antérieure et antenne de T. citricidus et T. aurantii (Afechtal, 2012).
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2.11 Interaction virus-puceron vecteur

Le caractéere cosmopolite des aphides ainsi que leur comportement alimentaire, les qualifient
d’étre les vecteurs idéales de phytovirus (Tab. 2), 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

C’est un mode de transmission qui consiste a de brefs prélevements de nourriture des cellules de
I’épiderme des plantes, le virus persiste dans le puceron quelques minutes, il est associé aux stylets
maxillaires au niveau de la partie basale de 1’appareil buccal seulement (Harris et al., 1995). La
transmission non persistante des potyviruses filamenteux chez les pucerons est médiatisé par la
capside de protéine CP et une aide-protéinase (HC-Pro) qui se trouve a I’intéricur des cellules
infectées mais pas chez les virions (Fig. 11a). Donc, I’interaction directe entre la CP et HC-Pro

crée des liaisons réversibles du virion a 1’appareil buccal de ’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 a partir
des tubes de séve, qui se diffusent a travers ’hemoceolle, puis transportés aux glandes salivaires,
ensuite injectés avec la salive lors de 1’alimentation sur une plante hote (Pirone et Blanc, 1996)
(Fig. 11b). La transmission persistante des luteoviruses implique géneralement 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
proteine bactérienne secrétée dans 1’hemoceolle par la bactérie Buchnera aphidicola (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 I'excroissance de veine CVEV (vein enation

virus) via A. gossypii et M. persicae a été demontré 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 séve ou le virus entre en contact avec une surface large de I’appareil
buccal de I’aphide dont la valve et la pompe du stylet, permettant la dissémination de I’infection
virale de I’insecte a la plante et vice-versa (Harris et al., 1995) (Fig. 11a). La différence entre le

mode non-persistant et le mode semi-persistant résident dans la durée de rétention au niveau du
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stylet du puceron (Harris, 1989). Ceci semble lié a une anatomie particuliere de 1’espéce de
puceron combinée a la dimension physique du virion, en plus des interactions spécifique virus-
vecteur, tel que celle entre les protéines de surface du virion et les protéines présentes dans le
stylet (Katis et al., 2007). Chez les potyviruses 1’aide-protéinase (HC-Pro) est importante dans la
transmission du virus (Pirone et Blanc, 1996). Pour Cauliflower moaic virus (CaMV), 1’aide
protéine P2 et P3 sont indispensables pour la réaction entre les virions et la cuticule de 1’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 des 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 a la surface des virions. 1l a éte démontré déja que HSP70h, est impliquée
dans la transmission on inhibant les défenses de cellules contre la pénétration du stylet (Peng et
al., 2001). Récemment, des expérimentations in-vitro sur I’alimentation T. citricidus a travers des
membranes artificielles sur des préparations de tissus crus, faite a partir d’écorces infectés par le
CTV a permis la transmission du virus a des plants récepteurs a des faibles concentrations,
I’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
par alimenter les pucerons avec leurs anticorps correspondants diminue considérablement
I’efficacité de transmission du CTV chez T. citricidus, suggérant que le p20 aide la transmission
du virion par T. citricidus. Donc 1’association des composantes virales ou 1’agrégation des
particules du complexe de protéines virales est indispensable au CTV pour étre transmissible
(Herron et al., 2006). A ce jour, et malgré le peu de connaissances sur le mécanisme d’interaction
virus-vecteur chez le CTV, quelques études ont montrés que les souches du virus de la Tristeza
different en termes de transmissibilité par les pucerons (Bar-Joseph et Loebenstein, 1973 ;
Raccah et al., 1978, 1980). Partant de ce point de vue, il a été rapporté que les souches séveres
de CTV étaient 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).
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Fig 11. Le mode transmission non circulatoire (non-persistante et semi-persistante) et le mode de transmission

circulatoire (persistante) (Astier et al, 2001).

Des essais de transmission similaires par A. gossypii de trois sous-isolats dérivees de la souche

californienne virulente SY568, obtenues de plants de Mineola Tangelo, ont confirmés le haut

potentiel d’Aphis gossypii dans la transmission du sous-isolat responsable du syndrome sévere

nommé striure gommeuse (honey combing) (1B) avec un taux d’efficacit¢ de 50%,

comparativement aux isolats bégnines, dont le taux de transmission était de 30 a 43% (Velazquez-

Monreal et al., 2009).

Tab 2. Les phytovirus et modes de transmission par pucerons (Astier et al., 2001)

Vecteur

Non-circulatoire

Circulatoire persistant

Non-persistant

Semi-persistant

Non-propagateur Propagateur

Pucerons

Alfamovirus
Carlavirus
Cucumovirus
Fabavirus
Macluravirus
Potyvirus

Caulimovirus
Closterovirus
Sequivirus
Trichovirus
Waikavirus

Enamovirus Cytorbabdovirus
Luteovirus Nucleobabdovirus
Nanovirus

Polerovirus
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2.12 Problématique taxonomique du genre Aphis

Les pucerons constituent I'un des groupes les plus importants de ravageurs agricoles dans le
monde. Aphis est le genre de pucerons le plus large, contenant 400 espéces, dont 40 sont
d'importance agronomique majeure (Blackman et Eastop, 2006). Les especes du genre d’Aphis,
importantes sur le plan agricole, utilisent divers hotes primaires et secondaires de différentes
familles botaniques, ce qui rend difficile leur identification dans le champ. Il s'agit d'un probléeme
d'identification des especes nuisibles importantes Aphis gossypii Glover, Aphis spiraecola Patch,
Aphis craccivora Koch et Aphis fabae Scopoli (Blackman et Eastop, 2006). L'identification des
espéces est particulierement difficile pour les pucerons immatures en raison de leur petite taille et
du fait que certaines races ou biotypes n‘ont pas ou tres peu de différences morphologiques.
L'identification précise des pucerons est nécessaire en agriculture en raison des différences entre
les especes, 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 contrdle devraient
étre appliquées a différentes especes, souches ou biotypes. Avant le développement de techniques
moléculaires pour étudier les relations évolutives, il y avait peu de rapports sur la phylogénie des
espéces d'Aphis en raison de leurs morphologies similaires. La phylogénie chez les pucerons de la
tribu d’ Aphidini était particllement basée sur les changements d’utilisation de 1’hdte au cours de
I’évolution des pucerons (Shaposhnikov et al., 1998). Depuis le développement des techniques
moléculaires, les séquences d’ADN mitochondriales ont été utilisées pour étudier 1’évolution de
nombreux animaux et montrent un potentiel de discrimination des espéces 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 'ADN mitochondrial pour
étudier la phylogénie des pucerons (Stern, 1995 ; Turcinavicienne et al., 2006 ; Von Dohlen et
al., 2006 ; Coccuzacet al., 2008 ; Wang et al., 2011) a des fins de discrimination d'espéces (Raboudi
et al., 2005 ; Valenzuela et al., 2007) et méme 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 espéces d'Aphis a
I'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 complexe famille des closteroviridae, qui contient les plus large
virus a 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 diameétre, 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 a I’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 répartit sur la moitié terminale 3’ du I’ ARNg
(Fig. 12), code les protéines p33, p6, p65, p6l, p27, p25, p18, pl3, p20 et p23 (Moreno et al.,
2008). Les séquences du 5’UTR ont été classées en trois types (1, 1l et I11), mais leurs structures
secondaires prédites sont en forme deux tiges-boucles (stem-loops) séparés par une courte région
d’espacement (spacer region) (Lopez et al., 1998). Bien que quelques séquences du 5’UTR sont
nécessaires a la réplication et 1’assemblage du virion (Godwa et al., 2003 ; Sattanarayana et al.,
2004). L’extrémité 3° UTR, une région trés conservée (Lopez et al., 1998), elle est critique pour
I’identification par le complexe de la réplicase. La région codante (coding region) de I’ARNg,
comprend le module de réplication (ORFs 1a et 1b), un module de cing génes (p6, p65, p61, p27
et p25) qui codent les protéines impliquées dans la 1’assemblage du virion et le transport. Ce
module est conservé chez tous les membres de la famille Closteroviridae. Le géne p20 qui est
I’homologue du géne p21 du beet yellow virus (BY'V), et quatre génes qui codent des protéines
sans qu’ils ont 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 (papaine-similaire), un domaine type | de methyltransferase-similaire, et
un domaine d’hélicase-similaire portant les motifs de la superfamille |1 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 cing génes 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 a la protéine de la capside CP et CPm, est cruciale pour un parfait

