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Study of Citrus Spiroplasma: Immuno-Enzymatic and Molecular Characterization of 

Citrus Stubborn (Spiroplasma citri) -Effect of Stubborn on the Quality of the Fruit and 

Essential Oils 

 
 

Abstract 

 

Spiroplasma citri, the causal agent of Citrus stubborn disease, is a phloem restricted 

pathogenic Mollicute and is transmitted by leafhoppers vectors. The stubborn has been a long-

standing disease in the Northern part of Algeria. This study focuses on the identification of 

the Spiroplasma citri, by several diagnostic methods (serological, cultural and molecular), as 

well as the determination of the possible effects of the disease on the physico-chemical, 

chemical and biological qualities of the essential oils extracted from symptomatic trees fruits. 

Thereby, different varieties of sweet orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck) showing typical 

symptoms of stubborn disease have been detected and collescted from different orchards 

located in certain Citrus producing regions in Algeria such as Boumerdes, Blida and Tizi-

Ouzou. The serological method (double antibody sandwich-enzyme linked immunosorbent 

assay (DAS-ELISA) showed positive results on varieties from the private orchard of Baghlia 

and the experimental agricultural station of Blida, indicating the presence of Spiroplasma 

citri. The method of culture in an artificial liquid medium SP4m revealed the presence of this 

pathogen on the Double fine variety of the private orchard of Baghlia. The molecular method 

(conventional PCR) using the SC1/SC1¯ primer pairs, has shown the existence of DNA 

fragments identical  to the positive control sample. Out of the 62 samples tested, 06  samples 

were positive for stubborn, from which three Washington navel samples, two Thomson 

samples, and one Tardive sample. Comparing the physico-chemical qualities of the essential 

oils extracted from both stubborn infected fruits and healthy fruits has indicated that they did 

not have the same properties. While the results of the chemical characterization by GC-MS of 

the two essential oils, showed the same main chemical compounds (octanal, β-phellandrene, 

d-limonene, 1 r-α pinene), but new toxic chemical compounds at low concentrations (<1%) 

appeared in the essential oil extracted from infected fruits (2-cyclohexene-1-ol, 2-methyl-5- 

(1-methylethenyl) -cis, decanal, trans-p-mentha-2, 8-dienol, 2-cyclohexene-1-ol, and 1-

methyl-4- [1-methy- 4- (1-methylethyl)] - cis).  Regarding biological qualities, the two 

essential oils have shown very interesting antibacterial activity against Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

However, they do not exert any antifungal activity against Botrytis cinerea. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) of the bacteria, that was sensitive to the essential oil extracted 

from infected and uninfected Citrus sinensis fruit samples, was 4 μL and 32 μL/mL 

respectively. 
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 Spiroplasma citri)لمرض العناد ) يئيزو الج دراسة سبيروبلازما الحمضيات: تشخيص الفحص المصلي

مرض العناد على نوعية الفاكهة و الزيوت العطرية تأثير  

 

 

 ملخص

من نوع الموليكوت . يعتبرالحمضيات ، هولمرض العناد لدى سبيروبلازما سيتري ، العامل المسبب   

موجود منذ فترة طويلة في  مرض العناد. الحشرات النطاطة عامل ممرض للنبات يقتصر على اللحاء وينتقل عن طريق

، بعدة طرق ( Spiroplasma citriتركز هذه الدراسة على التعرف على سبيروبلازما سيتري ) .معظم شمال الجزائر

الكيميائية  ،المحتملة للمرض على الصفات الفيزيوكيميائيةوجزيئية( ، وكذلك تحديد الآثار  الزرع تشخيصية )مصلية ،

تم اكتشاف أنواع مختلفة من  لهذا، عراض.الأمن ثمار الأشجار المصحوبة ب المستخلصة الأساسية زيوتوالبيولوجية لل

جمعها من تم  ، و ض الستوبورنمر، والتي تظهر أعراضًا نموذجية ل  (Citrus sinensis (L.) Osbeck) رتقال الحلوالب

 .البليدة وتيزي وزو، بومرداسكفي الجزائر  قع في بعض مناطق زراعة الحمضياتبساتين مختلفة ت

 أضهرت نتائج  ( DAS-ELISA( ذات الجسم المضاد المزدوج المرتبط بالإنزيم )DAS-ELISAتقنية الفحص المناعي ) 

تقنية  .S. citriمما يؤكد وجود  ،على بعض العينات للبستان الخاص ببغلية و المحطة التجريبية للفلاحة بالبليدة إيجابية

للبستان الخاص  Double fineعلى صنف جود هذا العامل الممرض و أظهرت SP4mفي وسط سائل صناعي  زراعةال

مطابقة للعينة المستخدمة  DNA، أظهرت وجود قطع ¯SC1 / SC1باستخدام الزوج  التقليدية، PCRتقنية  لبغلية.

حالات إيجابية من العناد ،  60المتسلسل ، اكتشفنا  عينة تم اختبارها بواسطة تفاعل البوليميراز 62من بين  إيجابي.كعنصر 

مقارنة  .Tardive، وعينة من  Thomson، وعينتان من   Wachington navelبما في ذلك ثلاث عينات من 

للزيوت العطرية المستخرجة من ثمار الأشجار المصحوبة بأعراض العناد وغير المصحوبة  ،الفيزيوكيميائيةالخصائص 

للزيوت  GC-MSت أنه ليس لديهم نفس الخصائص. بينما نتائج التشخيص الكيميائي بواسطة تقنية بالأعراض أظهر

 .(octanal  ،β-phellandrene  ،d-limonène  ،1r-α pinèneأظهرت نفس المركبات الكيميائية الرئيسية )العطرية 

لمستخرجة من ثمار الأشجار ا الزيوت العطرية اكتشفت في   ٪1لكن مركبات كيميائية جديدة سامة، بتركيزات منخفضة >

 :المصابة بالمرض 

(2-Cyclohexène-1-ol,2-méthyl-5-(1-méthyléthenyl)-cis ; décanal ; 2-cyclohexène-1-ol;     

trans-p-mentha-2,8- dienol).)  فيما يتعلق بالصفات البيولوجية ، أظهر الزيتان العطريان نشاطًا مضاداً للبكتيريا 

و  Escherichia coli ATCC 25922و  Staphylococcus aureus ATCC 25923 مثيرًا للاهتمام ضد:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.  يمارسوا أي نشاط مضاد للفطريات مثل  أنه لمإلاBotrytis 
cinerea .( كان الحد الأدنى للتركيز المثبطMIC للبكتيريا التي كانت حساسة للزيت العطري المستخرج من عينات )

 ميكرولتر / مل على التوالي. 32ميكرولتر و  4و غير المصابة المصابة  C. sinensisفواكه 

 

 

 .عطرية ت, زيوPCR , GC-MS الحمضيات,مرض العناد على  ,Spiroplasma citri  لكلمات الدالة:ا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Etude du Spiroplasme des Agrumes : Caractérisation Immuno-Enzymatique et 

Moléculaire du Stubborn (Spiroplasma citri) des Agrumes-Impact du Stubborn sur la 

Qualité du Fruit et des Huiles Essentielles 

 

 

Résumé 
 

Spiroplasma citri, l'agent causal de la maladie du stubborn des agrumes, est un Mollicute 

pathogène des plantes, limité aux tubes criblés du phloème, et transmis par des cicadelles 

vectrices. Le stubborn existe depuis longtemps dans la majeure partie du Nord de l'Algérie. 

Cette étude porte sur l’identification de Spiroplasma citri, par plusieurs méthodes de 

diagnostic (sérologique, culture et moléculaire), ainsi que la détermination des éventuels 

effets de la maladie sur les qualités physico-chimiques, chimiques et biologiques des huiles 

essentielles extraites de fruits d’arbres symptomatiques. De ce fait, différentes variétés 

d’oranges douces (Citrus sinensis (L.) Osbeck), présentant des symptômes typiques de la 

maladie du stubborn, ont été dépistés et prélevés dans différents vergers situés dans 

certaines  régions productrices d’agrumes en Algérie tels que Boumerdes, Blida et Tizi-

Ouzou. La méthode sérologique (double antibody sandwich-enzyme linked immunosorbent 

assay (DAS-ELISA) a exhibé des résultats positifs sur des variétés du verger privé de Baghlia 

et de la station expérimentale d’agronomie de Blida, indiquant la présence de Spiroplasma 

citri. La méthode de culture dans un milieu liquide artificiel SP4m a révélé la présence de cet 

agent pathogène sur la variété Double fine du verger privé de Baghlia. La méthode 

moléculaire (PCR classique) utilisant la paire d'amorces SC1/SC1¯ a montré l’existence de 

fragments d’ADN identiques à celui de l’échantillon utilisé comme témoin positif. Sur 62 

échantillons testés, nous avons détecté 06 cas positifs du stubborn, dont trois échantillons de 

Washington navel, deux échantillons de Thomson, et un échantillon de Tardive. La 

comparaison des qualités physico-chimiques des huiles essentielles extraites  à la fois  de 

fruits infectés par la maladie du stubborn et de fruits sains a indiqué qu’ils n'avaient pas les 

mêmes propriétés. Alors que  les résultats de la caractérisation chimique par la GC-MS des 

deux huiles essentielles, ont montré les mêmes composés chimiques principales (octanal, β-

phellandrène, d-limonène, 1 r-α pinène), mais de nouveaux composés chimiques toxiques à de 

faibles concentrations (<1%) sont apparues dans  l’huile essentielle extraite des fruits infectés 

(2-cyclohexène-1-ol, 2-méthyl-5- (1-méthyléthényl) -cis, décanal, trans-p-mentha-2, 8-diénol, 

2-cyclohexène-1-ol et, 1-méthyl-4- [1-méthy- 4- (1-méthyléthyl)] - cis). Concernant les 

qualités  biologiques, les deux huiles essentielles  ont montré une activité antibactérienne très 

intéressante contre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, et 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Cependant, ils n'exercent aucune activité 

antifongique contre Botrytis cinerea. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de la 

bactérie qui était sensible à l'huile essentielle extraite des échantillons de fruits de Citrus 

sinensis infectés et non infectés, était de 4 μL et 32 μL/mL, respectivement. 

  

 

Mots-clés : Spiroplasma citri; stubborn des agrumes; PCR ; GC-MS ; huile essentielle. 
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Introduction générale  

 

Les Citrus représentent la culture fruitière la plus importante dans le monde de point 

de vue économique (Tadeo et al., 2008). 

 

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que la consommation des agrumes 

serait reliée à la prévention de certaines maladies cancéreuses du tube digestif et des maladies 

cardiovasculaires due à l'effet de plusieurs composants tels que la vitamine C, les 

caroténoïdes, les flavonoïdes et les limonoïdes (Dhuique-Mayer, 2007). Ainsi, les écorces 

d’orange constituent un gisement riche en ingrédients nutritionnels (eau, protéines, sucres et 

minéraux) et en ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoïdes, vitamine C, 

composés phénoliques). Toutefois, la voie de la valorisation industrielle la plus répandue 

demeure l’extraction des essences et des huiles essentielles qui peuvent être utilisées comme 

une alternative aux fongicides synthétiques (Ververis et al., 2007; Virot et al., 2008; Chutia et 

al., 2009; Singh et al., 2010). 

 

Les agrumes sont cultivés dans plus de 140 pays à travers le monde (Peña et al., 

2007). Ils sont cultivés dans la plupart des régions tropicales et subtropicales (Agustí et al., 

2014). Ils ont atteint une superficie de 8,5 millions d’hectares (FAO, 2018). Ces superficies 

ont connu une progression continue dans les 140 pays producteurs à travers le monde, 70% de 

ces derniers sont localisés dans l'hémisphère nord dont 20 % dans la région méditerranéenne. 

L’Algérie détient une collection variétale composée de 256 variétés d’agrumes, ce qui 

représente un patrimoine génétique inestimable (Larbi et al., 2009). Le verger agrumicole 

algérien se localise essentiellement dans les plaines irrigables en raison de l’exigence en eau 

et en qualité de sol. Il s'étend sur une superficie de 70.503 ha (MADRP, 2019). 

 

Cependant, ce patrimoine arboricole a connu une réduction de son potentiel productif 

suite à la détérioration de son état physiologique et phytosanitaire dû essentiellement au 

vieillissement des arbres, au manque de sélection variétale et clonale et à l'emploi de matériel 

végétal non sélectionné atteint de maladies de dégénérescence transmissibles par greffage  tels 

que la Tristeza (CTV), l'exocortis (CEVd), les psoroses (CPsV), la gommose parasitaire 

(Phytophthora citrophthora et Phytophthora parasitica) et enfin le stubborn (Spiroplasma 

citri) (Bové, 1995). 
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 Spiroplasma citri est une bactérie phytopathogène appartenant à la classe des 

Mollicutes, un groupe de microorganismes phylogénétiquement liés à des bactéries Gram-

positives à faible teneur en G-C (Weisburg et al., 1989), limitées aux tubes criblés du 

phloème et sont transmises par des cicadelles vecteurs (Renaudin, 2006). Elle est l’agent 

responsable du stubborn des agrumes (Saglio et al., 1973), répertoriée comme organisme de 

quarantaine en Europe et dans d'autres parties du monde (Loiseau et al., 2019). Cette maladie 

est à l’origine de perturbations dans le développement de la plante entrainant le jaunissement 

et la chlorose des feuilles, la prolifération des bourgeons axillaires en balais de sorcière, la 

réduction de la taille de l’arbre et la diminution de la taille du fruit causant des pertes de 

rendement (Laflèche and Bové, 1970).  

 

 A cet égard, différents techniques de diagnostic ont été appliquées dans l’objectif de 

déterminer l’état sanitaire vis-à-vis de la maladie du stubborn (Spiroplasma citri) de certains 

vergers agrumicoles situés dans la partie Nord du pays, ainsi que la détermination de l’effet de 

cette maladie ou ce pathogène sur la qualité des fruits et des huiles essentielles. 

 

La première partie de ce manuscrit a été consacrée à une analyse bibliographique en 

cinq  chapitres regroupant les différents thèmes de cette étude. Le premier chapitre est 

consacré pour les généralités sur les agrumes, Le deuxième chapitre met l’accent sur 

l’importance de l’agrumiculture en tant qu’une des principales activités agro-économiques du 

pays. Un aperçu sur les voies de valorisation des sous-produits d’agrumes est présenté aussi 

dans ce chapitre. Le troisième chapitre présente les principales maladies les plus 

préjudiciables affectants cette culture. Le quatrième chapitre a été réservé pour l’étude de 

l’agent pathogène responsable de la maladie du stubborn (Spiroplasma citri), et le dernier 

chapitre présente les huiles essentielles et leur importance en Algérie. 

 

La deuxième partie de ce manuscrit porte sur la méthodologie expérimentale adoptée 

dans ce travail. elle est composé de 04 chapitres : dans le premier chapitre les essais ont porté 

sur la détection de S. citri par la technique ELISA, le deuxième chapitre a porté sur la 

détection par culture sur milieu liquide, le troisième chapitre porte sur la détection par PCR, et 

dans le quatrième chapitre nous nous somme intéressé à la mise en évidence de l’effet de ce 

pathogène sur la qualité des fruits et des huiles essentielles extraite par hydrodistillation par 
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leur caractérisation physicochimique, biologique et biochimique par la technique de 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS). 

  

L’ensemble de ses résultats et leurs interprétations ont fait l’objet de la troisième partie 

de la thèse qui comporte quatre chapitres. Le premier chapitre a été consacré aux résultats de 

la DAS-ELISA suivie par le chapitre décrivant les résultats de la culture, puis le chapitre 

résultats de la PCR, et enfin le quatrième chapitre portant sur les résultats de la caractérisation 

physico-chimique et biologique des huiles essentielles extraite de fruits malades et de fruits 

sains. Cette partie à fait l’objet d’une publication scientifique internationale dans le journal 

« International Journal of Fruit Science ». 

 

Finalement, l’ensemble de ce travail est clôturé par une conclusion générale avec des 

perspectives de recherche envisageables. 
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Chapitre I. Généralités sur les agrumes 

 

I.1. Origine des agrumes, leur évolution et la naissance des espèces cultivées 

 

Le mot agrumes provient du latin acrumen (aigre) qui désigne des arbres à fruits 

acides (Khan et al., 2010 ; Ladaniya, 2008). Les agrumes sont en principe cultivés autour de 

l'équateur, du 40º Nord au 40° Sud (Figure 1). On les rencontre dans les climats de type 

méditerranéen (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).  

 

 

Figure 1 : Principaux pays producteurs d’agrumes dans le monde (Spiegel-Roy et 

Goldschmidt, 1996). 

. 

Parmi les six genres botaniques de la famille des Rutacées représentant les agrumes, 

les plus connus sont originaires du Sud-Est Asiatique: Citrus, Fortunella et Poncirus. Les 

agrumes des genres Poncirus et Fortunella sont originaires des zones septentrionales de l’Est 

de la Chine, tandis que ceux du genre Citrus ont une origine méridionale entre l’Inde et 

l’Indonésie. 
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La diversité du genre Citrus se concentre sur quatre entités taxonomiques à l’origine 

de la grande majorité des espèces cultivées : Citrus maxima (les pamplemoussiers), C. 

reticulata (les mandariniers), C. medica (les cédratiers) et les papedas, regroupant plusieurs 

espèces. Les trois premières, qualifiées d’espèces ancestrales, ont évolué séparément dans 

trois zones géographiques distinctes (respectivement l’archipel Malaisien, le Sud de la Chine 

et le Nord-Est de l’Inde). C’est lors de cette phase d’évolution séparée que les trois espèces 

ont acquis des caractéristiques spécifiques comme la taille et la couleur du fruit, la 

reproduction asexuée, la résistance à des contraintes environnementales et même la taille du 

génome (18 chromosomes). Plus tardivement dans l’évolution, des croisements sexués se sont 

produits dans les zones mixtes de peuplement et des formes hybrides interspécifiques, sont 

apparues : l’oranger (C. sinensis) et le bigaradier (C. aurantium), produits de croisements 

entre pamplemoussiers et mandariniers, le citronnier (C. limon), hybride de cédratier et de 

bigaradier et le limettier (C. aurantifolia) produit d’un croisement entre un papeda (C. 

micrantha) et un cédratier (Figure 2) (Luro, 2015). 

 

 

Figure 2 : Classification des agrumes et origine génétique des Citrus cultivés (Ollitrault et al., 1999) 

C. medica C. reticulata 
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I.2. Diffusion des agrumes à travers le monde 

 

La domestication et la culture des agrumes se sont développées en Asie dans l’aire 

d’origine de ces arbres. La première grande migration des agrumes a eu lieu au premier 

millénaire avant notre ère, en direction de l’Ouest, vers la Mésopotamie. De là, ils atteignirent 

les rivages de la Méditerranée, l’Égypte et la Grèce entre le VIIIième et le IV ième siècle av. JC. 

Théophraste, botaniste contemporain d’Alexandre le Grand, fit une description détaillée de 

l’agrume que l’on nomme aujourd’hui cédratier (appelé dans l’ancien temps par les grecs 

« Pomme de Médie »). Les restes archéologiques sont très rares et quelques fresques murales 

découvertes à Pompéi représentent des agrumes portant des fruits ressemblant aux citrons et 

cédrats. Le cédratier a probablement été présent dans tout le pourtour méditerranéen avant le 

début de notre ère. On attribue l’introduction en Méditerranée du bigaradier, du 

pamplemoussier et du citronnier aux Maures, aux Génois et aux Portugais (X-XIIième siècles). 

L’essor du commerce maritime au XVième siècle permit la diffusion des agrumes à travers le 

monde. Christophe Colomb les introduisit dans les Caraïbes (1493). Au XVIième siècle, les 

agrumes sont présents dans de nombreuses régions du continent américain. L’oranger (orange 

douce) ne fut connu en zone méditerranéenne qu’au XVième siècle et le mandarinier seulement 

au XVIII ième siècle, tous deux en provenance de Chine. En Méditerranée, la culture en zones 

rapprochées de ces différentes espèces d’agrumes, fut propice à l’émergence de nouvelles 

formes hybrides, comme la bergamote, le clémentinier et le cédrat Corse. De nombreuses 

variations naturelles sont aussi apparues dont les variétés d’oranges sanguines. Le pomelo (C. 

paradisi) naquit lui vers la fin du XVIIIième siècle, dans les Caraïbes d’une rencontre fortuite 

entre un pamplemoussier et un oranger (Luro, 2015). 

 

I.3. Description botanique des agrumes  

 

Les agrumes sont des angiospermes dicotylédones appartenant à l’ordre des 

Sapindales et à la famille des Rutacées (sous-famille des Aurantioideæ, tribu des Citreæ, sous-

tribu des Citrinæ). Cette famille comprend environ 140 genres et 1300 espèces de plantes 

(Singh and Rajam, 2009).  

 

 

 



Première partie                                                                Données bibliographiques  
 

 
7 

I.4. Classification botanique 

 
En botanique, les agrumes appartiennent à la famille des Rutacées (Escartin, 2011), et 

sont répartis en cinq genres: Fortunella (Kumquat qui est mangé tel quel avec sa peau), 

Poncirus (orange trifoliée), Microcitrus, Eremocitrus, et le genre Citrus (majorité des 

agrumes) (Bousbia, 2011).  

 
La plupart des taxonomistes, considèrent que le genre Citrus fait partie de l’ordre des 

Geraniales et de la famille des Rutaceae (Nicolosi, 2007). Cette dernière comprend 140 genres 

et 1300 espèces à travers le monde (Singh and Rajam, 2009). Elle est subdivisée en six sous 

familles et dont celle des Aurantioideae, regroupe les vrais agrumes. Au sein des 

Aurantioideae, tribu des Citreae et sous-tribu des Citrinae, ils sont classés les genres, Citrus, 

Poncirus, Eremocitrus, Microcitrus, et Fortunella (Agustí et al., 2014). Tous les porte-greffes 

et variétés d’agrumes, sont inclus dans le genre Citrus, à l’exception des kumquats 

(Fortunella spp.) et de l’oranger trifolié (Poncirus trifoliata L. Raf.) (Peña et al., 2007).  

 

Bien que certains systématiciens ont regroupé tous les agrumes dans le genre Citrus, 

des études récentes suggèrent trois groupes majeurs; le groupe de C. medica (C. medica, C. 

aurantifolia et C. limon), le groupe de C. reticulata (C. reticulata, C. sinensis, C. paradisi, C. 

aurantium et C. jambhiri) et le groupe de C. maxima (C. maxima). Il existe un quatrième 

groupe qui n’a pas d’importance commerciale (C. halimii) (Agustí et al., 2014). De plus, les 

hybrides d'agrumes majeurs, comprennent le Citrumelo (orange trifoliée x pomelo), Tangor 

(orange douce x tangerine), Tangelo (mandarine et pomelo) et le citrange (orange trifoliée x 

orange douce) (Singh and Rajam, 2009). Les citranges Troyer et Carrizo, sont utilisés comme 

porte-greffe, et ils confèrent aux orangers une bonne productivité (Loussert, 1989). 

 

I.5. Description morphologique 

 

Les agrumes sont des arbres ou arbustes allant de trois à quinze mètres de haut (Harley 

et al., 2006 ; Chegrani-Conan, 2009), à tronc droit, à rameaux nombreux, formant une cime 

assez dense plus ou moins arrondie (Lieutaghi, 2004). Elles sont composées de deux parties : 

une partie souterraine formée par le porte greffe et une partie aérienne constituée par la variété 

(Benttayer, 2003). 
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I.5.1. Feuilles et fruits 

 

Les agrumes ont des feuilles persistantes, caractère d’adaptation à des hivers peu 

rigoureux (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996). Tous les fruits des Citrus cultivés ont presque 

la même structure : l’écorce, partie non comestible du fruit est peu développée chez les 

oranges, les mandarines et les clémentines. Elle constitue en revanche la majeure partie du 

fruit des cédrats ou du pamplemousse. Les fruits des principales espèces et variétés cultivées 

du genre Citrus diffèrent par leur coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur 

jus et leur époque de maturité. Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la 

même structure anatomique (Ramful et al., 2010). D’un point de vue botanique, les agrumes 

sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré en trois parties bien 

différenciées : l’épicarpe appelé flavédo, le mésocarpe appelé albédo et l’endocarpe (pulpe). 

 

L’épicarpe (ou flavedo) est la surface périphérique qui recouvre le fruit et le protège 

des dommages. Il est coloré par des pigments caroténoïdes et représente 8 à 10% du fruit.  Il 

contient de nombreuses glandes oléifères sécrétrices d’essences aromatiques qui sont réparties 

de façon irrégulière. Ces glandes sont des poches bordées par plusieurs assises de cellules 

sécrétrices dont la formation fait intervenir des cellules épidermiques et des nodules 

méristématiques superficiels. 

 

Le mésocarpe (ou albedo) est la couche intérieure blanchâtre, de structure spongieuse, 

plus ou moins épaisse par rapport à la taille du fruit, elle peut constituer 12 à 30% du fruit. 

Elle est intimement associée à l’épicarpe avec lequel elle forme ce qu’il est convenu d’appeler 

les écorces d’agrumes. 

 

L’endocarpe  est la partie comestible d’agrumes. Il est constitué d’une fine membrane 

qui tapisse les nombreuses loges carpellaires. Du côté interne, cette membrane porte des poils 

succulents ou de vésicules enfermant le jus  et qui sont regroupés en quartiers pouvant varier 

de 5 à 18 (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996 ; Ramful et al., 2010), dont l’ensemble forme la 

partie comestible ou pulpe renfermant les graines ou pépins (Huet, 1991; Albagnac, 2002 ; 

Bennici et Tani, 2004 ; Ramful et al., 2010).Cette partie, riche en sucres solubles, renferme 

des quantités significatives de vitamine C, de pectine, de fibres, de différents acides 

organiques et de sel de potassium, qui donnent au fruit son acidité caractéristique (Hendrix et 

Redd, 1995 ; Guimaraes et al., 2010). 
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La coupe transversale du fruit permet de distinguer les parties suivantes (Figure 3). 

 

 

 

 
Figure 3 : Coupe transversale d’une orange (Guimaraes et al., 2010). 

 

I.5.2. Système racinaire  

 

Chez les agrumes, le système racinaire occupe plus de 70% de la taille de l’arbre, les 

racines ont un pivot qui peut dépasser 2 m au-dessous de la surface. Ces racines fibreuses se 

prolongent généralement bien au-delà de la canopée (Walter et Sam, 2002). Le système 

racinaire formé par le porte greffe (ou sujet), c’est la partie qui assure à la fois l’ancrage de 

l’arbre au sol, son alimentation en eau et en sels minéraux (Barboni, 2006). 

 

I.5.3. Système aérien 

 

I.5.3.1. Feuille 

 

Les feuilles sont simples, de 4 à 8 cm de longueur, unifoliées, denses, avec des 

pétioles ailés et articulés (Mackee, 1985). Les Poncirus ont des feuilles trifoliées et caduques. 

Les Citrus et Fortunella ont des feuilles entières et persistantes (Figure 4) (Bachés et Bachés, 

2002).  
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I.5.3.2. Fleurs  

 

Les fleurs sont généralement de couleur blanche, de 3 à 5 sépales verts  et de 4 à 5 

pétales imbriqués, souvent recourbés vers l’arrière, souvent très odorantes ((Bachés et Bachés, 

2002), contenant des glandes à essence, de 20 à 40 étamines à filets soudés entre eux par 

groupes, d’un ovaire à 6-14 loges surmonté par un style (Figure 4) (Lieutaghi, 2004). Les 

fleurs ont entre 2 à 4 cm de diamètre, axillaires, parfumées, simples (ayant les étamines et les 

pistils fonctionnels) et parfois staminées (comportant des étamines tout en étant dépourvues 

de pistils) (Somon, 1987). 

 
 

Figure 4 : Planches illustratives de Citrus sinensis (oranger doux). 

(Branche, fleurs et fruits d’oranger doux) (Köhler, 1887) In Khefifi (2015). 

 

 

I.5.3.3.Tronc et branches  

 

Le tronc a un développement limité en hauteur à quelques dizaines de centimètres par 

la première taille de formation qui a pour effet de favoriser le développement des futures 

charpentières. Cette dernières constituent l’armature de l’arbre, elles sont limitées à 3,4 ou 5 

par la taille de formation, prennent naissance sur le tronc. Elles se divisent en sous-

charpentières qui a leur tour porteront les rameaux végétatifs et les rameaux fructifères. C’est 

au niveau du tronc que se situe la ligne de greffe résultant de l’association de la variété et du 

porte-greffe (Loussert, 1987). 
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I.6. Développement phénologique 

 

Les agrumes se présentent sous la forme de petits arbres d’environ 4 à 12 m de hauteur 

avec un feuillage dense et persistant (CIRAD – GRET, 2009). Il s’agit de  plantes pérennes 

qui possèdent une phase juvénile relativement longue, entre 5 à 8 ans, pour être capables 

d’émettre des fleurs et produire des fruits après leur semis (Iglesias et al., 2007). La 

rythmicité phénologique des agrumes est fonction non seulement des inductions climatiques, 

mais elle est également propre à chaque type d’agrumes et à chaque variété. Les agrumes 

nécessitent un cumul de degrés-jour pour assurer leur développement phénologique 

(Goldschmidt, 1997).  

 

I.7. Cycle végétatif annuel 

 

Après une période de vie ralentie, la croissance se manifeste à partir de fin Février. 

Après environ deux mois d’activité, de jeunes ramifications se développent, facilement 

reconnaissables à la coloration vert clair de leurs feuilles (Praloran, 1971 ; Loussert, 1987). 

