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Résumeé

Une étude a été entreprise dans le but de rechercher la présence de maladies a phytoplasmes pouvant
toucher les rosacées fruiticres du pays, cette dernic¢re a porté sur deux points essentiels.

- Le premier consiste en une recherche de symptdmes rappelant des phytoplasmoses sur les
rosacées fruitieres dans les stations de I’Institut technique de 1’arboriculture fruitiere (ITAF), ainsi
que dans quelques vergers privés.

-Le second point concerne la détection des agents par utilisation de méthodes microscopiques
et moléculaires.

Mot clé : Phytoplasmes ; Arbres fruitiers ; Microscopie photonique ; Polymerase Chain
Reaction.



Abstract

Abstract

A study was undertaken in order to search Phytoplasma diseases which can affect fruits trees. This
study consists on two essential points:

- The first point is to look for symptoms reminding of phytoplasma of fruit trees situated in
the Technical Institute of Fruit Trees and some private orchards.

- The second point is to find out the causal agent by using microscopic and molecular methods

Key words: Phytoplasma ; fruit trees ; photonic microscopy ; Polymerase Chain Reaction
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LISTE DES ABREVIATIONS

ITAF : Institut Technique des Arbres Fruitiers.

MADR : Ministere de 1’ Agriculture et du Développement Rural.

PDV: Prunue Dwarf Virus

PNRSV: Prunus Necrotic Ring Spot Virus
PPV: Plum Pox Virus.

ACLSV: Apple chlorotic leaf spot virus

AlmWB: Almond witch Broom Phytoplasma.

AP: Apple Proliferation.

AY: Aster Yellow.

ESFY: European Stone Fruit Yellow.
PD: Pear Decline.

APS: Ammonium Persulfat.

CTAB: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide.
DAPI: 4'-6 diamidino-2 phénylindole-2 HCI.

EDTA:Ethylene Diamin tetra Acetic Acid
FAA: Formalin - Aceto- Alcool.

PG: Phytoplasma Grinding

PVP: Poly Vinyl Pyrrolidone.

SDS: Sodium diéthyldithiocarbamate.
TBE: Tris Borate- EDTA

TE: Tris —-EDTA.

% : Pourcent.

©: Degrés.

°C: Degrés Celsius.

pg : Micro gramme

ul: Microlitres

pm: Micro metre.

Atm:Atmosphére.

Da : Dalton.

g:Gramme.

Kpb: Kilo paires de Bases.

M : Molaire.
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ml : Millilitres.

cm :centimetre.

nm: Nano metre.

Pb : Paires de Bases.

V : Volt.

UV : Ultras Violet.

ADN:Acide désoxyribonucléique

ARN:Acide ribonucléique.

ARNr: Acide ribonucléique ribosomal .

dNTP: Deoxyribonucleoside Triphosphate.

A :Adénine.

C : Cytosine.

G : Guanine.

T :Thymine.

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay
PAUP : Phylogenetic Analysis Using Parcimony
PCR : Polymerase Chain Reaction.

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
E.coli : Echirichia coli.

MLO : Mycoplasma like Organisms.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les phytoplasmes sont une autre catégorie d’agents pathogénes inducteurs de maladies
de type jaunisse chez les végétaux. Du fait de la similitude de certaines de leurs
caractéristiques avec les virus persistants (échec de la transmission mécanique,
transmission possible par vecteur, greffage et cuscute, symptdmes de jaunissement), ils ont
pendant longtemps été assimilés a ces derniers.

Ce n’est qu'en 1967, qu'une équipe de chercheurs japonais (Doi et al., 1967) par
des observations en microscopie électronique de tissus infectés de plantes atteintes de
jaunisses, suggére que ce type d’infection est probablement du a des agents pathogénes
du méme type que les mycoplasmes rencontrés dans de nombreuses affections chez
les animaux et appartenant a la famille des mollicutes. lls leur donnérent I'appellation de

« Mycoplasma-Like Organisms » (MLO). De plus, la présence d’'un ADN anormal dans
les tubes criblés des plantes atteintes de jaunisses et I'incapacité des chercheurs a purifier
ces agents pathogenes par les méthodes classiques appliquées aux virus, les ont orientés
vers la recherche d’autres micro-organismes a localisation phloémique (Cousin et Boudon-
Padieu., 2001).

Enfin, avec 'avénement de la biologie moléculaire, I'acide nucléique des agents de
jaunisses a pu étre comparé avec celui des mycoplasmes et des bactéries a paroi, ce qui a
permis de révéler un caractére unique aux phytoplasmes et a incité le comité international
de taxonomie des mollicutes, en juillet 1994, a remplacer I'appellation « Mycoplasma-like
Organisms » par le terme « Phytoplasma ». (Lee et al., 2000).

Depuis lors, la liste des maladies liées aux phytoplasmes ne cesse de s’allonger, et
les pertes engendrées de s’alourdir. Les phytoplasmes sont devenus depuis une décennie
le premier facteur limitant de la production de certaines espéces végétales, et figurent en
bonne place sur la liste des organismes de quarantaine.

Parmi les phytoplasmoses, celles touchant les espéces pérennes, sont les plus a
craindre du fait que les pertes engendrées ont une grande importance économique. Cette
importance économique englobe non seulement les investissements a long terme que
demandent ces espéces, mais aussi le colt de I'arrachage et du remplacement en cas de
présence de maladies incurables.

A titre d’exemple, la maladie du balai de sorciére de I'amandier (AImWB), une maladie
Iéthale causée par un phytoplasme, s'est rapidement répandue au Liban, tuant une centaine
de milliers d'arbres en 10 ans (Abou-Jawdah, et al., 2003). Le jaunissement |Iéthal du palmier
a entrainé pres de 83%, de pertes sur cocotier en Floride, et entre 95-99 % en Jamaique
(Harrison et Elliott., 2007).L’émergence de symptébmes rappelant ce type d’affections sur
plusieurs especes cultivées, a travers le monde et dans les pays du pourtour méditerranéen
(Choueiri et al., 2002 ; Myrta et al.,, 2003 ; Carraro et al.,1998) I'importance des dégats
occasionnés, ont poussé les chercheurs a s’y intéresser. De plus, les avancées de la biologie
moléculaire en matiere de diagnostic ont permis, l'identification précise de ces agents, de
leurs vecteurs et la mise au point de méthodes de lutte plus adéquates pour limiter leur
extension.

11
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Du fait de la dangerosité des Phytoplasmoses et de la présence de symptdmes
similaires a ceux qui sont décrits sur rosacées fruitieres, dans certaines plantations du pays,
nous avons penseé a entreprendre des recherches dans ce sens.

Cette étude, qui se situe dans le cadre global des recherches sur les maladies des
arbres fruitiers, va porter sur deux points :

Le premier point concerne la recherche de symptémes rappelant des phytoplasmoses
sur les rosacées fruitiéres dans les stations de I'Institut technique de I'arboriculture fruitiere
(ITAF), ainsi que dans quelques vergers privés.

Le second point concerne, lui, la détection des agents par utilisation de méthodes
microscopiques et moléculaires.



I- DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

|- DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I.1- Quelques données sur la culture des rosacées
fruitieres en Algérie

1.1.1- Surface et production

En Algérie, les cultures fruitiéres occupent 810 193 ha et sont essentiellement représentées
par les espéces a noyaux et a pépins (34.6 %), I’ olivier (32.5 %), le palmier (19.1 %), les
agrumes (7.8 %), le figuier (6.1 %) (MADR., 2006). La superficie consacrée aux especes
a noyaux et a pépins est de 280 387 hectares, et est répartie entre plusieurs espéces,
I'abricotier, le néflier, le pécher, le poirier et le pommier.

Malgré I'importance qu’accorde I'Algérie a I'arboriculture fruitiere de par les superficies
qui lui sont consacrées et les différentes subventions de I'Etat, les rendements restent
insuffisants et la demande non satisfaite. Cet état de fait est lié a un certain nombre de
problémes notamment linstabilité climatique induisant des perturbations physiologiques,
les carences nutritionnelles dues aux conditions pédologiques défavorables, ou encore les
contraintes phytosanitaires de diverses origines.

1.1.2- Problémes phytosanitaires

Les maladies rencontrées, sur arbres fruitiers sont d’origines diverses, et peuvent étre dues
a différents types d’organismes ; champignons, bactéries, phytoplasmes, virus, nématodes,
ou viroides (tableau 1). Néanmoins, certains pathogénes peuvent provoquer plus de pertes
économiques sur arbres fruitiers que d’autres surtout lorsqu’il s’agit de maladies pour
lesquelles aucun traitement chimique n’est a I'’heure actuelle mis au point, telles celles dues
aux virus ou aux phytoplasmes et vis-a-vis desquelles I'agriculteur n’a pas d’autre choix que
celui d’arracher et de brdler.

En Algérie, les problémes phytosanitaires des arbres fruitiers ont déja fait I'objet de
plusieurs études, et notamment les viroses. En effet, Belhadj en 1990 identifie le Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV) sur pécher et abricotier au centre et a I'est du pays.
Boussalem (1992), au niveau de la région centre, met en évidence sur pécher et abricotier
le Plum Pox Virus (PPV), le Prune Dwarf Virus (PDV), et le Apple Chlorotic Leaf Spot Virus
(ACLSV). En 2003, I'équipe de I'I'TAF, dans une enquéte réalisée a travers les régions
centre, est et ouest du pays détecte le PNRSV et le PDV sur pécher et ACLSV sur abricotier
(Aouan., 2003).
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Tableau 1 : Les principales maladies de
quarantaine touchant les arbres fruitiers (OEPP., 1999)

1.2 -Les phytoplasmes

Les phytoplasmes sont des organismes de la classe des Mollicutes (de mollis = molle,
souple) et qui ont comme principales caractéristiques :

- L'absence de paroi (acide nucléique entouré par une simple membrane).

- Une forte sensibilité aux variations de pression osmotique, d’'ou leur localisation
presque exclusive dans la séve des tubes criblés dont la pression osmotique atteint 10 a
12 atmosphéres (Cousin et Boudon-Padieu., 2001).