assemblage du virion (Satyanarayana et al., 2000). Chez les virions intacts de CTV, la capside
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(CP) couvre la majorité d’ARNg et la CPm couvre seulement~630nt a I’extrémité 5°, mais en
absence du p65 et p61, CPm (protéine de la capside mineure) peut couvrir un segment plus large
ou méme I’ARNg complet. Ces deux protéines lient probablement a la zone de transition entre la
CP et la CPm et restreindre la CPm a la queue du virion (Satyanarayana et al., 2004). Chez
d’autres closterovirus 1’homologue du p65 et le p61 sont assemblés a la CPm qui est intégrée a
la structure du virion et elle 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 phloéme infecté (Godwa et al., 2000), et la p23, comme un ARN liant des protéines
(Lopez et al., 2000) , elle régule accumulation asymétrique des brins positifs et négatifs pendant
le processus de réplication (Satyanarayana et al., 2002). Les deux génes p20 et p23 ainsi que le
gene de la proteine de capside CP, actent comme des suppresseurs des extincteurs de genes chez
Nicotiana benthamiana et Nicotiana tabacum, et le p23 inhibant I’extinction intercellulaire, CP
extinction intracellulaire, et p20 I’inter et intracellulaire extinction (Lu et al., 2004). Les virions
mutants par suppression des génes p33, p18 et p13 étaient capable a la réplication et I’assemblage
(Satyanarayana et al., 1999 ; Dawson et al., 2013), indiquant ces genes ne sont pas indispensables
a cette fonction. Leur réle dans la biologie du CTV était inconnu. Néanmoins un examen
supplémentaire du r6le des genes p33, p18 et p13 dans une large gamme d’espéces d’agrumes a
montré leur importance dans les infections systémiques du virus dans certaines especes (Tatineni
etal., 2011).
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Fig 12. Schéma de I’organisation génétique du Citrus Tristeza virus (CTV) montrant les cadres de lecture (ORFs)
de chaque géne (Dawson et al., 2013).
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D’autres molécules d’ARN ont été distinguées du CTV, les ARNs défectifs (JARNS), qui sont
des unités d’ARN du virion contenant les extrémités du 5’ et le 3’ d’un normal ARNg avec
I’absence des différentes portions internes (Mawassi et al., 1995). dARNSs sont variables entre
isolats, certains suggérent qu’ils ont un réle dans 1’expression des symptomes de la jaunisse des
jeunes plants SY (Yang et al., 1999). Les isolats du CTV sont freqguemment présents comme un
complexe de différentes populations d’ARN génomique associés a de nombreuses proprietés,
accompagne de diverses dARNSs 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 a partir d’un plant infecté (Mawassi et al.,

1995).

2.14 Détection et caractérisation des souchesde CTV

2.14.1 Indexation biologique

L’indexation biologique vise a détecter la présence de CTV dans des obtentions et estimer
I’agressivité de I’isolat sur de jeunes plants de Citrus aurantifolia (limette mexicaine, Key ou
Omani), L’oranger doux Citrus sinensis (Variété: Madame Vinous), Citrus macrophylla ou
Citrus paradisi Macfadyen (Variété : Duncan). La plante indicatrice est un greffon inoculé selon
les méthodes classiques et entretenu dans des conditions usuelles (Roistacher, 1991), I’essai se
fait sur quatre a six réplicas. Les symptdmes illustrés dans le Tableau 3 constituent chacun une

preuve de I’infection par le CTV du greffon inoculé aux plantes indicatrices sensibles.

Tab 3. Indexage du CTV par Garnsey et al (1991).

Plante indicatrice Symptémes Période d’évaluation (mois apres-inoculation)
2 4 6 12

Limette méxicaine VC, LC X X X

Limette méxicaine SP X

Oranger/Bigaradier CH, FL, ST X

Bigaradier CH, ST X

Pamplemoussier Dunkan ~ CH, ST X X

Pamplemoussier Dunkan ~ SP

Madame Vinous ST, SP

VC: éclaircissement de nervures; LC: feuilles en cuillere; CH: chlorose; FL: floraison; ST: rabougrissement; SP: striure du bois
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On compare les symptbmes qui apparaissent sur les échantillons a ceux des témoins
positifs et négatifs. Des illustrations des symptomes causes par CTV sur les plantes indicatrices
sont fournies par Roistacher (1991) et Moreno et al (2008). L’indexation biologique est largement
employée dans les systémes 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
I’indexation du limettier mexicain a I’essai de culture directe sur empreinte de tissus (DTBIA)
et la technique DAS-ELISA (avec les anticorps monoclonaux (3DF1 + 3CAS) et I’analyse
(RT-PCR) et a conclu que, pour détecter le CTV, ces deux méthodes en laboratoire pouvaient
se substituer a la méthode classique d’indexation du limettier mexicain en conservant la méme
exactitude (CIPV, 2016).