Cette poussée de sève du Printemps est la plus importante, elle comprend à la fois des pousses 

végétatives et reproductrices (Spiegel-Roy and Goldschmidt, 1996). Une seconde poussée 

végétative, plus faible que la précédente, s’observe en Juillet-Août. Ensuite en Automne, la 

croissance apparait plus nettement que la précédente. Elle débute en Octobre et se termine en 

fin Novembre. Cette poussée assure le renouvellement des feuilles (Praloran, 1971). 

 

I.8. Exigences pédoclimatiques  

 

Les agrumes sont cultivés dans les régions tropicales et subtropicales (Pefia and 

Navarro, 1999). Leur culture nécessite en région méditerranéenne des zones abritées à hiver 

doux et sans risque de gelées mais également un complément d’eau d’irrigation durant la 

saison sèche (LebdiGrissa, 2010). Les sols limoneux-sableux, profonds et bien drainés, sont 

considérés comme les meilleurs pour la production d'agrumes (Agustí et al., 2014). 

 

Du point de vue climatique, les Citrus sont très sensibles aux variations thermiques et 

ils exigent des températures élevées au moment de la croissance et la maturation des fruits 

(Singh and Rajam, 2009). Ces mêmes auteurs ont noté également que des températures 

moyennes de 20°C la nuit et 35°C le jour, sont nécessaires pour une croissance optimale de 
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ces espèces. Par ailleurs, il est à mentionner que les agrumes sont généralement classés parmi 

les cultures moyennement sensibles au froid. Ils sont vulnérables aux dégâts de froid à des 

températures inférieures à -2°C (El-Otmani, 2005). Les besoins en eau des agrumes sont 

estimés à environ 1200 mm/an, répartis sur toute l’année (El Macane et al., 2003). Toutefois, 

il est à noter qu'ils ne supportent pas les zones tropicales très humides (Hill, 2008). 
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Chapitre II : Les agrumes dans le monde et en région méditerranéenne 

 

II.1. Importance économique de la filière agrumicole  

 

Les agrumes représentent la première catégorie fruitière en terme de valeur en 

commerce international ; cette importance est justifiée par leur consommation comme des 

produits frais ou après leur transformation (jus, sirop,…etc), grande qualité nutritive, riche en 

vitamine C, B6, et constituent une source de fibres, d’acide ascorbique et folique, du 

potassium et du calcium ; effet bénéfique sur la santé en contribuant dans la diminution des 

risques de maladies cardio-vasculaires et d’autres troubles (Kesterson et Braddock, 1976 ; Di 

giacomo et al., 1992). 

 

II.1.1. Importance mondiale  

 

Les agrumes présentent un intérêt économique pour de nombreux pays à travers le 

monde. Le marché des agrumes est prédominé par celui des oranges. Ces dernières peuvent 

être commercialisées sous forme de fruits frais ou transformées en jus (Lacirignola and 

D'Onghia, 2009). En plus de l'intérêt alimentaire, les agrumes sont très utilisés en 

pharmacologie. A titre d’exemple, ils contiennent de nombreux métabolites présentant des 

propriétés intéressantes pour la santé (Tadeo et al., 2008). En outre, le pomelo est souvent 

recommandés pour les personnes qui souffrent d'un excès de poids (Xiao et al., 2014), et il a 

de nombreux bienfaits pour la santé (Xu et al., 2007 ; Yin et al., 2012). 

 

Les écorces d'agrumes, qui sont considérés comme étant un résidu industriel, sont une 

matrice hautement valorisable vue leurs richesse en ingrédients fonctionnels (huiles 

essentielles, fibres, caroténoïdes, vitamine C, composés phénoliques) ayant des applications 

très variées dans les industries agroalimentaires, cosmétiques, nutraceutiques et dans les 

industries de production de biocarburants et de matériaux biodégradables (Ledesma-Escobar 

and Luque de Castro, 2014).  
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II.1.2. Zones géographiques majeures de production d’agrumes  

 

Bien que l’aire de culture des agrumes soit très vaste, le Bresil, le Bassin 

méditerranéen, la chine et les Etats-Unis controlent à eux seuls deux tiers de la production 

mondiale d’oranges, de petits agrumes, de citrons et lime et de pamplemousses et pomelos. La 

part la plus importante de la production se concentre dans les pays de l’hémisphère Nord, où 

la récolte s’échelonne d’Octobre à Mi-Juin (Jacquemond et al., 2013).  

 

 Selon les statistiques de 2020, la production mondiale d'agrumes en 2018 par région 

(en milliers de tonnes) est illustrée dans la figure 5. Nous observons que 75,5 milles de tonnes 

d'agrumes ont été produits en Asie (Figure 5) (Statista1, 2020). 

 

 
 

Figure 5 : Production mondiale d'agrumes en 2018 par région en milliers de tonnes (Statista1, 

2020) 

 

Par contre en 2019, La production moyenne mondiale d'agrumes, toutes espèces 

confondues, s'élève à plus de 110 millions de tonnes par an, sur une superficie de 7,5 millions 

d'hectares environ. Les oranges représentent environ 60 % de la production totale d'agrumes. 

Les tangerines, mandarines, clémentines et satsumas comptent pour 23 % du volume mondial. 

Environ 13,7 millions de tonnes de citrons et de limes, ainsi que 4,4 millions de tonnes de 

pamplemousses et pomelos sont produites annuellement (Agroligne, 2020). 
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II.2. Situation de l’agrumiculture en Algérie   

 

Durant les années soixante l’Algérie exportait, en moyenne 25% de sa production. La 

période 1970/1980 a connu la réorientation de la production destinée à l’exportation vers la 

satisfaction de la demande du marché intérieur. De la fin des années 80 jusqu’à 1999, 

l’agrumiculture a connu une régression suite à plusieurs contraintes (ITAFV, 2013). Avec 

l’avènement des différents programmes, dès 1999, l’agrumiculture au même titre que les 

autres filières a bénéficié d’une relance grâce à des mesures incitatives aussi bien   

financières, socio- économiques, technico-scientifique qu’organisationnelles. 

 

A partir des années 2000, l’agrumiculture a connu une nouvelle politique avec le 

renouveau de l’économie agricole et rurale visant l’augmentation et l’amélioration qualitative 

de la production pour la satisfaction des besoins de la population et le marché extérieur. La 

culture des agrumes représente un segment stratégique  pour notre pays. En 2004, la 

superficie occupée par le  verger agrumicole algérien était de 59368 ha soit 0.7% de la SAU et 

se répartit essentiellement dans les wilayat les plus importantes qui sont : Blida, Chlef, Alger, 

Mascara, Relizane, Mostaganem, Skikda et El-Tarf. Tandis que selon les statistiques du 

Ministère de l’Agriculture et du Développement Rural MADR (2011), l’agrumiculture couvre 

une superficie de 64323 ha,  soit environ 8 % de la superficie totale occupée par les cultures 

pérennes. D’après l’ITAFV (2017), Le verger agrumicole national, s’étend sur une superficie 

de 67.190 ha. Les orangers occupent une  superficie de 49.201 ha, soit 73,2%, avec la 

prédominance des variétés précoces (Washington et Thomson navel) et des variétés tardives 

(Valencia Late). 

 

La production nationale a évolué au cours des dernières décennies passant de 45.000 

tonnes en 1974 à 30.000 tonnes en 1996, pour connaitre une timide relance à partir de 2003 

avec une production de 56.000 tonnes et atteindre un pic de production de 855265,4 tonnes en 

2009. En effet, traditionnellement exportateur d’agrumes, notre pays éprouve depuis quelques 

années des difficultés à satisfaire les besoins de consommation, qui ne cessent de croître sous 

les effets conjugués de la croissance démographique et des traditions de consommation en 

fruits frais (raisin, agrumes, etc.) et de l’augmentation du pouvoir d’achat. 

 

Le niveau de rendement moyen national enregistré en 2010/2011 était de l’ordre de 

172 qx/ha, bien qu’ayant bénéficié d’une évolution régulière (augmentation de 60 qx/ha 
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depuis l’indépendance), il demeurait insuffisant au regard des résultats obtenus par certaines 

agrumiculteurs de différentes régions du pays (de 300 à 400 qx/ha et même plus) en mettant 

en œuvre un itinéraire technique approprié (ITAFV, 2013). 

 

Selon l’Institut Technique de l’Arboriculture Fruitière et de la Vigne (ITAFV), en 

2015, la production totale des agrumes est estimée annuellement à 13.417.540 qx  avec un 

rendement moyen de 224 qx/ha. La même source précise qu’en 2015, les importations en 

produits agrumicoles ont dépassé 51.400.000 tonnes, dont plus de 32.400.000 tonnes de fruits 

frais et plus de 15.600.000 tonnes de jus d’agrumes. Les importations en produits de conserve 

ont dépassé 3.200.000 tonnes, et celles des huiles essentielles dépassent 124.000 tonnes. Les 

exportations étaient de l’ordre de 1287,896 tonnes d’agrumes, réparties en 82,58 qx de fruits 

frais et 13205,41 qx de jus (ITAFV, 2017). Tandis que la production d'oranges pendant la 

campagne 2016 et 2017, s'élevait à plus d'un million de quintaux, tandis que la production de 

citrons était d'environ 778.000qx (Figure 6) (Statista2, 2020). 

 

 

 

Figure 6 : Évolution de la production d'agrumes en Algérie entre 2016 et 2017, par type 

d'agrumes (en milliers de quintaux) (Statista2, 2020). 

 

La production globale d’agrumes (oranges, clémentines et citrons) pour la saison 

agricole de 2018 a été estimée à plus de 14 millions de quintaux, dont plus de 11 millions de 

quintaux d’oranges et 2,5 millions de quintaux de clémentines, et près de 800.000 quintaux de 

citrons. Sur un total de 32 wilayas productives d’agrumes, la wilaya de Blida vient en tête 

avec 4,1 millions de quintaux, suivie de Mostaganem avec 1,2 millions de quintaux, puis 
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Tipasa avec 1,1 million de quintaux, la wilaya de Chlef étant considérée parmi les cinq 

wilayas pionnières dans ce domaine. Le reste de la production agrumicole était réparti sur les 

28 autres wilayas. La valeur de production des différentes variétés d’agrumes ayant atteint 

durant la campagne agricole 2017-2018 une hausse considérable, soit l’équivalent de 186 

milliards de dinars. Cette valeur représente 5% de la production nationale agricole globale. 

Les quantités de fruits exportées actuellement par l’Algérie demeurent faibles par rapport à 

ses capacités de production. L’agrumiculture concerne 32 wilayas pour une superficie globale 

de 70.503 ha (MADRP, 2019). En 2019 La production d'agrumes a atteint 15 millions de 

quintaux (MADR, 2020) 

 

Concernant l'analyse de la structure variétale des agrumes, il est relevé une 

prédominance des variétés précoces qui assurent une disponibilité de fruits au moment où 

l’étalage fruitier est réduit mais peu diversifié, une faiblesse des variétés de saison qui 

devraient assurer la soudure entre les variétés précoces et celles tardives, une faiblesse des 

superficies des variétés tardives qui devraient permettre un échelonnement de la disponibilité 

des agrumes jusqu’à la fin du mois Juin et une faiblesse des superficies réservées aux 

citronniers et pomelos (DSA, 2018). 

 

II.3. Transformation des agrumes 

 

Dotés d’arômes qui ne sont seulement qu'un de leurs produits, les agrumes sont un bon 

exemple de transformation des produits agricoles à grande échelle qui utilise une approche de 

raffinerie. Une gamme de culture d'agrumes est transformée pour produire des huiles 

essentielles à double usage aussi bien comme arômes que comme ingrédients de parfum. Il 

s'agit notamment de la bergamote, du pamplemousse, du citron, de la lime, de la mandarine, 

des oranges douce et amère (Bousbia, 2011). Les oranges sont pressées pour en extraire le jus, 

qui est concentré par évaporation jusqu'à environ 5 à 6 fois son poids avant d'être expédié. La 

peau d'orange restante est ensuite soumise à pression ou à être râpée pour en extraire  « l’huile 

pressée à froid » ou « essence d’agrumes », source d’arômes et de nombreuses molécules 

utiles au parfum. Les terpènes oxygénés constituent essentiellement une minorité de l'huile, 

qui est essentiellement composée de limonène et d’autres hydrocarbures terpéniques 

(Cheetham, 2010). 
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II.3.1. Coproduits de la transformation des agrumes 

 

 Les fruits d’agrumes peuvent être utilisés principalement par les industries de 

transformation, grâce à leur matière sèche riche en sucres solubles (glucose, fructose, 

saccharose et faibles teneurs en pentoses), sucres insolubles (cellulose, hémicellulose et 

protopectine), acides organiques (citrique, malique, isocitrique et oxalique) et une teneur 

importante en flavonoïdes. Les constituants inorganiques du résidu représentés par leur forte 

teneur en calcium. Ces composés peuvent être extraits de la peau d'oranges et réutilisés dans 

le domaine industriel. Egalement l'extraction d'huiles essentielles de la peau d'orange génère 

des sous-produits intéressants tels que les huiles concentrées et déterpénées, les formulations 

d'alcool et de d-limonène (Kesterson et Braddock, 1976). Ce dernier peut être utilisé dans une 

grande variété d'applications en tant que composant de résines synthétiques, son utilisation 

comme solvant, comme substitut de solvants minéraux et en tant que base pour la synthèse de 

composés aromatiques (Di giacomo et al., 1992). 

 

Les co-produits d’agrumes peuvent être aussi utilisés en tant qu’aliment pour bétails 

(Bampidis and Robinson, 2006 ; Ledesma-Escobar and Luque de Castro, 2014). L’utilisation 

des écorces pour la production des biocarburants (éthanol) et des biogaz (Wilkins et al., 2007; 

Pourbafrani et al., 2010 ; Lohrasbi et al., 2010), pour la production du plastique biodégradable 

(Byrne et al., 2004) et comme inhibiteur de la corrosion des métaux et des alliages (Saleh et 

al., 1982 ; Da Rocha et al., 2010) est relativement récente. 
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Chapitre III : Principales maladies transmissibles par greffage des agrumes 

 

La production méditerranéenne d'agrumes est très majoritairement dédiée au marché 

du frais. L'aspect sanitaire des fruits a donc un impact important sur le devenir de la 

production (Vernière et al., 2003). Les agrumes sont sujets à de nombreuses maladies causées 

par des champignons, bactéries, nématodes, virus, agents de type viral et viroïdes (Whiteside 

et al., 1988 ; Roïstacher, 1991 ; Bové, 1995). Les dépérissements provoqués par les viroses 

paraissent occuper le premier plan par leur gravité et leur impact économique comme dans le 

cas des variétés ou des associations porte-greffe-greffon sensibles. 

 

Selon Roïstacher (1995), les agrumes sont les plus affectés par les agents 

transmissibles par greffage qui entrainent le plus souvent la mort de l’arbre. Dans le cas des 

variétés et des associations tolérantes, ces affections passent inaperçues (Praloran, 1971). 

Cependant, elles entrainent parfois un important ralentissement de la végétation et une 

diminution des rendements (Roïstacher, 1995). Actuellement, tous les vergers agrumicoles à 

travers le monde sont affectés, plus ou moins sévèrement par des virus et un grand nombre 

d’agents transmissibles par greffage, qui provoquent de très graves maladies dévastatrices 

dont les plus importantes sont la tristeza et le greening « Huanglongbing » (Bové, 2006). 

 

III.1. Maladies virales 

 

III.1.1. Citrus Tristeza Virus 

 

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

culture des agrumes (Moreno et al., 2008). En portugais, le mot « tristeza » signifie « tristesse 

» ou « mélancolie ». Il fait référence au dépérissement que subissent de nombreuses espèces 

d’agrumes greffées sur Citrus aurantium  ou Citrus limon. 

 

 L'épidémie de la tristeza a été signalée  en Argentine et au Brésil dans les années 

1930 (Lee et al., 1994). Le virus cause d’épidémies ravageuses qui ont pesé sur l’évolution de 

ce secteur (Moreno et al., 2008),  surtout qu’elle est d’une part transmise par pucerons et 

d’autre part, le porte greffe bigaradier classiquement le plus utilisé dans le monde, représente 

une association très sensible avec les orangers. Durant le siècle dernier, le CTV a détruit plus 
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de 100 millions d’arbres. Ce fut le cas de certains pays d’Amérique du Sud tels que 

l'Argentine, où des dépérissements spectaculaires ont été enregistrés sur 90 % des plantations 

d’agrumes greffés sur bigaradier. En région méditerranéenne, le virus s’est manifesté en 

Espagne pendant les années 1956 et 1962 où il a causé la mort de 15 millions d’arbres 

(Cambra et al., 1988). Ce problème a incité à la substitution rapide du bigaradier par des 

porte-greffes tolérants au CTV tels que le Citrange carrizo et troyer en Espagne, la Lime 

Rangpur au Brésil. Dans les pays où le bigaradier est encore le porte-greffe principal, des 

observatoires de veille et d’avertissement ont été installés pour contrôler la maladie et les 

pucerons vecteurs dont le plus important est Toxoptera citricida identifié ces dernières années 

au Bassin méditerranéen (Espagne et Portugal). Ce puceron originaire de l’Asie, a été signalé 

dans plusieurs pays d’Afrique (Afrique du Sud, Kenya, Tanzania, Uganda, Zaire, Ethiopie,...); 

il a été introduit en Floride en 1995 et a été prouvé comme le vecteur le plus efficace de la 

tristeza comparativement à A. spiraecola, A. gossypii, et T aurantii. Le CTV, apparemment 

originaire d’Asie, a été disséminé dans tous les grands bassins agrumicoles mondiaux par des 

échanges internationaux de matériel végétal contaminé (Lovisolo, 1993). 

 

 Le CTV exprime un certain nombre de symptômes: dépérissement des portes greffes 

de bigaradier (Figure 7a,b), jaunissement des jeunes pousses sur le citronnier et le 

pamplemousse (Figure 8a), cannelures (Stem-pitting) dans le bois des rameaux (Figure7c,d,e), 

des branches et des troncs observés sur le pamplemousse et/ou oranger doux (Garnsey et al., 

2005). Les orangers doux, mandariniers et pamplemoussiers greffés sur des bigaradiers ou des 

citronniers dépérissent lentement: ils se rabougrissent, deviennent chlorosés et finissent 

souvent par mourir au bout de plusieurs mois ou années (Figure 7f) ; Réduction de la qualité et 

la taille des fruits (Figure 8b) (Lee, 2014). 
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Figure 7 : Symptômes d’une infection par CTV: (A) syndrome de la tristeza ou dépérissement 

des orangers doux greffés sur des bigaradiers infectés par CTV (gauche) et arbres 

asymptomatiques (droite); (B) dépérissement rapide d’un pamplemoussier greffé bigaradier; 

(C) bois strié sur le tronc d’un pamplemoussier greffé sur un citrange-troyer causé par une 

souche agressive de CTV; (D) cas sévère de bois strié sur les branches d’un pamplemoussier; 

(E) bois strié sur le tronc d’un oranger doux greffé sur un mandarinier cleopatra; et (F) 

rabougrissement marqué d’orangers doux infectés par CTV greffés sur un citrange-carrizo 

(droite), par rapport à un arbre sain (gauche) (ONUAA, 2016). 

 

 

 
 

Figure 8 : Symptômes d’une infection par CTV: (a) Jaunissement des nervures « Vein 

clearing » sur feuilles de limettier ; (b) Réduction de la qualité et la taille des 

fruits (Roïstacher et al., 2010). 

 

III.1.2. Psorose écailleuse « Citrus Psorosis Virus: CPsV » 

 

 La psorose des agrumes a été observée pour la première fois en Floride et en 

Californie au début des années 1890 et nommée psorose basée sur le grec psora signifie ulcère 

ou gale. La maladie était communément appelée écorce squameuse. Il est originaire d'Orient 

et s'est répandu dans le monde entier par la distribution d'espèces et de variétés d'agrumes 
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(Roïstacher, 1991 ; Roïstacher et al., 2000). La psorose est une maladie répandue et 

dommageable des agrumes dans de nombreuses régions du monde, y compris le Sud 

d’Amérique et Bassin méditerranéen (Roïstacher, 1993). 

 

Deux types de psorose ont été décrites, la psorose A et B. 

Sur les feuilles : Ce sont les jeunes feuilles ayant atteint la moitié ou les trois quarts de leur 

taille normale qui sont les premières attaquées. La région des nervures secondaires du limbe et 

les tissus adjacents montrent, par transparence, de petites plages claires de 1 à 3 mm de long 

sur 0 mm à  25 mm de large environ. Les symptômes foliaires peuvent se manifester sur une 

portion ou sur la totalité du limbe. D’autre part, ces taches claires deviennent souvent 

coalescentes. Leur contour s’estompe et la feuille psorosée porte un dessin en « feuille de 

chêne » (Jamoussi, 1955). Sur l'écorce, l’apparition des symptômes corticaux est tardive. 

  

 La psorose A (PsA), Citrivir psorosis var. vulgare Faw.  C'est la forme la plus 

commune, Elle apparaît sous forme de petites pustules qui se transforment en écailles sèches 

de 2 à 3 mm d’épaisseur environ. Ces écailles recouvrent des surfaces vivantes de l’écorce de 

couleur chamois (Figure 9a). La psorose A peut être ou non accompagnée d’exsudations 

gommeuses. Elle est d’abord localisée, mais elle finit par s’étendre et gagner en profondeur. 

Le bord attaqué reste vivant, au moins au début, puis change de couleur. Il devient gris brun à 

brun rougeâtre (Figure 9b).  L’arbre est alors profondément affecté, ses feuilles diminuent en 

taille et en nombre et jaunissent (Jamoussi, 1955). 

 

La psorose B (PsB) : Citrivir psorosis var. anulaum Faw. La sécrétion de gomme 

précède l’écaillage. C’est une forme virulente, à évolution plus rapide. Les écailles sur le 

tronc et les branches sont plus ou moins confluentes, se traduisant parfois en plages qui 

s’étendent sur un côté seulement du tronc et des branches. La Psorose B envahit même les 

rameaux de faible diamètre qui seraient épargnés par la psorose A (Jamoussi, 1955). L'écorce 

est souvent écaillée chez les arbres âgés de 10 à 12 ans. La gomme peut s'accumuler sous les 

écailles de l'écorce et imprégner le xylème, produisant une coloration du bois et une occlusion 

des vaisseaux. Des taches chlorotiques dans les vieilles feuilles avec des pustules gommeuses 

brunâtres sur le dessous des feuilles, et parfois des taches annulaires sur les fruits (Figure 9c) 

(Roïstacher, 1993 ; Martin et al., 2004 ; Velázquez, 2012).  
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Figure 9 : Symptômes de psorose sur arbre infecté : (a) Ecaillement de l’écorce (Tennant et 

al., 2009) ; (b) Coloration rougeâtre interne du bois ; (c) Taches annulaires sur fruits 

(Roïstacher et al., 2010). 

 

 Cependant, en l'absence de la forme B sévère de la maladie, le symptôme de la 

desquamation de l'écorce peut être retardé, voire absent (Roïstacher, 1991 ; Roïstacher, 1993). 

Les espèces d'agrumes les plus gravement touchées sont l'orange douce, le pamplemousse et 

la mandarine. Certaines autres espèces tels que l'orange amère et le citron, présentent des 

symptômes foliaires typiques lorsqu'elles sont infectées, mais restent exemptes de lésions 

d'écorce sans effets néfastes évidents (Roïstacher, 1993 ; Milne, 2003).  

 

 Les psoroses sont connues du monde entier. Elles ont été signalées notamment : en 

Californie, Floride, Brésil, Paraguay, Afrique du Nord (Tunisie, Algérie, Maroc), Espagne, 

Italie. En Afrique du Nord, les premiers symptômes ont été observés vers 1930 au Maroc 

(Bouhelier, 1947). En 1947, 300.000 pieds étaient atteints en Afrique du Nord. Les arbres 

infectés déclinent lentement et finissent par devenir improductifs, causant des dommages à 

l'industrie des agrumes dans le Bassin méditerranéen et dans certaines régions d'Amérique du 

Sud. Dans les années 80, en Argentine et en Uruguay, il s'agissait d'une maladie grave causant 

des pertes annuelles d'environ 5% des arbres (Danos, 1990) et la maladie est toujours présente 

(Zanek et al., 2006). Dans le cas des psoroses A et B, la maladie débute par des symptômes 

foliaires auxquels succèdent les symptômes corticaux sur le tronc, les branches et les 

rameaux. 

 

 Le virus est transmis par greffage, mais les symptômes apparaissent rarement avant 

que les arbres aient 10 ans; par conséquent, les producteurs propagent souvent des bourgeons 
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infectés par la psorose à partir d'arbres asymptomatiques, ce qui explique en partie l'incidence 

élevée de la maladie dans certaines régions (Martin et al., 2002). 

 

D’après Jamoussi (1955), les autres formes de psorose sont : 

 

 La psorose alvéolaire (La gommose alvéolaire ou « Concave gum disease », due à 

Citrivir psorosis var. concavum): Au Maroc elle affecte particulièrement et parfois 

gravement  les orangers Washington navel et certaines variétés de mandariniers, 

 La psorose en poches (la gommose en poches ou « Blind pocket » due à Citrivir 

psorosis var, alvatum). 

 La psorose infectieuse ou « Infections variegation ». 

 La psorose frisolée ou « Crinkly leaf ».  

 

La psorose peut demeurer asymptomatique dans la majorité des agrumes «l’oranger, le 

mandarinier, le pamplemoussier, le pomélo, le tangelo ou le citronnier», ce phénomène 

explique sa large propagation dans les échanges de matériel végétal de multiplication infecté 

(Roistacher, 1991). Le Citrus Psorosis Virus est l’agent responsable de la psorose écailleuse 

sur différentes variétés de Citrus (Milne et al., 2000). Cette maladie est transmissible par 

greffage mais sa transmission par le champignon Olpidium spp. a été rapportée ces dernières 

années (Miao et al., 2005). Ce virus ne se transmet pas par le pollen (Navarro et al., 1980) ni 

par les graines infectées (D’Onghia et al., 2000). 

 

III.1.3. Panachure infectieuse «Citrus Infectious Variegation Virus: CIVV» 

 

 Citrus Variegated Chlorosis (CVC) ou la panachure infectieuse. C’est une grave 

infection virale causée par Citrus Infectious Variegation Virus (CIVV). 

 

 La chlorose panachée des agrumes est apparue pour la première fois au Brésil en 

1987 (Lee et al., 1991), par la suite, il est propagé  aux pays voisins du Brésil (Aguilar et al., 

2005). Cette maladie a été signalée dans de nombreux vergers agrumicoles du Bassin 

méditerranéen (Roïstacher, 1991). La maladie a été nommée en raison de l'aspect chlorotique 

de l'arbre, ressemblant à une carence en zinc, une fois que l'arbre est infecté. Les arbres 

nouvellement touchés présentent une sectorisation des symptômes, tandis que les arbres 
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infectés de manière chronique apparaissent jaune. De petites lésions gommeuses brun clair se 

forment sur la face inférieure des feuilles, correspondant aux zones chlorotiques jaunes sur la 

face supérieure de la feuille. Sur  les vieilles feuille, les lésions sur le dessous peuvent devenir 

brun foncé et même devenir nécrotiques. Outre le gaufrage (Figure10a), la panachure 

infectieuse se manifeste aussi par une déformation des feuilles qui prennent un aspect lancéolé 

qui s’accompagne parfois par des difformités des fruits ou des bosses qui les rendent 

impropres à la commercialisation (Figure 10b). 

 

 Les fruits sont nombreux, de très petite taille, avec une écorce dure sur les arbres 

affectés par le CVC. Les fruits affectés mûrissent plus tôt que les fruits sur un arbre sain et la 

teneur en sucre est plus élevée et ont tendance à se produire en grappes, plutôt qu'en un ou 

deux fruits comme d'habitude, en particulier sur les orangers doux. Les arbres affectés 

deviennent rabougris, les branches dépérissent et la canopée s'amincit, mais l'arbre meurt 

rarement. Il a été démontré que la maladie est causée par le pathovar Xylella fastidiosa 

(Hartung et al., 1994). 

 

 Les orangers et mandariniers sont les espèces les plus souvent infectées par cette 

maladie mais les infections peuvent être plus sévères sur les citronniers et les cédratiers. La 

panachure infectieuse se transmet  très bien par voie mécanique. Un faible taux de 

transmission par la graine est observé (Roïstacher, 1991).  Le CVC est transmis par de 

nombreuses espèces vecteurs de Cicadellinae et des Cercopidae (Hopkins and Purcell, 2002).  

 

 

Figure 10 : Symptômes associés à la panachure infectieuse sur agrumes : (a) Gaufrage 

prononcé du limbe d’un oranger navel ; (b) difformité d’un fruit de citronnier  

(Davino et al., 1988). 
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III.1.4. Citrus Tatter Leaf Virus (CiTLV) 

 

 Synonymes : Citrange Stunt Virus, Apple stem grooving virus. CiTLV a été signalé 

pour la première fois en 1962 à  Riverside, Californie  sur Citrus meyer qui avait été importé 

de Chine en 1908 (Wallace and Drake, 1962 ; Miyakawa and Ito, 2000). Le CiTLV est 

largement répandu en Chine, au Japon et en Corée, et a été signalé en Afrique du Sud, en 

Australie et aux États-Unis via l'importation de citron Meyer de Chine (Lee, 2014). 

 

 Ce virus provoque un retard de croissance ou un nanisme, une nécrose au niveau de 

l'union des bourgeons et une incompatibilité de l’union des bourgeons induite par le virus sur 

les arbres greffés sur les porte-greffes de  P. trifoliata, Citrange ou Citrumelo (Miyakawa and 

Matsui, 1977 ; Iwanami et al., 1991 ; Miyakawa and Ito, 2000). Les symptômes foliaires 

chlorotiques sont produits sur les Citrus excelsa, Rusk et Citranges troyer (Poncirus trifoliata 

x Citrus sinensis), Citrumelos swingle (P. trifoliata x C. paradisi) et d’autres hybrides de P. 

trifoliata. Le virus est souvent asymptomatique chez la plupart des variétés d’agrumes. Les 

symptômes n'apparaissent qu’une fois l’arbre atteint l’âge de 3 à 7 ans (Roïstacher, 1991). Le 

Poncirus trifoliata est hautement résistant, mais ses hybrides peuvent présenter des 

symptômes après l'infection (Wallace et Drake, 1963).  