- L'impossibilité de les cultiver in vitro ce qui rend leur étude trés difficile.
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1.2.1-Propriétés des Phytoplasmes

1.2.1.1-Propriétés physico —chimiques des Phytoplasmes

Les phytoplasmes se présentent sous forme de corps « pleimorphiques, de morphologie
ovoide, filamenteuse, en Y, ou haltéres, mais jamais spiralée,capables de franchir les cribles
des tubes criblés (figure 1).

Figure 1 : Ultrastructure des phytoplasmes. Phytoplasmes
polymorphes. Déformation de certains d'entre eux qui franchissent
les cribles de la paroi du tube criblé. A gauche, fibres de protéine P

(protéine caractéristique du phloeme) (Cousin et Boudon-Padieu., 2001).

Ce polymorphisme est particulierement visible sur coupes épaisses, atteignant un
micron d'épaisseur, observées en microscopie électronique a transmission ou en balayage.
Leur taille varie de 100 nm( au microscope électronique) a plus d'un micron ( en balayage)
(Lee et al., en 2000 ; De La Rue et al ., 2003).

L'observation de coupes ultrafines de plantes infectées par les phytoplasmes révele
que ces derniers sont limités par une membrane a trois feuillets (deux feuillets denses aux
électrons entourant un feuillet clair), a l'intérieur de laquelle on distingue des filaments d'ADN
ainsi que des ribosomes de taille différente de ceux de la plante héte (Cousin et Boudon-
Padieu., 2001)

L'incapacité de cultiver les phytoplasmes « in vitro » rend 'étude de leurs propriétés
physico —chimiques difficile. Néanmoins, les phytoplasmes sont connus pour étre sensibles
aux variations de pression osmotique qui doit étre située entre 10 et 12 atmosphéres.

L'absence de paroi chez les phytoplasmes explique que ces micro-organismes soient
sensibles aux antibiotiques du groupe des tétracyclines qui agissent sur la synthése
protéique, mais résistants aux pénicillines qui agissent sur la paroi bactérienne.

1.2.1.2- Propriétés moléculaires

1.2.1.2.1-L’ADN ribosomique des phytoplasmes

L'étude de I'ADN ribosomique (géne de I'ARNr) (fraction 16 S et espaceur situé entre les
fractions 16 S et 23S), montre un caractére unique aux phytoplasmes, I'espaceur contientun
seul ARNt isoleucine, contrairement aux mycoplasmes stricto sensu qui en sont dépourvus
ou aux spiroplasmes et aux bactéries a paroi ou l'on observe une diversité de I'ARNt
dans deux ou trois espaceurs différents. De plus, chez les phytoplasmes, le codon UGA
fonctionne comme codon d'arrét, comme chez les bactéries a paroi et les acholéplasmes,
contrairement aux spiroplasmes qui ont un codon UGA correspondant au tryptophane
(Cousin et Boudon-Padieu., 2001).

15
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Récemment, et grace aux techniques d'électrophorése en champ pulsé, on a pu
séparer le chromosome entier de certains phytoplasmes, agents de dépérissement chez
des espéces ligneuses. La taille du chromosome ne dépasse pas 600 kpb, et serait la plus
petite actuellement connue parmi les organismes pouvant se répliquer de fagon autonome.

Fraction16S de L’ARNr

Elle contient 1536 paires de bases, elle débute de la base 271733 et se termine a la
base 273268. (Bai et al., 2006)

Espaceur 16S-23S
Il comprend 239 paires de bases (de 273269 a 273510) constituées de:

- Un espaceur inter génique transcrit (ITS1) contenant 102 paires de bases (de 273269
a 273370) (Bai et al., 2006).

.- Un ARNt isoleucine (lle ARNt) contenant 77 paires de bases (de 273371 a 273447)
(Bai et al., 2006).

- Un espaceur inter génique transcrit (ITS2) contenant 63 paires de bases (de 273448
a 273510) (Bai et al., 2006).

Fraction 23S de L’ARNr

Elle est constituée de 2868 paires de bases débutant de la base 273510 jusqu'a 276378
(Bai et al., 2006).

1 1535ph) AENI b [ehp] IR ETEM
ITH1 T ™ ™kl
| | Eatiom | |

Figure 2: Schéma représentant de la sous-
unité ribosomique des phytoplasmes (Bai et al., 2006).

1.2.1.2.2- Evolution

Selon Lee et al. (2000), la réduction de la taille génomique et |la divergence de la complexité
génomique pourraient résulter d’'une perte de génes durant I'évolution. Ainsi dans le cas
de I'agent de la jaunisse de la reine-marguerite (aster yellow, AY), le génome mesure 1
200 kpb et est constitué de deux chromosomes ayant un grand nombre de séquences
en commun. Au cours de I'évolution, seul un chromosome aurait subsisté chez les agents
du dépérissement des ligneux (Cousin et Boudon-Padieu., 2001). Cette perte de géne
concernerait, selon ces mémes auteurs, les génes codant pour la synthése des précurseurs
de certaines macromolécules comme les composants de la paroi cellulaire, les acides
aminés, les vitamines et les longues chaines d’acides gras. Les principaux caracteres
distinctifs entre phytoplasmes, Spiroplasmes, Mycoplasmes et E.coli, sont donnés dans le
tableau 2.

- :Absence ,+ :Présence

|.2.2- Propagation dans la nature

La propagation des phytoplasmes dans la nature est essentiellement liée a la présence
d’insectes vecteurs et a la multiplication végétative du matériel.

1.2.2.1- La transmission par vecteurs
16



I- DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Les phytoplasmes sont véhiculés par des insectes piqueurs-suceurs de l'ordre des
Hémipteres (Figure 2) qui prélévent la séve dans les tubes criblés du liber et notamment les
cicadelles ou leafhoppers (en particulier Jassidae), les Fulgoromorphes, planthoppers (en
particulier Cixiidae) et les Psyllidae (psylles) (Maixner.,1994 ;Campbell et al.,1995 ; Cousin
et Boudon-Padieu., 2002).

Figure 3 : Phylogénie des Hemiptera (Campbell et al., 1995).
Les vecteurs de phytoplasmes sont signalés en vert

1.2.2.1.1-Les principaux groupes de vecteurs

La majorité des vecteurs de phytoplasmes actuellement identifiés appartient au groupe des
Jassides. Le role de certains d’entre eux dans la transmission des maladies de type, jaunisse
a été mis en évidence depuis longtemps. Ainsi par exemple, dés 1952, la multiplication
de l'agent pathogéne de la « jaunisse de l'aster » était signalée a la fois chez la plante
et son vecteur Macrosteles fascifrons (Maramoroschs.., 1952). Il en est de méme pour
Scaphoideus titanus (S. littoralis) mentionné comme vecteur de la « flavescence dorée » de
la vigne en France vers les années 60 (Schvester et al.,1962).

Certains « cixiides » sont vecteurs de maladies a phytoplasmes, Hyalesthes obsoletus
Sign, a été décrit, par Suchov et al. dés 1948 comme vecteur du « stolbur » des solanacées
et est présent autour du bassin méditerranéen, en Allemagne et en Alsace. En 1968, |l
a été identifié dans le Midi de la France comme vecteur des phytoplasmes du groupe «
stolbur » responsables, chez la vigne du « bois noir » et chez la lavande et le lavandin du

« dépérissement jaune » (Leclant et Lacok.,1969 ; Sforza et al.,1998) . Récemment, un
cixiide appartenant au genre Pentastiridius a été décrit en France sur la betterave, ou il
transmet le « syndrome des basses richesses » (SBR), maladie associée a un phytoplasme
du groupe « stolbur » (Gatineau et al., 2001)

Dés 1964, le rble des psylles dans la transmission du « dépérissement du poirier, pear
decline » (PD), est mentionné et ceci alors que la maladie était considérée comme étant
d'origine virale (Jensen et al .,1964). Cacopsylla pyri a été identifiée en France (Lemoine
et al .,1991), le C. pyricola a été identifie en Angleterre (Davies.,1992) comme vecteurs
de cette maladie. En 1998,C. pruni est reconnu vecteur de la « jaunisse européenne des
fruits a noyau, European stone fruit yellows » (ESFY) (Carraro, et al.,1998), puis en 1999,
et en 2000 les réles respectifs deC. melanoneura et C. costalis dans la transmission de la
« prolifération du pommier » en ltalie, sont mis en évidence (Alma, et al.,1999 ; Frisinghelli
et al., 2000).
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1.2.2.1.2-Cycle de I'infection

Le schéma général du cycle des phytoplasmes dans l'insecte et dans la plante a été proposé
a la suite d'observations réalisées en microscopie électronique au cours de la transmission
des phytoplasmes d'Euscelis lineolatus a la plante héte par Lherminier et al., (1990). Ces
derniers révélent que le phytoplasme est transporté de la lumiére aux cellules du tube
digestif, puis de ’hémolymphe vers les glandes salivaires pour atteindre la salive a partir de
laquelle ils seront transmis a la plante par le biais du canal salivaire et acquis de la plante
par le canal alimentaire (Cousin et Boudon-Padieu., 2002)

Au niveau de la plante, les phytoplasmes sont toujours « intracellulaires » car localisés a
I'intérieur des parois de la cellule héte mais alternativement « extra cytoplasmiques », dans
la séve des tubes criblés adultes dont le cytoplasme a disparu, et « intra cytoplasmiques »,
dans les cellules des jeunes tubes criblés non différenciés. De méme, chez l'insecte, ils sont
« extra cytoplasmiques » dans I'némolymphe, la lumiére de l'intestin moyen et la salive et «
intra cytoplasmiques » dans les cellules du tube digestif, des glandes salivaires et d'autres
cellules de l'insecte (Fletcher ., 1999). ( Figures 3 et 4).