2.14.2 Techniques serologiques

Les techniques sérologiques ont été utilisées depuis les années 70. ELISA (Enzyme- Linked
Imunosorbent Assay) et la culture directe sur empreinte de tissus combinée a 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 I’'Italie) cette technique a été utilisée a la place de la DAS-ELISA
dans une enquéte de CTV a 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 (Velaetal., 1986 ; Permar et al., 1990); certains réagissent a des épitopes
qui sont bien conservés chez diverses isolats. Il existe des melanges d’anticorps monoclonaux qui
détectent toutes les souches de CTV avec une spécificité, une sensibilité et une fiabilité
satisfaisantes, mais certains anticorps poly clonaux ne sont pas spécifiques et offrent une
sensibilité limitée (Cambra et al., 2000a, 1990, 1982). C’est la raison pour laquelle il est
recommandé d’appliquer des méthodes supplémentaires lorsque I’analyse repose sur des anticorps
poly clonaux (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 moléeculaires

L’elucidation de la séquence nucléotidique compléte de I’ARN génomique de CTV a permis de
mettre au point diverses procédures diagnostiques fondées sur la détection spécifique de I’ARN
viral, notamment des méthodes d’hybridation moléculaire faisant appel a des sondes a I’acide
nucléique complémentaire (ADNc ou ARNC) ainsi que plusieurs essais de type RT-PCR (Moreno
et al., 2008). Les méthodes RT-PCR ont considérablement améliore la sensibilité de la détection,
permettant de quantifier les copies d’ARN viral dans les tissus infectés des agrumes ou chez les
espéces de pucerons viruliferes de CTV (Bertolini et al., 2008), telle que la technique RT-PCR
a point final avec traitement de post-amplification (électrophorése sur gel) et la RT-PCR en temps
réel qui permet d’éviter les traitements post-amplification. On devrait extraire I’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’isolement de I’acide nucléique. Les échantillons
devraient étre placés dans des sachets en plastique individuels en vue d’éviter la contamination
croisée pendant I’extraction. Une autre solution consistait a 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 I’échantillon sous
forme de gouttes d’extrait ou d’empreintes de tissus, car cette méthode PCR est moins sensible
que la RT-PCR en temps réel et peut donner de faux négatifs. Des études menées par Niblett et
al (2000) ont suggéré que le polymorphisme nucléotidique (SNP) au niveau du gene trés conserve
de la capside protéique CP25 était suffisant pour prévoir simultanément les symptdmes et

différencier les souches.

2.15 Diversité génétique du CTV

L’analyse des séquences de I’ARN génomique de CTV a montré que le degré et le schéma de la
diversité de séquences varie d’un isolat a un autre (Hilf et al., 2005). Les génomes d’isolats de
CTV sont conservés a I’extrémité 3’UTR (8kb), avec une identité de > 90% entre isolats (Hilf et
al., 2005), alors que la plus variable région est la 5S’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 méme au niveau des genes, cela est probablement le reflet de la
pression sélective sur I’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, I’expression génétique et mouvement de genes 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 I’ARN dépendant ARN
polymérase (RARp) est le principal mécanisme générant la diversité (Moreno et al., 2008). Les

populations de CTV sont aussi affectées par la dispersion naturelle du virus.

T318A
T36 VT
Qaha 7 1l
Mexican l‘
A
T30 T385
0.02

Fig 13. Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) calculé avec la séquence de nucléotides compléte d’ARN
génomique de 9 isolats de CTV par I'utilisation de 1000 bootstrap. La longueur de ramifications indique les distances
génétiques. Les trois grappes obtenues incluent des souches sévéres 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 a caractéristiques intermédiaires (T36, Qaha et Mexican) (Moreno et al., 2008).

La culture des agrumes est pérenne, les arbres peuvent étre inoculés par les pucerons a 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 hétérogene de différentes séquences dans
un arbre infecté et/ou la sélection au hasard de certain d’eux lors de I’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 a réduire la diversité génétique entre
régions créant une population unique de CTV. Par exemple les isolats de Californie et d’Espagne
sont genétiquement identiques (Rubio et al., 2001). Bien que le CTV semble génétiqguement
stable dans certain hotes, l’intervention de 1’humain par les différentes combinaisons
greffon/porte-greffe sous différents conditions environnementales a peut-étre générer des
variabilités genétiques (Moreno et al., 2008). L analyse phylogénétique de la séquence compléte
de neuf isolats a révéle trois principaux groupes : (1) les souches sévéres (SP) T318A d’Espagne
(Ruiz-Ruiz et al., 2007), SY568R de Californie (Yang et al., 1999 ; Vives et al., 2005), NuagA
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du Japon (Suastika et al., 2001) et le VT du Moyen Orient (Mawassi et al., 1996) ; (2) les souches
moderées 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 sévere induisant le déclin (Pappu et al, 1994 ;
Karasev et al., 1995), Qaha d’Egypte (AY340974) et I’isolat Mexicain (DQ272579) (Fig. 13). La
similarité dans le groupe est estimée a 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 1’isolat T385 et
T36 (Lopez et al., 1998). Plus récemment et sur la base de 1’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
ou la virulence seule ne devrait pas étre un caractére déterminant d'un phénotype (Dawson et al.,
2015 ; Yokomi et al., 2018).

2.16 Identification des 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 (cultivar Duncan), pour évaluer le bois
strié, ou de jeunes plants de C. aurantium ou C. limon, pour évaluer la jaunisse
(Roistacher, 1991 ; Ballester-Olmos et al., 1993).

2.16.2 Sérologie

Réactivité a I’égard de I’anticorps monoclonal MCA13 (Permar et al., 1990), qui reconnait un
épitope bien conservé chez les souches séveres (agressives) de CTV mais absent des souches
bénignes (moins agressives) cette réactivité des isolats au MCA13 est conférée a la présence de
I'acide aminé phénylalanine (F) a la position 124 de la séquence d'acides aminés de la protéine
d'enveloppe (Pappu et al., 1993). Cet anticorps monoclonal est réactif aux souches les plus
séveres de CTV (Permar et al., 1990). Les souches virulentes induisent le déclin rapide, le bois

strié¢, I’arrét de croissance et la jaunisse des jeunes plants.
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2.16.3 Techniques moléculaires

Bien que certaines souches de CTV ont été classées selon leur phénotype, leur virulence et leur
gamme de plantes hotes, la composition des épitopes et plus récemment, la séquence propre
a un ou plusieurs genes (Moreno et al., 2008), la corrélation nette avec le comportement
biologique reste peu défini (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 a travers I’amplification de séquences d’ADN de tailles similaires
(Marqueurs moléculaires), désignés au niveau du cadre ouvert de lecture (ORF1) du I’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 succés dans la caractérisation et 1’évaluation des appartenances
génétiques de trois cent soixante-douze (372) isolats de CTV qui constituent la collection

internationale des pathogénes 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’altérées apres transmission par pucerons vecteurs ou par greffage a un nouvel hote (Moreno et
al., 2008). Des sous-isolats génerés 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 aprés passage par pucerons vecteurs a été rapporté dans
plusieurs études (Gillings et al., 1993; Albiach-Marti et al., 2000a; Brlansky et al., 2003 ; Moreno
etal., 2008 ; Yahiaoui et al., 2015). Le puceron brun des agrumes Toxoptera citricidus est souvent
associé a la transmission efficace des souches séveres de bois strié SP et les variations dans les
séquences apres passage par pucerons (Yokomi et al., 1994). De méme, des sous isolats modérés
ont été quelques fois générés aprés la transmission de souches plus séveres par A. gossypii
(Yokomi et al., 1989). Inversement, ce dernier vecteur a induit I’émergence de sous isolats

séveres de bois stri¢é SP sur pamplemoussier et orangers doux a partir d’une souche modérée

(B192) (Brlansky et al., 2003).