 

 La principale méthode de transmission du virus d’un plant à un autre est le greffage. 

La transmission mécanique au citron est possible par coups de couteau et abrasion des feuilles 

(Garnsey, 1974). Une transmission par graines a été observée chez Chenopodium quinoa, 

niébé et soja, mais pas chez Fortunella japonica (Nishio et al., 1982). Aucun vecteur naturel 

n'est connu. 

 

III.1.5. Satsuma Dwarf Virus (SDV)  

 

 La maladie est à distribution mondiale, originaire du Japon où elle cause de sérieux 

Problèmes (Cui et al., 1991 ; Changyong et al., 1993). Les arbres infectés par le SDV sont 

rabougris, portent des feuilles en forme de cuillère avec énations, moins de feuilles et de petits 

fruits à peau épaisse (Tanaka, 1972). Il existe des variantes de SDV, une variante étant appelée 

virus de la mosaïque des agrumes (à ne pas confondre avec le virus CYMV qui est un 

Badnavirus) (Dakshinamurti and Reddy, 1975 ; Ahlawat et al., 1985). Le SDV a été signalé au 
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Japon, Chine, Iran, Corée et Turquie, tandis que la variante de la mosaïque d'agrumes de SDV 

n'a été signalée qu’au Japon. Le SDV est transmis par greffage, et la transmission du sol a été 

signalés mais non confirmé (Koizumi et al., 1988). Aucun vecteur n'a été signalé (Lee, 2014) 

 

III.1.6. Maladies à oak leaf pattern «Feuilles de chêne» 

 

La concavité gommeuse, cristacortis et impietratura sont trois infections à virus 

similaires, largement répandues dans le Bassin méditerranéen, et dont l’agent causal n’est pas 

encore identifié mais transmissible par greffage. Ces maladies se caractérisent par le 

développement d’un symptôme typique au printemps qui consiste en la formation de 

nouvelles feuilles avec une mosaïque caractéristique en feuille de chêne. Ces maladies sont 

détectées uniquement par l’indexage biologique en utilisant l’indicateur ligneux Dweet tangor 

(C. reticulata x C. sinensis) (Roïstacher, 1991). 

 

III.1.6.1. Cristacortis 

 

 La maladie de Cristacortis est une maladie transmissible par greffage présumée être 

causée par un virus des agrumes non caractérisé (Roïstacher, 1991). Il a été signalé pour la 

première fois en Corse (Vogel and Bové, 1968) et a également été signalé en Italie, en 

Espagne, en Afrique du Nord, en Turquie, à Maurice et à Sau Paulo au Brésil (Lee, 2014), et 

dans plusieurs pays du Bassin méditerranéen. Elle affecte un grand nombre d’espèces 

d’agrumes particulièrement le tangelo, le bigaradier, l’oranger et le mandarinier (Praloron, 

1971; Roïstacher, 1991). La maladie est caractérisée par des dépressions verticales ou des 

poches dans le bois (Figure 11), Des imprégnations gommeuses se produisant au bas de la 

dépression lorsque l'écorce est coupée (Praloron, 1971; Roïstacher, 1991 ; Lee, 2014). 

Figure 11 : Symptômes de cristacortis sur mandarinier 

greffé sur bigaradier (Roïstacher, 1991). 
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 Les symptômes semblent similaires au stem pitting causées par certaines souches de 

CTV, observés sur des porte-greffes d'oranger amer, et sur des mandarines tandis que les 

symptômes foliaires sont une mosaïque caractéristique en feuille de chêne, similaires à ceux 

produits par le CPsV. La propagation naturelle de ce virus n'a pas été signalée (Lee, 2014). 

 

III.1.6.2. Impietratura 

 

Elle se caractérise par la présence de taches (Figure 12a) et des poches de gomme dans 

l’albédo des fruits (Figure 12b). Certains présentent extérieurement des bosses en relief qui 

sont durs au toucher d’où le nom d’impietratura (consistance de pierre) (Praloron, 1971). 

 

 

Figure 12 : Symptômes d’impietratura sur fruits : (a) Taches sur fruits ; (b) 

Poches de gomme dans l’albédo des fruits (Roïstacher, 2010). 

 

 La maladie d'impietratura est une maladie transmissible par greffage causée par un 

virus des agrumes non caractérisé (Roïstacher, 1991 ; Caruso et al., 1993). Elle a été observé 

pour la première fois en Palestine (Reichert et Hellinger, 1930) et décrite par Ruggieri en 

1955. La maladie a été rencontrée dans la plupart des pays du Bassin méditerranéen. Les 

feuilles des arbres touchés ressemblent à celles de chêne et présentent un éclaircissement des 

nervures au printemps. Les fruits symptomatiques présentent des poches de gomme dans 

l'albédo qui apparaissent comme de petits bosses à la surface. La plupart des variétés 

présentent des symptômes, tandis que les citrons semblent être plus tolérants. La maladie 

entraîne une chute des fruits et de nombreux fruits ne sont pas commercialisables, car ils sont 

petits, déformés et durs. Une diminution de la vigueur de l’arbre avec un feuillage légèrement 

fané a été également rapportée. La maladie est non transmissible par graine ou par vecteur  

(Roïstacher, 1991). 
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III.1.6.3. Maladie de concavité gommose (Concave gum disease) « CGD » 

 

 Est une maladie d'étiologie inconnue, bien qu'elle soit transmise par greffage. Le 

CGD a été signalé pour la première fois en 1936 (Fawcett, 1936). La concavité gommeuse est 

une maladie très répandue dans la région méditerranéenne. Elle affecte l’oranger, le 

mandarinier, le tangor et tangelo (Roistacher, 1991). 

 

 La maladie est caractérisée par des concavités sur le tronc et les branches, avec des 

dépôts remplis de gomme dans le bois sous les concavités. L'écorce se fissure 

occasionnellement avec formation d’exsudat de gomme (Powell et al., 1998). Les symptômes 

se manifestent par le développement de feuilles de chêne autour de la nervure médiane 

(Figure 13a)  et une coloration interne du bois au niveau du tronc ainsi que de la gommose sur 

les branches (Figure 13b,c) (Roïstacher, 1991).  

 

 

Figure 13 : Symptômes caractéristiques de la concavité gommeuse : (a) Symptôme de feuille 

de chêne ; (b) Des anneaux concentriques de gomme, sur un rameau (c) Des concavités 

profondes sur tronc (Roïstacher, 2010). 

 

III.2. Viroïdes des agrumes 

 

Les viroïdes d'agrumes sont un groupe de bas poids moléculaire (371-330 nt), 

circulaire. Ils s’agit de molécules d'ARN infectieuses qui provoquent divers symptômes chez 

les agrumes et d’autres espèces apparentées (Duran-Vila et al., 1988 ; Brlansky and Timmer, 

2014). Les viroïdes sont facilement transmis mécaniquement (Roïstacher, 1991). Aucun 

vecteur n'a été signalé (Lee, 2014). 
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III.2.1. Citrus Exocortis Viroïd (CEVd) 

 

 Le CEVd a été le premier viroïde des agrumes décrit (Roïstacher, 1991). Ce viroïde 

est associé à la décortication de l'écorce des arbres cultivés sur P. trifoliata ou sur ses 

hybrides (Citranges et Citrumelos) (Figure 14), et peut causer le nanisme des arbres greffés 

sur ces porte-greffes. Le CEVd est le plus gros viroïde des agrumes qui produit les symptômes 

les plus prononcés de l'épinastie foliaire, rabougrissement et nécroses de nervures médianes 

des feuilles (Lee, 2014). 

 

Figure 14 : Symptômes d’exfoliation d’écorce induits par  le  

CEVd sur P. trifoliata (Roïstacher, 1991). 

 

III.2.2. Cachexie 

 

 Cachexie, anciennement appelée xyloporose (Childs, 1950), a été démontré pour la 

première fois comme viroïde-like en 1980 lorsque Roïstacher et al. (1980) ont démontré la 

capacité de transmettre mécaniquement la maladie et a constaté que la thermothérapie 

n’élimine pas le pathogène. La cachexie provoque le nanisme et la faible croissance du 

tangelo, de la mandarine et du Citrus macrophylla utilisés comme greffons ou porte-greffes. 

Sur les arbres sensibles, la cachexie provoque des dépressions sur le bois de l'arbre (Figure 

15) (Serra et al., 2007). 

 

Figure 15 : Symptômes de Cachexie induit par CCaVd : 

Production intense de gommose sur le tronc de mandarinier Parson’s special 

(Roïstacher, 1991). 
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III.3. Procaryotes limités au phloème  

 

III.3.1. Greening ou Huanglongbing (HLB) 

 

 Le HLB, également connu sous le nom de  maladie du verdissement des agrumes, 

est peut-être la maladie la plus importante dans les zones où le vecteur et la maladie sont 

présents (Bové, 2006). Les symptômes sont caractérisés par des marbrures asymétriques des 

feuilles (Figure 16a), fréquemment, les nervures médianes des feuilles sont jaunies, et 

dégénérescence des tubes criblés du phloème et dépérissement du couvert végétal. Une fois 

que l'arbre est presque totalement infecté, l'arbre produira de pousses jaunes caractéristiques 

de HLB. Les fruits symptomatiques sont asymétriques, généralement contiennent des graines 

avortées et ont une saveur désagréable (Figure 16b). La production est réduit, le fruit 

symptomatique est petit et tombe souvent prématurément, ainsi que sur 2 à 3 ans l'arbre meurt 

(Lee, 2014). 

 

Trois formes de HLB ont été identifiées :  

 La forme Asiatique qui est associée avec Candidatus Liberibacter asiaticus (Las); la 

forme Africaine qui est associée à Candidatus L. africanus (Laf); la forme Américaine qui est 

associée à Candidatus L. americanus (Lam) (Jagoueix et al., 1994 ; Teixeira et al., 2005). La 

forme asiatique de HLB exprime les symptômes à des températures très élevées,  alors que la 

forme africaine exprime des symptômes sévères sous des températures plus fraîches, tandis 

que la forme américaine, les symptômes sont exprimés sous des températures plus fraîches et 

les périodes prolongées des températures plus chaudes éliminent la maladie des plantes 

infectées (Lopes et al., 2009). Il existe deux psylles vecteurs du HLB: Diaphorina citri 

(Figure 16c) et Trioza erytreae (Figure 16d) (Bové, 2006). 

 

 Les deux espèces vectrices peuvent transmettre soit la forme asiatique ou la forme 

africaine de HLB, et D. citri s'est avéré transmettre la forme américaine au Brésil (Bové, 

2006 ; Lopes et al., 2010). T. erytreae se trouve principalement en  Afrique, tandis que D. citri 

se trouve en Afrique du Nord, en Asie et en Amérique. Selon Bové (2006), D. citri est le 

vecteur le plus efficace. 
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Figure 16 : Symptômes du greening : (a) Marbrures sur feuilles ; (b) Fruit de 

pamplemoussier atteint du greening; (c) Diaphorina citri ; (d) Trioza erytreae (Bové, 2006) 

 

III.3.2. Stubborn disease 

 

 Le stubborn a été décrit pour la première fois en 1944 en Californie. Il est 

maintenant connu d’être causée par un Mollicute hélicoïdal Spiroplasma citri (Saglio et al., 

1973 ; Bové  et al., 2002) dont le génome a été séquencé (Ye et al., 1992). Le stubborn 

provoque un retard de croissance, d'où le nom stubborn, car les plantes infectées ne poussent 

pas (Roïstacher, 1991). Les fruits sont souvent déséquilibrés, de petite taille avec des graines 

avortées. L’inversion de la couleur est souvent observée avec l'extrémité stylaire verte et 

l'extrémité pédonculaire montrant la couleur orange. Les feuilles sont petites, en cuillère et 

dissymétriques, et peuvent aussi montrer des marbrures. La plupart des variétés et cultivars 

d'agrumes sont sensibles au stubborn (Lee, 2014). Le stubborn est transmis par plusieurs 

cicadelles vecteurs : Circulifer tenellus et  Scaphytopius nitridus qui sont commun en 

Californie et Arizona, et  C. haematoceps (syn. Neoaliturus haematoceps) dans la région 

méditerranéenne (Calavan and Bové, 1989). Le stubborn n'a pas été signalé dans les régions 

tropicales ou subtropicales (Lee, 2014).  
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Chapitre IV : Etude de Spiroplasma citri 
 

IV.1. Mollicutes 

 

A la fin du XIXème siècle, Nocard et Roux cultivent pour la première fois Mycoplasma 

mycoïdes (M. mycoïdes), l’agent responsable de la péripneumonie contagieuse bovine. Ce 

microorganisme est d’une telle ténuité qu’il est difficile d’en déterminer la forme exacte et sa 

culture nécessite l’addition de sérum animal dans le milieu (Nocard et Roux, 1898). Dujardin-

Beaumetz décrit par la suite sa capacité à passer à travers les filtres bactériens et à former des 

colonies de morphologie caractéristique en « œufs sur le plat » sur milieu solide (Dujardin-

Beaumetz, 1900). C’est Nowak qui, suite à l’observation des formes mycéliennes qui 

apparaissent à certains stades de la culture du microorganisme, a proposé le nom de 

mycoplasme. En 1960, l’ultrastructure des mycoplasmes a été étudiée par microscopie 

électronique: ces organismes n’ont pas de paroi et sont uniquement délimités par une 

membrane cytoplasmique (Van Iterson et Ruys, 1960). En 1967, Edward et Freundt ont 

proposé de regrouper ces microorganismes au sein de la classe des Mollicutes. 

 

IV.1.1. Taxonomie 

 

Selon la classification taxonomique, la classe des Mollicutes (Edward et Freundt, 

1967) est constituée de plusieurs centaines d’espèces réparties en 4 ordres (Tully et al., 1993), 

5 familles et 8 genres (Razin et al., 1998).  

 

L’ordre des Mycoplasmatales ne contient qu’une seule famille, les Mycoplasmataceae. 

Cette famille polyphylétique comprend 2 genres, Mycoplasma et Ureaplasma, qui regroupent 

l’essentiel des Mollicutes pathogènes de l’homme ou des animaux. La comparaison des 

classifications taxonomiques et phylogénétiques révèle la nature paraphylétique du genre 

Mycoplasma. Ainsi, les 6 mycoplasmes du complexe d’espèces Mycoplasma mycoides forme 

un groupe phylogénétique cohérent avec les spiroplasmes, alors qu’ils sont classés selon la 

taxonomie, dans des ordres distincts. D’un point de vue métabolique, les Mycoplasmatales ont 

besoin de cholestérol pour leur croissance et les bactéries du genre Ureaplasma sont les seuls 

Mollicutes connus capables d’hydrolyser l’urée (Tableau I). 
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L’ordre des Entomoplasmatales se compose de 2 familles : les Entomoplasmataceae 

représentées par 2 genres, Entomoplasma et Mesoplasma respectivement dépendant et 

indépendant du cholestérol pour leur croissance (Tully et al., 1993 ; Tully et al., 1994), dont 

les membres, isolés à partir d’invertébrés ou de la surface de plantes, sont des bactéries non 

hélicoïdales et les Spiroplasmataceae qui ne comprennent qu’un seul genre, Spiroplasma. Les 

spiroplasmes sont caractérisés par leur morphologie hélicoïdale et leur motilité, présentant des 

exigences plus ou moins strictes en stérol. Les habitats des spiroplasmes sont les invertébrés, 

la surface des plantes et les tubes criblés du phloème. 

 

L’ordre des Acholeplasmatales est constitué d’une seule famille Acholeplasmataceae 

ne comprenant elle-même qu’un seul genre, Acholeplasma. Certains sont pathogènes pour 

l’animal. La plupart des Acholeplasmes ne nécessite pas de cholestérol pour leur croissance 

(Yamao et al., 1985 ; Blanchard et al., 1990 ; Citti et al., 1992 ; Navas-Castillo et al., 1992).  

 

Enfin, l’ordre des Anaeroplasmatales qui comprend une seule famille 

Anaeroplasmataceae  et 2 genres, Anaeroplasma et Asteroplasma. Les quatre espèces du 

genre Anaeroplasma nécessitent du cholestérol contrairement à la seule espèce 

d’Asteroplasma, Asteroplasma anaerobium (Tully et al., 1993 ; Tully et al., 1994). Des 

analyses phylogénétiques ont montré qu’Asteroplasma anaerobium ne fait pas partie de 

l’arbre monophylétique comprenant les autres Mollicutes et la position phylogénétique de 

cette espèce est encore incertaine. 

 

De nombreux Mollicutes n’ont pas encore été cultivés en milieu acellulaire. De ce fait, 

leur statut taxonomique n’a pu être établi selon les standards minimaux de définition 

d’espèce. C’est en particulier le cas des phytoplasmes, anciennement désignés Mycoplasma 

Like Organisms (MLO), qui constituent la majorité des Mollicutes phytopathogènes. En 1995, 

Murray et Stackebrandt ont proposé le statut provisoire Candidatus pour les organismes non 

cultivés mais partiellement caractérisés au niveau génétique et phénotypique (Murray et 

Stackebrandt, 1995 ; Subcommitee on the Taxonomy of Mollicutes, 1995).  

 

 

 

 

 



Première partie                                                                Données bibliographiques  
 

 
35 

Tableau I : Taxonomie et caractéristiques des genres de la classe des Mollicutes (Tully et 

al., 1993; Razin et al., 1998) 
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IV.1.2. Origine Eubacteriènne des Mollicutes  

 

Les Mollicutes sont une branche de l’arbre phylogénétique des bactéries à gram 

positifs, leurs principales caractéristiques révèlent une évolution régressive par réduction du 

génome (Bové et Garnier, 1997). La réduction du génome a résulté en particulier de la perte 

des gènes nécessaires à la synthèse d’une paroi, propriété unique et caractéristique de cette 

classe bactérienne, (Mollicute vient du latin molli/cutis, peau molle) et dans la perte de 

nombreuses capacités métaboliques (synthèse des acides aminés, des acides gras,…) (Garnier 

et al., 2000). 

 

IV.1.3. Phylogénie 

 

L’origine et la phylogénie des Mollicutes constituèrent un sujet controversé pendant 

de nombreuses années. En raison de la faible taille de leur génome ainsi que de leur simplicité 

générale. Les Mollicutes ont initialement été considérés comme les descendants d’un 

organisme primitif ayant divergé précocement dans l’évolution des procaryotes. Cette 

hypothèse fut progressivement abandonnée à mesure que les études biophysiques et 

biochimiques menées sur ces organismes révélaient, qu’en dépit de la petite taille de leur 

génome, leur biologie diffère peu de celle des autres procaryotes. En 1980, les premières 

analyses phylogénétiques des Mollicutes, basées sur les séquences d’oligonucléotides d’ARNr 

16S, ont conduit Woese et ses collaborateurs à conclure que les Mollicutes ne dérivent pas 

d’un ancêtre « prébactérien » primitif mais trouvent leur origine dans le sous-groupe Bacillus- 

Lactobacillus-Streptococcus des bactéries Gram-positives à faible pourcentage en G+C 

(Woese et al., 1980). Deux décennies plus tard, des analyses phylogénétiques approfondies, 

rendues possibles par la disponibilité de nouvelles données de séquences, ont permis à 

Maniloff de proposer le scénario évolutif suivant : les Mollicutes seraient issus d’un ancêtre 

commun ayant divergé de la branche phylogénétique Streptococcus il y a 605 millions 

d’années. Ce Mollicute ancestral, dont la taille du génome a été estimé à 2 000 kpb, présentait 

probablement de fortes similarités avec les Acholéplasmes (dépourvu de paroi, aérobie 

facultatif, métaboliquement proche des streptocoques). Il y a 470 millions d’années, cette 

branche phylogénétique nommée (Acholeplasmataceae, Anaeroplasmataceae, Phytoplasma) 

se serait scindée en deux pour donner naissance à la branche SEM (Spiroplasmataceae, 

Entomoplasmataceae, Mycoplasmataceae). Les branches AAP et SEM auraient par la suite 

évolué indépendamment. La conversion du codon stop UGA en codon tryptophane ainsi que 
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le besoin en stérols pour la croissance constitueraient des évènements précoces de l’évolution 

de la branche SEM. Soixante millions d’années plus tard la branche SEM se serait divisée en 

deux branches, la branche des Mycoplasmataceae d’une part et la branche des 

Spiroplasmataceae et des Entomoplasmataceae d’autre part. Ces deux dernières familles 

auraient finalement divergé il y a 170 millions d’années. D’après ce scénario, des réductions 

successives de génomes chez les Mollicutes auraient eu lieu de manière indépendante dans 

chaque branche. Bien que les génomes des Mollicutes continuent d’évoluer et poursuivent 

leur processus de réduction, une taille de 600-800 kpb semble constituer la limite inférieure 

du contenu génomique chez les mycoplasmes (Maniloff, 2002). A partir des premières 

analyses phylogénétiques basées sur des ARNr, il a été suggéré que les Mollicutes évoluent 

plus rapidement que les autres bactéries (Woese et al., 1984). Cette vitesse d’évolution 

rendrait compte de leur positionnement sur les plus longues branches de l’arbre de la vie 

universel (Figure 17) (Ciccarelli et al., 2006). 

 

Figure 17 : Arbre phylogénétique des Mollicutes (d’après Sirand-Pugnet et al., 2007) . 

 

Les valeurs de boostrap indiquées correspondent à 100 réplicas (plus proche 

voisin/Parcimonie/Evolution minimale). La barre d’échelle indique le nombre de substitution 

par position. 
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IV.1.4. Mollicutes phytopathogènes 

 

En 1967, Doi et al. ont observé pour la première fois des organismes ressemblant aux 

mycoplasmes dans les tubes criblés d’une plante malade (Doi et al., 1967). Ces organismes 

pléomorphes furent désignés MLO. D’un point de vue taxonomique, les Mollicutes 

phytopathogènes appartiennent à deux genres : le genre "Candidatus Phytoplasma", 

phylogénétiquement proches des acholéplasmes, et le genre Spiroplasma. Le genre 

Spiroplasma regroupe plusieurs dizaines d’espèces isolées de plantes ou d’insectes, réparties 

en 34 groupes sérologiques et 14 sous-groupes (Williamson et al., 1998). Seules trois espèces 

sont phytopathogènes : Spiroplasma  citri, Spiroplasma kunkelii et Spiroplasma phoeniceum. 

Ce sont à l’heure actuelle les seuls Mollicutes phytopathogènes disponibles en culture pure. 

Les Mollicutes pathogènes de plantes se multiplient exclusivement dans les tubes criblés du 

phloème qui conduisent la sève élaborée, enrichie en produits de la photosynthèse (Breton, 

2009).  

 

IV.2. Spiroplasmes phytopathogènes 

 

IV.2.1. Spiroplasma  phoeniceum et Spiroplasma kunkelii 

 

Spiroplasma phoeniceum a été isolé en 1986 de pervenches de Madagascar atteintes de 

jaunisse provenant de Syrie (Saillard et al., 1987). Il provoque des symptômes très similaires 

à ceux observés sur des plantes infectées par S. citri. Il appartient au sérogroupe I-8 de la 

dernière classification des spiroplasmes établie en 1998 (Williamson et al., 1998). Son 

génome de 1860 kpb (Carle et al., 1995) possède 26% de bases G+C (Saillard et al., 1987). 

Son optimum de croissance dans un milieu riche en cholestérol est de 32°C. S. kunkelii 

(sérogroupe I-3), observé pour la première fois en 1972, est l’agent responsable de la maladie 

du rabougrissement du maïs ou « corn stunt », une maladie qui s’étend depuis le Sud des 

Etats-Unis jusqu’en Argentine. S. kunkelii, cultivé pour la première fois en 1975 (Chen and 

Liao, 1975; Whitcomb and Williamson, 1975) a été caractérisé en 1986. Son génome, 

partiellement séquencé, est constitué d’un chromosome circulaire de 1610 kpb (Carle et al., 

1995) et possède 26% de bases G+C (Whitcomb et al.,1986). 
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IV.2.2. Spiroplasma citri 

 

IV.2.2.1.  Maladie du stubborn des agrumes et découverte de Spiroplasma citri 

 

La première description de cette maladie sur orangers remonte aux années 1915-1917, 

en Californie. Les arbres atteints montraient un « entêtement » à ne pas croître, d’où le nom 

de stubborn, signifiant « entêté », donné à cette pathologie. Dans les années 1930, une 

épidémie de « maladie des petites feuilles », similaire au stubborn Californien, se déclara en 

Palestine avant de s’étendre à l’ensemble du Maghreb. Au plus fort de l’épidémie, à la fin des 

années 1960, un million d’arbres étaient atteints en Californie et en Arizona (Calavan et Bové, 

1989).  

En 1970, deux équipes ont mis en évidence, par des techniques de microscopie 

électronique, la présence d’un MLO dans les tubes criblés d’oranger atteints de stubborn ainsi 

que la rémission de la plante malade après traitement par la tétracycline (Igwegbe et Calavan, 

1970; Laflèche et Bové, 1970). Ce résultat démontrait la nature procaryotique de l’agent 

étiologique du stubborn des agrumes. Peu de temps après, la bactérie responsable du stubborn 

a été obtenu en culture pure, à partir d’orangers malades, dans un milieu riche, complémenté 

en sérum animal, inspiré des milieux de culture utilisés pour les mycoplasmes animaux 

(Saglio et al., 1971). S. citri est également l’agent causal de la maladie des racines cassantes 

du radis noir, Armoracia rusticana, aux Etats-Unis. Les symptômes sont une déformation et 

une chlorose des feuilles, une nécrose marginale, un raccourcissement des entre-nœuds, une 

perte de la flexibilité racinaire, un arrêt de la croissance et un flétrissement de la plante qui 

meurt quelques semaines après l’infection (Fletcher et al., 1981). 

 

IV.2.2.2. Répartition géographique du stubborn 

 

Le stubborn des agrumes est largement répandue dans le Sud des États-Unis 

d’Amérique, l’Afrique du Nord, les pays méditerranéens et l’Asie du Sud-Est, y compris 

l’Arizona, la Californie, l’Illinois et le Maryland aux États-Unis d’Amérique, France, Grèce, 

Italie, Espagne, Libye, Algérie, Chypre, Égypte, Iran, Irak, Jordanie, Liban, Palestine, Maroc, 

Oman, Arabie Saoudite, Syrie, Tunisie, Turquie, Pakistan, Yémen et Émirats Arabes Unis 

dans les régions méditerranéennes et du Moyen-Orient, Mexique et Malaisie (Bové, 1995 ; 

Nejat et al., 2011). La maladie ne semble pas poser de problème dans les régions froides ou 
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les régions à climat chaud et humide (Whiteside et al., 1988). Bien qu’il existe Spiroplasma 

citri dans les zones équatoriales et peut causer des symptômes sévères et maladies létales sur 

d’autres plantes hôtes (Nejat et al., 2011). 

 

IV.2.2.3. Incidence  économique  

 

La maladie du stubborn est la maladie la plus destructive dans la plupart des pays où 

les Citrus se développent sous conditions (chaudes, sèches) ou conditions (arides ou semi-

arides). Il est considéré comme  une maladie endémique dans les pays à climat doux du 

pourtour  méditerranéen et ceux de l’Asie Occidentale (Turquie, Irak, et Iran) (Bové, 1995). 

Cette maladie induit des effets néfastes en compromettant la production et en diminuant la 

longévité de l’arbre occasionnant ainsi une réduction de la production allant de 50% à 100% 

(Khemiri, 2000). La maladie est importante en Arizona et Californie. En Arizona le stubborn 

est particulièrement décelé sur Washington navel (Olsen, 2000). En Californie, les principaux 

hôtes économiques  sont : L’oranger, grappe fruits, et les tangelos des quels 5 à 10% d’arbres 

sont estimés d’être affectés. Dans la région méditerranéenne, le stubborn est très sévère dans 

quelques pays  surtout en Syrie où le vecteur N. haematoceps est commun (Vignault et al., 

1980 ; Bové, 1986). L’Irak et la Turquie sont deux autres pays où la maladie est rapportée 

pour être répandu et importante. Dans les autres pays méditerranéens (Chypre, Egypte, 

Jordanie, Maroc) la maladie est présente mais rarement sur certains cultivars. Dans d’autres 

(Libye, Tunisie) le stubborn était rapporté d’être commun dans le passé mais les prospections 

et les études trouvent peu ou pas d’arbres avec des symptômes caractéristiques (Bové, 1986). 

En Algérie, des études ont permis de confirmer la présence du stubborn dans différentes 

stations agrumicoles  (Benazzouz, 2007). 

 

IV.2.2.4.  Symptômes de la maladie du stubborn  

 

Les symptômes causés par S. citri diffèrent d’une espèce à l’autre et semblent être 

associés à des perturbations dans la répartition du fructose et du glucose dans la plante 

(Gaurivaud et al., 2000). En effet, le catabolisme du fructose entraine d’une part une 

acidification au niveau du phloème et, d’autre part, une mauvaise répartition des sucres entre 

les organes sources (feuilles matures) et les organes puits (racines et jeunes feuilles) dans la 

plante (Lerchl et al., 1995). Hormis le catabolisme du fructose, aucun facteur de virulence n’a 

été identifié chez S. citri (Eliautout, 2014). 
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Les agrumes atteints du stubborn présentent des symptômes caractéristiques. La 

réduction des entre-nœuds donne à l’arbre un aspect buissonnant (Figure 18), Les fruits sont 

déformés avec columelle courbée (Figure 19a) et pépins avortés ou nécrosés (Figure 19b), les 

feuilles sont de petite taille et en forme de cuillère (Figure 19c) (Bové, 1995 ; Breton, 2009). 