C a8 l.'rhr'l:HTHIl'!'.G
I i T

g Soemaines aprds acquiskion HuE Gemaines aprds ac quisbion

Figure 4 : Trajet des phytoplasmes a l'intérieur d'un insecte-vecteur au cours des
semaines suivant le repas d'acquisition (Lefol et al., 1994). C : cerveau ; GS : glandes
salivaires ; CF : chambre filtrante ; MY : mycétome ; IM : intestin moyen ; TM : tubes
de Malpighi ; IP : intestin postérieur ; CG : corps gras. (Phytoplasmes figurés en vert.)
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Figure 5 : Passage des phytoplasmes de la plante
a l'insecte et inversement (Maillet et Gouranton ., 1971).

1.2.2.2- La transmission par le matériel végétal contaminé.

Le matériel végétal, issu de la multiplication végétative de plantes infectées, peut au cours
de pratiques culturales, tel le bouturage ou le greffage, propager les phytoplasmes. Ceci
est particuliéerement dangereux dans le cas de la production des plantes ligneuses. Le
bouturage de scions a partir de pieds-meres infectés est responsable de la propagation de
multiples maladies a phytoplasmes notamment celle de la flavescence dorée de la vigne.
Cette propagation est insidieuse lorsque la prise de bouture est faite sur des pieds-méres
contaminés 'année précédente et qui ne montrent pas encore de symptdmes ou des pieds-
meéres de porte-greffes tolérants infectés (Caudwell et al., 1994). Lorsque les greffes sont
effectuées a partir de matériel (porte-greffe ou greffon) contaminég, le matériel greffé peut
dépérir rapidement, ou paraitre sain pendant plusieurs saisons avant de présenter des
symptémes de la maladie. Ce dernier cas s'avére particulierement dangereux si le matériel
a été expédié dans des zones ou la maladie n'existe pas, mais ou le vecteur potentiel est
présent (Boudon-Padieu et al., 1999).

|.3- Taxonomie

En 1980, Woese développe de nouvelles procédures permettant I'étude de la fraction 16
S de 'ADNr des phytoplasmes et la détermination de leur position taxonomique parmi les
mollicutes .1l suggéra alors que les mollicutes dérivaient d’une lignée ancestrale de bactéries
a gram + (Woese et al .,1980) .

En comparant les fractions 16 S de 'ADNr des différents membres des mollicutes,
Weisburg indiqua que cette bactérie ancestrale était de la lignée des Lactobacillus dont le
génome contient une faible fraction de guanine plus cytosine (G+C). lIs identifierent ainsi
quatre groupes distincts appartenant aux mollicutes : Mycoplasma hominis, Mycoplasma
pneumonae, Spiroplasma et Anaeroplasma. Le groupe des Anaeroplasma contient deux
ordres : les Anaeroplamatales et les Acholeplasmatales (Weisburg et al., 1982).
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En 1989 Lins et Sears firent la comparaison de la séquence génétique de la fraction
16 S de 'ADN r des MLO avec celles des Acholeplasma et des Mycoplasmes animaux,
ils remarquérent que les MLO étaient étroitement liés aux Acholeplasma. Cette découverte
inspira beaucoup d’autres recherches sur les MLO (Lins et Sears., 1989) .

La confirmation de ces résultats a été faite quelques années plus tard avec I'étude
de I'ADN ribosomique (fraction 16 S et espaceur 16 S/23S). En effet, le clonage et le
séquencage de I'ADN r16 S de phytoplasmes et de bactéries classiques ont montré,
en utilisant la méthode cladistique ou de parcimonie qui consiste a comparer des
séquences entieres, base a base et a établir 'arbre phylogénétique avec le logiciel PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parcimony), que les phytoplasmes dérivent de Bacillus subtilis

(bactérie gram+). Les résultats obtenus montrent que les phytoplasmes sont plus proches,
phylogénétiquement, des Acholeplasma et des Anaeroplasma, que des mycoplasmes
animaux et des spiroplasmes. Tous possédent Bacillus subtilis comme ancétre commun.
Les résultats obtenus a partir de I'espaceur 16 S/23S ont précisé la position phylogénétique
des phytoplasmes (figure5).
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Figure 6 : Situation des Phytoplasmes parmi les mollicutes et
deux bactéries classiques (arbre phylogénétique établis a partir de la
fraction 16 S de I'ADN ribosomique) (Cousin et Boudon-Padieu., 2001).

L a classification des phytoplasmes, quant a elle, a souvent été changée en fonction
de I'évolution des techniques mises en ceuvre pour I'étude de ces derniers. Néanmoins les
derniers changements ont été établis en 2006 et c’est a partir de cette année que le nom du
genre Phytoplasma a été définitivement révisé pour laisser place au statut de Candidatus
(Anonyme., 2006).

La place des Phytoplasmes dans la taxonomie est donc la suivante :
Régne : Bacteria.

Division : Firmicutes.

Classe : Mollicutes.

Ordre : Acholeplasmatales.

Famille : Acholeplasmataceae.

Genre : Candidatus phytoplasma.
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Espéce : Candidatus phytoplasma sp.

1.4 -Les phytoplasmoses affectant les rosacées
fruitieres

En se basant sur le séquencage de la fraction 16S de 'ARN par RFLP, 15 groupes,
caractérisés par des propriétés biologiques, phytopathologiques et génétiques qui leur sont
propres, ont été établis (Tableau 3).

En régions tempérées, les maladies a phytoplasmes des arbres fruitiers appartiennent
a deux groupes principaux phylogénétiquement distincts, celui des X diseases, et celui de
I'Apple proliferation (Anonyme., 2006).

Le premier groupe rassemble Castern X—disease et Western X-disease qui présentent
des symptémes légérement différents mais sont actuellement considérés comme deux
souches du méme pathogéne, le Peach X -disease phytoplasma, qui n'est présent qu’en
Ameérique du Nord (OEPP/CABI.,1996).

Le second se rapporte aux agents de la prolifération du pommier, du dépérissement du
poirier (Pear decline, PD), des jaunisses européennes des fruits a noyaux (European stone
fruit yellows, ESFY) qui affectent I'abricotier, le pécher, I'amandier, le prunier européen et
japonais (Seemdiller., 1999).

1.4.1- La prolifération du pommier, Apple prolifération Phytoplasma

Cette maladie est présente dans les pays de I'Union Européenne, et probablement en Inde
et en Afrique du sud. Elle affecte le pommier dont plusieurs variétés se sont montrées
trés sensibles. La transmission de la maladie se fait par greffage de pommier a pommier
(écussonnage et autres pratiques) et par fusion des racines (Anonyme., 2006).

Les symptdbmes extériorisés par les arbres infectés sont la baisse de la vigueur,
I'apparition de zones nécrotiques sur le tronc et les branches, des racines fines et dont
I'écorce se colore en brun rougeéatre, des feuilles petites et chlorosées ou rougeétres, des
stipules anormalement longues et une défoliation prématurée (Anonyme., 2006).

Mais le symptome le plus caractéristique est le développement prématuré des
bourgeons axillaires durant les deux ou trois premiéres années suivant linfection, ce
qui donne I'aspect balai de sorciére. Lorsque l'infection est moyenne, I'arbre peut se
rétablir(Anonyme., 2006).

Ces symptdémes ne s'expriment pas uniformément sur I'ensemble de l'arbre et sont
souvent localisés sur une partie de celui-ci, de méme tous les symptoémes décrits ne
s'expriment pas en méme temps. En fonction des conditions climatiques et des conditions de
culture, on peut observer une rémission des symptémes plus ou moins durable. Souvent a
I'état latent la maladie s'exprime aprés des a-coups de végétation (taille sévere, sur greffage)
(Anonyme., 2006).

1.4.2- Le dépérissement du poirier ou Pear décline phytoplasma
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Cette maladie est largement distribuée & travers 'Europe, le Canada et les Etats Unis et
méme en Libye, et son principal hbte est le poirier. Elle se transmet par un psylle, Cacopsylla
pyricola.

Selon le porte greffe, les pratiques culturales et la pression en psylles vecteurs, on
distingue :

Le quick decline : les arbres meurent en quelques semaines du fait que le phloéme, au
niveau du point de greffe est endommagé, et empéche la translocation des éléments nutritifs
vers les racines, durant la période de croissance. Les fruits dans ce cas ne se développent
pas et flétrissent en méme temps que les feuilles.

Le slow decline : les feuilles sont petites a bords enroulés et d’une teinte vert clair qui
vire au rouge en automne .Le nombre de fleurs est réduit et les fruits restent petits.

1.4.3- Les jaunisses européennes des fruits a noyau ou European
stone fruit yellows, (ESFY)

22

Dans cet ensemble, on retrouve I'enroulement chlorotique de I'abricotier également appelé
I'enroulement chlorotique du pécher qui touche tous les prunus, et qui est pour le moment
limité aux pays de I'Europe. Néanmoins, un signalement non encore confirmé a été fait en
Afrique du sud (Morvan ., 1977).

Apparemment propagés par une cicadelle, Fieberiella florii , mais non encore confirmé,
les symptdmes sont repérables toute I'année et consistent surtout en un départ de
végétation au cours de I'hiver, un jaunissement et enroulement des feuilles et un
dépérissement des charpentes.
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Grinpes . Espeies.
1631 (groupe des Aster Yellow) Coxdidat 5 feftoplama acteric
Coxdidem s phopoplama japoriom,
16310 (groupe des Fearont Wikches - hrooamn). Coxdidod 5 fheptoplama mait o lia.
163rT (groupe des X Hisease). Coxdidam 5 fertop e ma P,
Coxdidatys plytoplasma patmas .
Clhxdidom s phoptoplama ca stax s,
Cloxdidem 5 phoptoplaama cocoshizeriae .
163V (Eroup e des Ehn wellow). Coxdidam 5 fhertoplama mwphi
Condidot s poptoplama witis .
Coxdidod 5 fheptoplama nimi.
163rVI (proupe des Clover probif eratiom). Coxdidot 5 fheptoplamatrifiolii.
1630V (groupe des Ashyedlow). Coxdidot 5 ghoptoplama fmedre .
1637 VI {pmonmpe des Daffa vabehoes -hrooamn) Coxdidot s fheptoplama hifue.
163xTX (proup e des pigecn pea vilhes-hoo on) Coxdidot 5 foptoplama phoetic om.
163X (Froupe des Apple probif ecatiom). Coxdidam s fhertoplema mali.
Condidat s phoptoplama prri.
Cloxdidot s phoptoplama promonm.
Coxdidad 5 peptoplama spartii.
Coxdidom 5 oo lema thamdi.
Cloxdidot s phoptoplema allocaaiarime.
163rXT (proup e des Riceyedlow dwart). Coxdidam 5 fertop 1aTma 0Ty me .
163 XTT (Froup e des Stolkux). Coxdidot s froptoplema cold.
Coxdidot 5 gheptoplama mactralisree .
165rXTH  (groupe  des Mleadcan  pednvindde | Howoercor: définde.
Vires{ence).
163 XTIV (Frongp e 1es Barwnla Whikeleaf). Coxdidom 5 fremoplema cmodotis .
163 TNV (gronp e L e Hikisous Wibches-broorn). Coxdidom 5 fhertoplama b lisee .