Dans certains cas la transmission de CTV par pucerons altére I’expression des symptomes 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-a-vis des anticorps

monoclonaux (Kano et Koizumi, 1991 ; Cambraet al., 1993). Des analyses par la technique RLFP
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d’un ADNCc du géne de la protéine de la capside P25 afin de différencier des isolats de CTV ont

révélées la disparition d’un marqueur apres 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 1’analyse
génomique du CTV et sa variabilité aprés passage d’un hote a un autre (Rubio et al., 1996, 2000).
A travers des investigations récentes, une caractéerisation des isolats inoculés par A. gossypii et
qui proviennent de la souche californienne (SY568) a été réalisée sur le gene p65 (HSP) par la
technique RPAs (RNase protection assay), cette derniére a révelé que la plupart des variétés
obtenues étaient prédites étre séveres dans la nature et elle a causée quelques cas de bois strié,
rabougrissement et subérification de veines, sauf 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 transmissent une sous-
population différente de I’isolat source, par conséquent, quelques variétés minoritaires de
I’ancienne source vont devenir majoritaires et donne naissance a une nouvelle souche avec des

caracteéristiques nouvelles (d’Urso et al., 2000).

2.18 Gestion de la maladie de la Tristeza

La stratégie de gestion de la Tristeza différe 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 contrble de CTV devient extrémement difficile une fois installé dans une région surtout
c’est leurs vecteurs naturels sont aussi présents. La meilleure mesure pour éviter I’infection ou
la dissémination dans des régions indemne de CTV, incluse des mesures stricte de quarantaine,
couplées a 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 controle standard contre le CTV applicable a toutes les situations
(Garnsey et al., 1996), par conséquent plusieurs approches ont été utilisées pour contréler les
pertes causées par la maladie (Bar-Joseph et al., 1989 ; Rocha-Pefia et al., 1995). L’éradication
d’arbre 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).
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Si I’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 étre éliminé en nombre plus grand que I’initiation de nouvelles infections, le maintien
de I’incidence a un secuil gérable est possible (Dodds et al., 1994). Une fois le seuil dépasse les
5%, la stratégie de d’éradication devient difficile a 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 étre faits afin d’éviter
I’introduction de 1’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, ceci évitera les agriculteurs au recours a 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 trés important pour 1’amélioration de la qualité des plants
utilisés, aussi bien du point de vue variétal que sanitaire. Le contr6le méticuleux du matériel de
propagation reste 1’'unique meilleur moyen pour éviter 1’extension rapide de 1’épidémie de la
Tristeza (D’Onghia, 2009). La plupart du matériel végétale agrumicole est multiplié par
’utilisation de greffons a partir de variétés sélectionnées greffés sur plantules nucellaires. Le
bois de multiplication est obtenu généralement depuis un arbre vigoureux est directement utilisé
dans les pépinicres pour produire le maximum de plants a partir d’une seule source. Donc la
propagation du matériel végétal infecté par le CTV peut étre évitée par I’usage de plantes meres
indemnes de maladie de CTV protégées des infections naturelles par les serres d’isolation ou

I’utilisation des cultures in vitro et micro greffage (Navarro, 1993).
2.18.3 Eradication et suppression

Si quelques arbres seulement sont détectés contaminés par le CTV dans une région indemne de
la maladie, et les espéces de pucerons locales ne sont pas considérées d’efficace vecteurs, la
dissémination naturelle peut étre freinée par un programme d’éradication et de suppression.
Néanmoins, une campagne de dépistage est cruciale, les arbres malades doivent étre
immédiatement éradiqués et la surveillance devrait étre maintenue (Garnsey et al., 1996).
L’éradication est rarement efficace quand la maladie est installée, spécialement en présence de

pucerons vecteurs efficace (D’Onghia, 2009).
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2.18.4 Tolérance des hotes

Quand la stratégie d’éradication atteint ses limites, due a la dispersion rapide du CTV a 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 ; Moreno et al., 2008). Bien qu’un nombre
de facteurs limitant rend compliqué le choix de combinaisons greffons/porte greffes résistantes
ou tolérantes dans une zone contaminée par la Tristeza tel leurs réponses aux sols alcalins, salés,
lourd ou encore vis-a-vis des maladies telluriques (Phytophtora) et d’autres maladies de
dégénérescence a ’instar du greening (HLB) (Romaén 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 greffes a la place du bigaradier a
permis une meilleure production des oranges en Afrique du sud malgré la coexistence de souches

séveres et le puceron brun des agrumes (Toxoptera citricidus) (Bar-Joseph et al., 2002).
2.18.5 Protection croisée

En cas de dissémination de souches séveres de bois stri¢ (SP), I'utilisation de la résistance
spécifique au virus ou de variété protégée par croisement avec des souches atténuées appropriées
est nécessaire. Cette approche a résolue le probléme de baisse de production et la réduction de
calibre des fruits de variété économiquement importante en Brésil tel que 1’oranger Pera (Costa
et Muller, 1980), et le pamplemoussier Marsh en Afrique de sud (Van Vuuren et al., 1993). Des
isolats protecteurs ont été sélectionnés depuis les arbres de vergers de quelques cultivars qui sont
vécu plusieurs années sans manifester de significatifs symptomes de la maladie. Il a été démontré
que ces arbres sont restés protégés d’infections des souches agressives de bois strié (SP), ils ont
méme été utilisés comme pieds meres sources de greffons pour la production de plants de
pépinicres. Mais, la méme stratégie de protection a eu un succes limité dans d’autres zones ou
avec différentes variétés (leki et Yamaguchi, 1988; Miller et al., 1988 ; Broadbent et al., 1991),
indiquant que la protection croisee dépend probablement des variétés, souches de CTV et les
conditions environnementales qui caractérisent chaque région (Roistacher et al., 2010). Le
mécanisme réel qui régi la protection croisée entre les races de virus reste peu clair. La
responsabilité de la capside de protéine ou I’ARN médiateur alimente le débat depuis des années
(Fraser, 1998). Bien qu’on ne peut pas exclure le role de la capside de protéine, extinction de
géne en post-transcription (PTGS), un processus induit par I’ARN bi-caténaire dsARN, est
récemment devenu I’hypotheése 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 suggere que dans les cellules protégées par la
protection croisée. Les (si)-ARNs généreés 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 genes de résistance chez les cultivars
commerciaux est considéré comme la meilleure approche afin d’éviter des pertes causés par les
pathogenes. Alors que, différentes fonctions liées a la biologie des agrumes, particulierement leurs
complexes biologiques, génétiques et de reproduction, ainsi que la grande taille des arbres ont
considérablement freiné ’amélioration génétique a travers les croisements conventionnels

(Moreno et al., 2008).