En conditions très chaudes, les feuilles de certaines pousses peuvent avoir leurs extrémités 

déformées, pointues ou jaunes et en forme de cœur (critère de diagnose très caractéristique). 

Les pousses peuvent être anormalement groupées et le développement de bourgeons axillaires 

peut entraîner l’apparition de balais de sorcières (Figure 20a) (Laflèche et Bové, 1970). Une 

inversion de la coloration est également observée au cours de la maturation des fruits : la 

couleur orange apparaît du côté pédonculaire et non pas stylaire (Figure 20b). Ces différents 

symptômes ne sont généralement pas observés simultanément sur le même arbre (Bové, 

1995 ; Breton, 2009). 

 

 
Figure 18 : Symptômes du stubborn : A droite : Arbre rabougris, à gauche: Arbre sain 

(INRA, Bordeaux) (Bové, 1995) 

 

 
 

Figure 19 : Symptômes de stubborn : (a) Fruits déformé ; (b) Pépins avortés et nécrosés ; (c) 

Petites feuilles en forme de cuillère (Roïstacher, 2010). 
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Figure 20 : Symptômes du stubborn : (a) Prolifération des bourgeons axillaires ; (b)  

Inversion de la coloration : couleur orangée à l’extrémité pédonculaire et verte à la partie 

stylaire (Algérie) (Bové, 1995).   

  

 

Le nom « stubborn » (entête) provient de la persistance des symptômes originels d’un 

arbre lorsque l’on greffe en-tête des greffons sains. S. citri infecte les tubes criblés du 

phloème de leurs hôtes. Le pathogène persiste dans les arbres affectés jusqu’à leur mort 

(Smith et al., 1992). La maladie peut apparaître à n’importe quel stade de vie de l’arbre, et la 

sévérité  des symptômes varie d’année en année (Olsen et al., 2000). 

 

Les symptômes les plus évidents du stubborn sont des arbres infectés plus ou moins 

rabougris, présentent un aspect buissonnant, et ont un faible rendement de fruits 

anormalement petits, La production de fruits tend à être supprimée sur les arbres touchées, ils 

peuvent être dissymétriques (Bové, 1984 ; 1988) et présenter des inversions de couleur. 

  

IV.2.2.5. Caractéristiques de Spiroplasma citri 

 

Le genre Spiroplasma rassemble des microorganismes de 100 à 200 nm de diamètre 

sur 3 à 5 µm de longueur (Figure 21),  caractérisés par un génome de 580 à 2200 kpb, à faible 

teneur en G-C (24 à 41%) (Williamson et al., 1998). 

 

 

a 
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Figure 21 : Particule de Spiroplasma citri observée au  

microscope électronique (Roïstacher, 1991). 

 

S. citri infecte les tubes criblés du phloème de ses plantes-hôtes. Le pathogène reste 

dans les arbres atteints pendant leur déclin. Le développement du spiroplasme est maximal sur 

agrumes dans des conditions chaudes (28-32°C) et peut ne pas donner de symptômes 

nettement visibles à de plus basses températures (Bové, 1986).  

 

Les spiroplasmes se distinguent des autres Mollicutes par leur morphologie hélicoïdale 

et leur motilité. Bien que dépourvus de flagelle ou de filament axial, les spiroplasmes 

possèdent des mouvements de flexion et de rotation (Cole et al., 1973 ; Trachtenberg et al., 

2003). Cette motilité se traduit, sur milieu solide, par la formation de colonies diffuses 

entourées de colonies satellites (en œuf sur plat) (Figure 22a). Par ailleurs, des travaux ont mis 

en évidence l’existence d’un chimiotactisme pour les sucres et les acides aminés (Daniels et 

al., 1980). La croissance de S. citri s’effectue par allongement d’une hélice élémentaire, 

constituée de deux tours d’hélices, donnant une hélice parentale à quatre tours. L’hélice 

parentale se divise ensuite, par constriction, en deux hélices élémentaires (Garnier et 

al.,1984). Le temps de génération de S. citri cultivé dans le milieu SP4 est d’environ 6 heures. 

 

La culture de S. citri nécessite un milieu riche, généralement additionné de sérum 

animal (Figure 22b) (Chang et al., 1994). Ainsi, il a été établi que sa culture nécessite l’ajout 

de cholestérol, d’acide gras, en particulier de phosphatidylcholine, de vitamines, de co-

facteurs (acide folique, acide p-aminobenzoïque, niacine,…etc.), d’acides aminés sauf les 

acides aspartique et glutamique, de bases nucléiques et d’une source de carbone. Les sucres 

fermentés par S. citri sont le glucose, le fructose et le tréhalose; les autres sucres comme le 

mannose, raffinose ou le sorbitol ne sont pas utilisés (Freeman et al., 1976 ; Whitcomb, 1983 ; 

André et Renaudin, résultats non publiés in Breton, 2009). 
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Figure 22 : Culture de S. citri : (A) colonies en forme d'œufs de S. citri sur milieu solide  

C-3G (X 200) ; (B) Changement de la couleur du milieu liquide de culture allant du rouge au 

jaune, indique la présence de croissance de S. citri (Abd El-Fatah et al., 2016) 

 

 

IV.2.2.6. Classification de Spiroplasma  citri  

 

L’agent du stubborn, S. citri, depuis 1973, a été le premier Mollicute issu de plante, à 

avoir été cultivé, caractérisé et nommé spiroplasme. S. kunkelli et S. phoeniceum sont les deux 

autres spiroplasmes phytopathogènes connus aujourd’hui. Le genre Spiroplasma est l’unique 

genre de la famille des Spiroplasmataceae du domaine des Bacteria, Phylum des Tenericutes, 

classe des Mollicutes ou des Eubacteria, et de l’ordre des Entomoplasmatales, (Tully et al., 

1987 ; Roistacher, 1988 ; Budbury, 1991 ; Young et al., 1996; Williamson et al., 1998 ; 

Gasparich, 2002 ; Joffin, 2004). 

 

IV.2.2.7. Caractéristiques sérologiques  

 

Parmi les Mollicutes des plantes seulement les spiroplasmes ont été mises en culture 

in-vitro avec succès, en permettant la production d’antisérum très spécifique pour leur 

découverte sérologique et identification (Bové, 1995).  

 

Les spiroplasmes sont classés dans 38 groupes sur la base de critères essentiellement 

sérologiques (inhibition de croissance par sérum immun de lapin et test de déformation des 

spiroplasmes), génomiques (hybridation d’ADN génomique, ARN 16S) et métaboliques 

(hydrolyse de l’arginine) (Brown et al., 2007). Parmi les 38 groupes identifiés, S. citri 

appartient au groupe I-1. 
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IV.2.2.8. Biologie moléculaire de Spiroplasma citri 

 

Depuis 2010, 92% de la séquence du génome de S. citri GII3 sont connus (Carle et al., 

2010). Ce génome se compose d’un chromosome de 1820 kpb avec 26% de bases G+C et de 

sept plasmides (pSciA et pSci1 à 6) qui ne possèdent pas d’homologues connus (Saillard et 

al., 2008). La taille de ces plasmides varie de 7,8 kpb pour le pSciA à 35,3 kpb pour le pSci6 

et leurs nombres de copies par spiroplasmes ont été estimés entre 10 et 14. L'ADN 

plasmidique représenterait ainsi près de 1,6 Mpb soit 47% de l'ADN total de S. citri GII3. Les 

pSci1-6 possèdent un pourcentage en G+C (25,6 à 29%) proche de celui du chromosome 

(26%) alors que le pSciA à un pourcentage plus faible de 21,3% (Breton et al., 2008). 

 

IV.2.2.9. Déterminants génétiques de la transmission de Spiroplasma citri 

 

La spiraline est la protéine immunodominante majoritaire de la membrane (Whitcomb 

et al., 1983) et sa séquence est très conservée dans toutes les souches de spiroplasmes. Elle est 

ancrée par une N-acyl-glycéryl-cystéine dans le feuillet lipidique externe de la membrane, la 

chaîne polypeptidique étant exposée à la surface du spiroplasme. En raison de cette 

localisation membranaire, la spiraline a été considérée comme une protéine potentiellement 

impliquée dans la transmission par insecte (Duret et al., 2003). L’étude des interactions entre 

les protéines du spiroplasme et celles de l’insecte vecteur a montré que la spiraline se 

comportait comme une lectine capable de lier les résidus glycosylés présent à la surface des 

cellules en culture et des glandes salivaires de C. haematocep (Duret et al., 2003 ; Killiny et 

al., 2005 ; Duret et al., 2014). La Sc76 est une lipoprotéine associée à un ABC transporteur. 

Cette protéine serait impliquée dans la colonisation des glandes salivaires de C. haematoceps 

(Boutareaud et al., 2004). Enfin les protéines P32 et PGK sont également impliquées dans 

l’interaction entre S. citri et les cellules des glandes salivaires de l’insecte (Killiny et al., 

2006 ; Labroussa et al., 2010, 2011). Ainsi, la spiraline n’est pas essentielle pour la 

pathogénie et la mobilité, mais elle est requise pour une transmission efficace du spiroplasme 

par l’insecte vecteur. 
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IV.2.2.10.Transmission de Spiroplasma citri 

 

S. citri est transmis de plante à plante par des insectes vecteurs, piqueurs suceurs de 

sève élaborée, de l’ordre des Hemiptera, et la famille des Cicadellidae, (Bové et al., 1989 ; 

Bové, 1997; Breton, 2009 ; Bové et Garnier, 2003), sous-famille des Deltocephalinae 

(Oldfield, 1988 ; Breton, 2009), par le mode persistant circulant multipliant (Calavan and Bové, 

1989 ; Fletcher et al., 1998 ; Duret et al., 2003). Les principaux vecteurs de S. citri sont C. 

tenellus (Figure 23a) (Klein et al., 1988) est le vecteur majeur du spiroplasme dans le Sud-

Ouest des Etats-Unis (Rana et al., 1975 ; Liu et al., 1983). Les vecteurs identifiés dans le 

pourtour méditerranéen sont C. haematoceps (Figure 23b) (Fos et al., 1986 ; Breton, 2009) et 

C. tenellus (Rasooly et al., 1994 ; Breton, 2009). Scaphytopius nitridus et S. acutus DeLong 

en Californie (Etats-Unis) (Oldfield, 1988). S. citri se multiplie dans ses insectes vecteurs qui 

deviennent infectieux 10 à 20 jours après la nutrition d'acquisition (Liu et al., 1983). Les 

insectes peuvent rester infectieux toute leur vie (Rana et al., 1975; Bové et al., 1979 ; Breton, 

2009), et il n'y a pas de transmission verticale (Rana et al., 1975; Bové et al., 1979).  

 

La transmission naturelle de S. citri s’effectue à travers le bois de greffage  infecté  

dans un pourcentage hautement varié (Calavan and Bové, 1989). 

 

 

Figure 23 : Photographies des insectes vecteurs de S. citri : (a) C. tenellus;  

(b) C. haematoceps (Bové, 1995). 

 

IV.2.2.11. Cycle de Spiroplasma citri dans l’insecte 

 

Lors d’un repas sur une plante infectée (Figure 24), la cicadelle absorbe la sève 

élaborée contenant la bactérie à travers le stylet (1), les spiroplasmes se retrouvent dans 

l’intestin antérieur (2) et migrent vers l’intestin moyen (3) où ils sont internalisés. Ils 

interagissent alors étroitement avec la membrane du pôle apical des cellules épithéliales de 

a b 
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l’intestin moyen et entrent dans ces cellules par endocytose (Liu et al., 1983 ; Kwon et al., 

1999). Au niveau des vésicules d’endocytose, les spiroplasmes perdent leur morphologie 

hélicoïdale où ils adoptent une forme ovoïde (Ozbek et al., 2003). Les vésicules d’endocytose 

fusionnent avec le plasmalemme intestinal basal et les spiroplasmes sont donc libérés par 

exocytose. Ils se retrouvent alors dans l’hémolymphe (4), où ils se multiplient massivement. 

Un nouveau mécanisme d’endocytose / exocytose leur permet de franchir la barrière des 

glandes salivaires (5) puis, après une nouvelle multiplication, ils sont expulsés dans le canal 

salivaire (Kwon et al., 1999 ; Eliautout, 2014). 

 

 

Figure 24 : Cycle circulant-multipliant-persistant de S. citri dans son insecte vecteur C. 

haematoceps (Eliautout, 2014). 

 

IV.2.2.12.  Rôle du métabolisme des sucres dans la phytopathogénie 

 

Il a été montré que l’utilisation du fructose par S. citri est un facteur clé de la 

pathogénicité de ce Mollicute (Gaurivaud et al., 2000 ; Andre et al., 2003 ; Bové et al.,  

2003). Le sucre principal présent dans le phloème est le saccharose, seules des traces de 

fructose ou glucose y sont présents. Le chargement du saccharose dans le phloème par la 

cellule compagne nécessite l’utilisation de fructose et d’UDP-glucose. Il est vraisemblable 

que lorsque S. citri est présent dans les tubes criblés du phloème, il entre en compétition avec 

les cellules compagnes pour l’utilisation du fructose, et dès lors empêche ces dernières de 

réaliser le chargement du phloème au saccharose. Ceci se traduit par une accumulation du 

saccharose dans les organes sources (feuilles âgées), d’où le développement de jaunisses, et 

une carence en saccharose dans les organes puits (fruits, jeunes racines, feuilles) dont le 

développement est réduit (Garnier et al., 2001). 
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IV.2.2.13.   Interaction Spiroplasma citri - Insecte  vecteur  

 

Le cycle biologique du spiroplasme dans l’insecte nécessite le passage de deux 

barrières : la barrière intestinale et celle des glandes salivaires. Les mécanismes d’endocytoses 

et d’exocytoses qui régissent ces passages suggèrent des interactions spécifiques entre le 

spiroplasme et l’insecte. 

 

Dans les interactions spiroplasmes/cellules d’insecte des interactions de type 

lectine/récepteurs glycosylés ont été retrouvées (Killiny et al., 2005). La spiraline, protéine 

majeure de la membrane de S. citri interagit avec deux glycoprotéines de 50 et 60 kDa de 

l’insecte C. haematoceps. 

 

La recherche des lectines chez S. citri a mis en évidence une seule lectine : la spiraline. 

Par comparaison des différentes cartes protéiques, une protéine de 32 kda (P32) a été mise en 

évidence uniquement chez les souches transmissibles de S. citri. Le gène codant la P32 est 

présent sur un plasmide de haut poids moléculaire de 35,5 kpb qui lui-même est absent chez 

les souches non transmissibles. La protéine P32 est considérée comme un marqueur de 

transmissibilité chez S. citri (Killiny et al., 2006). 

 

IV.2.2.14. Barrière intestinale - glandes salivaires 

 

 Les étapes de reconnaissances de la bactérie avec son insecte hôte sont essentielles à 

l’établissement d’une infection dans cet insecte. Les spiroplasmes interagiraient avec les 

cellules de l’intestin moyen du vecteur par l’intermédiaire d’une extrémité pointue appelée 

« tip end » (Ammar et al., 2004). Cette extrémité semble être présente même en condition de 

culture in vitro. Les spiroplasmes passeraient plutôt à travers les cellules épithéliales de 

l’intestin moyen sans endommager les cellules, puis lyseraient une partie de la lamina sous-

jacente pour passer dans l’hémolymphe (Ozbek et al., 2003).  

 

 L’infection de cellules du muscle sous-jacent à l’épithélium intestinal endommagerait 

les cellules musculaires par la multiplication des bactéries dans ces cellules, mais est sans 

effet destructeur général du tissu musculaire (Kwon et al., 1999; Ozbek et al., 2003), puis les 

spiroplasmes vont traverser les glandes salivaires. S. citri a été retrouvé en microscopie 

électronique dans les cellules de tous les acinis et plus particulièrement dans les acinis I, II IV 
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et VIII (Kwon et al., 1999). Lorsqu’elle est injectée dans l’insecte, la souche transmissible 

GII-3 de S. citri est capable de traverser la lame basale et le plasmalemme au niveau des 

glandes salivaires et de se retrouver dans des vésicules intracellulaires par des mécanismes 

d’endocytose (Killiny et al., 2006). 

 

IV.2.2.15. Interaction protéine spiraline- Protéine des glandes salivaires  

 

Le gène du spiralin se trouve localisé sur la séquence nucléotidique du fragment 

d’ADN 6863 pb de S. citri  (Le Dantec et al., 1998) et il a été montré que 7 protéines dont la 

spiraline étaient capable d’interagir  spécifiquement avec les protéines des glandes salivaires 

de l’insecte en permettant le passage à travers cette barrière (Garnier et al., 2001). 

 

IV.2.3. Plantes hôtes de Spiroplasma citri 

 

Au moins 38 espèces végétales issues de 12 familles botaniques sont naturellement 

infectées par S. citri. Il s’agit essentiellement de Rutacées (agrumes), Brassicacées (brocoli, 

radis, giroflée),  Rosacées et Astéracées (chrysanthème), Fabacées (trèfle, pois), et Apiaceae 

(carotte) (Breton, 2009 ; Mello et al., 2009). Par ailleurs, une quarantaine d’autres espèces 

végétales ont également été infectées expérimentalement par S. citri (Breton, 2009).  

 

IV.2.4. Plantes hôtes des cicadelles vectrices Circulifer tenellus et Neoaliturus 

haematoceps 

 

Comme beaucoup d’autres cicadelles, les vecteurs méditerranéens de la maladie du 

stubborn s’alimente sur une large gamme d’hôtes (cultures au champ, arbres fruitiers, plantes 

ornementales, et mauvaises herbes). C. tenellus, sa plante hôte préférentielle est  la betterave 

(Beta vulgaris var. saccharifera) en Amérique du Nord (Smith et al., 1992). N. haematoceps a 

été trouvés particulièrement sur la plante ornementale Malthiola incana (Fos et al., 1986). En 

Syrie, cette espèce a été rencontrée  sur les plantes ornementales réservoirs M. sinuata R. et 

les plantes sauvages de Salsola kali (S. kali) (Figure 25) (Bové, 1986; Fos et al., 1986 ; Bové, 

1995). Elle est largement distribuée à travers la méditerranée et le Proche Orient. Sa présence 

proche ou dans les pépinières ou jeunes vergers peut fournir le centre d’épidémies de la 

maladie du stubborn. De plus les chercheurs en Turquie ont montré que Sesamum indicum est 

non seulement un bon hôte pour N. haematoceps mais aussi pour S. citri. Elle joue un rôle 
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épidémiologique très important dans cette région (Bové, 1995). Selon Smith et al. (1992) 

Catharanthus roseus (Figure 26) et S. kali, sont des plantes réservoirs de S.  citri. 

 

 
Figure 25 : Salsola kali, principale plante hôte des cicadelles vectrices  

de S.  citri (Syrie) (Bové, 1995)  

 

 
Figure 26 : Symptômes du stubborn sur la pervenche  (Catharanthus roseus):  

(a) plant infecté par S. citri ; (b) plant sain. (INRA, Bordeaux) (Labroussa, 2010). 

 

 

IV.2.5. Distribution géographique de deux principaux vecteurs de Spiroplasma citri 

 

La large distribution de S. kali, de l’Atlantique au Himalaya favorise la présence de N. 

tenellus et N. haematoceps, vecteurs de S. citri dans les zones arides et semi-arides (Bové et 

al., 1987). Ces deux cicadelles sont présentes au Maroc, Iran, Iraq, Arabie saoudite, 

Afghanistan, Turquie, Egypte, Corse, par contre en Syrie, France et en Chypre, seule N. 

haematoceps a été identifiée (Bové, 1995). Cette espèce est considérée comme un  vecteur 

principal dans la région méditerranéenne (Saillard et al., 1984 ; Fos et al., 1986 ; Bové, 1995). 

En Californie les principaux vecteurs de S. citri sont N. tenellus, S. acutus (Delongi) et S.  

nitridus (Delongi) (Kaloostian, 1975 ; Kaloostian, 1976 ; Oldfield et al., 1976). Par contre en 

Amérique du Nord N. tenellus est le vecteur principal de S. citri (Bové, 1995). En Iran bien 

que moins abondante que N. haematoceps, il pourrait jouer un rôle dans la transmission de S. 

citri (Bové et al., 1987) 
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Chapitre V : Etude des huiles essentielles 

 

Introduction 

 

Au cours de la dernière décennie, la médecine préventive a considérablement 

progressé. Les recherches ont démontré que le rôle essentiel de l’alimentation est de fournir 

des substances nutritives nécessaires pour couvrir les besoins nutritionnels d’un individu qui 

contribue à la prévention des maladies chroniques (Lobo et al., 2010 ; Bouyahya, 2016). Un 

grand nombre d’études scientifiques ont été menées pour découvrir les propriétés 

fonctionnelles des composés d’origine végétale, antioxydants ou autres, qui pourraient être 

efficaces pour la santé (Tumbas et al., 2010). 

 

Les huiles essentielles sont liquides à température ambiante mais aussi volatiles, ce qui 

les différencie des huiles dites fixes. Ce sont des substances de consistance huileuse mais sans 

corps gras, plus ou moins fluides, très odorantes et de densité généralement inférieure à celle 

de l’eau. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans 

l’alcool, entrainables à la vapeur d’eau mais très peu solubles dans l’eau (Jouault, 2012 ; 

Lakhdar, 2015). Ces composés aromatiques localisés dans différents organes producteurs des 

végétaux (fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et 

racines) et sont contenues dans des structures spécialisées à savoir : les poils, les canaux 

sécréteurs et les poches à essences (González-Molina et al., 2010; Lakhdar, 2015). 

 

Les huiles essentielles constituées principalement des métabolites secondaires 

lipophiles volatils tels que les hydrocarbures (terpènes et sesquiterpènes) et les composés 

oxygénés (alcools, aldéhydes, cétones, phénols, éthers, esters, lactones et éthers phénoliques). 

Ils sont des mélanges de structure complexe, pouvant contenir plus de 300 composés 

différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'à 80% de l’huile, tandis que 

d’autres composants sont présentés seulement en trace (Bousbia, 2011; Sharopov et al., 

2015). 
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V.1. Définitions 

 

Selon Durvelle (1893 ; 1930), les essences ou huiles essentielles (HEs), connues 

également sous le nom d’huiles volatiles, de parfums, etc., sont des substances odorantes 

huileuses, volatiles, peu solubles dans l’eau, plus ou moins solubles dans l’alcool et dans 

l’éther, incolores ou jaunâtres, inflammables qui s’altèrent facilement à l’air en se résinifiant. 

Elles sont liquides à température ordinaire ; quelques-unes sont solides ou en partie 

cristallisées ; elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes, dont elles se 

distinguent par leur volatilité. Leur odeur plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. 

Elles ont la propriété de ne pas laisser de taches durables sur le papier. Les huiles essentielles 

se trouvent, pour la plus grande partie, élaborées par l’organisme végétal (Charabot et al., 

1899) ; mais il en est (telles que les essences d’amande et de moutarde) qui ne prennent 

naissance qu’au moment où les parties végétales sont mises au contact de l’eau (Durvelle, 

1930). 

 

D’après Naves (1976), les HEs sont des mélanges de divers produits issus d’une 

espèce végétale, ces mélanges passant avec une certaine proportion d’eau lors d’une 

distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau. Cette définition peut être étendue aux 

HEs obtenues par expression à froid de l’écorce ou zeste des fruits de Citrus, à cause de 

l’intervention de l’eau dans les procédés mécaniques pour entraîner le produit libéré des 

alvéoles oléifères. 

 

V.2. Huiles essentielles et essences 

 

Les huiles essentielles de la famille des Rutacées, notamment les huiles d'agrumes sont   

largement utilisées comme arômes et parfums en fonction de la partie de la plante soumise à 

l’extraction et des espèces ainsi que, de la méthode employée pour leur extraction. Les 

agrumes utilisés dans la production des huiles sont présentés dans le Tableau II. 

 

Les huiles conduisant à la plus grande production comprennent l'orange, le citron, le 

pamplemousse, la mandarine. La distillation des fleurs d’agrumes conduit à une huile appelée 

« huile essentielle de néroli » très sollicitée par les parfumeurs. L’hydrolat qui est un sous-

produit de cette distillation s’appelle « eau de fleur d’oranger », très appréciée tant à l’échelle 

ménagère qu'industrielle. L’écorce des fruits d’agrumes contient une essence récupérée soit 
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par distillation ou par expression à froid. Enfin, à partir des feuilles et des brindilles 

d’agrumes nous obtenons une huile qui porte le nom d’huile de petit grain (Peyron, 2002). 

 

Tableau II : Les types d’huiles essentielles produits dans la famille des Rutaceae (Bousbia, 

2011). 

 

Nom botanique Expressé Distillée Partie de la plante 
utilisée 

Citrus aurantifolia (Christm.)  

Swingle 

Essence de lime Huile de lime 

distillée 

Péricarpe, jus de 

fruits ou fruits 
écrasés 

Citrus aurantium L., syn. 

Citrus amara Link, syn. 

Citrus bigaradia Loisel, syn. 
Citrus vulgaris Risso 

Essence de 

bigaradier 

(orange amère) 

Huile de 

néroli, orange 

amère, huile 
de petit grain 

Fleurs, péricarpe, 

feuilles, et 

brindilles 
(rameaux) avec 

quelquefois des 

petits fruits verts 

Citrus bergamia (Risso et Poit.) 
Citrus aurantium L. subsp. bergamia 

(Wight et Amott) Engler 

Essence de 
bergamote 

Huile petit 
grain de 

bergamote 

péricarpe, 
feuilles, et 

brindilles avec 

quelquefois des 
petits fruits verts 

Citrus hystrix DC., syn. 

Citrus torosa Blanco 

Essence de lime 

kaffir, combava 

Huile de 

feuilles kaffir 

Péricarpe, feuilles 

Citrus latifolia Tanaka Essence de lime 
type persan 

 Péricarpe 

Citrus limon (L.) Burn. F. Essence de citron Huile de petit 

grain de citron 

Fleurs, péricarpe, 

feuilles, et 

brindilles avec 
quelquefois des 

petits fruits verts 

Citrus reticulata Blanco syn. 
Citrus nobilis Andrews 

Essence de 
mandarine 

Huile de petit 
grain de 

mandarine 

Fleurs, péricarpe, 
feuilles, et 

brindilles avec 

quelquefois des 

petits fruits verts 

Citrus sinensis (L.) Osbeck, 

Citrus djalonis A. Chevalier 

Essence d’orange 

douce 

 Péricarpe 

Citrus x paradisi Macfad. Essence de 

pamplemousse 

 Péricarpe 

 

 

 

V.2.1. Composition des huiles essentielles et des essences d’agrumes 

 

Les fruits d’agrumes ont des arômes distinctifs car ils libèrent de petites quantités de 

composés volatils dans l’atmosphère. La quantité des substances libérées augmente avec la 

maturité des fruits et l’élévation de la température de stockage. L’émission des substances 

volatiles augmente aussi considérablement si la peau est blessée ou coupée et les sacs à huiles 
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rompus. Ces huiles volatiles sont associées aux saveurs et arômes caractéristiques des 

agrumes.  Chimiquement, il s’agit notamment d’hydrocarbures terpéniques (monoterpènes, 

sesquiterpènes), alcools, esters, aldéhydes, cétones et acides organiques volatils (Shaw et al., 

1981 ; Isman, 2005). Ces huiles sont généralement présentes dans l’écorce au flavédo mais se 

trouvent aussi dans les sacs d’huiles intégrés dans les vésicules de jus. Cependant, la quantité 

présente dans les vésicules à jus est plus faible que la quantité présente dans le flavédo; de 

même, leur composition diffère de l’un à l’autre. Les composés volatils soufrés (sulfure 

d’hydrogène, sulfure de diméthyle, méthanethiol et disulfure de diméthyle) ont également été 

identifiés (à des concentrations de l'ordre de ppm) en employant la méthode d’extraction 

analytique « Head space » sur des fruits d’agrumes frais (Shaw et al., 1981). 

 

V.2.2. Localisation et rôles des huiles essentielles chez les végétaux  

 

Les huiles essentielles sont composées de molécules volatiles odorantes, 

majoritairement issues de la famille des terpénoïdes. Elles s’accumulent dans des glandes et 

tissus spécialisés des végétaux tels que les cellules épidermiques des pétales chez les 

Rosaceae et les Oleaceae, les glandes épidermiques des Lamiaceae, les poches sécrétrices des 

Rutaceae ou canaux sécréteurs des Apiaceae (Gilly, 1997). 

 

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de l’ordre de 1 % 

(Guignard, 1995). Les huiles essentielles sont largement répandues chez les végétaux 

supérieurs. Elles peuvent être stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les 

feuilles, les rhizomes, les fruits, les écorces et les graines. Elles permettent aux plantes de 

s’adapter à leur environnement et à assurer leur défense  (Houël, 2011). 