I.5- Les méthodes de lutte

Tableau 3 : Principaux groupes de maladies a phytoplasmes(Anonyme ., 2006).

1.5.1-Sélection sanitaire, surveillance du matériel de départ : Pieds-

meres

Les phytoplasmoses ne sont pas transmissibles par les semences, mais les parties
végétatives contaminées peuvent étre responsables de leur propagation, particuliérement
dans le cas d'espéces ligneuses. La sélection sanitaire repose sur le choix de pieds-méres
sains a la fois pour la production de scions et de porte-greffes, ce qui est particulierement
délicat car des pieds sans symptdmes peuvent se révéler infectés s'ils ont été contaminés
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tardivement au cours de I'été précédant le prélévement des greffons, alors que la maladie
est encore en incubation.

1.5.2-Elagage de plantes malades

Dans certains cas, I'élagage de branches malades dés I'apparition des premiers symptomes
peut étre recommandé. Ainsi, des vignes atteintes par la maladie du bois noir, dont
les sarments présentant des symptédmes ont été supprimés, peuvent se maintenir sans
symptdmes pendant plusieurs années. Cette méthode ne présente de risque que dans le
cas ou la plante hote est un hote préférentiel du vecteur (cas de la flavescence dorée de la
vigne dont le vecteur Scaphoides titanusn’a pas d’autres hotes)(Boudon-Padieu .,1999)

Dans le cas du « balai de sorciére du peuplier », I'élagage des rameaux situés a
la base de l'arbre a été conseillé, car les jeunes larves de l'insecte-vecteur Rhytidodus
decimusquartus migrent a partir de cette zone vers les parties supérieures de l'arbre au
printemps.

1.5.3-Elimination des plantes-hétes réservoirs

L'élimination des plantes-hbtes réservoirs est recommandée et, dans le cas de la «
flavescence dorée » de la vigne, la destruction des vignes malades ou abandonnées, seuls
hotes et réservoirs de la maladie, est exigée.

En ce qui concerne le « bois noir » de la vigne et le « dépérissement jaune de la lavande
et du lavandin » (groupe « stolbur »), I'élimination des adventices par le nettoyage des
jachéres et des chemins est fortement conseillée, le liseron (Convolvulus arvensis) et les
labiées étant les principaux réservoirs de la maladie. (Cousin et Boudon-Padieu., 2002).

I.5.4-Surveillance de I'activité des vecteurs

Dans le cas de maladie dont le vecteur n’est inféodé qu’a I'espéce cultivée et lorsque le
nombre de générations par année est peu élevé, on peut avoir recours a des traitements
chimiques. Tel est le cas par exemple de la « flavescence dorée », Scaphoideus titanus est
inféodé a la vigne et ne posséde qu'une génération par an. Des avertissements de traitement
ont été mis en place en France. Le premier, un mois, aprés le début de I'éclosion, est destiné
a éliminer tous les insectes, car ils sont susceptibles d'étre infectieux un mois aprés leur
premier repas pris sur une vigne malade. Un ou deux traitements additionnels sont appliqués
a un mois d'intervalle. Ces traitements constituent actuellement la seule méthode de lutte
efficace contre la maladie.

La lutte est beaucoup plus aléatoire dans le cas du « bois noir » de la vigne transmis par
Hyalesthes obsoletus, un cixiide polyphage, qui ne se nourrit que trés occasionnellement
sur la vigne. Dans ce cas, un labour du sol permet de réduire les larves présentes sur les
racines en les exposant au froid.

1.5.5-Thermothérapie

Une méthode pour guérir les vignes en immergeant les sarments dormants ou les plantes
greffées, pendant 45 min dans de I'eau chaude & 50 °C s'est avérée efficace, sans danger et
a été recommandée par I'International Board for Plant Genetic Resource (FAO/IBPGR) pour
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des déplacements de germeplasmes de vigne en toute sécurité(Boudon-Padieu.,1999). Un
programme d'élimination des phytoplasmes et des virus a été entrepris en Nouvelle-Zélande
pour régénérer des variétés et des porte-greffes de poiriers introduits d'autres continents
(Wood., 1997). La thermothérapie s'est révélée efficace en Inde pour lutter contre les «
pousses étroites » (grassy shoot) de la canne a sucre, phytoplasmose qui constitue I'une
des maladies les plus dangereuses pour cette espéce, avec des pertes de rendement
pouvant atteindre 100 % (Viswanathan et al., 1999 ). La vapeur en milieu aéré, aerated
steam therapy (AST), a 50 °C pendant une heure, ne suffit pas pour réduire la maladie
de facon significative, tandis que le traitement a 52 °C, pendant la méme durée, élimine
complétement les phytoplasmes, sans altération des bourgeons.

.5.6-Prémunition

La protection croisée, dont I'efficacité a été signalée dans le cas de la « prolifération du
pommier » (Kunze., 1976) et de « I'enroulement chlorotique de I'abricotier » (Castelain et
al., 1997), pourrait étre étendue a d'autres phytoplasmes responsables de maladies sur des
arbres fruitiers et contre lesquelles il n'existe pas actuellement de méthode efficace de lutte.

I.5.7-Recherche de variétés résistantes ou tolérantes par sélection
classique

Différents types de résistance a I'agent pathogéne, de différence de sensibilité des cultivars,
de résistance a l'insecte vecteur ou variation de I'appétence d'une plante pour les vecteurs,
sont utilisés dans le cadre de la lutte contre les phytoplasmoses.

Carraro (1998) a montré que, contrairement aux variétés japonaises, les variétés
européennes de pruniers sont trés tolérantes au phytoplasme responsable de la
«leptonécrose, plum leptonecrosis » (PLN), considéré comme trés voisin de celui de «
I'enroulement chlorotique de l'abricotier, apricot chlorotic leaf roll » (ACLR).Une grande
diversité dans l'intensité de la maladie chez les différents Prunus (P. salicina, P. armeniaca,
P. cerasifera et P. domestica), tous fortement infectés, a pu étre obserevée ( Carraro et al.,
1998).

Aux Etats-Unis et en Chine, une étude menée sur Prunus virginiana L. atteint de
la « maladie X, Western X » et faisant appel a des méthodes de diagnostic de plus en
plus sensibles, a montré que l'absence de symptdmes, corrélée a une faible teneur en
phytoplasmes, pourrait étre utilisée dans des programmes de sélection en I'absence de
résistance vraie (Guo et al., 1998).

Dans d’autres cas, et notamment pour lutter contre le « Pear decline » (PD) et
la « prolifération du pommier », il est possible d’utiliser des porte-greffes de moindre
sensibilité(Seemdlller et al., 1998). Malheureusement dans le cas de la vigne, certains porte-
greffes tolérants contribuent a transmettre la maladie et a entraver le rétablissement des
scions (Caudwell et al., 1994).

Les difféerences d’ « attirance » de l'insecte-vecteur envers la plante peuvent aussi étre
a l'origine de variations de sensibilité. Boudon-Padieu en 1999, indique que le cépage «
Chardonnay » est particulierement attractif pour Hyalesthes obsoletus vecteur de la maladie
du « bois noir » de la vigne. Ainsi la recherche de cépages moins attractifs pour l'insecte
pourrait constituer une méthode de lutte efficace.
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Dans tous les cas, il convient d'augmenter la diversité génétique en intensifiant
la recherche de nouveaux clones pour éviter les problémes liés a la monoculture
qui a grandement contribué au caractére épidémique de certaines maladies telles le
dépérissement de Populus migra cv ltalica et le dépérissement jaune du lavandin.

Les efforts de sélection doivent donc prendre en considération la résistance ou la
tolérance au phytoplasme, la répulsion a ses vecteurs, la qualité des essences produites et
une bonne adaptation au milieu (Cousin et Moreau ., 1991).

l. 6-ldentification

Comme pour tous les autres agents pathogénes, le diagnostic d’'une maladie a phytoplasme
peut se faire a I'aide de plusieurs techniques complémentaires, les méthodes biologiques
(symptomatologie sur héte et transmission de I'agent par greffage, cuscute ou vecteurs),
des méthodes histologiques notamment celles utilisant la microscopie électronique ou
photonique en présence de fluorochromes (DAPI), des méthodes sérologiques (ELISA) ou
encore des méthodes moléculaires (PCR).

1.6.1- Méthodes biologiques

Ces méthodes consistent a transmettre le phytoplasme soit en greffant une variété a tester
sur une autre sensible qui a la capacité d’extérioriser facilement les symptémes recherchés
('indexage) ou en réalisant un pont de cuscute entre une plante étudiée et une plante héte
d'une autre famille (Cousin et Boudon-Padieu., 2001 ; Pracros.,2000).