Méme si des traits de résistance au CTV a été observé chez quelques espéces d’agrumes (Garnsey
et al., 1987a; Fang et Roose, 1999 et Asins et al., 2004), la résistance est largement présente chez
les relatives des agrumes appartenant a d’autres genres de la sous-famille des Aurantioideae, dont
quelques espéces de Fortunella, P. trifoliata, Severinia buxifolia et Swinglea glutinosa (Garnsey
etal., 1987a; Yoshida, 1996 ; Mestre et al., 1997a, b). Une attention particuliere avait été dédiée
au Poncirus trifoliata qui a montré une résistance a la majorité des souches de CTV, en plus de
sa comptabilité entant que porte greffe avec les Citrus spp. Cette résistance est associée a un seul
locus de génes dominants (CTv), qui a été en fur et a mesure tres 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 a 121 kb et comprend dix génes (Rai, 2006).

2.18.7 Résistance dérivée des agents pathogénes

La premiere démonstration de la résistance déerivee des agents pathogenes ont été illustré par
I’incorporation du geéne de la capside CP issu d’une souche sévére ou d’une souche modeérée a
des limettes mexicaines (Dominguez et al., 2002). L’inoculation transgénique a provoqué deux
réponses : (1) la plupart de plants ont développé les mémes symptomes que les plants témoins ;
et (2) quelques plants ont exhibé un comportement de résistance, environs 10-33% de plants ont
devenu immunes, et d’autres ont montré un retard significatif dans I’expression de symptomes.
Ghorbel et al (2001) a exploré I’expression de géne p23 dans un plant transgénique comme
méthode potentielle pour interférer dans des infections normale de CTV. De fagon inattendue,

66



Chapitre 2 Données bibliographiques

symptdmes typiques induites par le p23, et qui ressemblent a ceux incités par le CTV chez des
plants non transgéniques, alors que des plants de lime transgéniques portant la version p23-
tronqué. Ces résultats indiquent que le p23 est un important déterminant de pathogénicité chez le
CTV qui interfere avec le développement, spécialement chez les agrumes et ses relatives (Fagoaga
et al., 2005). La résistance dérivée des agents pathogenes est efficace contre le CTV dans ses
hoétes 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 sequences dérivées
de CTV qui puissent étre une alternative efficace a la protection croisée pour contrdler les
dommages du syndrome du bois strie (SP), ou la résistance au déclin dus & la Tristeza qui pourrait
étre incorporée chez le bigaradier, les deux technigues nécessitent des profondes expérimentations
(Moreno et al., 2008).

2.18.8 Contrdle des pucerons vecteurs

Le contrble des vecteurs devrait étre I'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 controle 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 guépes (Hymenoptera: Braconidae) (Labdaoui et al., 2018). Comme les
nouvelles pousses de végétation ne sont disponibles que durant les périodes limitées de I'année,
les pucerons des agrumes se rencontrent souvent dans le temps et dans I'espace et tendent a étre
attaqués par la méme gamme d'antagonistes (Michaud et Alvarez, 2000). Mais les agents
biologiques colonisent de nouvelles zones plus lentement que leur héte, la réalisation de lachers
de parasitoides élevés en masse au niveau de divers sites devraient étre périodiqguement effectués
en addition a 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 viruliferes, la réduction des populations de pucerons diminuerait la propagation
secondaire. L'efficacité du contrdle insecticide dépend de la longévité de la rémanence et
I’efficacité de la molécule utilisée et de 1'étendue de la zone traitée par rapport au réservoir
d'inoculum et a I'activité migratoire du puceron (Ando et al., 1992 ; Knapp et al., 1996 ; Wang et
al., 2002). Le contrdle insecticide des populations de vecteurs peut étre utile dans la réduction des

infections secondaire (Gourmet et al., 1994) et dans des situations spécifiques, tel que dans les
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pépiniéres d'agrumes, et aux parcs a bois. Les insecticides systémiques résiduels avec un impact
minime sur les auxiliaires sont recommandes. La concentration de CTV est plus élevée au moment
de la poussée de séve printaniére et automnale. Les populations de pucerons atteignent aussi leur
optimum en méme moment, et par consequent, ces periodes devraient étre ciblées pour entamer
des actions de lutte (Yokomi, 2009b).

2.18.9 La vulgarisation et la formation

La sensibilisation est au coeur d’un programme de surveillance réussi (Djelouah et al, 2009), les
activités de vulgarisation doivent étre menées de maniére intensive a 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 a la propagation de cette maladie dans une région. En
effet, il s’agit d’une véritable catastrophe naturelle qui peut balayer 1’industrie des agrumes dans
un pays (Roistacher et Da Graca, 2006) et de graves répercussions socio-economiques, mettant
également en danger les ressources paysageres d’un territoire. Cette campagne d'information doit
également étre menée en mobilisant les experts techniques impliqués dans I'étude et le contréle du
virus, ainsi que par le biais de la communication (brochures, affiches, vidéos, publicités télévisées,
cours, ateliers, sites Web, etc.). La formation des responsables de la surveillance et le diagnostic
du CTV est fondamental pour le succes de toutes les opérations qui doivent étre 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 I’interaction
de la plante, le pathogene et le vecteur. Les approches conventionnelles ont été orientées vers un
ou plusieurs parametres de contréle de CTV. Une stratégie de protection intégrée de la maladie
devrait incorporer le maximum d’éléments on se basant sur nos connaissances fondamentales de

la maladie (Garnsey et al., 1996).
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3 Objectifs

Suite au signalement de nombreux foyers de CTV dans la région de la Mitidja (Belkahla et al.,
2013 et Larbi et al., 2013) et le statut endémique de la maladie au Maroc, avec le signalement
récent d’une souche sévere, (Resistance-breaking) (Zemzami et al., 2009a ; Afechtal et al, 2012,
2015, 2018), en plus de la situation quasi inconnue de la maladie dans Nord-Ouest Algérien (plaine
de Mina et de Habra), la Tristeza est devenue la principale menace pour I’agrumiculture du Bassin
de Chlef, en particulier du fait que le porte greffe sensible est le bigaradier considéré comme le

principal porte-greffe dans la plaine.

Par ailleurs, considérant que le puceron vecteur le plus efficace du virus reste T. citricidus, est
déja établi dans le Bassin Méditerranéen, en Espagne et au Portugal (Ilharco et al., 2005 ; Cambra,
2007), son introduction dans les pays d’Afrique du Nord est possible (Roistacher et al, 2010), ce
qui risquerait d’augmenter de fagon significative 1’incidence des souches virulentes de CTV par

rapport aux souches modérées (Halbert et al., 2004).