 

La fonction biologique des terpénoïdes des HEs est écologique et constitue une 

réponse aux stress biotiques et abiotiques (Bruneton, 1997). Ces métabolites secondaires 

jouent un rôle fondamental de protection et de défense antimicrobienne des plantes (Tajkarimi 

et al., 2010 ; Houël, 2011). Ils participent dans les interactions entre la plante et son 

environnement, aussi bien dans le domaine des interactions végétales (inhibiteurs de la 

germination), que dans celui des interactions végétal-animal, comme la protection contre les 

prédateurs, insectes, champignons et attraction des pollinisateurs (Picherski et Gershenzon, 

2002; Unsicker et al., 2009). 
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V.2.3. Domaines d’utilisation des huiles essentielles 

 

Même si la thérapie tient toujours une large place dans l’utilisation des essences de 

plantes, la vulgarisation de l’usage des huiles essentielles a également élargi le domaine des 

champs d’application. Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les HEs sont devenues une 

matière d’importance économique considérables avec un marché en constante croissance. En 

effet, elles sont commercialisées et présentent un grand intérêt dans divers secteurs industriels 

comme en pharmacie par leurs pouvoirs antiseptiques, analgésiques, antispasmodiques, 

apéritifs, antidiabétiques…etc., en alimentation par leurs activités anti oxydantes et leurs 

effets aromatisants, en parfumerie et en cosmétique par leurs propriétés odoriférantes (Ouis, 

2015). Ils représentent une grande part de la demande en substances naturelles en particulier 

celle de rose, de jasmin, de violette, de verveine,…etc. (Bessah et Benyoussef, 2015 ; Ouis, 

2015). 

 

Dans le domaine des Plantes à Parfums Aromatiques et Médicinales (PPAM), les 

huiles essentielles d’agrumes, destinées à des secteurs d’activité aussi divers que 

l’agroalimentaire, la cosmétologie, l’industrie pharmaceutique ou encore l’aromathérapie, 

occupent une place importante dans la production mondiale. Les trois quarts de la production 

d’huiles essentielles d’agrumes proviennent de l’aire méditerranéenne et des USA, tandis que 

le Brésil et l’Argentine assurent le dernier quart. Il s’agit de produits à haute valeur ajoutée 

permettent de valoriser une matière abondante et périssable (Dugo et Di Giacomo, 2002).  

 

V.2.4. Toxicité des huiles essentielles 

 

Les HEs sont des substances puissantes et très actives. Elles représentent une source 

inépuisable de remèdes naturels (Ouis, 2015). Elles contiennent des milliers de composants, 

très efficaces mais aussi très dangereux. La toxicité provient de la présence de certaines 

molécules aromatiques pour lesquelles des risques ont été identifiés. Une famille biochimique 

particulière, celle des cétones, présente une neurotoxicité et un risque abortif. La famille des 

phénols sont toxiques pour la peau et le foie, ainsi que les HEs contenant les furocoumarines 

et pyrocoumarines. Enfin, l’absorption orale d’huiles essentielles riches en monoterpènes 

(toutes les espèces de pins et de sapins, de genévriers et même le santal blanc) sur de longues 

périodes peut enflammer et détériorer à terme, les néphrons conduisant à une néphrotoxicité 
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(Chaker, 2010 ; Pinchuk et al., 2012). Les huiles essentielles doivent être prises à bon escient 

et à doses adaptées afin d’éviter de dommageables effets secondaires (Festy, 2011). 

 

V.3. Filière des huiles essentielles en Algérie 

 

L’Algérie de par sa situation géographique, possède une flore riche et variée. Cette 

richesse s’explique par l’étendue de sa surface constituée par des écosystèmes de types 

méditerranéen, steppique et saharien. Un nombre de 3139 espèces sont décrites par Quezel et 

al. (Quezel and Santa, 1962) dans la nouvelle flore de l’Algérie et des régions désertiques 

méridionales. Zeraïa (1983), dénombre 168 espèces endémiques spécifiques de l’Algérie. 

Dans son rapport national sur l’état des ressources phytogénétiques pour l’alimentation et 

l'agriculture en 2006, l´Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA), 

signale plus de 626 espèces, sous espèces et variétés médicinales (INRAA, 2006). Selon le 

même rapport sur les 1 600 espèces spontanées utiles et cultivées, l’Algérie n’en utilise que 

1%. Concrètement, la première grande action concernant les plantes médicinales fut la 

création en 1941 du comité de contrôle de la production, de la répartition et de la vente des 

plantes médicinales et aromatiques en Algérie (IUCN, 2003). L’un des objectifs majeur de ce 

comité était de combler l’importante pénurie de drogues officielles et limiter ainsi les 

importations.  

 

Depuis 2003, la politique agricole de l’Algérie encourage la culture et la valorisation 

des plantes médicinales et aromatiques, par la mise en œuvre de projets de développement 

rural. Elles sont traditionnellement utilisées par les populations locales pour l’aromatisation 

des aliments, les arts culinaires et les vertus médicinales. Cette utilisation traditionnelle 

résulte de connaissances pratiques ancestrales accumulées dans le temps, puis transmises de 

génération en génération. Selon l’inventaire de la Direction Générale des Forêts (DGF, 2006), 

on trouve une liste non exhaustive de 420 plantes qui sont utilisées en médecine traditionnelle 

sur l’ensemble du territoire national. Dans le Tableau III, sont donnés quelques exemples de 

plantes utilisées dans la médecine traditionnelle (Bessah  et Benyoussef, 2015). 
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Tableau III: Exemples de plantes utilisées en médecine traditionnelles en Algérie (Bessah  et 

Benyoussef, 2015). 

 

 
 

 

V.3.1. Commercialisation des huiles essentielles en Algérie 

 

En Algérie, la commercialisation des plantes aromatiques et médicinales se fait à l’état 

brut, ou à l’état conditionné en huiles essentielles, oléorésines et résinoïdes. L’Algérie est 

restée en marge de l’évolution mondiale de ce secteur. Les échanges commerciaux 

(exportations et importations) sont nettement dominés par les importations. L’analyse des 
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statistiques du commerce extérieur agricole et des douanes (Tableau IV) des huiles 

essentielles et autres, montre que les exportations dans cette catégorie de produits restent 

insignifiantes comme c’est le cas en 2001 et 2005. Pour l’année 2002, les activités de 

transformation et de valorisation des plantes aromatiques et médicinales ont permis une 

exportation de près de 1137 kg d’huiles essentielles et d’extraits divers d’une valeur de 31255 

US$. De 2003 à 2005, les exportations subissent une tendance à la baisse avec respectivement 

des volumes de 68.5 à 100 kg. Ces volumes correspondent à des valeurs de 1498 US$ pour 

l’année 2003 et à 1000 US$ pour l’année 2005. La reprise des exportations s’est précisée à 

partir de 2006 avec 2823 kg et d’une valeur de 7644 US$. Le pic des exportations est 

enregistré en 2008 avec un volume de 22690 kg et une valeur commerciale de 998261 US$. 

 

 

Tableau IV: Valeurs des exportations des huiles essentielles et autres (Bessah  et Benyoussef, 

2015). 

 

 
 

Les produits exportés comme les huiles essentielles d’orange, de citron de lavande ou 

de lavandin et d’autres plantes, participent à hauteur de 26%, alors que les oléorésines et les 

résinoïdes représentent 74%. De l’analyse des mouvements commerciaux entre les différentes 

huiles essentielles exportées (Figure 27), on constate que l’orange assure à elle seule la moitié 

des exportations. Les pays destinataires de ces produits sont le Canada, la France et la 

Belgique (Bessah  et Benyoussef, 2015). 
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Figure 27 : Huiles essentielles, oléorésines et résinoïdes exportées  

(Bessah  et Benyoussef, 2015). 
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Chapitre I: Détection sérologique de Spiroplasma citri 

 

 Spiroplasma citri peut être détecté par greffage sur des indicateurs d'agrumes, 

culture sur milieu artificiel, sérologie, sondes d’ADN, test dot-immunobinding, 

immunocapture-réaction en chaîne de polymérase (IC-PCR), réaction en chaîne de 

polymérase (PCR) et réaction en chaîne de polymérase en temps réel (RT-PCR) (Nejat et al., 

2011). 

 

 La maladie du stubborn, préoccupante surtout pour les pays du pourtour 

méditerranéens, requiert la détection précoce de S. citri afin de procéder à l’arrachage des 

arbres contaminés et éviter ainsi la propagation de la maladie. La faible quantité d’organismes 

présents dans les arbres atteints du stubborn nécessite la mise au point de tests de détection 

très sensibles (Barthe, 1992). 

 

 En 1980, l’agent de la maladie du stubborn des agrumes a été isolé de matériel 

végétal des pays du pourtour méditerranéen et du Proche-Orient (Algérie, France (Corse), 

Irak, Iran, Maroc, Syrie et Tunisie) par Vignault et al. (1980). Selon Fletcher et Eastman 

(1984), l’ELISA s'est avéré être une méthode fiable pour estimer la concentration de cellules 

de S. citri dans les tissus de plantes malades. D'autres auteurs, Archer et al. (1982) ; Eden-

Green (1982) ; Raju et Nyland (1981), ont également montré que l'ELISA peut être un outil 

utile pour la détection et la quantification des spiroplasmes au niveau des plantes hôtes. 

 

I.1. Matériel 

 

I.1.1. Matériel végétal 

 

I.1.1.1. Prospections sur terrains  

 

Les prospections ont été effectuées dans 03 wilayat d’Algérie, il s’agit de la wilaya de 

Blida (la station expérimentale du département d’agronomie), la wilaya de Tizi-Ouzou (verger 

privé d’Oued-Aissi) et la wilaya de Boumerdes (verger privé de la Daïra de Baghlia). 
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I.1.1.2. Présentation de la région d'étude 

 

 Verger privé de Baghlia (wilaya de Boumerdes) 

 

 Situation géographique  

 

La daïra de Baghlia Située à une latitude de 36.8169 et une longitude de 3.8572 (coordonnées 

GPS: 36°48ʹ56ʺ Nord, 3°51ʹ40ʺ Est), Algérie. A climat méditerranéen avec été chaud (ANDI, 

2015).  

 

 Donnés techniques  

 

Le verger est d’une superficie de 5 ha, âgé de 33 ans (la plantation effectuée en 1987), 

composé de plusieurs variétés : Thomson, Double fine, Washington navel, Washington 

sanguine, Hamline, Valencia Late, Clémentine et Java. La plantation est effectuée au hasard. 

Les traitements réalisés dans ce verger étaient  contre la gommose et les cochenilles. Des 

apports d’engrais et d’ammoniac s’effectuent selon les besoins. L’irrigation est apportée par 

des rigoles et par aspersion durant l’été. 

 

 Station expérimentale de département des biotechnologies (ex: Agronomie de 

Blida)  

 Situation géographique  

 

La Wilaya de Blida se situe dans la partie Nord du pays dans la zone géographique du Tell 

central. Elle est limitée au Nord par les wilayat d’Alger et Tipaza, à l’Ouest par la Wilaya de 

Ain-Defla, au Sud par la Wilaya de Médéa, et à l’Est par les Wilayas de Bouira et de 

Boumerdes (ANDI, 2015).  

 

 Donnés techniques  

 

 Cette station est composée de deux vergers l’un est d’une superficie de 0.25 ha avec 

une diversité variétale: Citronnier, Thomson, et Washington navel. Les variétés ont été 

plantées alternativement selon des lignes dont l’écart était de 5x5 avec un nombre total de 208 
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plants. L’irrigation était basée uniquement sur les pluies (apports naturels). Le second verger 

est d’une superficie de 0.5 ha, composé de deux variétés : Thomson et Winkler, âgé de 4 ans 

(plantées en Mars  2007), l’irrigation est apportée par des rigoles. 

 

 Verger privé d’Oued-Aissi (Wilaya de Tizi-Ouzou) 

 

 Situation géographique  

 

La wilaya de Tizi-Ouzou est limitée par la mer méditerranée au Nord ; la Wilaya de Bouira au 

Sud ; la Wilaya de Boumerdes à l’Ouest  et la Wilaya de Bejaia à l’Est (ANDI, 2015).  

 

 Donnés techniques  

 

Le verger d’Oued-Aissi est d’une superficie de 7 ha, âgé de 22 ans, composé d’une seule 

variété (Washington navel). 

 

I.1.2. Matériel de laboratoire 

 

Les solutions et réactifs utilisés pour le test DAS-ELISA sont préparés comme suit : 

 

I.1.2.1. Solutions tampon 

 

Plusieurs solutions tampon ont été préparées pour réaliser le test ELISA (Clark and Adams, 

1977). 

 Tampon de broyage 1x20 (référence 51804)  
 

Tampon de broyage standard, utilisé pour la majorité des réactifs des gammes maraîchage, 

grandes cultures, arboriculture et horticulture 

 

NaCl                                                                                                                     8 g 

Na2HPO4                                                                                                              2,9 g 

KCl                                                                                                                       0,2 g 

KH2PO4                                                                                                                0,2 g 

Tween 20                                                                                                              0,5 ml 

NaN3                                                                                                                     0,2 g 

Polyvynilpyrrolidone:(PVP-PM:40.000)                                                             10 g 
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qsp eau distillée 1 litre  

 

PHx20=6,4 

PHx1= 7,4 

 

 Tampon de lavage x20 (référence 51803)    

 

NaCl                                                                                                                     8 g 

Na2HPO4                                                                                                              2,9 g 

KCl                                                                                                                      0,2 g 

KH2PO4                                                                                                               0,2 g 

Tween 20                                                                                                             0,5 ml 

NaN3  0,2g 

qsp eau distillée 1 litre 

 

PHx20=6,4 

PHx1= 7,4 

 

 Solution tampon phosphate 0,1M pH 7,4  

Solution A : 0,05M 

Phosphate dissodique (Na2PO4)                                                                          3,750 g 

Eau distillée                                                                                                         1000 ml 

 

Solution B : 0,05M  

 

Phosphate mono potassique (KH2PO4)                                                               1,425 g 

Eau distillée                                                                                                         1000 ml 

  

Solution finale   

Solution A 143 ml 

Solution B                                                                                                             57 ml 

Eau distillée                                                                                                          800 ml 

 

I.2. Méthodes  

 

I.2.1. Etude symptomatologique  

 

L’observation des symptômes a été faite parallèlement avec la période de prélèvement 

d’échantillons.  
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I.2.2. Méthode d’échantillonnage 

 

Les prospections réalisées sur les différents vergers des différentes stations 

(2009/2010; 2012/2015) étaient basées sur l’observation visuelle des symptômes. Il s’agit de 

repérer les plants présentant des symptômes décelables à l’œil nu suspectés d’être induits par 

S. citri par comparaison à des photos bibliographiques (Bové, 1995 ; Saillard, 1978). La partie 

de l’arbre concernée par les prélèvements était des feuilles avec des chloroses, formes en 

cuillère, jaunissements des jeunes pousses et des fruits déformés.  

 

I.2.3. Conservation de la source d’inoculum  

 

Les feuilles prélevées sur terrain étaient placées dans des sacs en plastique, sur 

lesquels  a été noté la variété, et la région correspondante et sont par la suite conservés à une 

température de 4°C afin d’éviter toute altération et /ou dessèchement.  

 

I.2.4. Sérodétection de Spiroplasma citri  

 

Le test ELISA (Clark et Adams, 1977), comme rapporté par Saillard et al. (1980) pour 

le S. citri et Bar Joseph et al. (1979) est effectué suivant les protocoles d’utilisation du 

fournisseur. 

 

Dans le contexte de notre expérimentation la DAS-ELISA a été réalisée « en double 

antibody » où seuls les anticorps poly clonaux sont utilisés, le spiroplasme est donc 

littéralement pris en sandwich entre deux couches d’anticorps. Le sérum utilisé a été fourni 

par le laboratoire SEDIAG (France). 

 

Les échantillons testés proviennent des prospections effectuées sur différentes régions. 

Le nombre total était de 470 échantillons dont 158 échantillons du Thomson et 83 de la 

variété Winkler de la St. Exp. d’Agr. de Blida. Les variétés proviennent de la région de 

Boumerdes sont : 51 échantillons du Thomson, 43 Double fine, 34 de la variété Valencia 

Late, 26 de Clémentine, 20 de Hamline, 15 de Jaffa, 11 de Washington navel, et 6 de la 

variété Washington sanguine. Tandis que les variétés prélevées de la région de Tizi-Ouzou 

étaient uniquement le Washington navel en nombre de 18 échantillons. 
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Le test immuno-enzymatique (DAS-ELISA), a été réalisé au niveau du laboratoire de 

recherche de la protection et valorisation des produits agrobiologiques (PVRAB) de 

l’université de Blida. 

 

I.2.4.1. Principe du test ELISA 

 

Le test ELISA est une réaction immuno-enzymatique relativement simple qui permet 

de mettre en évidence la présence d’un antigène à l’aide d’un anticorps marqué par une 

enzyme, la phosphatase alcaline, par une réaction colorée en présence du substrat de 

l’enzyme, le paranitro-phenyl phosphate (PNPP). L’intensité de la coloration est mesurée à 

l’aide d’un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 405 nm. 

 

La Bactérie présente dans les extraits de plantes à tester réagit avec les immuno-

globulines G (IgG) fixée sur la plaque de microtitration. Elle est ensuite mise en contact avec 

une préparation d’IgGs spécifiques couplés à l’enzyme phosphatase alcaline. La double 

réaction sérologique est mise en évidence par la réaction du substrat de l’enzyme, le PNPP, ce 

qui induit une réaction colorée dont l’intensité est proportionnelle à la quantité de l’antigène 

fixé (Clark et Adams, 1977). 

 

 Mode opératoire 

 

Les échantillons de feuilles conservés ont été lavés à l’eau distillée, puis séchés sur du 

papier absorbant et broyés séparément  à froid à l’aide  d’un mortier-pilon et dilués au 1/10ème 

dans une solution tampon phosphate buffered saline contenant le polyvinylpyrrolidone (PBS-

PVP-T) à pH=7,4 (à raison de 10 mL pour 1g de feuilles). Les  broyats étaient ensuite filtrés. 

Le jus obtenu est mis dans des tubes en plastique numérotés. Chaque tube représente un 

échantillon. Ce jus est analysé par le test ELISA. 

 

Nous avons utilisés des échantillons frais sains "Thomson" provenant d’une collection 

du laboratoire de virologie, également les témoins contrôles positifs et négatifs proviennent du 

laboratoire Bio-Rad, France.  

Selon Clark et Adams (1977), les étapes du test DAS-ELISA sont résumées comme suit : 

 



Deuxième partie                                                        Matériel et Méthodes 
 

 
66 

Etape 1 : Fixation des anticorps  

Les anticorps ont été dilués au 1/100 dans le tampon de fixation juste avant utilisation. 

Un volume de 100 µl / puit d’anticorps a été déposé dans la plaque de microtitration. 

Incubation : 2 h à  37°C (les plaques sont couvertes avec un film plastique adhésif)  

Lavage : 3 lavages avec du PBS-TWEEN  

 

Etape 2 : Dépôt des échantillons  

Un volume de 100 µl / puit d’échantillons comprenant le témoin sain, et le témoin positif a été 

déposé dans la plaque de microtitration. 

Incubation : 1 nuit à +2-8 (les plaques sont couvertes avec un film plastique adhésif).    

Lavage : 3 lavages avec du PBS-TWEEN  

 

Etape 3 : Dépôt des anticorps conjugués  

Les anticorps conjugués ont été dilués au 1/100 dans le tampon conjugué juste avant 

utilisation. 

Un volume de 100 µl / puit d’anticorps conjugués a été déposé dans la plaque de 

microtitration 

Incubation : 2 h à 37°C (les plaques sont couvertes avec un film plastique adhésif). 

Lavage : 3 lavages avec du PBS-TWEEN. 

 

Etape 4 : Dépôt du substrat  

Le PNPP a été dissout dans le tampon de substrat juste avant utilisation. La concentration 

finale doit être de 1 mg/ml de PNPP.   

Attendre la dissolution totale avant utilisation 

Incubation : 30 min à  37°C puis à température ambiante 

 

Lecture : 30 min, 1h et 2 h après dépôt du substrat 

 

Lecture et interprétation  

Les densités optiques (DO) sont lues à l’aide d’un spectrophotomètre  à une longueur 

d’onde de 405 nm. Un échantillon est considéré comme positif quand la valeur de sa DO est 

trois fois supérieure ou égale à la valeur de la DO du témoin négatif.  
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I.2.4.2. Calcul du taux d’infection 

Le taux d’infection de la maladie de chaque exploitation est calculé comme suit : 

 

                                      Nombre de plants positifs 

Taux d’infection (%)  = ——————————— × 100 

                                       Nombre de plants testés 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Deuxième partie                                                        Matériel et Méthodes 
 

 
68 

Chapitre II : Culture de Spiroplasma citri en milieu SP4 modifié (SP4m) 

 

 Le diagnostic de l’infection due à S. citri était effectué par deux techniques : l’essai 

de mise en culture de l’organisme et l’ELISA (Bové et al., 1984 ; Saillard et al., 1978). S. citri 

peut être détecté par culture en milieu liquide acellulaire et observé par microscopie sur fond 

noir pour confirmer sa morphologie hélicoïdale et sa motilité typiques ((Tully, 1983 ; Yokomi 

et al., 2008). 

 

II.1. Matériel 

 

La composition du milieu utilisé pour la détection de S. citri par culture est insérée en annexe 

N° 01. 

 

II.1.1. Echantillonnage 

 

Des échantillons de jeunes feuilles montrant des symptômes typiques du stubborn 

prélevés (entre le mois de Novembre et Décembre en 2014)  à partir d’arbres d’agrumes 

(variété Thomson, Double fine et Valencia Late) du verger privé de Baghlia, ont été utilisés 

dans la culture de S. citri. 

 

II.2. Méthodes  

 

II.2.1. Préparation du milieu SP4m   

 

Les étapes de la préparation du milieu de culture des spiroplasmes sont résumées comme suit : 

 

 Mode opératoire 

 
Base autoclavée (30min / 115°C) – Conservation à température ambiante. 

 

 1 base 3 bases 6 bases  9 bases 
Mycoplasma Broth Base 1g 3g 6g 9g 
Peptone 1,6g 4,8g 9,6g 14,4g 

Tryptone 3g 9g 18g 37g 

Rouge de phénol  

 0,1% 6mL 18mL 36mL 54mL 
  ou  

x mg / y ml NaOH 1M 9mg / 1mL 27mg / 3mL 54mg / 6mL    81mg / 9ml 
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                   pH ajusté à 7,8 avec NaOH 

 
H2O  qsp 200mL qsp 600mL qsp 1,2L qsp 1,8L 

Agar Noble (si milieu solide) 3g 9g  12g 18g 

 

 

Additifs stériles: Filtrés sur 0,45µm (avec unité de filtration) – Conservés à 4°C. 
 1 complément 3 compléments 6 compléments 

Sérum de veau fœtal décomplémenté 50mL 150mL 300mL  

10X CMRL 1066  (acides aminés et vitamines) 15 mL 45 mL  90 mL 

Yeastolate 4% (p/v) 25,5 mL 76,5 mL 153 mL 
Glucose 50% (p/v) 3 mL 9 mL 18 mL 

Pénicilline G 2.105 Unités/ mL 1,5 mL 4,5 mL 9 mL 

Pression osmotique ~350mOsm 
 

Assemblage du Milieu SP4  

 

Mélanger de manière stérile (pipettes stériles, bouteille stérile, sous hotte…) 1 base 

autoclavée avec 1 complément soit : 

 100 mL base autoclavée + 47,5 mL de complément 
 200 mL base autoclavée + 95 mL de complément  

 300 mL base autoclavée + 142,5 mL de complément 

 600 mL base autoclavée + 285 mL de complément… 
 

Conserver le tout à 4°C avant utilisation. 

 

 

II.2.2. Mise en culture du spiroplasme à partir des nervures de feuilles d’agrumes 

 

A l’aide de ciseaux préalablement désinfectés à l’éthanol à 70%, des feuilles montrant 

des symptômes du stubborn ont été coupées à la base du pétiole et lavées à l’eau puis séchées. 

Ensuite les nervures principales ont été découpées. Dans une petite boite de Pétri (55 mm de 

diamètre) contenant 3 mL du milieu SP4m, 1 g de nervures ont été hachées très finement à la 

lame de rasoir à usage unique. Après macération de 2 à 3 h à températures ambiantes, sous 

une hotte microbiologique, la partie liquide du mélange a été aspirée dans une seringue et 

filtrée sur 0,45 µm. puis 0,3 mL du filtrat a été transféré dans un tube contenant 3 mL du 

milieu SP4m. Le nombre d’échantillons cultivés était de 05 (02 échantillons de Valencia Late, 

02 échantillons de Double fine, 01 échantillon de Thomson), et un témoin négatif sans filtrat a 

été utilisé. Les tubes ont été incubés à 32°C pendant 15 jours sans agitation.  

 

La détection de S. citri par culture a été effectuée au niveau du laboratoire des  virus 

respiratoires à l’Institut Pasteur d’Alger. 
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Chapitre III : Caractérisation moléculaire de Spiroplasma citri 

 

Introduction 

 

 L’amplification de gênes est une méthode utile pour la détection des spiroplasmes 

dans le phloème du végétal infecté ou les insectes vecteurs avec 100-1000 fois plus sensible 

que la culture (Fletcher et al., 2006). La détection de S. citri par PCR (Polymerase Chain 

Reaction) a été utilisée avec des amorces basées sur la séquence génétique de la spiraline 

(Bové et al., 1993 ; Foissac et al., 1996), gènes 16 S ARNr en particulier dans l'infection à 

Spiroplasma (Lee et al., 2006), l'adhésine putative P89 et les gènes de type adhésines 

putatives P58 (Yokomi et al., 2008). 

 

 Dans cette étude le test de PCR a été réalisé pour la détection de S. citri. La PCR est 

une réaction permettant d’amplifier un fragment d’ADN à partir de quantités très faibles 

d’acides nucléiques cibles (Saiki et al., 1988). Cette technique a été utilisée pour la détection 

d’ADN viraux (Larzul et al., 1988), d’ARN génomique viraux (Gama et al., 1988) et viroïdes 

de plantes (Hadidi et Yang, 1990). La PCR s’est avérée d’une grande sensibilité permettant de 

détecter des séquences d’origines virales ou viroïdales présentes à l’état de traces dans des 

tissus infectés (Barthe, 1992). 

 

III.1. Matériel 

 

III.1.1. Stations prospectées 

 

Les prospections sur terrain ont été effectuées durant l’année 2013, sur différentes 

variétés d’agrumes au niveau du verger agrumicole de la région de Baghlia (Boumerdes) qui 

comporte les variétés suivantes : Thomson, Jaffa, Double fine, Washington navel, Washington 

sanguine, Hamline, et Valencia Late. 

 

III.1.2. Matériel de laboratoire 

 

Les réactifs et le matériel utilisés pour l’extraction d’ADN sont cités en annexe N° 02. 
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III.1.3. Echantillonnage 

 

Des échantillons de feuilles et fruits présentant des symptômes du stubborn ont été 

prélevés le mois de septembre en 2013 sur les variétés : Double fine, Thomson, Washington 

navel, Jaffa, et Valencia Late. Les nervures principales de feuilles et columelles de fruits ont 

été testées pour ces échantillons.  Le nombre de plants analysé était de 62, dont 11 plants de la 

variété Thomson, 13 de  Double fine, 12 de Washington navel, 12 de Jaffa, et 14 de la variété 

Valencia Late. 

 

III.2. Méthodes  

 

III.2.1.Préparation du Tampon d’Extraction au CTAB 

 

 

Les étapes de la préparation du tampon d’extraction des spiroplasmes sont résumées comme 

suit : 

 Mode opératoire   

 

Solution de soude 10N (40g/100mL) 

Mettre petit à petit 40g de NaOH dans 80mL d'eau  

Ajuster ensuite le volume : qsp 100mL 

 

Solution mère EDTA 250mM pH8  

Dissoudre l'EDTA dans 400mL d'eau (46,53g d'EDTA. 2H2O) 

Mettre sous agitation jusqu'à dissolution 

Mettre à pH 8 en rajoutant de la soude 10N (volume important rajouter ~20mL) 

Ajuster ensuite le volume : qsp 500mL 

Autoclaver 

 

Solution Tris-HCl 1M pH 8 (60,57g/500ml) 

Mettre 60,57g de Tris dans 300mL d'eau 

Mettre à pH8 en rajoutant du HCl 

Ajuster ensuite le volume : qsp 500mL 

Autoclaver 

 

Tampon CTAB 

 20g CTAB 

 82g NaCl  

 20g PVP K25 

 

Dissoudre dans 400mL d'eau (agitateur magnétique / Bain marie à 50°C) 
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Ajouter : 100mL Tris 1M pH 8 

     40mL EDTA 250mM pH 8 

Ajuster ensuite le volume : qsp 1L 

 

Tampon d'extraction CTAB 

 10mL Tampon CTAB 

 20µl β-mercaptoEthanol 

 

III.2.2. Préparation  de la solution stock dNTP 5mM  

 

Pour la préparation des solutions stock des dNTP nous avons besoins de :  

 

4 dNTP 40µmoles de chacun – PROMEGA Cat#U1240 

- Pendre 200µl de chaque dNTP. Mélanger  Vf =800µl à 25mM 

- Diluer 5 fois pour avoir 5mM (V total : 4ml) 

- Aliquoter en tubes de 500µl et conserver à -20°C 

 

Les quantités nécessaires pour préparer les solutions stocks utilisées pour la PCR sont 

résumées dans le tableau V. 

 
Tableau V : Préparation du mix 2X 

 

Volume final→ 

 

Solutions stocks↓ 

125µl 

(5 réactions) 

250µl 

(10 réactions) 

500µl 

(20 réactions) 

1 ml 

(40 réactions) 

H2O 65µl 130µl 260µl 520µl 

10X Taq buffer 

(sans MgCl2) 

25µl 50µl 100µl 200µl 

2,5mM MgCl2 20µl 40µl 80µl 160µl 

dNTP 5mM 10µl 20µl 40µl 80µl 

100µM Primer 1 2,5µl 5µl 10µl 20µl 

100µM Primer 2 2,5µl 5µl 10µl 20µl 
 

Le mix se conserve ensuite à -20°C avant utilisation. 
 