1.6.2- Méthodes histologiques

Ces méthodes peuvent étre soit non spécifiques au phytoplasme mettant ainsi en évidence
des phénomeénes se passant au niveau de la plante en présence du pathogéne (exemple :
l'autofluorescence, la détection de callose.) ou bien spécifiques au phytoplasme et
particulierement a son ADN et consistent alors en une coloration spécifique de I'ADN en
utilisant certains réactifs comme le réactif de Feulgen en lumiére normale ou fluorochromes
en lumiére fluorescente. La fluorescence en DAPI (4'-6 diamidino-2 phénylindole-2 HCI) est
aussi utilisée en diagnostic des phytoplasmes, ce réactif a la capacité de détecter les acides
nucléiques riches en nucléotides A et T aprés observation aux rayons ultra violets (Cousin
et Boudon-Padieu. , 2001).

1.6.3 -Méthodes sérologiques
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Ces méthodes nous permettent d’utiliser les relations qui existent entre un antigéne et son
anticorps spécifique dont les plus utilisées pour la détection des phytoplasmes sont les
suivantes :

L’immunofluorescence

Elle utilise la fluorescence en lumiére bleue (450 nm) de l'isothiocyanate de fluorescéine
fixé sur un anticorps, pour révéler la présence d'antigénes homologues présents dans les
tissus infectés (Cousin et Boudon-Padieu., 2001).
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Limmunomarquage

Dans ce cas, l'antisérum est couplé a de l'or colloidal qui permet le repérage en
microscopie électronique ou est amplifiée par de I'argent pour le repérage en microscopie
photonique (Cousin et Boudon-Padieu., 2001).

Enzyme linked immunosorbent assaye (ELISA)

Le test ELISA est adapté aux analyses en série des phytoplasmes, il permet de
différencier entre les maladies qui portent les mémes symptdmes et peut étre utilisé sur les
nervures, les pétioles, les jeunes rameaux et méme sur les insectes vecteurs. Ce test n’est
pas assez sensible sur les tissus des portes greffes infectés qui sont généralement pauvres
en phytoplasmes détectables (Anonyme., 2002).

.6.4-Méthodes moléculaires

Les méthodes moléculaires, du fait de la faible concentration et l'inégale répartition des
phytoplasmes dans I'hote, sont celles qui sont le mieux adaptées a ce cas de figure. Tres
sensibles et extrémement fiables, elles sont indispensables pour une détection de routine,
en particulier dans les cas de plantes tolérantes porteuses. Plusieurs techniques sont
utilisables, tout dépend du but recherché.

1.6.4.1- Localisation génomique des oligonucléotides (figure 7)

Les différents oligonucléotides utilisés pour la détection des phytoplasmes sont localisés
au niveau de la fraction 16 S, I'espace inter génique non transcrit (1S) et une portion de la
fraction 23S ces derniers peuvent étre divisés en deux groupes :

Les amorces universelles

Elles permettent de détecter la présence ou I'absence du phytoplasme au niveau de la
plante. Selon la localisation génomique de ces derniéres nous pouvons distinguer :

Les amorces pouvant amplifier 'ensemble de la fraction 16S, I'espace inter génique

(IS) et une portion de la fraction 23S telles les amorces NPA2F/R (1667pb), PA2F/R

(1669pb) (Heinrich et al., 2001), P1/Tint (1627pb) (Smart et al., 1996) et les amorces
P1/P7 qui amplifient 1784 pb et qui sont les plus utilisées (Schneider et al.,1995).

Les amorces ne pouvant amplifier que la fraction16S dont : R16m/F2/mR1 (1416pb)
(Gundersen et Lee., 1996). R16F1/R0 (1300pb), R16F2n/R2 (1239pb) décrites par
I'équipe de Lee en 1995, fU5/U3 (876pb) (Lorenz et al., 1995) et enfin M1/2 ( 509pb)
(Gibb et al., 1995).

Les amorces spécifiques

Ces amorces sont spécifiques a des séquences non conservées de la fraction 16S de
I'’ADN ribosomique parmi elles deux paires spécifiques aux arbres fruitiers ont été décrites.
La premiére étant la paire fo1/ro1 décrite par Lorenz et al en 1995 qui amplifie 1057 pb, la
seconde, étant R16(x) F1/R1 qui amplifie 1085pb (Lee et al., 1995).
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Figure 7 : Position des oligonucléotides sur I'unité ribosomique du phytoplasme.

1.6.4.2- Diagnostic

L’hybridation de ’'ADN avec des sondes oligonucléotidiques permet d’'une part d’établir les
différents groupes génétiques des phytoplasmes (le dot blot) et d’autre part de déterminer
les relations étroites entre les membres des groupes et des sous-groupes (le Southern blot)
(Lee et al ., 1992).

L'amplification de séquences spécifiques d'ADN par PCR s'est révélée étre la méthode
de choix pour le diagnostic des phytoplasmes (Cousin et Boudon-Padieu., 2001). La PCR
peut étre effectuée a partir du végétal infecté et méme a partir d'insectes-vecteurs, ce qui
permet la détection des phytoplasmes d’'une part et I'établissement d’'une corrélation entre
la transmissibilité de la maladie et son vecteur d’ autre part (Tanne et al ., 2001).

Plusieurs types de protocoles de PCR sont envisageables (Cousin et Boudon-Padieu.,
2001).
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La PCR utilisant des amorces universelles obtenues a partir de séquences
conservées des phytoplasmes, permet de déceler un large spectre de
phytoplasmoses, tant chez la plante que chez l'insecte vecteur. Les amorces P1-P7
qui amplifient I'ensemble de I'ADN r16 S et de I'espaceur 16 S/23S sont frequemment
utilisées.

La PCR a I'aide d’ amorces spécifiques choisies dans des séquences non conservées
de I'ADN ribosomique (ADN r16 S, espaceur 16 S/23S) ou dans des séquences
obtenues a partir de fragments d'ADN clonés au hasard.

La PCR gigogne ou nested PCR, qui fait appel a deux réactions d'amplifications
successives, et qui a pour but d'augmenter la sensibilité du diagnostic lorsque
la détection est particulierement difficile en raison de la faible concentration en
phytoplasmes ou de la présence d'inhibiteurs dans les extraits soumis a la PCR.

L'immunocapture PCR permet d'éviter les longs processus d'extraction de I'ADN des
phytoplasmes, lorsqu'on dispose d'un antisérum spécifique de la maladie a I'étude.
Cette méthode, applicable a la fois a la plante et a 'insecte, posséde une spécificité
élevée, une grande sensibilité et est d'exécution rapide (Kesumawati et al .,2006).

La PCR quantitative consiste a comparer, sur un méme gel d'électrophorese,
l'intensité des bandes de deux fragments d'’ADN, amplifiés par les mémes amorces,
mais de taille différente, donc aisément repérables sur le gel. L'un d'eux (ADN cible
a I'étude) entre en compétition avec le second (ADN compétiteur de concentration
connue) pour l'utilisation des amorces. Cette méthode, trés sensible, peut étre
appliquée a I'ensemble des phytoplasmes, a condition de choisir un compétiteur
approprié. Elle permet de suivre les fluctuations de la quantité des phytoplasmes au
cours des saisons et dans les différents organes de la plante, ce qui est trés utile en
particulier dans le cas des essences ligneuses.
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lI- MATERIEL ET METHODES

Il.1- Matériel végétal

11.1.1- Zones de récolte des échantillons

Les prospections ont été faites au niveau des stations expérimentales de I'institut technique
des arbres fruitiers (ITAF) dans les régions suivantes : Tessala el merdja, Boufarik, Ben
Itamou, Ben chikao (Médéa) et Ouamri (entre Médéa et Chlef) et ce a partir du mois de

juillet 2006 jusqu’au mois d’octobre 2006.

1.1.2- Espéces végétales

Les échantillons sont prélevés sur différentes espéces (néflier, pécher, prunier, abricotier,
pommier et poirier) montrant des symptomes rappelant ceux dus aux phytoplasmes. Les
différentes espéces et variétés ainsi que les symptdmes extériorisés sont reportés dans le
tableau 5. Les témoins (ne présentant aucun symptédme) sont récoltés sur une exploitation
privée.

1.1.3- Préparation des échantillons et conservation

Les échantillons de feuilles prélevés au niveau des différentes parcelles sont lavés a I'eau
du robinet, puis séchés entre deux couches de papier absorbant. Les feuilles destinées a
une utilisation ultérieure sont pesées, placées dans des sachets en matiére plastique puis
entreposées dans un congélateur réglé a -20°C. Notons que sur les grandes feuilles seules
les nervures sont découpées et conservées.

Il.2- Observation des symptémes
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Le diagnostic au champ est effectué sur la base des symptdmes décrits dans les ouvrages.
En effet, le jaunissement des feuilles et le dépérissement de certaines charpentes, sur
abricotier, sont des symptémes qui ont été observés lors d’infections liées a la présence
de L'European Stone Fruit Yellows phytoplasma (ESAFY) (Myrta et al., 2003, Ramel et al.,
2003). Concernant le pécher, le prunier et le néflier, ces espéces sont sensibles aux mémes
phytoplasmes, (peach rosette phytoplasma, peach X disease phytoplasma, peach yellows
phytoplasma et apricot chlorotic leafroll phytoplasma) (Anonyme., 2003a) .

Dans le cas du pommier, hote du phytoplasme de la prolifération du pommier ou Apple
Prolifération, qui selon 2000) et Anonyme (2001a), s’exprime par un feuillage clairsemé et
d'aspect jaunissant, une réduction de la taille des feuilles et un développement en rosette.
Ces symptdmes sont parfois accompagnés par une coloration rougeatre des feuilles des
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extrémités des pousses ainsi qu’un chevelu racinaire fin et abondant et une réduction ou
une inhibition de la fructification.

Pour ce qui est du poirier, la maladie du Pear Decline décrite sur poirier s’exprime par un
rougissement des feuilles qui, selon la gravité (dépérissement lent ou rapide), entraine les
années suivantes soit un flétrissement des feuilles et un dépérissement soit un enroulement
avec nanisme des feuilles et un affaiblissement plus lent de I'arbre (Anonyme., 2001b).

Les prélevements sont effectués sur le maximum d’individus présentant des
symptdbmes rappelant ceux induits par les phytoplasmes (tableau 5).