L "évaluation rapide du statut du CTV et de ses pucerons vecteurs potentiel au niveau de la plaine
de Chlef est primordiale afin de gerer la maladie. En plus de la surveillance de T. citricidus,
I'évaluation de I'efficacité de la transmission des isolats locaux du CTV par les pucerons dominants
sont d’une grande importance pour prévoir la dynamique de la maladie. Cette mesure pourrait
empécher d’autres épidémies de CTV ou au moins maintenir le taux d'infection en dessous du seuil

économique de nuisibilité.
Dans ce contexte, les principaux objectifs de cette enquéte sont les suivants :
Enquéte sur les espéces de puceron vectrices de CTV dans la zone d’étude ;

Contribution a I’identification interspécifique des espéces de pucerons autochtones des agrumes

aux stades juveniles par le marqueur moléculaire mitochondrial cytochrome oxidase | mtCOI

Enquéte a grande échelle de la présence, de l'incidence et de la distribution du CTV dans les

principales zones de production d'agrumes de la Vallée de Chlef ;
Analyse de quelques parametres epidemiologiques de la maladie de la Tristeza ;

Etude de la variabilité génétique de quelques isolats de CTV détectés dans la zone d’étude.
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X/

% Evaluation de la transmissibilité des pucerons des isolats de CTV locaux par les principales

especes vectrices rencontrées dans la zone d’étude ;

% Etude des variations possibles de la structure génétique du CTV aprés des essais de transmission

par pucerons conduits en conditions controlées.
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4 Matériels et méthodes
4.1 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 le massif de Dahra
et celui de Zakkar et au sud par les contreforts de 1’Ouarsenis, a son exterminé sud-ouest elle est
reliée a 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 wilayate de Chlef et d’Ain Defla (Fig. 14 et Fig. 18).

Fig 14. Situation géographique de la zone d’étude.

4.2 Enquéte sur la présence et distribution des especes 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 1a Vallée de Chlef (Tab. 4)
pendant la poussée de séve printaniére (de Mars a Mai 2016). Cette surveillance avait comme
objectif 1’acquisition de connaissances sur l’identité des espéces existantes, leur fréquence,
abondance et répartition. Selon Dawson et al (2015) 1’abondance des populations d’aphides et la
prédominance des espéces 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 réle des espéces identifiées dans I’épidémiologie de la maladie. Cette étape a
précedé les essais de transmission du virus de la Tristeza par les pucerons. Au niveau de chaque
verger, sur dix (10) arbres on procede a un prélevement hebdomadaire de dix 10 jeunes pousses.
Les échantillons ont été collectés de facon aléatoire et placés dans des sachets en polyéthylene.
L’identification des espéces de pucerons a été réalisée sur la base des caractéristiques
morphologiques (Fig. 16), grace a 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).

Tab 4. Liste des vergers ayant servi a I’observation et au prélévement d’échantillons.

Wilaya Commune Exploitation Sup (ha)  Espéce/Var Age

Medjadja KTM 28.5 Navel Powel 15

Medjadja FP SIYAHI 10 Navel 15

Oumdrou  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

4.2.1 Identification des pucerons recensés

L'objectif principal du montage des aphides est d'obtenir des pucerons totalement transparents,
dont le tégument peut étre parfaitement visible sur les deux faces dorsale et ventrale quand
I’échantillon est mis sous microscope (Fig. 15). La technique de préparation des pucerons est
similaire a celle utilisée par Heikinheimo (1988) et Blackman et Eastop (2006). Elle comprend les

phases suivantes :

1) L'incision du puceron a l'aide d'une épingle entomologique au niveau de la face ventrale du

puceron entre le quatrieme et sixieme 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 a 10% (KOH) pendant un temps entre 5 a 10 minutes.
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3) Apres le dégraissage, la piece est nettoyée 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 (Heikinheimo, 1988) (annexe 1). Les spécimens préparés ont été identifiés sous

microscope a I’aide la clé de Blackman et Eastop (2006) (Tab. 5).
Aphis spp Toxoptera spp
8 ~ ok

Yo Mw
o

) 4
i

(]

A gossypii (Glover) A spirascola (Pach) T. avarii (Fons) T. taxoprera Kigkaldy)
Caudagale cauda sombre avec 6- V médianes bifurquées V médianss bifumuées
Cavdaavec 4-7 pails 12 poilz Cauda avec £20 poils double

Cada> 20 pails

Fig 15. Différences morphologiques entre les différents pucerons vecteurs de CTV sous microscope.

Fig 16. Clé des caractéristiques morphologiques utilisée pour I’identification. A: puceron adulte ailé, B: puceron
adulte aptére, C: tubercules frontaux (ft) a la base des antennes, D, E: cauda, F: cornicule; ant=antennes, ca=cauda,
co=cornicule, fl=flange, ft=tubercule fontale, 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
1
Tubercules antennaires bien développés. 10
Le segment terminal un peu plus court que sa base. Cornicules beaucoup plus courtes que la queue. A
2
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 a la base. B
3
Cauda en forme de langue ou triangulaire en vue dorsale, plus longue que sa largeur a la base. 4
Abdomen dorsal avec une large tache noire. C
4
Abdomen dorsal sans tache noire 5
Cornicules beaucoup plus courtes que la queue. D
5
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
6
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 11l sont plus longues que le diamétre de E
7 ce segment a la base. Tergites thoraciques souvent partiellement sclérifiées
Cauda avec généralement moins de 20 poils. Les soies sur le segment antennaire 11l souvent plus courtes que le 8
diamétre de ce segment a la base. tergites thoraciques généralement non scolrotinés.
Cornicules est 1.5 fois moins longues que la queue. appareil stridulatoire présent. F
8
Cornicules est 1.5 fois plus longues que la queue. appareil stridulatoire absent. G
Cauda plus pale que les cornicules avec 4 a 7 soies. Soies Fémoraux tous assez courtes, moins larges que le fémur & H
9 sa base.
Cauda sombre, avec 6 a 12 soies. Quelques soies fémoraux sont longues et fines, plus longues que la largeur de I
fémur a sa base.
Face interne de tubercules antennaires convergentes. J
10
Face interne de tubercules antennaires paralléles ou divergentes. 11
Cornicules un peu plus courtes que la longue et sombre queue. K
11
Cornicules beaucoup plus longues que la queue. 12
La téte, les pattes et les antennes sont de couleur foncée ; fémurs pales a la base, mais avec la moitié a trois-quarts est L
" noir. Cornicules légerement enfilés. Cauda avec une constriction.
Pattes, téte, et les antennes de couleur pale. Cornicules de forme de ruban paralléle tout au long. Cauda sans 13
constriction.
Face interne des tubercules antennaires paralleles. Cornicules sans réticulation polygonale. La longueur du cauda M
mesure un dixieme a un huitieme la longueur du corps.
Faces internes des tubercules antennaires divergentes. la zone subapicale des cornicules avec réticulation polygonale. N
Cauda mesurant un septiéme a un cinquiéme la longueur du corps.
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 N- Macrosiphum euphorbiae {autres espéces peuvent étre
- ~ rencontrés sur citrus: Aphis arbuti;Aphis fabae;
G- Aphis nerii o R o
Brachycaudus cardui; Pterochloroides persicae;
H- Aphis gossypii Rhopalosiphum maidis }
I- Aphis spiraecola
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4.3 ldentification 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 espéces du genre Aphis en raison de leurs morphologies
similaires. La phylogenie au sein de la tribu des Aphidini a été partiellement basée sur les traits
morphologiques et les changements dans 1’utilisation des plantes-hétes au cours de I’évolution de
pucerons (Shapochnikov et al., 1998). Néanmoins cette approche devient limitée quand il s’agit

d’individus du stade larvaires.