Pour préparer un Mix 1X : Mélanger : 25µl de mix 2X x Nombre de réaction 

     24µl H2O x Nombre de réaction 

     0,3µl taq polymérase x Nombre de réaction 

 

III.2.3. Préparation des gels – 1,5% agarose – Appareil Mupid 

 

Faire fondre l’agarose au micro-onde (ne pas faire bouillir trop longtemps pour éviter une trop forte 

évaporation), puis laisser un peu refroidir, agiter puis ajouter le BET (le refroidissement permet 

d’éviter le dégagement de vapeurs de BET), ensuite couler le gel dans le support Mupid (voir annexe 

N° 03), et mettre le peigne à puits en place et laisser solidifier (compter au minimum 30 min). 



Deuxième partie                                                        Matériel et Méthodes 
 

 
73 

III.2.4. Extraction de l’ADN  

 

La technique d’extraction est celle décrite par Doyle et Doyle (1990). Cette technique 

est basée sur l’utilisation du bromure de cétyltriméthyl- ammonium (CTAB). Les extractions 

et les tests de PCR ont été effectués au niveau du laboratoire de Biologie de Fruit et 

Pathologie (BFP) de l’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Bordeaux, 

France. 

 

Les Solutions et Réactifs utilisés pour la PCR sont cités en annexe N° 03. 

 

 Mode opératoire 

 

Un gramme de nervures principales ou de columelles de fruits a été broyés dans les 

sacs de broyage avec 3 mL de tampon de CTAB additionné du β-mercaptoéthanol (0,2%). Un 

volume de 1,5 à 2 mL de broyat a été transféré dans un tube eppendorf de 2 mL. Les 

échantillons ont été chauffés au bain-marie à 65°C pendant 15 min puis les tubes ont été 

retournés et remis au bain-marie pour 15 min suivie d’une centrifugation à 3000 rpm pendant 

5 min. Un volume de1 mL du surnageant a été récupéré dans un tube eppendorf de 2 mL. Les 

protéines ont été extraites du surnageant avec 1 mL de (V/V) chloroforme mélangé à l’alcool 

iso amylique (24/1), ensuite les tubes ont été retournés puis centrifugés à 14000 rpm pendant 

5 min. Un volume de 0,9 mL de la phase aqueuse (supérieure) a été récupéré dans un tube 

eppendorf. Pour précipiter l’ADN, un volume de 0,6 V d’isopropanol (soit 540 µL) a été 

rajouté puis les tubes ont été remués et incubés à -20°C pendant 30 min ou toute la nuit. Une 

centrifugation à 4°C a été réalisée à 14000 rpm pendant 20 min et un culot qui contient 

l’ADN a été obtenu. Ce dernier a été lavé deux fois avec 1 mL d’éthanol à 70% et centrifugé à 

14000 rpm pendant 10 min puis séché au speed-VAC à 27°C pendant 5min. 

 

III.2.5. Amplification des séquences    

 

Les amorces (Sc1/Sc1’) (Tableau VI) (Foissac et al., 1996) utilisées, ont été choisies dans 

la séquence du gène de la spiraline, protéine majeure de S. citri. Le protocole a été défini 

comme suit : 1 µL d’ADN dans 29 µL du mélange réactionnel qui comprenait : H2O, MgCl2 

2,5 mM, Tampon enzyme Taq polymérase, de dNTP 5 mM, et les amorces (Sc1/Sc1’).  
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Tableau VI: Paire d’amorce utilisée pour la PCR. 

 

Amorces Séquences des amorces Gène ciblé Taille attendue 

de l’amplican 

Référence 

Sc1 

Sc1’ 

5’ ATTTTCAATTTGATGTTTATCAAGACAAC 3’   

 5’ CAAAATCACTTGCTCCTGCATTTGG 3’ 

Spiralin 336pb (Foissac et al.,  

1996) 

 

Le témoin positif utilisé est celui de l’ADN de la souche GII3 de S. citri. Le contrôle 

négatif est le résultat d’une amplification sans ADN (témoin eau =TO). Les réactions ont été 

effectuées sur le thermocycleur comme suit : 5 min de dénaturation à 95°C suivie de 40 cycles 

d’amplification (30 secondes à 95°C, hybridation 30 secondes à 56°C et élongation 90 

secondes à 72°C suivie de 5 min à 72°C). 

 

L’analyse des produits de la PCR a été effectuée par électrophorèse en gel d’agarose 

1,2%. 3 µL de bromure d’éthidium ont été additionné au gel. 6 µL du tampon de charge a été 

mélangé avec les produits de PCR et un marqueur d’ADN de taille de 1kb plus a été utilisé.  

 

 Migration   

Pour effectuer la migration des fragments d’ADN amplifiés, faire sortir doucement le peigne à 

puits et placer le gel et son support dans l’appareil d’électrophorèse, puis recouvrir le gel de 

tampon TBE 0,5X et le charger avec les échantillons plus le tampon de charge, Ne pas oublier 

de mettre un marqueur de taille dans l’un des puits ensuite faire migrer à ~100V. A la fin de la 

migration observer sous UV. 

 

 L’identification des bandes a été déterminée par comparaison des produits obtenus avec 

le témoin positif de 336 pb et à l´aide d´un marqueur moléculaire de 1kb plus.  
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Chapitre IV : Impact du stubborn sur la qualité des fruits et des huiles 

essentielles 

 

Introduction  

 

Le genre Citrus appartenant à la famille des Rutaceae, est l’une des cultures les plus 

largement cultivées dans le monde surtout dans les climats tropicaux el les régions tempérées. 

Elles sont très riches en composés actifs (polyphénols, flavonoïdes, tanins, alcaloïdes, les 

huiles essentielles,…etc.) (Chutia et al., 2009; Kamal et al., 2011).  

 

L’écorce des Citrus est l’une des parties de la plante riche en métabolites secondaires, 

tels que les huiles essentielles qui sont étudiées pour ces composés actifs (coumarines, 

terpènes et linalool,…etc.) (Dhanavade et al., 2011; Kamal et al., 2011). 

 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées à l’étude des huiles essentielles 

extraites d'écorces d'agrumes provenant de fruits d’oranges (espèce Citrus sinensis (L.) 

Osbeck) infectés par Spiroplasma citri et de fruits non infectés, de déterminer leur activité 

antimicrobienne sur certaines bactéries, d'évaluer leurs caractéristiques physicochimiques et 

de déterminer leur composition chimique par GC-MS. 

 

IV.1. Matériel 

 

IV.1.1. Matériel végétal 

 

 
Les fruits de l’espèce : Citrus sinensis (L.) Osbeck (Orange douce,  var : Washington 

navel) ont été récoltés à maturité, du verger privé de Baghlia, durant 2 campagnes 

agrumicoles  2016-2017 et 2017-2018. Nous avons réalisé des prélèvements de fruits à partir 

d’arbres malades extériorisant des symptômes du stubborn (fruits avec columelle courbée) et 

des prélèvements à partir d’arbres sains. Le produit ayant servi à l’extraction des huiles 

essentielles est la partie écorce ou flavedo (zeste) des oranges (Citrus sinensis).  
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IV.1.2. Matériel biologique 

 

IV.1.2.1. Microorganismes testés 

 

Le nombre de microorganismes testés, lors de cette étude était de 04 : 03 souches bactériennes 

(01 Gram+ et 02 Gram–) et un champignon. 

 

 Bactéries à Gram négatif 

 Escherichia coli ATCC 25922 

 

Escherichia coli appartient à la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles à 

coloration de Gram négative, non sporulés, anaérobies facultatifs et qui ne possèdent pas 

d’oxydase. Le genre Escherichia compte 5 espèces : E. coli, E. fergusonii, E. hermanii, E. 

vulneris et E. blattae. L’espèce E. coli est considérée comme un hôte normal, c'est-à-dire 

commensal, de la microflore digestive de l’homme et de la plupart des animaux à sang chaud 

(Russo et al., 2000 ; Kaper et al., 2004), responsables des infections urinaires, septicémie 

méningite du nourrisson, de plaies opératoires et gastro-entérites (Nataro et al., 1998 ; Tozzi 

et al., 2003). 

  

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 Pseudomonas aeruginosa est une bactérie de la famille des Pseudomonaceaa (Chaker, 

2012) à Gram négatif (Lyczak et al., 2000), bacille d’environ 1 μm de long. Elle est mobile, grâce 

à son unique flagelle polaire, et aux pili (Stover et al., 2000). En outre, cette bactérie est aérobie 

mais elle est capable de s’adapter à des conditions anaérobies (Vasil, 1986). Pathogène 

opportuniste, P. aeruginosa profite de défaillance de l’hôte pour le coloniser et l’infecter 

conduisant à des infections aiguës ou chroniques (Lyczak et al., 2000). 

 

 Bactéries à Gram positif 

 Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 

Staphylococcus aureus fait partie de la famille des Micrococaceae (Hill, 1959 ; 

Wattam et al., 2014), de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas. Ces 

cocci mesurent de 0,5 à 1,5 μm de diamètre, sont immobiles, non sporulés et positifs à la 
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coloration de Gram (Tille, 2014). A un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie 

facultatif. Parmi les Staphylococcus, les espèces les plus fréquemment isolées sont 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus aureus. Cette 

dernière, pourvue d’une activité catalase et capable de sécréter de nombreuses toxines, est la 

plus pathogène du genre (Rosenstein et Gotz, 2013). S. aureus fait partie de la flore 

commensale de l’Homme et de l’animal. Elle est présente sur la peau et les muqueuses (Aly et 

al., 1977 ; Mulchay et al., 2012). S. aureus est une bactérie pyogène pouvant être 

responsables de différents types d’infections, selon la nature de la souche et la qualité de la 

réponse immunitaire de l’hôte (Accarias, 2014). 

 

 Les Staphylococcus font partie de la famille des Micrococaceae, sont des germes 

ubiquistes. Le principal réservoir et habitat est constitué par le nez, la gorge et la peau des 

animaux / humain.  

 

 Souche fongique 

 Botrytis cinerea  

 

 Le genre Botryotinia et son anamorphe Botrytis font partie des Ascomycètes, de 

l’ordre des Leotiales et de la famille des Sclerotiniaceae. B. cinerea est caractérisé par des 

hyphes septées, ramifées, plurinuclées et hétérocaryotiques qui se différencient en 

conidiophores ramifés portant des conidies hyalines, ovoïdes à ellipsoïdales (6–18 x 4–11 

μm), de couleur brune à grise, considérées comme les unités principales de dissémination du 

champignon. Il se conserve par des sclérotes.  

 

Botrytis cinerea est un champignon polyphage vivant comme saprophyte sur une 

multitude de plantes-hôtes. Son développement rapide en période de maturation des raisins 

entraîne des pertes quantitatives et une dépréciation de la récolte avec des conséquences 

œnologiques négatives difficilement maîtrisables. L’apparition successive de résistances à 

différents fongicides spécifiques (benzimidazoles, dicarboximides, anilinopyrimidines, 

phénylpyrols,... etc.) et son extrême capacité d’adaptation rendent la lutte de plus en plus 

complexe et aléatoire dans les conditions climatiques favorables à ce champignon (Viret et 

Gindro, 1997). 
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IV.1.3. Matériel de laboratoire 

 

Le dispositif utilisé pour l’extraction des huiles essentielle est celui de type Clevenger 

(ballon, chauffe-ballon, Thermomètre ; Réfrigérant à eau) et un évaporateur rotatif. 

 

 Milieux de culture  

Suivant les méthodes employées et selon les souches nous avons utilisés les milieux de 

culture cités en annexe N° 04. 

          

IV.2. Méthodes 

 

IV.2.1. Préparation des échantillons 

 

 Tous les échantillons de fruits ont été nettoyés et coupés pour éliminer les graines et 

la pulpe. Les écorces collectés ont été découpées en morceaux de 3 mm d'épaisseur puis 

séchés à 25°C et stockés dans des conditions ambiantes. Les écorces d'agrumes séchées 

étaient par la suite soumis à une hydrodistillation pendant 4 h à l'aide d'un appareil Clevenger 

(Zheljazkov et al., 2014).  

 

 L’extraction des huiles essentielles et la détermination des indices physico-

chimiques ont été réalisés au niveau du laboratoire de chimie organique de l’université de 

Blida1. 

 

IV.2.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation  

 

IV.2.2.1. Principe 

 

L’hydrodistillation est la méthode la plus couramment employée pour l’extraction des 

huiles essentielles. Dans son principe, elle consiste à immerger la matière végétale dans un 

bain d’eau, l’ensemble est ensuite porté à l’ébullition, à pression atmosphérique. Sous l’action 

de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des végétaux 

sont libérées et entrainés par la vapeur d’eau qui est ensuite condensée. Bien que la plupart 

des constituants aient des températures d’ébullition supérieures à 100°C, ils sont entrainés 
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mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation conduit à la 

séparation du mélange eau-huile essentielle par décantation. Puis les deux phases, la phase 

aqueuse (hydrolat) et la phase organique surnageant (huile essentielle) sont séparées par leurs 

différences de densité. L’HE est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) 

puis récupérée et conservée à 4°C (Venturini, 2012 ; Herzi, 2013).  

 

IV.2.2.2. Protocole expérimental d'extraction  

 

L’hydrodistillation de l’épicarpe a été accomplie à l’aide d’un dispositif de type 

Clevenger, où 250 g de matière végétale sont introduites avec 1,5 L d’eau dans un ballon de 2 

L. Après installation et fermeture du montage, la mise en marche de chauffe ballon est 

effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de l’extraction à 

une vitesse constante et bien maîtrisée. L’ensemble est porté à l’ébullition pendant 04 heures  

(Zheljazkov et al., 2014). Le distillat ainsi recueilli est introduit dans une ampoule à décanter 

afin de séparer l’eau d’huile essentielle qui la surnage. Les huiles essentielles sont conservées 

dans des flacons en verre ambré à une température de 4°C (Jazet Dongmo et al., 2008). 

 

Le protocole d’extraction des huiles essentielles est cité en annexe N° 05 

 

IV.2.3. Détermination des indices physico-chimiques  

 

  Les propriétés physiques (densité, indice de réfraction, ...etc.), et chimiques (indice 

d’acide, d’ester ...etc.), sont actuellement exigées pour l’évaluation commerciale des huiles 

essentielles. 

 

IV.2.3.1.  Détermination des indices physique  

 

IV.2.3.1.1.  Détermination du rendement en huile essentielle 

 

Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport de masse d’huile essentielle 

et de la matière végétale séchée (Ndoye Foe et al., 2016). Il est exprimé en pour cent (%) et 

calculé par la formule suivante : 
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Où : 

RdtHE : Rendement en huile essentielle (%) ; 

MHE : Masse d’huile essentielle extraite (g) ; 

MVS : Masse de la matière végétale sèche utilisée (g). 

 

IV.2.3.1.2. Mesure de la densité  

 

La densité d’HE correspond au rapport entre la masse d’un certain volume d’huile et la 

masse du même volume d’eau pris à la même température.  

 

 Mode opératoire  

 

 La mesure de la densité d’HE a été réalisée à l’aide d’un pycnomètre et calculée à partir de la 

formule suivante :  

                          

Dans laquelle : 

m0 : Masse en gramme du pycnomètre vide. 

m1 : Masse en gramme du pycnomètre rempli d’eau distillée. 

m2 : Masse en gramme du pycnomètre rempli d’huile. 

D20 : la valeur de la densité est déterminée selon la norme (NF T 75–111). 
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IV.2.3.1.3. Mesure de l’indice de réfraction  

 

L’indice de réfraction symbolisé par nλ
t est le rapport entre le sinus de l’angle 

d’incidence du rayon lumineux dans l’air et le sinus de l’angle de réfraction du rayon réfracté 

dans le milieu considéré (AFNOR, 2000 ; 1999). 

                                           

 

                                 i Sin i 

                                     nλ
t
 =  

 r    sin r 

 i : Rayon d’incidence 

 r : Rayon réfracté  

 

Cet indice permet de mesurer le pouvoir réfringent des huiles à 20°C par rapport à la 

raie « D » du dodium (λ=589 nm) d’où la notation  nλ 
t. 

 

 Mode opératoire  

 

  Après étalonnage du réfractomètre en utilisant l’eau distillée jusqu’à ce que le curseur 

de la règle du réfractomètre soit en parallèle avec la valeur « 1.330 ». On procède à 

l’ouverture du prisme secondaire afin de déposer à l’aide d’une seringue 2 ou 3 gouttes d’HE 

à analyser sur la partie centrale du prisme principal. Après ajustement du réfractomètre 

jusqu’à ce que la phase sombre soit égale à la phase claire, la valeur indiquée sur la règle 

détermine l’indice de réfraction.  

 

IV.2.3.2. Détermination des indices chimiques  

 

  En plus des caractères physiques, on peut doser par des méthodes chimiques les 

fonctions (acide, ester,...etc.) présentes dans les huiles essentielles. Ces dernières permettent 

non seulement de mettre en évidence la présence des fonctions organiques mais aussi de 

mesurer leurs proportions. 
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IV.2.3.2.1. Indice d’acide  

 

   L’indice d’acide Ia est le nombre de milligrammes de potasse (KOH) nécessaire pour 

neutraliser les acides libres présentes dans un (01) gramme d’HE (NF ISO 1242: 1999 (T 75–

103); AFNOR, 2000). La neutralisation  d’un monoacide par la potasse se traduit par la 

réaction chimique suivante :  

 

                            RCOOH + KOH  ‹ = › RCOOK+ H2O 

 

 Mode opératoire  

 

  Placer dans un erlenmeyer de 250 mL une quantité précise d’échantillon de matière 

grasse (0,5 g d’HE),  20 mL d’alcool éthylique à 96°.  Bien mélanger, et  titrer ce mélange par 

une solution éthanolique de KOH de concentration C (C= 0,1 M), en présence de  

phénolphtaléine alcoolique comme indicateur, jusqu’à coloration rouge persistante. Noter "V" 

le volume de KOH utilisé. L’indice d’acide Ia est déterminé par la formule suivante : 

 

            

Dans laquelle :  

V : volume en ml de la solution de KOH utilisée pour le titrage. 

C : concentration en mol/L de la solution de KOH  

m: masse en gramme de la prise d’essai (huile) 

 

IV.2.3.2.2. Indice de saponification  

 

            C’est la quantité en milligrammes de KOH nécessaire à la saponification des 

glycérides et à la neutralisation des acides gras libres présents dans un gramme de matière 

grasse. De cet indice, on peut déduire la quantité des acides totaux, à l’état libre et à l’état 

combiné contenus dans une graisse 
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 Principe  

 

Faire bouillir le lipide avec un volume précis et en excès de la solution standard de KOH :  

 

CH2OCOR1                               CH2OH 

CH2OCOR2    + 3H2O               CHOH     + R1COOH + R2COOH + R3COOH 

CH2OCOR3                               CH2OH 

Les acides gras libérés réagissent avec KOH : 

                               RCOOH   +   KOH            RCOOK   +   H2O 

 

L’excès de KOH est titré par une solution d’HCl. 

 

 Mode opératoire  

 

          Mettre 0,5 g d’huile dans une fiole, ajouter à l’aide d’une pipette ou d’une burette 20 

mL de KOH alcoolique 0,1 M, ensuite on porte le mélange à ébullition en agitant de temps en 

temps pendant 1 h puis, refroidir. Ajouter 2 gouttes de phénolphtaléine et faire le titrage de 

l’excès de KOH par une solution d’HCl  de concentration C2 (0,1 M). En même temps, on 

exécute  un dosage témoin avec le même volume  (environ 25 mL) de KOH alcoolique de 0,1 

M, mais sans addition de matière grasse, en opérant dans les mêmes conditions que le dosage 

précédent. De la différence entre la quantité d’acide chlorhydrique employé dans le dosage 

témoin et celui utilisé pour le dosage de matière grasse, on déduit la quantité de KOH 

nécessaire pour saponifier complètement la matière grasse, puis en calculant cette quantité en 

milligrammes pour 1 gramme de matière grasse, on obtient l’indice de saponification. 

L’indice de saponification est donné par la formule suivante : 

 

                    (V0 – V1)   (mg KOH /g d’HE) 

 

Dans laquelle:  

V0: le volume en "mL" de la solution d’HCl utilisé pour l’essai à blanc ; 

V1: le volume en "mL" de la solution d’HCl utilisé pour la détermination ; 

m: la masse en grammes d’huile essentielle. 
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IV.2.3.2.3. Indice d’ester  

 

  C’est la quantité en milligrammes de KOH nécessaire à la saponification des glycérides 

présents dans 1 gramme de matière grasse. C’est la différence entre l’indice de saponification 

et l’indice d’acidité (AFNOR, 2000). L’indice d’ester est calculé par la formule suivante :    

      

                   (V0-V1) - Ia 

 

Dans laquelle : 

V0 : le volume "mL" de la solution de HCl utilisé pour l’essai à blanc ; 

V1 : le volume "mL" de la solution de HCL utilisé pour la détermination ; 

m : la masse en grammes de l’huile essentielle ; 

Ia : la valeur de l’indice d’acide déterminé selon la norme NF T 75- 103 

 

IV.2.4. Analyse chromatographique des huiles essentielles (GC-MS)  

 

 L'analyse chromatographique des HEs a été effectuée avec un chromatographe en 

phase gazeuse type Hewlett-Packard (6890) avec détecteur de masse sélectif 6890,  couplé à 

un spectromètre de masse (HP5973). Une colonne capillaire HP5-MS (30 m x 0,25 mm, 

Épaisseur de film de 0,25 μm) a été utilisée. L'analyse a été réalisée à 280°C, le four à 5°C 

initial pendant 5 minutes. La température de l’injecteur était réglée à 250°C. L'hélium a été 

utilisé comme gaz vecteur à un débit de 1,0 mL/minute. Les échantillons ont été préparés avec 

une ionisation à 200°C et un impact électronique à 70 eV. Les pics individuels de la 

chromatographie gazeuse (CG) et les spectres de masse ont été identifiés par une base de 

données de spectres de masse correspondant à la norme disponible dans les bibliothèques 

comme NIST 98 et par comparaison de leur spectre de masse.  

 

IV.2.5. Activité antimicrobienne  

 

Les HEs sont des substances puissantes et très actives. Elles représentent une source 

inépuisable de remèdes naturels (Ouis, 2015). Elles présentent une importance commerciale 

dans le cadre d’applications pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires, agronomiques ou 

dans le domaine de la parfumerie (Bakkali et al., 2008 ; Tajkarimi et al., 2010).  
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Ces métabolites secondaires jouent un rôle fondamental de protection et de défense 

antimicrobienne des plantes (Tajkarimi et al., 2010). Leur spectre d’action est très étendu, car 

elles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des 

résistances aux antibiotiques (Oussou, 2009 ; Avlessi, 2012). Elles peuvent être bactéricides 

ou bactériostatiques (Oussou et al., 2009). Leur activité antimicrobienne est principalement 

fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés 

volatils majeurs (Oussou, 2009). Ils participent dans les interactions entre la plante et son 

environnement, aussi bien dans le domaine des interactions végétales (inhibiteurs de la 

germination), que dans celui des interactions végétal-animal: protection contre les prédateurs, 

insectes, champignons et attraction des pollinisateurs (Picherski et Gershenzon, 2002; 

Unsicker et al., 2009). 

 

 

IV.2.5.1. Tests de vérification des souches bactériennes  

 

IV.2.5.1.1. Tests microbiologiques  

 

 Les souches bactériennes que nous avons utilisées ont été fournies par le laboratoire de 

Microbiologie de l’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Nous avons tenu de vérifier 

leur pureté par quelques tests microbiologiques et biochimiques. La souche fongique (Botrytis 

cinerea) a été fournie aimablement par le laboratoire de bactériologie de l’Ecole National 

Supérieur Agronomique d’Alger. Chacune des souches a été d’abord revivifiée dans milieu 

BHIB, puis repiquée  afin d’obtenir des cultures jeunes. Après incubation à 37°C pendant 24 

h, la coloration de Gram et l’examen microscopique au grossissement x1000 ont été réalisés. 

Ils permettent l’observation du mode de regroupement, la forme des cellules bactériennes  

ainsi que le type de Gram.  

 

 La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode décrite par Delarras  (2007), (Annexe 

N° 06).  

- Préparer  un frottis de la souche à tester  

- Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1minute puis rincer à l’eau 

distillée ;  

- Verser du lugol et laisser agir  pendant 1 minute, rincer à l’eau distillée ; 

- Décolorer à l’alcool à 95°, entre 15 et 30 secondes, rincer à l’eau distillée ; 

- Recolorer avec de la fuchsine pendant 10 à 30 secondes, rincer à l’eau distillée ; 
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- Sécher au-dessus  de la flamme du bec bunsen ; 

- Observation au microscope optique à l’objectif  x100 à l’immersion.  

 Les bactéries colorées en violet sont des bactéries à Gram positif, et celles colorées en 

rose sont des bactéries à Gram négatif.  

 

IV.2.5.1.2. Tests biochimiques 

 

 Mise en évidence des pigments chez  P. aeruginosa ATCC 27853 

 

 Pseudomonas aeruginosa  est la seule espèce qui produit deux pigments : la pyocyanine 

et la pyoverdine, les autres espèces ne produisent que la pyoverdine. La production de la 

pyocyanine est formé sur le milieu King A, en donnant une couleur bleue-verte, et la 

pyoverdine est de couleur jaune-verte fluorescente sur le milieu King B.  

 

 Test de la catalase  

 

Ce test permet de différencier les bactéries à Gram positif  de la famille des 

Micrococcaceae qui sont catalase positive, des familles Streptococcaceae  et  Enterococcaceae 

qui sont catalase négative. La catalase agit en dégradant le H2O2 (eau oxygénée) en H2O et 

oxygène qui se manifeste par un dégagement gazeux. 

 

 Test de la coagulase  

 

Le test est réalisé pour différencier les cocci à Gram positif  et catalase positive.  

L’espèce  S. aureus possède une coagulase libre, l’enzyme capable de coaguler  le plasma 

oxalaté de lapin en 24 h ; des autres espèces et sous espèces de staphylocoques d’origine 

humaine qui ne possèdent pas de coagulase libre, sauf  S. schleiferi subsp. Coagulan.  

 

 Test de l’oxydase  

 

Le test de l’oxydase permet de distinguer les bactéries à Gram négatif, de la famille 

des Entérobactériaceae à oxydase négative, des Pseudomonodaceae à oxydase positive.  

L’enzyme oxydase ou phényl diamine  oxydase intervient dans la phosphorylation oxydative. 



Deuxième partie                                                        Matériel et Méthodes 
 

 
87 

La présence de cette enzyme chez la bactérie Indique la présence de cytochrome C dans la 

chaine respiratoire.  Sur le disque d’oxydase imprégné de N-diméthyl paraphenylène diamine 

(incolore), les bactéries qui produisent l’enzyme oxydase, oxyde le réactif en formant 

l’indophénol qui est un composé violet. 

 

IV.2.5.2. Préparation de l’inoculum 

 

IV.2.5.2.1. Préparation de pré-culture  

 

 Les souches microbiennes à tester ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant 

la gélose nutritive et incubées pendant 24 h à 37°C afin d’obtenir une culture jeune, en phase 

exponentielle de croissance.  

 

IV.2.5.2.2. Préparation de la suspension bactérienne 

 

A partir de cultures jeunes, quelques colonies ont été prélevées et mises dans 10 mL 

d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne a été standardisée à une DO de 0,08- 

0,1 à l’aide d’un spectrophotomètre à 620 nm. 

 

IV.2.5.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles 

 

 L’activité antimicrobienne des huiles essentielles obtenues à partir de l’épicarpe 

séchées à la fois de fruits d’oranges saines et infectés, ont été évaluées sur trois souches 

bactériennes (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923) et une souche de champignon Botritys cinerea par 

méthode de diffusion sur gélose (Rahal, 2005) (Figure 28). Une suspension contenant 108 

UFC/mL de bactéries a été ensemencée par étalement sur la gélose Mueller-Hinton et 104 

UFC/mL (déterminé par comptage sur cellule de Malassez) de champignon a été répandues 

sur gélose Sabouraud. Des disques en papier stériles de 6 mm ont été imprégnés avec 10 μL 

d'une huile volatile dilué dans du diméthylsulfoxyde (DMSO 5% (V/V)) (huiles essentielles 

obtenues à partir d'écorces séchées d'oranges saines et infectées) et ont été déposés dans des 

plaques d'agar. Des contrôles négatifs ont été préparés avec du DMSO. Amoxicilline (AX, 25 

μg) et la céfoxitine (FOX, 30 μg) ont été utilisés comme étalons positifs pour déterminer la 

sensibilité de chaque souche bactérienne testée. L'amphotéricine B a été utilisé comme étalon 
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positif pour déterminer la sensibilité de la souche fongique testée. Finalement, les boites de 

Pétri ont été incubées pendant 18 à 24 heures à 37°C. 

 

L'activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant les diamètres d'inhibition contre les 

souches testées. Les tests ont été effectués en triplicata. 

 

 Selon Ponce et al. (2003)  la sensibilité des souches vis-à-vis des HEs est déterminée 

comme suit :  

- Non sensible (-) ou résistante : diamètre de la zone d’inhibition < 8mm ; 

- Sensible (+) : diamètre est compris entre  9 mm et 14 mm ; 

- Très sensible (++) : diamètre est compris entre 15 mm et 19 mm ; 

- Extrêmement sensible (+++) : diamètre de la zone d’inhibition > 20 mm. 

 

 

Figure 28 : Aromatogramme sur boite de Pétri à diffusion linéaire à partir d’un disque 

imprégné d’huile essentielle. 