1.3 — Diagnostic moléculaire

11.3.1- Extraction des ADN Ahrens et Seemiiller (1992)

Les acides nucléiques sont extraits a partir des nervures principales des échantillons de
feuilles conservés au congélateur a -20°C. La méthode utilisée pour I'extraction des ADN
est celle décrite par Ahrens et Seemiiller en 1992.

Dans cette méthode 1,5 g de I'échantillon a analyser sont mis en incubation durant
10 minutes dans 8 ml de tampon PGB, a I'intérieur d’'un mortier maintenu au froid. Aprés
broyage, 5 ml du méme tampon sont ajoutés et le mélange est centrifugé durant 5 minutes
a 2500 g. Le surnageant est récupéré puis soumis a une nouvelle centrifugation de 25
minutes a 18000 g. Le culot repris dans 1 ml de CTAB est mis en incubation au bain mari
durant 1 heure a 60°C (bain Marie) ; les ADN sont alors extraits de la phase aqueuse aprés
addition d’un mélange chloroforme —isomyalcool (24v/1v) et d’'un volume égal d’isopropanol
froid, suivie d’'une incubation de 1 heure au froid (sur de la glace), le mélange est ensuite
centrifugé a 12000g durant 10 minutes. Le culot récupéré est dissous dans 400ul de tampon
TE additionné de 40ul d’acétate de sodium a 3M, et de 0,9 ml d’éthanol a 95° .Aprés une
nouvelle incubation de 12 a 24 heures a -20°C, le surnageant est éliminé et le culot est
lavé avec de I'éthanol a 80°, puis dissous dans 100ul d’eau stérile. Les ADN sont ensuite
lyophilisés et conservés sous cette forme jusqu’a leur utilisation.

La composition compléte des tampons utilisés pour cette étape est donnée en annexe.

11.3.2- Electrophorése des ADN sur gel d’agarose en gradient de
concentration

Ne disposant pas d’ADN marqueurs, nous avons réalisé une série d’électrophoréses sur
des gels d’agarose a différents gradients de concentration (de 1 % a 2.5%.) de maniére a
déterminer les limites inférieures et supérieures de la taille des fragments purifiés.

Nous avons utilisé la méthode de Querci et al. (2004) qui permet de déterminer la taille
des fragments d’ADN retenus en fonction de la concentration du gel en agarose. Les gels
sont soumis a une migration de 2 heures a 100V soit pour une distance de migration 10 cm
pour tous les gels. Aprés migration, les gels sont colorés au bromure d’éthidium pendant 30
minutes,l'observation des bandes se fait sous UV.
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11.3.3- La Polymerase Chain Reaction (PCR)
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La portion des genes codant pour les ARN ribosomiques a été obtenue en utilisant des
amorces nucléotidiques synthétiques celles ci nous ont été fournies par la Professeur
FERRAO de l'université d’Udine (figure 6).La synthése de ’ADN double brin est réalisée
en amplification par PCR gigogne « Nested PCR » décrite par Querci et al. (2004). La
PCR gigogne est plus précise qu’'une PCR simple dans la mesure ou elle utilise deux types
d’amorces (tableau 4). Son principe est le méme qu’'une PCR classique sauf qu’elle se fait
en deux étapes :

Dans un premier temps, les amorces P1 et P7 ont permis I'amplification de 'ADN
correspondant a I'extrémité 5’ de la fraction 16S, I'espaceur 16S-23S et une petite portion
de 10 paires de bases de la fraction 23S soit 1784 paires de bases en tout . Les produits
de cette

premiere amplification sont amplifiés une seconde fois par les amorces fU5 et RU3 qui
permettent d’amplifier TADN correspondant a 876 paires de bases de la fraction 16S.

Cette manipulation se déroule en totalité dans un thermocycleur (Mj.Reasearch.INC).
Durant la premiére amplification, les ADN purifiés sont tout d’'abord dénaturés a 94°C
durant 2 minutes. lls sont ensuite soumis a un premier cycle d’amplification comprenant
une dénaturation (1 minutes a 94°C), une hybridation par les amorces P1 P7 (1 minute a
55°C) puis une élongation (2 minutes a 72°C). Ce cycle qui est répété 40 fois est suivi d’'une
élongation finale de 10 minutes a 72°C.

Dans la seconde amplification, ces mémes ADN sont dénaturés a 95°C durant 2
minutes, puis soumis a un second cycle d’amplification avec les amorcesfU5/RU3, soit
une dénaturation secondaire (30 secondes a 94°C), une hybridation par les amorces (30
secondes a 55°C) puis une élongation (1 minutes 30 secondes a 72°C). Ces trois étapes
sont répétées 38 fois, avant une derniére élongation de 10 minutes a 72°C.

Les produits amplifiés par PCR gigogne sont analysés par électrophorése dans un
gel d'agarose (1,5 % dans du tampon TBE 0,5%) puis colorés au bromure d’'éthidium.
Les fragments d’ADN amplifiés sont enfin visualisés a la lumiére ultraviolette grace a un
translluminateur (Konrad Benda Wiesloch). L'apparition de bande au niveau du gel révéle
que I'échantillon est infecté par contre son absence indique que l'individu est sain.
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Figure 8: Schéma descriptif de la PCR gigogne (Nested PCR) (Bai et al., 2006)
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Figure 9 : Position des oligonucléotides sur l'unité
ribosomique du phytoplasme lors de la PCR gigogne.

1.4 - Diagnostic histologique utilisant le DAPI

En lumiere ultra violette (380 nm), la fluorescence au DAPI (4'-6 diamidino-2 phénylindole-2
HCI) détecte préférentiellement les molécules d’ADN riches en nucléotides A et T ce qui
est le cas des phytoplasmes. Cette méthode n’est pas spécifique aux phytoplasmes mais
représente un moyen de diagnostic préliminaire.

33



Recherche de maladies a phtoplasmes sur rosacées fruitiéres dans la région du centre Algérien

I.4.1-Réalisation des coupes (Planche1)

Fixation et inclusion (Planche2)

La méthode employée est celle utilisée par Sahraoui en 1989. Dans cette méthode,
les nervures principales prélevées sur des échantillons encore frais, sont découpées
en fragments de 1 cm de long. Ces fragments sont fixés durant 24 heures et plus
dans un mélange constitué de formol, acide acétique et alcool (FAA), puis déshydratés
par passages successifs dans des bains d’alcool de degré croissant (70-100°). Aprés
substitution progressive de I'alcool par le toluéne (miscible a la paraffine), puis du toluéne par
la paraffine, les échantillons sont alors définitivement montés dans des moules contenant
de la paraffine liquide (58°C) et pure (filtrée). Aprés refroidissement complet de la paraffine
a I'air ambiant, les blocs de paraffine sont démoulés, puis préparés pour la coupe au
microtome. La composition compléte des tampons utilisés pour le diagnostic en microscopie
photonique a fluorescence est donnée en annexe.

Réalisation des coupes en paraffine

Les blocs obtenus aprés inclusion définitive sont montés dans le porte-bloc du
microtome (LKB), le couteau de ce dernier est réglé de maniére a dresser une face de coupe
nette (coupes épaisses). L’épaisseur du ruban sera ensuite définitivement fixée a 8 microns
avant de procéder a la confection des coupes histologiques sériées.

Collage et déparaffinage des coupes

Les rubans de paraffine portant les échantillons sont recueillis sur des lames propres
inondées par de I'eau albuminée a 0.1%.Les lames sont ensuite déposées sur une plaque
chauffante réglée a 30°C pour permettre I'étirement des coupes une fois I'excés d’eau
évaporé. Elles sont ensuite placées a I'étuve réglée a 37°C pendant 24 heures pour assurer
une bonne adhésion des coupes sur celles-ci. Aprés déparaffinage par passage progressif
d’abord dans du toluéne puis dans des bains d’alcool de degré décroissant (100- 70°), les
coupes sont réhydratées dans de I'eau distillée puis colorées selon la technique de Savoure
(1984).

Coloration au réactif de HOECHST et observation

La solution stock de coloration est directement préparée a partir du réactif de Hoechst
33 258 dissous dans de l'eau distillée (annexe) puis conservée a 4°C. Au moment de
I'emploi, la solution est diluée dans du tampon cacodylate (0.1M, pH 7.2) pour I'obtention
d’une concentration finale de 0.5a 1 pg /ml.

Les coupes réhydratées sont plongées durant 20 minutes dans la solution de coloration
puis rincées dans deux bains successifs de tampon cacodylate (0.1M) de 2 a 3 minutes
chacun. Elles sont ensuite montées, entre lame et lamelle, dans une solution constituée
d’'un mélange de 50% de tampon cacodylate (0.2M) et 50% de glycérine puis scellées par
du vernis a ongles.

1.4.2-Observation au microscope

34

Les coupes sont observées en lumiére ultra violette bleue a l'aide d’'un microscope
photonique (Hund Wilover Swtzlar), équipé d’'une lampe a mercure et de filtres (1 filtre
excitateur: 0.3 ; 1 filtre d’arrét: G 247 ; 1 filtre bleu: 510).
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Planche 1 : Etapes suivies pour la préparation
histologique pour la microscopie photonique.

: Fixation,

: Déshydratation et substitution,

: Inclusion progressive.

: Inclusion définitive et moulage,

: Réalisation des coupes en paraffine.
: Collage,

: déparaffinage des coupes,

: Coloration.
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lll- RESULTATS ET DISCUSSIONS

lll.1- Symptomes observés aux champs

Les symptdbmes les plus communs rencontrés sur arbres fruitiers durant les prospections
sont reportés dans le tableau 5.

-Sur le pécher : nous avons essentiellement noté un rougissement ou un noircissement
des feuilles accompagné par une nécrose (Planche 3 : figures A et B). Sur certains arbres
nous avons observé un développement des feuilles en rosettes (Planche 3, figure C). Quelle
que soit la région, les individus porteurs de ce type de symptdmes, finissent par dépérir
totalement.