Depuis le développement de techniques moléculaires, les séquences de I’ADN mitochondrial
(annexe 11) ont été utilisés pour étudier 1’évolution chez beaucoup d’animaux, démontrant ainsi
un potentiel de discrimination des espéces (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 I’utilisation de I’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’espéces (Raboudi et al., 2005 ; Valenzuela et al., 2007) et méme pour les différenciations intra-
spécifique des pucerons (Boulding, 1998 ; Shufran et al., 2000 ; Delmotte et al., 2001 ; Raymond
et al, 2001 ; Anstead et al., 2002). Contrairement a d’autres marqueurs, les marqueurs
mitochondriales ont des caractéristiques maternellement hérités (Savolainen et coll, 2005). En
effet des petites portions du gene Cytochrome C Oxydase sont utilisées efficacement pour résoudre
les ambiguités taxonomiques des animaux (Kress et Erickson, 2008). De ce fait nous avons jugé
qu’il sera trés utile de réaliser un travail d’identification moléculaire sur des populations immatures
de pucerons inventoriees pendant la surveillance notamment les especes, A. gossypii et A.
spiraecola collectées sur différentes plantes hotes au niveau de la plaine de Chlef. Cette étude
permettra de vérifier I’efficacité du marqueur mitochondrial Cytochrome C oxydase | (mtCOI)
dans I’identification des especes d’aphides locales et voir s’il est capable de détecter les possibles
variations intra-spécifiques existantes chez les différentes populations de la méme espéce.
L’intégralité du travail moléculaire a été effectué¢ au niveau du centre de recherche Agrilife
Research and Extension Services a 1I’Université de Texas, USA (Fig. 17). Cing populations d'A.
gossypii collectées sur cing plantes appartenant a 4 familles botaniques différentes considérées
comme hotes potentielles (Blackman et Eastop, 2006) situées dans la Vallée de Chlef en
occurrence Citrus sinensis (Osbeck, 1765): Rutaceae, Hibiscus syriacus (L, 1661): Malvaceae,
Cucurbita pepo (L, 1753): Cucurbitaceae, Solanum tuberosum (L, 1753): Solanaceae and
Capsicum annuun (L, 1753): Solanaceae, ces populations ont été désignées par un nom comportant

6 lettres chacune en fonction de leur plante hote Agcitr, AgHiei, Adcour, Agromm €t Agroiv
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respectivement. Aphis spiraecola récolté sur les mémes plantes hotes, identifier respectivement
(AsciTr, AsHiel, AScour, Asromm et Asporv) et le puceron brun du pécher Pterochloroides persicae
(Pp) (Hemipetra: Lachninae), signalé pour la premiere fois en Algérie par Laamari et al (2015) a
été également introduit pour établir une comparaison interspécifique. L'identification d'especes a
été effectuée sur des individus adultes, a la station régionale de protection des végétaux de Chlef
et a l'université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem sur la base de la clé de Blackman et Eastop
(2006).

Tab 6. Détails des séquences COI obtenus de la base de données NCBI

Aphis gossypii

Plantes hotes

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 hotes

Pays de collection

NCBI accessions

Citrus sp Canada EU701492
- Pakistan KY841003
- Chine MG954458
- Japon AB506736
- Japon AB506735

Pterochloroides persicae

Plantes hotes

Prunus sp
Prunus sp

Pays de collection

Espagne
Tunisie

NCBI accessions

LT600391
JN644629

4.3.1 Extraction d'ADN et PCR

Cing pucerons de différents stades larvaires de chaque population conservés dans de I'éthanol a
70%, ont été rincés deux fois avec de I'eau traitée de nucléases et de protéases, puis avec 100 pul
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
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dans 100 pl 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 micro-tube de 1,5 ml a I’aide
d’un micro-pilon en plastique, par la suite, 7 pul de SDS ont été ajouté, suivi d’une incubation dans
un bain marie a une température de + 65 © C pendant 10 mn. Sous température ambiante 32 ul de
KOAC ont été ajoutés, et apres agitation une centrifugation a 13000 tr/mn pendant 10 mn a été
effectuée. Ensuite 50 pl de surnageant ont été prélevés par micropipette et mélangés a 25 pl
d'isopropanol glacial, le micro-tube a été mis dans de la glace pendant 20 mn, puis centrifugé et
décanté délicatement 1’isopropanol, cette étape a été suivi par une addition de 50 pl d'éthanol suivi
d’une centrifugation, le surnageant a été¢ décanté délicatement sans toucher le culot (TNA). A la
fin le culot a été séché a température ambiante (évaporation complete de 1’éthanol). Le TNA a été
dissous dans 20 pl de TE (Annexe 3) et conservé a -20°C. La concentration moyenne de 'ADN
génomique extrait de 150-200ng/ul, a été évaluée avec Nanodrop 1000. (ThermoScientific®.
USA).

Fig 17. Quelques manipulations moléculaires (amplification et clonage) au laboratoire Agrilife research and

extension, Weslaco (Université A&M kingsville, Texas, USA).

Le marqueur moléculaire universel du géne mitochondrial de la cytochrome Oxidase | (mtCOl)
(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
technologies IDT, Coraville, lowa, Etats-Unis. La PCR a été réalisée dans un thermocycleur
(BIORAD C1000°) suivant le profil thermique a 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 pl contenant 0,5 ul de chaque amorce, 2,5 pl de tampon PCR, 0,5 pl de dNTPs,
0,25 pl de taq DNA polymérase SU/ pul (Roche diagnostics international LTD). Les amplifias ont
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été visualisés dans un gel d'agarose a 1% (annexe 3), mélangé avec du bromure d'éthidium (0,6 pl
/ 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.