 

 

IV.2.5.3.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 

 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond à la plus faible concentration 

qui permet l’inhibition de la croissance bactérienne. La CMI des HEs étudiées a été 

déterminée suivant la technique de microdilution décrite par  Oussou et al. (2004). Des 

dilutions géométriques allant de 32 à 0,0625  μL/mL des huiles essentielles dans le DMSO 

ont été préparées (Tableau VI). Ensuite, 95 μL de BHIB et 100 μL de chaque dilution ont été 

ajoutés dans une microplaque de (96 puits). Enfin, 5 μL de suspensions standardisées de 

microorganismes ont été inoculés. Les mêmes tests ont été réalisés simultanément pour le 

contrôle positif et négatif. Le contrôle positif est composé de 190 µL de BHIB additionné de 5 

µL d’antibiotique gentamycine, et 5 µL de l’inoculum bactérien. Le contrôle négatif est 
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composé de 185 µL de BHIB additionné de 10 µL de DMSO et 5 µL de l’inoculum bactérien. 

Les microplaques ont été incubées à 37°C pendant 24 h. La CMI  a été calculée comme étant 

la dilution la plus élevée montrant une inhibition complète des souches testées. 

Les valeurs de dilution sont résumées dans le tableau  VII.  

 

Tableau VII : Valeurs des dilutions utilisées pour déterminer les CMI d’HE 

Rapport de 

dilution  

d’HE 

½ ¼ 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 

(%) 50% 25% 12,5% 6,25% 3,12% 1,5% 0,78% 0 ,4% 0,2% 0,1% 

µL HE/mL 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 

 

Deux répétitions ont été réalisées. 

 La lecture a été faite après 24 h d’incubation à 37°C  par l’observation de présence  ou 

absence de trouble.  

 

IV.2.5.3.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) 

 

 5 μL de chaque dilution ont été prélevés dans les puits montrant une absence totale 

de croissance et ont été étalés sur des plaques d'agar (BHIB), et incubé dans les mêmes 

conditions citées précédemment. La CMB était la concentration à laquelle il n'y avait pas de 

croissance microbienne. 
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Chapitre I : Résultats de la détection sérologique de Spiroplasma citri 

 

I.1. Diagnostic symptomatologique du stubborn 

 

Les symptômes observés dans les sites visités durant toutes les campagnes étudiées 

rappellent ceux du stubborn, ainsi que l’intensité, le type, aussi la dispersion de ces 

symptômes variaient d’un site à l’autre et d’une campagne à l’autre.  

 

I.1.1. Prospections sur terrains 

 

I.1.1.1. Symptômes du stubborn sur les stations prospectées durant cette étude  

 

Au cours des prospections effectuées au niveau du verger privé de Baghlia, le verger 

privé d’Oued-Aissi et la station expérimentale d’Agronomie de Blida, des symptômes 

rappelant ceux du stubborn ont été observés sur différentes variétés d’agrumes. 

 

Dans le verger privé de Baghlia nous avons remarqué que l’intensité des symptômes 

diffère selon la variété soupçonnée atteinte de la maladie : sur Clémentine le symptôme le 

plus observé était la forme en cœur des feuilles, dissymétries de la nervure principale et des 

chloroses foliaires. Sur Double fine des chloroses foliaires sévères (Figure 29a,b), dissymétries 

de la nervure principale, feuilles en forme de cœur et en cuillère (Figure 30a,b), ainsi des fruits 

déformés avec columelles courbées et des graines avortés (Figure 31a,b) . Sur Thomson nous 

avons remarqué des dissymétries de la nervure principale (Figure 32a), chloroses foliaires 

(Figure 32b), feuilles en forme de cœur, et balai de sorcière, aussi nous avons remarqué des 

fruits avec columelle courbée et des graines avortés. La chute prématurée du fruit a été 

observée sur un seul arbre. Sur Jaffa seules des chloroses foliaires ont été observés (Figure 

33). Tandis que sur la variété Valencia Late les chloroses foliaires (Figure 34a) ont été 

observés mais moins abondantes que les symptômes de feuilles en forme de cœur et en 

cuillère ainsi que les dissymétries de la nervure principale (Figure 34b). Des feuilles en forme 

de cœur, dissymétries de la nervure principale, feuilles pointues et des fruits avec columelle 

courbée ont été observées sur la variété Washington navel (Figure 35a,b ; 36). Sur l’Hamline le 

symptôme le plus fréquent était des jaunissements apicaux des jeunes pousses, et un feuillage 

abondant. 
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Figure 29: Symptômes du stubborn sur Double fine: (a,b) Chloroses sur feuilles  

(Verger privé de Baghlia) 

 

  
 

Figure 30 : Symptômes du stubborn sur Double fine : (a) Feuilles en cuillères,  

(b) Feuilles en forme de cœur (Verger privé de Baghlia)  

 

 

  
 

Figure 31 : Symptômes du stubborn sur Double fine: (a) Aspect extérieur d’un 

fruit déformé et (b) Coupe vertical du fruit  avec columelle courbée et graines avortés  

(Verger privé de Baghlia)  

 

a b 

Graines 

avortés 

ou 

nécrosés 

Columelle 

courbée 

a b 

a b 
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Figure 32 : Symptômes du stubborn sur Thomson: (a) dissymétrie de la nervure principale ; 

(b) chloroses foliaires (Verger privé de Baghlia) 

 

 

 
 

Figure 33 : Symptômes de chloroses foliaires sur la variété Jaffa 

 (Verger privé de Baghlia)  

 

 
 

Figure 34: Symptômes du stubborn sur Valencia Late : (a) Chloroses apicales,  

(b) Dissymétrie de la nervure principale (Verger privé de Baghlia)  
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Figure 35 : Coupe vertical d’un fruit d’oranger (Citrus sinensis), (a) Var. Washington 

navel avec columelle courbée, (b) Var. Thomson avec collumelle normale 

(Verger privé de Baghlia)  

  

 

 

Figure 36 : Coupe vertical d’un fruit d’oranger (Citrus sinensis) Var. Washington 

navel avec columelle courbée et graines avortés (Verger privé de Baghlia)  

 

Par contre le symptôme le plus observé sur la variété Washington navel du verger 

privé d’Oued-Aissi était la dissymétrie de la nervure principale avec rétrécissement du limbe 

(Figure 37) et la forme en cœur des feuilles (Figure 38), des chloroses, mais sont moins 

abondants. Nous avons remarqué aussi le balai de sorcière (Figure 39) qui se caractérisait par 

des proliférations des bourgeons axillaires, des feuilles opposés et un raccourcissement des 

entre nœuds. 

Graine 

avorté ou 

nécrosé 
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Figure 37 : Dissymétrie de la nervure principale sur Washington navel 

(Verger privé d’Oued-Aissi)  

 

 
Figure 38 : Feuilles petits en forme de cœur sur Washington navel 

(Verger privé d’Oued-Aissi)  

 

 
 

Figure 39 : Prolifération des bourgeons axillaires (Balai de sorcière) 

sur Washington navel (Verger privé d’Oued-Aissi) 

 

Dans la St.  Exp. d’Agr. de Blida, nous avons remarqué des symptômes 

caractéristiques du stubborn sur la variété Thomson : Chloroses sévères sur la plupart des 

arbres (Figure 40), feuilles en cuillère, dissymétrie de la nervure principale et feuilles en 

forme de cœur. Par contre sur la variété Winkler, nous avons remarqué que les symptômes 
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étaient moins abondants : Balai de sorcière, feuilles en cuillère et dissymétrie de la nervure 

principale. 

  
 

Figure 40 : Chloroses foliaires sur Thomson 

(St. Exp. d’Agr. de Blida)  

 

Discussion  

Les symptômes du stubborn ont été observés dans les trois stations agrumicoles 

prospectés (verger privé de Baghlia, verger privé d’Oued-Aissi, et la station expérimentale 

d’Agronomie de Blida). La variabilité de la maladie a été remarquée dans le verger privé de 

Baghlia vue la présence d’une gamme variétale importante par rapport aux autres vergers. 

Pour toutes les variétés visitées uniquement le Thomson présentait des symptômes très 

sévères qui étaient des chloroses importantes en plus des fruits avec columelle courbée, suivie 

par la Double fine et Valencia Late  qui présentaient des chloroses foliaires moins importantes 

et des fruits avec columelle courbée. Le jaunissement apical des jeunes pousses n’était 

fréquent que sur la variété Hamline, par contre le symptôme des feuilles en forme de cœur, en 

cuillère et dissymétrie de la nervure principale ont été relevés sur toutes les variétés. Nous 

avons remarqué également que le balai de sorcière n’était pas fréquent, il a été signalé que sur 

la variété Thomson, Washington navel, et Winkler. Le symptôme de feuilles arrondies était 

rare pour toutes les variétés des différentes stations. 

 

Les  symptômes observés sur les différentes variétés au cours de nos prospections étaient 

similaires à ceux décrits par : Bové (1967 ; 1984 ; 1988 ; 1995) (Symptômes foliaires : 

feuilles petites, feuilles pointues ;  ou jaunes et en forme de cœur (critère de diagnose très 

a b 
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caractéristique), développement d'yeux multiples à aspect de balai de sorcière, fruits 

rabougris, dissymétriques ou en forme de cupule (c'est à dire avec un zeste épais à la base et 

fin à l'extrémité), ils peuvent présenter des inversions de couleur  (l'extrémité pédonculaire se 

décolore alors que l'extrémité du côté du style reste verte) ; Fawcette et al. (1944) ;  Calavan 

(1968 ; 1979) ; Calavan et Carpenter (1965) ; Calavan et Oldfield (1979) ;  Gumpf et Calavan 

(1981) (arbres rabougris et buissonnants, réduction des entre-nœuds avec formation de 

bourgeons multiples, feuilles petites, chloroses foliaires, fruits petits déformés avec columelle 

courbée, inversion de la couleur et graines avortées) ; (Timmer, 1999) (Arbres rabougris et 

buissonnants, feuilles dissymétriques, fruits déformés) ; (Bové et Garnier, 2000) (Floraison 

contre saison, fruits petits).  

 

I.2. Résultats de la sérodétection 

 

L’ensemble des échantillons prélevés a été analysé par la technique DAS-ELISA 

(Clarck et Adams, 1977). Sur 470 échantillons testés, 48 ont répondu positivement ce qui 

correspond à un pourcentage d’infection de 10,21%. 

 

Au niveau de la station privée de Baghlia (Figure 41), 12 échantillons positifs du 

Thomson a été obtenu sur un nombre de 51 testés ce qui a donné un pourcentage d’infection 

de 23,52% et 11,62% sur Double fine pour laquelle un nombre de 43 échantillons a été testé et 

5 ont répondu positivement, tandis que un pourcentage d’infection de 15,38% a été calculé 

pour la variété Clémentine et 11,76% sur Valencia Late où un nombre de 4 échantillons 

positifs a été enregistré sur les deux variétés sur 26 et 34 échantillons testés respectivement. 

Par contre aucun échantillon n’a été révélé positif pour Jaffa, Washington navel, Washington 

sanguine et Hamline. Au niveau du verger privé d’Oued-Aissi de Tizi-Ouzou le résultat du 

test DAS-ELISA était négatif pour tous les échantillons testés, par contre au niveau de la 

Station Expérimentale d’Agronomie de Blida, un  pourcentage d’infection de 8,22% a été 

enregistré sur la variété Thomson, tandis que la variété Winkler a donné une incidence de 

12,04% (Figure 42). 
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Figure 41 : Pourcentage  d’infection dans le verger privé de Baghlia 

 

Figure 42 : Pourcentage  d’infection dans la St. Exp. d’Agr. de Blida. 

 

Selon le pourcentage d’infection calculé au niveau de ces stations (Figure 43), la 

région de Boumerdes présentait une valeur de 16,23%, tandis que 09,54% a été signalée dans 

la région de Blida. D’après ces résultats, il était avéré que la région de Boumerdes était la plus 

atteinte de la maladie du stubborn par rapport à la région de Blida. 
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Figure 43 : Pourcentage  d’infection de la maladie par station 

 Discussion  

 

Le travail de prospections entrepris dans les vergers du Nord de l’Algérie a permis de 

mettre en évidence que S. citri était présente sur certaines variétés d’orangers de deux vergers 

agrumicoles (Baghlia et Blida). 

 

Selon les résultats obtenus par la DAS-ELISA, il a été constaté que le taux d’infection 

de la maladie du stubborn était variable d’une variété à une autre. La station la plus infectée 

était la station privée de Baghlia (Boumerdes) qui présentait un pourcentage d’infection de 

16,23%, vu le nombre élevé de variétés atteintes de la maladie qui était de 25 sur 154 testés 

par rapport à la St. Exp. d’Agr. de Blida, où 23 échantillons positifs était obtenu sur 241 

testés, ce qui a permis d’enregistrer un pourcentage d’infection de 9,54%. En ce qui concerne 

le verger privé d’Oued-Aissi, malgré la présence des symptômes du stubborn sur la variété 

Washington navel, aucun cas n’a été révélé positif, cela peut être dû à la concentration du S. 

citri qui était très faible dans les échantillons collectés. 

 

Malgré la présence des symptômes du stubborn dans les différentes stations 

prospectées, le test DAS-ELISA était révélé négatif pour 422 échantillons. 

 

Dans la région d’Oued-Aissi, et certaines variétés du verger privé  de Baghlia, les tests 

sur feuilles d’arbres montrant des symptômes plus ou moins nets se sont révélés négatifs. 

Selon Najar et al. (1998) un tel résultat, associé à la constatation de la présence de symptômes 
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très faibles dans les vergers, pourrait être dû à une faible concentration de S. citri dans les 

arbres, expliquée par le fait que les températures ne sont pas très élevées dans ces zones. En 

effet une bonne multiplication de S. citri implique que la température soit au moins égale à 

32°C pendant plusieurs heures dans la journée. En outre selon Barthe (1992), la technique 

ELISA est rapide et spécifique permet de détecter de 800 à 80ng de protéines de S. citri. La 

limite de détection du test ELISA est de 106 organismes par millilitre, alors qu’il n’est plus 

que de 107 organismes par millilitre de jus de plante.  

 

Selon Calavan et al. (1968) S. citri est mal distribué dans les différents organes 

d’agrumes infectés, ce qui a été prouvé par le test DAS-ELISA sur la variété Thomson où 

plusieurs échantillons prélevés ont été testés sur différentes parties d’un même arbre, mais 

uniquement  un seul échantillon a été obtenu positif pour l’ensemble d’échantillons testés. Par 

contre d’après Roïstacher (1991), les meilleurs résultats peuvent être obtenus avec les 

échantillons collectés pendant la période du Printemps. Ainsi selon Garnier et al. (2002) les 

spiroplasmes se trouvent en faible concentration dans la plante, comme ces résultats négatifs 

peuvent être dus à l’absence de S. citri dans ces variétés, ou les échantillons prélevés 

présentant des symptômes foliaires ressemblant à ceux de carences nutritionnels ou dus à 

d’autres maladies causés par d’autres agents pathogènes. Selon Gumpf and Calavan (1981) ; 

Bové and Garnier (2000) ; Polek et al. (2007), les symptômes du stubborn peuvent être 

confondus avec ceux d'autres agents pathogènes d’agrumes ou à des problèmes nutritionnels.  

 

La plante hôte réservoirs de S. citri,  Salsola kali a été observée sur certains vergers de 

la région de Baghlia, mais moins abondante (Figure 44). Par contre la pervenche de 

Madagascar (Catharanthus roseus) et les cicadelles vectrices n’ont pas été observés. Selon 

Bové et al. (1987) Salsola kali a une large distribution géographique et est considérée comme 

étant une plante hôte privilégiée de N. haematoceps. Dans les autres stations prospectées, 

aucun de ces facteurs n’est observé, ce qui nous a permis de conclure que la variation de 

l’incidence entre les différentes stations peut être due aux pratiques culturales (dissémination 

de la maladie dans le verger d’une variété à une autre), ou à l’utilisation du matériel de 

multiplication infecté (greffons ou porte-greffes) vue que l’origine des porte greffes utilisés 

pour l’implantation du verger de la région de Baghlia et de Tizi-Ouzou  proviennent de 

l’Espagne. Selon la recherche bibliographique, l’Espagne n’est pas indemne de cette maladie 

et celui-ci constitue un danger très important dans la multiplication des variétés par greffage 
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et contribue à la dispersion de la maladie, cela confirme que les variétés atteintes du stubborn 

ont été multipliés par des porte-greffes infectés. 

F 

 

 

Figure 44 : Salsola kali, observée sur champ à Baghlia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Troisième partie                                                                     Résultats et discussion 
 

 
101 

Chapitre II: Résultats de la détection de Spiroplasma citri par culture 

 

 L'agent causal de la maladie du stubborn a été isolé à partir de jeunes feuilles 

d'agrumes montrant des symptômes de la maladie. Le microorganisme a été cultivé dans le 

milieu SP4m et incubé à 32C. Le changement de la couleur du milieu liquide inoculé 

(échantillon de la variété Double fine) a été observé après 15 jours d’incubation. La couleur a 

été progressivement changée du rouge au jaune marron, indique la présence de Spiroplasma 

dans l’échantillon cultivé (Figure 45).  

 

La croissance de S. citri en culture est suivie par le changement de couleur de 

l’indicateur coloré, le rouge de phénol, présent dans le milieu de culture est induit par la 

production d’acide lactique au cours de la croissance du spiroplasme. 

 

 

Figure 45 : Résultats de la culture de S. citri : (a) changement de la couleur du milieu (du 

rouge vers le jaune marron) ; (b) témoin négatif (couleur rouge) 

 

 Discussion 

 

Selon Plaire (2016), S. citri peut être cultivé de manière assez sûre à partir d'arbres 

présentant des symptômes, les meilleurs matériaux à utiliser sont les semences à des degrés 

variables d'avortement, les extrémités pédonculaires des fruits, ou les feuilles estivales 

marbrées récoltées en Octobre.  Les jeunes feuilles et les extrémités des tiges sont coupées 

finement et placées dans un milieu nutritif liquide contenant du sérum animal (SP4). La 

croissance de S. citri induit le changement de la couleur du milieu liquide, qui passe du rouge 

à ambre et provoque une légère turbidité dans les cultures au bout de 1à 4 semaines.  
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La couleur jaune marron obtenu au lieu de la couleur jaune peut être interprété par la 

faible concentration en cellules de Spiroplasma citri dans les échantillons testés. Selon Barthe 

(1992), une concentration de S. citri supérieure ou égale à 106 org/mL dans les échantillons est 

nécessaire pour obtenir une réaction positive avec l’essai de mise en culture. Cela peut 

expliquer les résultats obtenus par le fait que la concentration de l’échantillon était inférieure 

ou égale à 106 org/mL. 

 

Des résultats similaires ont été obtenus par Rasooly et al. (1994) où des arbres qui 

exhibaient des symptômes typiques étaient négatifs par ELISA et par culture. En effet, selon 

Najar et al. (1998) une bonne multiplication de S. citri implique que la température soit au 

moins égale à 32°C pendant plusieurs heures dans la journée. Ainsi, en Corse, où les 

températures sont rarement au-dessus de 32°C, les symptômes du stubborn sont quasiment 

inexistants. 

Les moyens de détection de routine de S. citri sont la culture en milieu liquide 

acellulaire et l’ELISA. La mise en culture permet l’observation de la morphologie hélicoïdale 

et la mobilité de l’organisme par microscopie à fond noir (Tully, 1983). Cependant  ces 

derniers ne permettent pas la détection de S. citri avant l’apparition de symptômes 

(Brandsman et Miller, 1980), ainsi que la présence de S. citri en faible concentration et sa 

répartition inégale dans les arbres infectés (Roistacher, 1991 ; Bové et al., 2003) ne 

permettent pas une détection précoce de la maladie. Par conséquent, l’utilisation de 

techniques plus sensibles, comme la PCR a de l’être envisagée (Saillard et al., 1993 ; Rangel 

et al., 2005 ; Fletcher et al., 2006). 
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Chapitre III : Résultats de la détection moléculaire de Spiroplasma citri 

 

III.1. Résultats de la PCR 

 

L’agent causal du stubborn (Spiroplasma citri) a été détecté sur les 62 échantillons 

prélevés et testés par PCR. Sur ce nombre 08 cas étaient positifs du stubborn, dont trois 

échantillons de la variété Washington navel (un échantillon correspond à l’ADN extrait de 

columelles de fruits et deux échantillons correspondent à l’ADN extrait de nervure principale 

de feuilles), trois échantillons de Thomson (feuilles), et deux échantillons de Valencia Late 

dont un échantillon correspond à l’ADN extrait de columelles de fruits et un échantillon 

correspond à l’ADN extrait de nervures principales de feuilles. 

 

Certaines des PCR réalisées ont données des résultats conformes. Il y a eu 

amplification. On observe des bandes distinctes à la taille attendue d’environ de 336 pb 

(Figure 46 ; 47 ; 48).  

 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46 : Profil électrophorétique obtenu sur gel d’agarose 1,2% d’un test PCR pour la 

détection de S. Citri utilisant des amorces spécifiques. M : marqueur ADN 1kb plus 

(Promega) ; 1,4 et 5: Thomson (fruits) ;  2: Thomson (feuilles); 3 : Valencia Late (fruits); 

O : témoin négatif  (Eau) (amplification sans ADN). 

 

 

M O 1 2 3 4 5 

336pb 
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Figure 47 : Profil électrophorétique obtenu sur gel d’agarose 1,2% d’un test PCR pour la 

détection de S. citriutilisant des amorces spécifiques. M : marqueur ADN 1kb plus 

(Promega); T+ : témoin positif de la souche GII3 de 336 pb ; 1-2 : Double fine ; 3-4 : Jaffa ; 

5-6-7 : (6 : Columelle de fruit de Washington navel) ; 8 : Valencia Late ; 9-10 : Thomson; 

11 : Valencia Late ; O : témoin négatif  (Eau) (amplification sans ADN).  

 

            

Figure 48 : Profil électrophorétique obtenu sur gel d’agarose 1,2% d’un test PCR pour la 

détection de S. Citri utilisant des amorces spécifiques. M : marqueur ADN 1kb plus 

(Promega) ; T+ : témoin positif de la souche GII3 de 336 pb ; 1-2 : Washington navel ; 3-4-

5 : Thomson ; 6 : Valencia Late ; 7-8 : Jaffa ; O : témoin négatif  (Eau) (amplification sans 

ADN). 

 Discussion  

 

L’analyse des produits de l’électrophorèse de la technique PCR obtenue par 

l’utilisation des amorces (SC1, SC1') a montré  la présence de bandes d’ADN d’une taille 

d’environ de 336 pb appartenant au gène codant la protéine spiraline du siproplasme. 

 

M 1 2 3 4 T+ 6 5 7 8 

M 

9 10 11 O 

336pb 
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Les résultats de la PCR vérifient bien et confirment les résultats positifs du test DAS-

ELISA et de culture. Les extraits d’ADN totaux d’échantillons prélevés sur terrain ont la 

même distance de migration que le contrôle positif de la souche GII3 de S. citri isolé de 

France. S. citri a été détecté dans les échantillons de la variété Thomson et Valencia Late par 

les deux techniques de diagnostics (ELISA et PCR), tandis qu’il a été isolé par culture que de 

la variété Double fine. Des extraits d’ADN d’échantillons de la variété Washington navel, 

Thomson et Valencia Late ont montrés le même profil moléculaire de migration à une taille 

d’environ de 336 pb (Figure 46 ; 47). Ces résultats ont  permet de confirmer sans doute qu’il 

s’agit de l’espèce S. citri.  

 

La maladie du stubborn a été détectée par l’ELISA et par indexage biologique 

(reproduction des symptômes de la maladie sur des plantes indicatrices) sur les variétés 

Washington navel, Thomson, Clémentine, Double fine et d’autres variétés (Benazzouz, 2007). 

Ce travail confirme la présence du stubborn en Algérie par l’application d’autres techniques 

de diagnostic tel la culture et la PCR.  

 

La détection de S. citri  dans les régions méditerranéennes est difficile vu sa présence 

en très faible concentration dans les tissus végétaux (Djelouah et al., 2014).  

 

D’après les variations des résultats obtenus par les techniques effectuées dans la 

détection de S. citri, il est intéressant de choisir la période de prélèvement d’échantillons qui 

doit être stable de point de vue température dans la journée, celle-ci ne doit pas dépasser les 

32°C ou être inférieur à ce seuil, car en plus de son influence sur l’apparition des symptômes, 

ce facteur intervient dans la multiplication du microorganisme et en conséquence sur sa 

charge ou sa concentration dans les tissus végétaux ou dans la plante hôte.   

 

 De plus, la détection dans les échantillons au champ est irrégulière en raison de 

faible titre et la répartition inégale du pathogène. Puisque S. citri pousse bien à des 

températures chaudes, le diagnostic du stubborn peut être plus fiable le mois d'été (Bové et 

al., 2003). Cependant dans cette étude les échantillons ont été prélevés le début du mois de 

Septembre, ce qui peut être convenable à une période idéale de développement de symptômes. 

Le climat du Nord de l’Algérie n’est pas stable tous les mois d’été ce qui peut influencer sur 

le développement de symptômes dans cette période. En plus selon Nejat et al. (2011) il existe 

une variabilité génétique parmi les isolats de S. citri. Néanmoins la PCR reste l’outil le plus 
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prometteur pour la détection et l'identification des virus végétaux et des mycoplasmes par 

rapport aux autres méthodes, en raison de sa grande sensibilité selon Hadidi and Yang (1990). 

Aussi Osorio (2000), a indiqué que la détection par PCR devrait être supérieure à la culture en 

termes de sensibilité et de fiabilité. Il a été ajouté que la méthode PCR est également très 

spécifique avec pratiquement aucun faux positif en raison de la nature unique des amorces de 

la spiraline. Mahrous et al. (2005) ont démontrés par la technique ELISA et PCR que la 

concentration de S. citri est plus élevée dans les fruits et les nervures principales des feuilles 

que dans les tiges.  
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Chapitre IV: Résultats de l’impact du stubborn sur la qualité des fruits et 

des huiles essentielles 

 

IV.1. Détermination des caractères morphologiques et biochimiques des bactéries testées 

 

Les caractères morphologiques et biochimiques des bactéries testées ont été vérifiés au 

laboratoire (voir Annexe N° 06), les résultats sont résumés dans le tableau VIII. 

 

Tableau VIII : Caractères morphologiques et biochimiques des bactéries testées 

Espèces 

bactériennes 

Gram Aspect 

microscopique 

Catalase Oxydase Coagulase Pigments 

S. aureus 

ATCC 25923 

Positif Cocci en grappe 

de raisin 

+ NR + NR 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

Négatif Bacille NR + NR Pyocyanine 

et 

pyoverdine 

E. coli 

ATCC 25322 

Négatif Coccobacille NR - NR NR 

(-) : résultat négatif                  (+) : résultat positif                (NR) : Non recherché 

 

IV.2. Détermination des indices physico-chimiques 

 

 Le rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation des écorces séchées 

de fruits d’oranges infectés par le stubborn était de 0.65% p/v. Ce rendement était supérieur à 

celui obtenus à partir des huiles essentielles d’écorces séchées de fruits d'agrumes sains 

(0.53% p/v). En revanche, aucune différence de couleur entre les deux huiles essentielles n’a 

été observée, elles avaient la même couleur jaune d'orée. 

 

 Les propriétés physico-chimiques les plus intéressantes des deux huiles essentielles 

issues des fruits d’oranges infectés et sains sont présentées dans le tableau IX. Ces huiles 

présentent des propriétés similaires à celles requises par AFNOR (Organisation Nationale 

Française de Normalisation). Egalement une densité plus faible a été remarquée sur les huiles 

essentielles des fruits d’oranges infectés par la maladie du stubborn, et l'indice de réfraction 
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était de 1.365, ce qui était bien inférieur à l'indice de réfraction de référence qui variait 

généralement de 1.471 à 1.474 selon Garnero (1996) (Tableau IX). 

 

Tableau IX: Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles d’oranger 

 

Paramètres étudiés HE extraites de 

fruits d’oranger 

infectés par le  

stubborn 

HE extraites 

de fruits 

d’oranger 

saints 

Standard 

Densité 0.49 0.86 

 

0.87 (Garnero, 1996) 

Indice d’acide 0.16 0.14  

 

Indice d’ester 

 

11.40 

 

14.93 

 

 

Indice de 

saponification  

 

11.57 

 

15.07 

 

 

Indice de refraction 

 

 

1.365 

 

1.473 

 

 

 

(1.471-1.474) 

(Garnero, 1996) 

(1.470-1.476) (Franchomme and 

Penoël, 2001) 

 

IV.3. Composition chimique des huiles essentielles 

 

 Vingt-trois composés ont été détectés par analyse GC-MS à partir d’écorce d'orange 

séchée, mais parmi ceux-ci, six composés n'ont pu être identifiés car leur fragmentation de 

masse a montré une faible similitude (Tableau X) (Figure 49-53, citées en Annexe N° 07). 

 

 Le d-limonène était le principal composé représentant 95%. Autres composants 

mineurs ont été enregistrés, ils comprenaient l'α-pinène, le 1 r-α pinène et le β-pinène, 

aldéhydes (octanal, décanal), monoterpènes oxygénés (β-citronellal) en plus des 

cyclohexèneset le β-phellandrène. Tous les autres composés se sont révélés présents à l'état de 

traces (Tableau X). 

 

 La présente étude a mis en évidence la production de certains composés (trans-p-

mentha-2,8-diénolet 2-cyclohexène-1-ol, 1-méthyl-4- [1-méthy-4- (1-méthyléthyl)] - cis) par 

des oranges infectées par le stubborn, (les oranges saines ne les produisent pas). 



Troisième partie                                                                     Résultats et discussion 
 

 
109 

 

Tableau X: Composés chimiques en pourcentage des deux huiles essentielles extraites de 

fruits d’oranges saines et infectés par le stubborn.  