- Sur abricotier, le symptdme le plus frappant est le jaunissement des feuilles
accompagné par un dépérissement de certaines charpentes (Planche 3, figure D).

- Le néflier présente une nécrose des feuilles, des rameaux et des inflorescences
(Planche 3, figure E).

-Sur le prunier nous avons observé des mosaiques et un rougissement ou brunissement
et un enroulement des feuilles, certains rameaux dépérissent (Planche 3, figures F et G).

- Les pommiers extériorisent un jaunissement qui évolue en une nécrose entrainant
un dépérissement de 'arbre et un développement des feuilles en rosette. Certaines feuilles
montrent des rougissements (Planche 4, figures H, I, J et K).

- Le poirier montre un jaunissement et un desséchement des feuilles (teinte nécrotique)
(Planche 4, figure L).

Pour résumer, il semble que les symptébmes rencontrés quelle que soit I'espéce
sont en majorité représentés par des jaunissements ou rougissements du feuillage, un
développement en rosette, des enroulements des feuilles et enfin des nécroses et des
dépérissements d’'une partie ou de la totalité de I'arbre.

Le jaunissement des feuilles et le dépérissement de certaines charpentes, sur
abricotier, sont des symptdémes qui pourraient étre attribués a L’European Stone Fruit
Yellows phytoplasma (ESAFY).

Concernant le pécher, le prunier et le néflier, les symptdbmes rencontrés lors des
prospections, jaunissements ou rougissements, nécroses et enroulements des feuilles et
enfin le dépérissement des arbres pourraient étre attribués a I'un ou a l'autre de ces
phytoplasmes

décrits précédemment (peach rosette phytoplasma, peach X disease phytoplasma,
peach yellows phytoplasma et apricot chlorotic leafroll phytoplasma) qui, exception faite
pour le peach X disease phytoplasma ,ont été rencontrés dans plusieurs pays d’Europe et
notamment en France,en Belgique , en Suisse ,en Italie, en Bulgarie (OEPP,1998) et méme
au Liban (Abu Jawdah et al., 2003).

Dans le cas du pommier, hote du phytoplasme de la prolifération du pommier ou Apple
Prolifération,parmi tous les symptédmes décrits par les auteurs, nous avons dans notre
cas noté un développement en rosette, un jaunissement et parfois un rougissement du
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feuillage ainsi qu’un dépérissement.Ces symptdmes pourraient étre attribués a la maladie
de la prolifération du pommier d’autant que selon ces mémes auteurs, les symptdmes ne
s'expriment pas uniformément sur I'ensemble de I'arbre et sont souvent localisés sur une
partie de celui-ci. En fonction des conditions climatiques et des conditions de culture, on peut
observer une rémission des symptémes plus ou moins durables et non durables. De plus,
cette maladie est souvent a I'état latent et ne s’exprime qu’aprés des a-coups de végétation.

Pour ce qui est du poirier, sur les parcelles visitées, les arbres montraient surtout
un jaunissement et un desséchement du feuillage, ce qui suggére la présence du pear
decline. Selon les descriptions données par les auteurs (NAPPO., 2007, Anonyme., 2001b ;
OEPP., 1998), les symptdmes observés et décrits plus haut pourraient étre attribués a des
phytoplasmes. L'expression de la maladie peut varier en fonction des conditions climatiques,
du mode de conduite, des portes greffes et des variétés, mais aussi en fonction de la
virulence du phytoplasme. Ainsi dans le cas du balai de sorciére de Populus nigra cv ltalica
(groupe AY, sous-groupe B) Berges et al., (1997), puis Cousin, et al., (1998), ont montré que
la virulence du pathogéne était plus forte en France qu’en Allemagne et expliquent que cette
différence était liée a un léger polymorphisme de séquences détecté en profils RFLP ou en
analyse de la mobilité électrophorétique des hétéroduplex (Heteroduplex Mobility Analysis),
HMA.
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Station expérimentale de Boufarik (TTAF) e 3107/2006 .

-Hiaose des finilles ot des amewze.
Hiflier. -Hécrose des trflorescences.
-Ahsence de frajte,
Pommier wariété Arwa. -Diémeloppemert snTosette.
-Didbatt de janmis cemert des filles.
Pommier wariété Dorset. -Diémre lopDemert st Tosstte.
-Détntt de jaomissemert des feuilles.
-Tomicsemert de 1a périphirie des fouilles.
-Bonyzics ement des permires.
Péchermariétd Cardinal. -Comlenr ronaille dhaplart.
-Diémreloppement enTosettes.
-Diépérissement ds 1"wbre.
Fitaticn expevimentale de Bendtarnen e 014082006
[Prommier wariété Cholden. -Hémase des feaxilles.
Dnépirissement de 1arhre .
Tnmissemerit des fianilles .
Libricotier Tariéte Zine. -Mémose de certaine mmems:.
Ftation expainventale de Midéa (Ben dkao ) 1e 1£09,06.
[Prurier wariété Burla. Erupis semert ci limbe .
[P omumier wariété Start brimsor.. Drémeloppemert en rosette des filles .

Ferme privée sihuée dans levillage de Ben Sehsi (Ber chilcan, Médéa)le 24092006

[P ommier waridté Golder. Hémose de lapériphérie des fuilles.
Drépirissement de Larbre.

[Prider mariété Standey. Mosaique du Limbe.
Ronygiscemert di Tmbe .

[Farrne expérirnantale de uamr Le 30092006 .

[Echardillon.. T —

[P ommier waridté Golder. Hémose des feuilles.
Drépirissement de Larhre.
Hodrcissement des finpilles .

[Pickier wariété Scarlette. Himose des foilles.
Tripiérissement de 1arhre.

[Pécher maridté Top Red| Renigicsement dn limbe.
Drépérissement de arbre.

[Poirier wariété Dt Fales Ghryot. Tnmnis semerit des feuilles.

Tableau 5 : Prospections effectuées au niveau des vergers.
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Planche 3 : Symptémes observés aux champs sur
pécher (A, B, C), néflier (D), abricotier (E) et prunier (F et G).
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Planche 4 : Symptémes aux champs sur pommier (H, I, J, K) et poirier (L).

lll.2- Diagnostic moléculaire

lll.2.1- Electrophorése des ADN sur gel d’agarose en gradient de
concentration

L'observation du gel sous lumiére ultraviolette, aprés coloration au bromure d’éthidium,
révéle la présence de bandes correspondant a des fragments d’ADN de différentes tailles.
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Pomrceritage d azarose. Prizence de bandes. Taille des fragmerdts (ph.
25% Hom. =50
Chai, 50-10000.
¥ Hom. 50-100.
Chai, 50-10000.
15% Hom. 50-200.
Chai, 50-10000.
125%, Hom. 50-300.
Chai, 50-10000.
1% Hom. 50-500.
Chai, 50-10000.

Tableau 6 : Détermination de la taille des fragments
d’ADN des phytoplasmes (Querci et al., 2004)

Ponmcerdage d agarose. Pricence de bardes. Taille des fragmerds (ph .
25 Chai. 50-10000,

2% Chai. 50-10000,

1o Chai. 50-10000,

125 %. Chai. 50-10000,

1% Hom. 50-500.

Tableau 7 : Taille des fragments d’ADN aprés
migration sur gel d’agarose de différentes concentrations.

En comparant les résultats de Querci et al., ( 2004), donnés dans le tableau 6 et
les résultats de notre manipulation reportés dans le tableau 7, nous pouvons apporter les
conclusions suivantes :

Nous remarquons que les fragments d’ADN sont apparus au niveau de quatre gels a
concentrations respectives de 2.5%,2 %,1.5 % et 1.25 % alors que le gel a 1 % ne nous
révéle aucune bande. De plus la netteté des bandes apparues est plus grande sur le gel a
1.5 % que sur ceux des autres concentrations.

Selon Querci et al., (2004), des concentrations d’agarose de 2.5%, 2 % 1.5 % et 1.25 %
donnent aux gels la capacité de retenir des fragments dont la taille est comprise entre 50
et 10 000 pb. Selon la présence ou I'absence de bandes, la taille du fragment d’ADN peut
étre estimée. Ainsi dans le cas des concentrations en agarose de 2,5, 2, 1,5 et 1,25%, la
présence de bandes pourrait indiquer que la taille des fragments d’ADN obtenus a partir
de nos échantillons, est comprise entre 50 et 10 000 pb. Par contre 'absence de bandes
pour une concentration d’agarose de 1 % indiquerait que la taille des fragments se situe
plus précisément entre 50 et 500.

D’aprés cousin etBoudon-Padieu., (2001), la taille de I'espaceur 16S/23S des
phytoplasmes du groupe des Aster Yellow est de 298 pb. Etant donné que nous sommes
en présence de fragments de tailles variant de 50 a 500 pb et que le gel a 1.5 % révéle
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de meilleures bandes (200-400pb), nous pouvons supposer que nos échantillons d’ADN
appartiendraient a des phytoplasmes du groupe Aster Yellow.

I11.2.2- Résultats de la PCR

L'analyse du produit d’amplification obtenu, par électrophorése en gel d’agarose a 1,5 %
a permis I'observation de bandes correspondant a des séquences d’ADN phytoplasmique
amplifié par les deux paires d’amorces (P1/P7, fU3/RUS5) (figure 9), et pour les fragments
d’ADN provenant des échantillons de Prunier Stanley, Pécher Scarlette, Pommier Golden
(1), Pommier Start Krimson, Prunier Burla.

Aucune amplification n’a pu étre décelée dans le cas du Pommier Golden (2), Poirier
Dr Jules Guyot, Pécher Top red, Néflier, Pommier Anna, Pommier Dorset, Pécher Cardinal,
Abricotier Zine,

1 ol Do u

Figure 10 : Résultats de la PCR sur gel d’agarose a
1,6 % (aprés amplification par amorces P1/P7, RU3/fU5).

Pr1 : Prunier Burla(ITAF de Ben chikao.)

Po1 : Pommier Start Krimson (ITAF de Ben chikao).
Po2 : Pommier Golden (ITAF de Ouamri).