4.3.2 Clonage

L’ensemble de populations d’aphides immatures caractérisées par PCR, a été soumis au clonage
du marqueur mitochondriale mtCOIl. Le fragment moléculaire a été amplifié avec les amorces
universelles (LCO1490F) et (HCO2198R) produisant un amplifia de 709 pb et visualisé dans un
gel a agarose de 1%. Puis dilué en utilisant le kit zymoclean©Gel DNA Recovery Kit (Epigenetics
company. USA) selon les instructions du fabricant. Ensuite, les amplifias purifiés (produit PCR)
ont été ligaturés au vecteur TOPO-TA (Invitrogen. USA) dans un mixte 2.5 ul (H20), 1 pl (salt
solution), 0.5 ul (TOPO-ta vector) et 2 pl de produit PCR ¢élué, aprés mélange (vortex), le mélange

a été incubé pendant 15 minutes sous température ambiante.

Le matériel ligaturé a été conservé a -80°C. Par la suite dans un tube de 1.5 ml on a ajouté 2 ul du
matériel ligaturé a 23 pl d’E coli, apres une légére agitation. Le mélange a été maintenu dans la
glace pendant 30 minutes, L'incorporation du plasmide dans les cellules hotes d’E coli a nécessité
un traitement de choc thermique par lequel les colonies bactériennes ont été incubées dans un bain
d'eau a 42 ° C (bain marie) pendant 45 secondes, et immédiatement transférées dans de la glace
pendant 5 minutes, complété par 250 ul du milieu S.O.C suivi d’une incubation a 37°C avec une

rotation de 225 tours/min pendant 1 heure (tubes inclinés).
4.3.2.1 Transformation d’E coli

80 ul de suspension bactérienne a été étalée dans le milieu Luria-Bertani (LB-Carbenicilline)-Agar
(100mg/L) fourni avec 15 pl de X-Gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-p-D-galactopiranoside)
(Invitrogen, USA) et d'ampicilline (50 mg / L) ajouté 30 minutes avant 1’étalage. Les plaques ont
été ensuite incubées pendant une nuit a 37 °C. Afin de confirmer la présence de l'insert cible, des
réactions de PCR ont été réalisées. Dans une solution de PCR qui contient 16.5 ul (H20), 5 pl
(tampon prime 5x%), 2 ul (ANTPs 2.5mM), 20 uM d’amorces universelles M13 (M13F-
GTAAAACGACGGCCAG et M13R-CAGGAAACAGCTATGAC) et 0.5ul Taq polymerase SU/ul
(Invitrogen), La PCR a été réalisée dans un thermocycleur (BIORAD C1000©). Les résultats de
la PCR ont été visualisés dans un gel d’agarose 1%. Successivement, Dans un tube, on a mis 2 pl
du milieu de culture (LB broth), puis a partir des colonies bactériennes positives (transformeées),

la surface est frottée a 1’aide de cones de micropipette et on dépose le frottis dans le tube. Les
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préparations ont été ensuite placées dans un incubateur a 37°C avec une rotation de 225 tours/min

pendant 8 & 14 heures.
4.3.2.21solation 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 prélevees

avec une lance stérile, inoculées dans 2 ml de liquide LB contenant de I'ampicilline (50 mg / 1).
Les suspensions bactériennes ont été versees dans un tube de micro-centrifugeuse de 1,5 ml, puis

centrifugées a 13 000 tr/min pendant 60 secondes et le surnageant a été jeté.

2) Suspension et lyse des cellules bactériennes transformées : Le culot a été remis dans 200 ul de

solution de ré-suspension. On ajoutant 200 ul de solution de lyse, les cellules bactériennes lysées
ont été obtenues apres une période d’incubation de 3.5 a 4,5 minutes suivi d’un refroidissement
rapide dans de la glace pendant une durée maximale de 5 minutes, car un temps supplémentaire

peut endommager les plasmides.

3) Neutralisation : chaque colonne (fourni dans le kit) a été placée en correspondance a un

échantillon de cellules bactériennes lysées dans un micro tube stérilisé de 1.5 ml, ensuite 500 ul
de solution de colonne a été ajoutée (fourni dans le kit), apres une centrifugation a 12 000 tr/mn
pendant 1 minute. Les colonnes ont été placées dans des micro-tubes de 1.5 ml. A la fin 350 ul de
solution neutralisation/liaison (fourni dans le kit) ont été ajoutés. Les tubes ont été inversés 5-7

fois pour ensuite étre centrifugés a 13000 tr10 mn.

4) Transfert des lysates : a I’aide de micropipette les cellules bactériennes lysées ont été transférés

a chacune des colonnes placées dans des micro-tubes de 1.5 ml, puis centrifuger a 13000 tr/ mn.

5) Lavage : les colonnes ont été placées dans de nouveaux micro-tubes de 1.5 ml étiquetés, puis
750 ul de solution de lavage (fourni dans le kit) ont été ajoutés, apres centrifugation a 13000 tr/mn,
I’effluent a été éliminé. L’opération de lavage a éte répétée une deuxiéme fois. Les colonnes ont

éteé ensuite transferées dans de nouveaux micro-tubes de 1.5 ml étiquetés.

6) Elution de [’ADN : a 1’aide d’une micropipette un volume de 100 ul d’H2O traitée de nucléases

a été versé au centre de chaque colonne sans toucher au filtre des colonnes, et centrifugé a 13000
tr/mn. A la fin la concentration de I’ADN plasmique a été évaluée avec un Nanodrop 1000.

(ThermoScientific®. USA), puis conservé a -80°C.
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4.3.2.3 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 géne mtCOIl. Pour deéfinir les variations intra-
specifiques chez A. gossypii et A. spiraecola, les séquences de la mtCOl des deux espéces
disponibles obtenus sur la banque de données NCBI GeneBank (Tab. 6). Toutes les sequences
générées de la présente étude et les séquences récupérées correspondantes au fragment du gene
COl, ont éte 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 1'évolution moléculaire ont été exécutées par le logiciel MEGA7
(Kumar et al., 2016).

4.4 Enquéte sur le CTV dans la zone d’étude

Dans le but de mettre la lumiére sur la présence, I’incidence et la nature des souches de CTV
présentes au niveau des zones agrumicoles de la plaine de Chlef (Fig. 18), la prospection a été

réalisée durant la période printaniere de mi- Mars a mi-Juin de I’année 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 choisis, 25%
d’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 homogenes en termes d’age, porte greffe,
densité et variété. L’age des vergers échantillonnés était compris entre 3 a plus de 40 ans. Chaque
échantillon est composé de cing jeunes pousses ou pédoncules de fruits, dix feuilles complétement
développées, ou cing fleurs prélevés autour de la cime de chaque arbre sur chacune des
charpentieres. Les échantillons ont été mis individuellement dans des sacs en plastique, étiquetés
et placés dans des glacieres. Une fois au laboratoire, ils ont été stockés a 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 echantillons
positifs ont été re-testés par la technique DAS-ELISA (Clark et Adams., 1977 ; Garnsey et al.,
1993 ; Cambra et al., 2000b).
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d’étude (Vallée de Chlef).

Fig 18. Identification des communes de la zone