 

Composés Contenu relatif (%) 

HE des oranges 

saines 

Contenu relatif (%) 

HE des oranges 

infectés par le 

stubborn  

tR (min) 

1r-α- pinene 0.53 0.25 3.09 

β-phellandrene 0.6 0.7 3.65-3.69 

naphtalene, 1,2,3,5,6,7,8, 

8a-octahydro-1,8a-

dimethyl-7-[1-

methylethenyl]-, [1R-(1 

α,7β,8aα)]- 

0.03 0.03 21.88 

d-limonene 95.40 95.42 4.68-4.72 

3-cyclohexen-1-ol, 4-

methyl-1-[1-methylethyl]-, 

[R]- 

0.01 0.03 9.35-9.39 

butylatedhydroxytoluene 0.30 0.00 22.32-22.37 

 

1,6-octadien-3-ol,3,7-

dimethyl- (β-linalool) 

 

0.60 

 

0.28 

 

6.51 

β-pinene 0.25 0.27 3.78 

1-cyclohexene-1- 

carboxaldehyde, 4-[1-

methylethenyl]- 

0.02 0.01 13.07 

2-cyclohexen-1-one, 2-

methyl-5-(1-

methylethenyl)-, [S]- 

0.01 0.01 11.79 

decanal 0.01 0.03 10.28 

2-cyclohexen-1-ol,2- 

methyl-5-(1-

methylethenyl)-, cis 

0.01 0.52 10.78 

trans-p-mentha-2,8-dienol 0.00 0.02 7.28 

2-cyclohexen-1-ol, 1-

methyl-4-[1-methy-4-(1-

methylethyl )]-,cis 

0.00 0.01 7.39 

octanal (n-caprylaldehyde) 0.09 0.05 4.03 

2,6-octadienal, 3,7-

dimethyl-,[Z]- (β-citral) 

0.03 0.06 11.55 

2,6-octadienal, 3,7-

dimethyl- (citral) 

t T 12.74 

cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol t T 7.76 

benzene, 2-ethyl-1,3-

dimethyl- 

t T 4.57-4.59 

1,3-cyclohexadiene,1-

methyl-4-(1-methylethyl)- 

(α-terpinen) 

t T 4.40 
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3-cyclohexene-1-

methanol, α, α,4-trimethyl- 

t T 9.91 

p-mentha-1-[7], 8(10)-

dien-9-ol 

t T 13.68 

6-octenal, 3,7-dimethyl-  

(β-citronellal) 

0.00 0.09  8.25 

t: trace (valeur en pourcentageinférieure à 0.01%); tR: temps de rétention 

 

IV.4. Résultats de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles 

 

 Selon les résultats de cette étude, l'huile essentielle extraite d’écorce séchée d'orange 

saine a montrée l'activité la plus élevée, en particulier sur S. aureus ATCC 25923 (25.16 ± 

2.75 mm) que celle de l'huile essentielle issue d'oranges infectées par S. citri (16.00 ± 2.64 

mm) (Tableau XI). Alors que l'huile essentielle extraite d'oranges infectées par S. citri a 

montré l'activité la plus faible sur E. coli ATCC 25922 (7.00 ± 0.00 mm) et sur P. aeruginosa 

ATCC 27853 (6.00 ± 0.00 mm). Cependant, aucune activité antifongique n'a été révélée; les 

deux huiles essentielles n'ont montré aucun effet sur B. cinerea. Concernant les concentrations 

minimales inhibitrices (CMI) enregistrés sur S. aureus à partir de l'huile essentielle extraite de 

fruits sains était d'environ 4 μL/mL tandis que celle extraite d'oranges infectées par S. citri à 

exhibée une CMI de l’ordre de 32 µL/mL.  

 

Tableau XI. Diamètres d’inhibition (mm) observés sous l’effet des deux huiles essentielles 

d’oranges extraites (n=3) 

 

Diamètres d’inhibition 

Souches 

HE des oranges  

saines 

HE des oranges infectées 

par S. citri 

S. aureus ATCC 25923 25.16 ± 2.75 16.00 ± 2.64 

P. aeruginosa ATCC27853 7.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 

E. coli ATCC 25922 8.00 ± 0.00 7.00 ± 0.00 

Botrytis cinerea - - 

(-) : négatif 

 

 Discussion 

 

 La variabilité des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles évaluées peut 

être attribuée à l’effet de l'agent pathogène sur la photosynthèse. L'utilisation du fructose par 

les spiroplasmes conduit à la diminution de cet élément dans les cellules compagnes, altérant 

ainsi la charge de saccharose dans la sève élaborée. L'utilisation préférentielle du fructose 
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augmentait l'activité de l'invertase, entraînant une accumulation de glucose et une inhibition 

de la photosynthèse. Les deux mécanismes peuvent contribuer à la pathogénicité de S. citri 

(Renaudin, 2006), et par conséquent, à la composition chimique de l'huile essentielle et sur 

leur densité. 

 

 En 2017, Bozkurt et al. ont déterminés la composition chimique des huiles 

essentielles de certaines variétés d'agrumes. Ils ont constatés que les principaux constituants 

étaient l'α-pinène, le sabinène, le β-pinène, le β-myrcène, le d-limonène, linalol, m-cymène et 

4-terpinéol. En outre, le d-limonène était le composé le plus abondant. 

 

 Ces résultats étaient différents de ceux de Bousbia (2011), qui avait analysé la 

composition de l'huile essentielle par GC-MS de la même variété Washington navel et 

Tangelo, extraite par extraction assistée par Micro-ondes, hydrodistillation et expression à 

froid. La plupart des études avaient soulignés que le rapport de limonène est élevé dans les 

huiles d'agrumes (Hosni et al., 2010 ; Bozkurt et al., 2017). Certaines variations ont été 

observées dans la composition et le pourcentage de constituants dans les huiles essentielles 

par rapport aux études précédentes. Ces variations étaient probablement dues aux 

changements climatiques, au sol, à l'altitude, à l'état de santé de la plante et de l'organe 

infecté, et à d'autres conditions (Möller, 2008 ; M’hiri, 2015). 

 

La présente étude, a montré que l'agent du stubborn induisait la diminution de 

nombreux composés et a permis l’apparition de composés toxiques tels que le décanal. une 

exposition chronique à ces composés toxiques peut entraîner un certain nombre de désordres 

physiologiques, y compris des dommages rénaux, maladies rénales chroniques et maladies 

cardiovasculaires (Young and Wu, 2012 ; Schulz et al., 2014). 

 

Selon les études de toxicité du cyclohexane chez les souris et les rats exposés à 7000 

ppm, des signes cliniques d’une hyperactivité et une stimulation du système nerveux central 

ont été observées. Les signes cliniques de toxicité inclus: hyperactivité, contournement, 

toilettage excessif, coups de pied des pattes arrière, debout sur les pattes arrière et 

comportement de retournement occasionnel (Malley et al., 2000). Yasugi et al. (1994) ont 

constatés que des travailleurs exposés à des niveaux même faibles de cyclohexane par 

inhalation pendant 6 heures, ont développés une baisse visuelle. La même étude, réalisée par 

Yuasa et al. (1996) a décrit d’autres effets, notamment : somnolence, étourdissements, 
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faiblesse des membres, perturbations sensorielles (hypoesthésie et paresthésie) et 

dysfonctionnement de la motricité des nerfs médians, cubital et perinéal. 

 

Les résultats obtenus sur l’activité antimicrobienne, ont confirmé que la faible 

sensibilité des bactéries Gram négatif était liée à la présence d’une membrane 

lipopolysaccharidique (LPS) qui joue le rôle de barrière contre les huiles essentielles. En effet, 

le LPS de la paroi des bactéries à Gram-négatives leur confère un caractère hydrophile qui 

rend leur membrane externe imperméable à la plupart des constituants hydrophobes des huiles 

essentielles (Saei-Dehkordi et al., 2010). Les résultats obtenus étaient en accord avec ceux 

d’autres chercheurs, qui avaient confirmé que l’activité antimicrobienne de certaines huiles 

essentielles pourrait être attribuée à la présence de composés mineurs (alcools terpéniques 

(linalool, etc.) présents à de faibles concentrations selon Aberchane et al. (2003) El Malki et 

al. (2018), et l’efficacité antimicrobienne d’une huile essentielle était principalement due au 

contenu et à la nature des constituants pouvant agir séparément ou en synergie.  

 

 Les effets antibactériens de l’huile essentielle des agrumes s’expliquent 

principalement par la présence de terpènes C10 et C15, car les hydroxyles des groupements 

phénoliques pouvaient se lier aux sites actifs des enzymes cibles par des liaisons hydrogènes. 

Les alcools terpéniques (bornéol, linalol, p-cymène-8-ol, α-terpinéol, etc.) sont connus pour 

leur fort pouvoir antimicrobien et leur solubilité dans l'eau, ce qui leur confère une grande 

capacité à pénétrer les parois des cellules bactériennes (Belletti et al., 2004). Dans cette étude, 

le potentiel inhibiteur des huiles essentielles étudiées est principalement dû à la présence de 

linalool et ses dérivés connus pour leurs efficacités contre les agents microbiens selon Satrani 

et al. (2004). Une action bactéricide avec une valeur de CMI = CMB = 4 μL/mL a été 

enregistrée pour l'huile essentielle de l'échantillon sain. Ces résultats coïncident avec ceux 

obtenus par Oussalah et al. (2007) en travaillant sur 28 huiles essentielles dont 24 étaient 

capables d’inhiber S. aureus. Parmi les 28 HEs testées à des concentrations ≤ 4 μL/mL, cette 

dernière était la bactérie la plus sensible à l'activité des huiles essentielles. En outre, Bozkurt 

et al. (2017) ont travaillés sur l’activité antimicrobienne de huit huiles essentielles de 

certaines variétés d'agrumes sur six souches bactériennes (E. coli, B. cereus, S. aureus, S. 

typhimurium, L. monocytogenes et E. faecalis). Les huit huiles essentielles ont eu des effets 

inhibiteurs sur les six bactéries testées, et l’huile essentielle de l'orange sanguine Moro était 

plus efficaces contre E. coli et S. typhimurium. Il a été noté que l’action d’une molécule 

antifongique dépend de l’ultra-structure de la cellule fongique qui présentait trois barrières : la 
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paroi cellulaire chitineuse, la membrane ergo-stérol et le noyau eucaryote, et les molécules 

antifongiques elles-mêmes, qui peuvent naturellement générer une résistance (Prasad et 

Kapoor, 2004). 

 

 Généralement, la composition chimique des huiles essentielles doit être prise dans 

son intégralité. En effet, il ne faut pas négliger l'effet synergique entre les différents 

constituants, y compris les constituants minoritaires. Les écorces d'oranges sont une riche 

source d'ingrédients nutritionnels (eau, protéines, sucres et minéraux) et ingrédients 

fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoïdes, vitamine C et composés phénoliques) 

(Singh et al., 2010). 

 

 Les écorces d'oranges peuvent être utilisées pour la production de biocarburants 

(éthanol), de biogaz (Lohrasbi et al., 2010) et du plastique biodégradable (Byrne et al., 2004). 

Ces composés peuvent être extraits par les industries de transformation non seulement des 

bonnes oranges, mais aussi des oranges infectées et impropres à la consommation. 

L’extraction d’huiles essentielles à partir d’écorces d’oranges génère des sous-produits 

intéressants tels que des huiles concentrés et déterpénées, formulations d’alcools et de d-

limonène (Kesterson et Braddock, 1976). Ce dernier peut être utilisé dans grands domaines 

d'applications en tant que composant de résines synthétiques, un solvant comme substitut des 

solvants minéraux et comme base pour la synthèse de composés aromatiques (Di Giacomo et 

al., 1992). 
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Conclusion générale et perspectives 

 

 Dans cette présente étude, trois techniques de diagnostic ont été appliqués pour la 

détection de S. citri en Algérie, à savoir la culture dans un milieu artificiel liquide (SP4m), le 

test DAS-ELISA et la technique de PCR. S. citri a été recherché dans la station expérimentale 

du département de biotechnologie de l’université de Blida1, dans le verger privé d’Oued-Aissi 

(Tizi-Ouzou) et dans le verger privé de Baghlia (Boumerdes). Les prospections effectués ont 

permis de déceler, prélever et de tester des échantillons d’agrumes montrant des symptômes 

typiques du stubborn. 

 

 Les techniques réalisées ont permis de détecter l’agent pathogène responsable de la 

maladie du stubborn (Spiroplasma citri) sur certaines variétés de vergers agrumicoles situés 

au Nord de l’Algérie, à savoir  la wilaya de Blida et la wilaya de Boumerdes. 

  

Les symptômes du stubborn provoquent des répercutions irréversibles sur l’aspect 

économique des fruits et sur l’aspect morphologique de l’arbre. Les arbres atteints auront un 

aspect plus ou moins rabougris. Les feuilles sont plus courtes et plus larges, bombées, 

anormalement dressées. Les pousses peuvent être anormalement groupées et le 

développement de bourgeons axillaires peut entraîner l’apparition de balais de sorcières. La 

production de fruits tend à être supprimée sur les plantes touchées. Les fruits peuvent être 

rabougris, dissymétriques ou en forme de cupule, ils peuvent présenter des inversions de 

couleur. Pour cette raison, l’introduction de cet agent pathogène est interdite dans de 

nombreux pays et une mise en quarantaine des plants d’agrumes infectés ou importés est 

requise.  

 

 Selon les résultats des prospections symptomatologiques et des tests effectués, il a 

été constaté que l’intensité des symptômes sur les différentes variétés varie d’une saison à 

l’autre et d’une région à l’autre. La température joue un rôle clés sur l’extériorisation des 

symptômes et sur la charge en cellules bactérienne dans les tubes criblés du phloème des 

plants d’agrumes. Ainsi, Les agrumes atteints par la maladie du stubborn sont autant de 

source d’infection pour les vecteurs. Etant donné que l’agent causal n’étant pas transmis par la 

graine, les agrumes obtenus par semis sont indemnes de la maladie du stubborn. D’après cette 

étude les arbres malades ont été infectés soit par vecteur soit par l’utilisation de greffes 
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malades. Egalement Les fruits déformés et décolorés sont défavorables aux consommateurs, 

ce qui rend les fruits gravement atteints inutilisables. 

 

 Dans la deuxième partie de notre travail, nous avons pu mettre en évidence l’impact 

du Mollicute S. citri sur la qualité des huiles essentielles des fruits. Les huiles essentielles de 

fruits d’orange infectées et non infectées par le stubborn (Spiroplasma citri) ont été extraites 

par hydrodistillation et analysés par GC-MS. Les principaux constituants d’huiles essentielles 

d’oranges étaient : d-limonène, α-pinène, 1 r-α-pinène et β-pinène. Le d-limonène était le 

composé le plus abondant. Le rendement en huile essentielle à partir d'écorces séchées 

d'oranges infectées par le stubborn était plus élevé que celui obtenus à partir d'agrumes sains. 

Également la présente étude a mis en évidence la production de certains composés toxiques 

(trans-p-mentha-2,8-diénol et 2-cyclohexène-1-ol, 1-méthyl-4- [1-méthy-4- (1-méthyléthyl)] - 

cis) par des oranges infectées (les oranges saines ne les produisent pas). En outre, les huiles 

essentielles d'orange saines et infectées avaient un puissant effet inhibiteur sur S. aureus 

ATCC 25923. Néanmoins, les deux huiles essentielles n'ont pas montré d’effets sur B. 

cinerea.  

 

  L’agrumiculture Algérienne est confrontée à beaucoup de contraintes : tel que le 

manque d’études sur les maladies des agrumes surtout celles transmises par greffage et de leur 

répartition à travers le pays, la désorganisation de la filière au niveau de toutes les activités 

(production de plants, transformation, commercialisation…etc.), et l’absence des parcs à bois 

agrumicoles, comme source d’approvisionnement en matériel végétal de multiplication 

(semences et greffons certifiés). 

 

Pour limiter ces inconvénients, nous devons d’abords connaitre l’état sanitaire de nos 

vergers et ce par la détection de toutes les maladies graves pouvant répercuter sur la qualité et 

la quantité du rendement comme le stubborn et donc de repérer les zones les plus touchés. 

Pour cela :  

 

- Il est important d’isoler  les souches de S. citri présent ou existants dans notre 

pays, pour pouvoir déterminer les moyens les plus efficaces pour leur détection. 
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- La détermination de la paire d'amorces la plus spécifique et la plus efficace pour la 

détection de la souche Algérienne de S. citri, améliorera et facilitera les 

programmes de certification des agrumes en Algérie 

 

- L’identification des plantes hôtes de S. citri en Algérie, autres que les agrumes, serait 

judicieuse puisque ces plantes constituent vraisemblablement une source d’inoculum 

pour les cicadelles.  

 

- Il est également important de rechercher et identifier les cicadelles vectrices de ce 

Mollicute et si certaines d’entre-elles renfermaient S. citri. 

 

 Pour réduire la propagation de cette maladie, les arbres présentant des symptômes 

devraient être arrachés et remplacés, car en plus du risque qu’ils constituent pour les arbres 

voisins, ils ne fructifieront jamais de manière satisfaisante. 

                    

Dans le cadre de l’amélioration de la production fruitière, il est important de 

sélectionner des variétés résistantes indemnes de cet agent pathogène par les techniques 

d’embryogenèse somatique, et de mettre à la disposition aux agriculteurs des fiches 

techniques démontrant l’aspect symptomatologique de certaines maladies virales et 

bactériennes dans le but de les sensibiliser et la nécessité de faire des inspections dans le  

verger  a fin de signaler tout apparition de symptômes  douteux.  

 

 Grâce à leurs nombreuses activités biologiques, les huiles essentielles provenant de 

fruits atteints ou non du stubborn doivent être valorisées via plusieurs domaines, 

principalement la santé humaine, la chimie verte et l'agriculture durable. Cependant, de 

nombreux des investigations devraient être menées sur leur mode d'action et leurs effets 

toxicologiques probables afin d'optimiser leurs utilisations potentielles. 
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Annexe 01 

Composition du Milieu de culture SP4m de Spiroplasma  citri 
 

Matériel : 
 Unités de filtration de 300 ou 600 ml Filtre 0,22 µm + pompe associée 

 Pipettes 10 ml stériles pour le prélèvement des réactifs stériles (Sérum de veau fœtal, CMRL…)  

 

Réactifs : 
Mycoplasma Broth Base, Peptone, Tryptone, Agar noble (pour les milieux solides) 

 

Rouge de phénol 0,1 % ou 9mg Rouge phénol poudre dans 1ml NaOH 1M / base 200ml 

 

Pénicilline G 2.10
5
 Unités/ml:  

6g Pénicilline G sodium salt  1663Unités/mg 

H2O qsp50ml 
         Stérilisation par filtration 0,22µm et conservation en aliquots 4,6mL à -20°C 

 

Glucose 50% et Yeastolate 4%: 
Les solutions sont préparées par 600ml, filtrées sur 0,45µm (avec les unités de filtration) et 

conservées à 4°C. 

 

Sérum de veau fœtal et CMRL :  
Ces solutions sont conservées à -20°C avant ouverture puis à 4°C une fois entamées.  

10X CMRL 1066 (-LGlutamine ; -NaHCO3) : Gibco Cat#21540-026 

 

Décomplémentation du Sérum de veau fœtal :  
Sortir une bouteille de sérum à -20°C et incuber 1h à 56°C. Conserver à 4°C. 

 

Les additifs sont généralement préparés par 3 ou 6 car les unités de filtration 0,45µm peuvent 
contenir 300 ou 600mL, les bases sont préparées par 3. 

 
Pour les milieux solides, laissez refroidir les bases autoclavées à ~50°C avant de rajouter le 

complément. Couler les boîtes avec une pipette 25mL stérile. Pour les petites boîtes (2,5cm) 

mettre ~12,5mL de milieu par boîte. 
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Annexe 02 

Extraction de l’ADN 
 

 

Matériels nécessaires : Béchers, bouteilles… , Bain-marie, Agitateur magnétique, pH-mètre, 

Sorbonne… 

 Réactifs et matériel utilisés dans la préparation du tampon d’Extraction au CTAB 

 

 Réactifs  

 

NaOH 

EDTA : Acide Ethylène Diamine Tetra Acétique 

Tris 

HCl 

CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide) 

NaCl 

PVP K25 

H2O milliQ 

Tampon CTAB  

Chloroforme/Alcool Isoamylique (24:1) 

Isopropanol pur, Ethanol 70% 

 

 Matériels nécessaires   
 

 Broyeur à pilon 

 Bain-marie 

 Centrifugeuse de paillasse 

 Tubes eppendorf 2mL et 1,5 mL propres, autoclavés 

 Sorbonne 
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Annexe 03 

Solutions et Réactifs utilisés pour la PCR 

 

 Matériels nécessaires : Cuves et appareil électrophorèse Mupid, micro-ondes, Système 

acquisition UV… 

 

 Préparation de la solution stock dNTP 5mM  
4 dNTP 40µmoles de chacun – PROMEGA Cat#U1240 
- Pendre 200µl de chaque dNTP. Mélanger  Vf =800µl à 25mM 

- Diluer 5 fois pour avoir 5mM (V total : 4ml) 

- Aliquoter en tubes de 500µl et conserver à -20°C 

 
 

Pièce PCR 1  
- Préparer le mix 2X (à diluer 2 fois avant utilisation) : 

Volume final→ 

 

Solutions stocks↓ 

125µl 
(5 réactions) 

250µl 
(10 réactions) 

500µl 
(20 réactions) 

1 ml 
(40 réactions) 

H2O 65µl 130µl 260µl 520µl 

10X Taq buffer 

(sans MgCl2) 

25µl 50µl 100µl 200µl 

2,5mM MgCl2 20µl 40µl 80µl 160µl 

dNTP 5mM 10µl 20µl 40µl 80µl 

100µM Primer 1 2,5µl 5µl 10µl 20µl 

100µM Primer 2 2,5µl 5µl 10µl 20µl 

Le mix se conserve ensuite à -20°C avant utilisation. 
 

- Préparer un Mix 1X : Mélanger : 25µl de mix 2X x Nombre de réaction 

 24µl H2O x Nombre de réaction 

 0,3µl taq polymérase x Nombre de réaction 
 

 

 

 Electrophorèse ADN Détection BET 

 

 Réactifs  
BET 10mg/ml 

Marqueur de taille et/ou de quantité (Ex: 1kb ladder - Invitrogen – Cat#15615-016) 

Tampon de charge 6X 60mM EDTA pH8 30ml EDTA 200mM 
pH8 

 0,6% (p/v) SDS 3ml SDS 20% (p/v) 

 30% (v/v) Glycérol 30ml Glycérol 100% 

 0,25% (p/v) Bleu de bromophénol 0,25g  
 0,25% (p/v) Xylène Cyanol 0,25g 

  H2O qsp 100mL 

 
Tampon de migration TBE 10X pH 8,4 890mM Tris 107,8g 

 890mM Borate 55,03g 

 20mM EDTA 100ml EDTA 0,2M pH8 
  H2O qsp 1L 
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 Mode opératoire  
 

1. Préparation du marqueur de taille 1kb Ladder – Invitrogen  
 

Mélanger :  50µl de solution stock de marqueur 

 100µl de bleu de charge 6X 

 850µl H2O 

2. Préparation des gels – 1,5% agarose – Appareil Mupid 

 

 

 Types de support Mupid 
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3. Le marqueur de taille de 1 kb  
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Annexe 04 

Composition chimique des milieux de cultures utilisés 

Pour le test d’activité antimicrobienne 
 

 Composition chimique des milieux liquides  

 

 Bouillon Brain Heart Infusion (BHIB) 

Composition en g/l 

Protéase-peptone………………………………………………………………………….....10g 

Infusion de cervelle de veau……………………………………………………………….12,5g 

Chlorure de sodium……………………………………………………………………..…..2,5g 

Phosphate disodique………………………………………………………………………..2,5 g 

Eau distillée……………………………………………………………………….……..1000ml 

pH= 7,4 

Stérilisation à 120°C/15min 

 Eau physiologique stérile 

Composition en g/l  

Chlorure de sodium (NaCl) …………………………………………………………………..9g 

Eau distillée………………………………………………………………………...……1000ml 

pH = 7 

Stérilisation  à 120°C/15min 

 

 Composition chimique des milieux de culture solide 

 Gélose Müeller Hinton (MH) 

Composition  en g/l 

Extrait de viande…………………………………………………………………….………. 3g 

Hydrolysat acide de caséїne……………………………………………….………………17,5g 

Agar………………………………………………………………………………………….18g 

pH=7,4 

Stérilisation à 120°C/15min 

 Gélose nutritive (GN) 

Composition en g/l 

Peptone …………………………………………………………………………..………….10g 

Extrait de viande………………………………………………………………...……………3g 

Extrait de levure………………………………………………………………..……………..3g 
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Chlorure de sodium……………………………………………………………….…………..5g 

Agar………………………………………………………………………………………….18g 

pH=7 ±0,2 

Stérilisation à 120°C/15min 

 Gélose Chapman 

Composition en g/l 

Extrait de viande …………………………………………………………………….……….1g 

Extrait de levure……………………………………………………………………...……… 3g 

Tryptone……………………………………………………………...…………...…………..5g 

Peptone bactériologique……………………………………………………………………..10g 

Mannitol……………………………………………………………………………………..10g 

Rouge de phénol……………………………………………………………………...…..0,025g 

Agar………………………………………………………………………………….………15g 

pH=7,4 

Stérilisation  à 120°C/15min 

 Gélose Hecktöen 

Composition en g/l 

Peptone pepsique de viande …………………………………………………………….…..15g 

Extrait de viande…………………………………………………………………………….. 3g 

Extrait de levure………………………………………………………………………..……. 3g 

Lactose…………………………………………………………………………….….……..12g 

Salicine…………………………………………………………………………..……………2g 

Saccharose………………………………………………………………………...…..……..12g 

Chlorure de sodium………………………………………………………………………..….5g 

Thiosulfate de sodium……………………………………………..…………………….……5g 

Citrate de fer ammoniacal…………………………………………………………………..1,5g 

Sels biliaires……………………………………………………………………………….….4g 

Bleu de bromothymol…………………………………………………………………….0,064g 

Fuschine acide…………………………………………………………………………...….0,1g 

pH=7,4 

Stérilisation à 120°C/15min 

 

 Gélose King A 

Composition en g/l 

Peptone de viande……………………………………………………………………..…….20g 

Glycérol (Glycérine)………………………………………………………………………...10g 
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Potassium sulfate …………………………………………………………………………...1,5g 

Agar……………………………………………………………………………………...…..20g 

pH=7,2 

Stérilisation à 120°C/15min 

 

 Gélose King B 

Composition en g/l 

Protéose-peptone………………………………………………………………………….....20g 

Glycérol………………………………………………………………………………...….10ml 

Phosohatedipotassique……………………………………………………………………..1 ,5g 

Sulfate de magnesium………………………………………………………………...…….1,5g 

Agar……………………………………………………………………………………….…15g 

pH=7 ,2 

Stérilisation à 120°C/20min 
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Annexe 05 

Protocole d’extraction des huiles essentielles 
 

 

Dessécher et découper le zeste en petits morceaux et peser une quantité à raison de 250 g par 

ballon. Après distillation,  le distillat est récupéré  dans des bouteilles en verre et conservé à 

l’abri de la lumière. Pour la séparation de la phase aqueuse et la phase organique : 

Verser le mélange dans une ampoule, ajouter quelques « mL » d’éther, agiter l’ensemble puis 

dégazer, agiter plusieurs fois jusqu’à disparition du gaz. Fixer l’ampoule sur le statut, laisser 

le mélange se reposer jusqu’à séparation de l’huile essentielle de l’éther (après 20 mn à 30 

mn). Après séparation des deux phases on évacue l’eau et on récupère la phase organique 

(huile essentielle). Pour dessécher de la quantité d’eau restante on rajoute du sulfate de 

sodium (Na2SO4) qui a pour rôle d’absorber l’eau (les gouttes d’eau restante), on laisse agir 

quelques minutes avec le mélange à l’abri de la lumière puis on met  la solution (huile 

essentielle et éther) dans des petites ampoules spécifique fixée sur un évaporateur rotative. 

L’opération s’effectue à une vitesse déterminée, cet appareil a pour but d’évaporer toute la 

quantité d’éther, à la fin on récupère une huile essentielle pure. En fin, La conservation de 

l’huile essentielle  se fait dans des bouteilles en verre à l’abri de la lumière. 
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Annexe 06 

Colorations de Gram des bactéries testées. 

                              

                                               
Escherichia coli   (GX1000) 

 
Pseudomonas aeruginosa (GX1000)      

                                                                                                                                                                   

 

Staphylococcus aureus    (GX1000)       
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Annexe 07 

Chromatogrammes de la GC-MS des deux huiles essentielles 

Extraites de fruits infectés par le stubborn et de fruits sains 

 

Figure 49: Chromatogrammes de la GC-MS des huiles essentielles d’agrumes: (a) HE extraite de fruits 

d’oranges saines, (b) HE extraite de fruits d’oranges infectés par l’agent de stubborn. 
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Figure 50: Chromatogrammes de la GC-MS des huiles essentielles d’agrumes: (a) HE extraite de fruits 

d’oranges saines, (b) HE extraite de fruits d’oranges infectés par l’agent de stubborn. 
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Figure 51: Chromatogrammes de la GC-MS des huiles essentielles d’agrumes: (a) HE extraite de fruits 

d’oranges saines, (b) HE extraite de fruits d’oranges infectés par l’agent de stubborn. 
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Figure 52: Chromatogrammes de la GC-MS des huiles essentielles d’agrumes: (a) HE extraite de fruits 

d’oranges saines, (b) HE extraite de fruits d’oranges infectés par l’agent de stubborn. 
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Figure 53: Chromatogrammes de la GC-MS des huiles essentielles d’agrumes: (a) HE extraite de fruits 

d’oranges saines, (b) HE extraite de fruits d’oranges infectés par l’agent de stubborn. 
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