Pe : Pécher Scarlette (ITAF de Ouamri).

Pr2 :Prunier Stanley (ferme privée de Ben chikao).
CP : Contréle positif.

Nous remarquons :

- Que seuls les échantillons prélevés dans les régions de Ben chikao et Ouamri se
sont révélés positifs en PCR. Pour tous ceux provenant de Tessala El Mardja, Benitamou
et Boufarik, il n’y a pas eu d’amplification.

- Que seuls les ADN provenant de péchers, pruniers et pommiers ont pu étre amplifiés.

Nous pouvons également constater que dans un méme verger, et au sein d’'une méme
espece, pour certains individus nous avons pu amplifier 'TADN pour d’autres pas, c’est le
cas du pécher provenant de I'I'TAF de Ouamri, ou seule la variété Scarlette a répondu
positivement.

lll.3- Observations en microscopie photonique en
lumieére fluorescente
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La coloration au réactif de HOECHST 33 258 a révélé une fluorescence anormale dans
les plants supposés infectés par des phytoplasmes comparée aux témoins sains pour les
échantillons suivants : Prunier (Stanley), Prunier (Burla) (Planche 5,fig. M,N,et O) , Pommier
(Golden) ,Pommier( Start Krimson) ( Planche 5, fig. P,Q et R),Pécher (Scarlette) ( Planche
5,fig.SetT)

La microscopie photonique ne permet pas de voir les corps phytoplasmiques mais de
voir leurs effets sur les tissus libériens des plantes atteintes. Cette technique a été utilisée
avec succes dans le cas de la flavescence dorée (Carle.,1965) de solanées atteintes de
« stolbur (Cousin et al.,1966), de la phyllodie de la féverole au Soudan (Dafalla.,1987), et
d’'une phytoplasmose sur féve rencontrée a Biskra (Sahraoui.,1989).

Bien que cette méthode soit ancienne, elle reste encore d’actualité étant donné que
les auteurs (Lee.,1999., Cousin et Boudon et Padieu., 2001.) la citent encore comme une
méthode de référence pour un diagnostic préliminaire des phytoplasmes.

Aujourd’hui nous pouvons dire que l'utilisation du réactif de HOECHST pour le
diagnostic des phytoplasmes est une méthode efficace puisque les résultats obtenus
concordent avec ceux obtenus par la Polymérase Chain Reaction (PCR).
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Fhaorescetce
ahondarite des

plortoplagnigues o1
ninreal des tibes
miblés des

achumtillone ffectés.

Fhiorescerce quasi
dheerite 91 riveal des
tubes aibléz des
achardillone caive .

Ohseryrations a1 mimoscope photordque 4

banmiere fhiorescerte (G x 1 0000,

LI: Tawelnjomas,  Tewmem e le,
IT: Prmuka ke, T: Peclor cakte

0 Famae1 Brol

P Tausih = udnik:,
2: Ponauka st
Iamusew,

F. Ponaus s Grollen,

Planche 5 : Observations au microscope
photonique a lumiere fluorescente (Gr x 1 0000).

: Témoin prunier,
: Prunier Stanley,

: Témoin pommier,

: Pommier Start Krimson,
R: Pommier Golden,
S

M
N
O : Prunier Burla.
P
Q

: Témoin pécher,
T : Pécher Scarlette.

La comparaison entre les résultats de la PCR et les symptébmes extériorisés par les
individus étudiés révéle ceci :
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Certains échantillons dont 'ADN a été amplifié présentent les mémes symptomes que
ceux décrits en bibliographie. En effet, les échantillons de pommier de la variété Start
krimson provenant de Ben Chikao dont '’ADN a été amplifié par les deux paires d’amorces
présentaient un développement en rosette qui est 'un des symptdmes de la maladie de
I'apple proliferation (AP) (Anonyme., 2001a).

En revanche, les symptdmes exprimés par le pommier de la variété Golden et dont
I’ADN a pu étre amplifié ne rappellent aucun de ceux décrits en bibliographie.

Notons aussi que le pécher de la variété scarlette pour lequel nous avons obtenu une
amplification montre des symptdmes qui se rapprochent du peach X disease (Anonyme.,
2003b).

Pour d’autres échantillons, bien que les symptdmes extériorisés se rapprochent de ceux
décrits en bibliographie, les fragments d’ADN n’ont pas pu étre amplifiés, c’est le cas de
I'abricotier de Beni Iltamou qui présente un dépérissement de la charpente semblable a celui
attribué a la maladie de I'European Stone Fruit Yellows phytoplasma (ESAFY).

A ce stade de notre expérimentation, nous ne pouvons qu’avancer des hypothéses :

1- Pour certaines espéces provenant de Ben chikao et de Ouamri présentant des
symptdbmes rappelant des phytoplasmoses, les ADN ont pu étre amplifiés par les amorces
utilisées en l'occurrence la P1/P7 et la RU3/fU5, et une fluorescence anormale a pu étre
observée dans les tissus soumis a la détection par le DAPI. Nous pouvons dans ce cas
supposer la présence des pathogénes recherchés sans en donner l'identité exacte puisque
les paires d’amorces ne sont pas spécifiques.

2- Pour d’'autres échantillons, méme si les symptédmes relevés sont imputables a
premiere vue a des phytoplasmes, I'amplification des fragments d’ADN n’a pas donné
de résultats pouvant diriger notre diagnostic vers ce type de maladie. Dans ce cas,
nous pouvons simplement conclure que soit les symptémes observés sont dus a d’autres
causes parasitaires ou non parasitaires , soit que le pathogéne est présent mais que sa
concentration est trop faible pour étre décelée en nested PCR.

Concernant justement la nested PCR, et bien que, selon Berges et al. (2000), cette
technique augmenterait la sensibilit¢ de la PCR de 10 a 100 fois pour chaque cycle
d’amplification, plusieurs auteurs émettent des réserves quant a son utilisation comme
méthode de diagnostic du fait d’'une plus grande probabilité d’apparition de faux positifs liés
aux contaminations (Palmano, 2001) ou a I'existence de séquences homologues entre les

amorces et certaines régions de la fraction 16S de chloroplastes. Pour pallier a ce
probléme, les auteurs suggérent I'utilisation de méthodes d’extraction de ’ADN permettant
d’augmenter la concentration finale en ADN, ou encore de confirmer les résultats obtenus
par l'utilisation d’amorces spécifiques (Tanne et al., 2001).



CONCLUSION GENERALE

CONCLUSION GENERALE

Au terme de ce travail dont le but est la détection de maladies a phytoplasmes sur
les différentes espéces fruitieres du centre algérien nous pouvons tirer les conclusions
suivantes :

Les prospections sur terrain nous ont permis de vérifier I'état sanitaire des espéces
fruitiéres du centre et de constater la présence de plusieurs types de symptdmes sur ces
individus dont certains rappellent ceux causés par les phytoplasmes.

L'analyse au laboratoire des échantillons prélevés nous a permis de conclure ceci :

L’'absence de maladies a phytoplasmes au niveau des régions suivantes : Tessala El
Merdja, Benitamou et Boufarik

La présence des phytoplasmes est concentrée au niveau de la région de Médéa
(Ouamri et Ben chikao).

Les espéces atteintes des maladies a phytoplasmes sont les suivantes : Pommier,
Prunier, Pécher.

Bien que les dégats provoqués par les phytoplasmes au niveau de la région de Médéa
n’aient pas encore pris des proportions inquiétantes la simple présence de ces derniers
devrait attirer notre attention .En effet, cette région constitue un endroit ou I'arboriculture
fruitiere est trés intense et a partir de duquel certaines régions du pays s’approvisionnent
en plants. C’est pourquoi il nous semble que ce travail mériterait d’étre continué d’'une part
pour éviter la propagation de ce type de pathogéne, d’autre part pour mieux comprendre ce
type de maladies et connaitre leur agent causal ainsi que leurs vecteurs. Ceci pourrait se
faire en élargissant I'étude de ces derniers sur d’autres cultures ligneuses ou herbacées.
Pour ce faire il serait intéressant d’entreprendre I'étude des aspects suivants :

- Identification des maladies dont les individus sont atteints.

- Elargissement des prospections sur d’autres régions du pays.

- Recherche des vecteurs et étude de leur évolution parallélement a celle de la maladie.
- Caractérisation moléculaire des phytoplasmes détectés.

- Essai de production de sérum nous permettant de rendre lidentification des
phytoplasmes plus simple et plus précise afin que le diagnostic de ces derniers en Algérie
devienne routinier.
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Annexe produits chimiques

I- Microscopie photonique :
Fixateur Formalin - Aceto- Alcool (FAA) :

- Alcool éthylique @ 50° 0U 70°... ..o 90ml
- Acide acétique glacial............coviiiiii 5ml.
] 1 .0 U 5ml

Solution stock du colorant :

ll- Extraction d’ADN :
Tampon PG (Phytoplasma Grinding) :

- K2HPO4 e,
8.72¢g
- KH P O )
............................... 2.04g
SACCNAIOSE. ... 50g
- Albumine bOVINe. ... ..o 0.75¢g
el 74 RSP R 10g
e =1 B PP 2.92¢g
- ACIAE @SCOIDIQUE......cciiiiiiiiiei e 2.20g
mBaU dISHIllEE... .. 500ml
Tampon CTAB :
= CTAB . et 19.
S 15 T 0.6g
S INAC L 4.09¢g
s E D T A e 0.299
Tampon TE :
= THS-HCI (PHZ8). .. 0.69
e =1 B I PP 0.14g

lll- Polymerase Chain Reaction:
lll.1. Amplification de I’ADN :
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Préparation des amorces diluées a 1ug/pl :

P e 439g-
T e, 439l
P e 280ug
T e, 280pl-
RUS. .o, 369ug
T e, 369,
U e, 119ug
T e, 119yl

Préparation des amorces diluées a 0.1ug/pl.

On préléve 50ul de chaque amorce qu’on dilue dans 450 ul d’eau distillée.

Préparation de la mixture (pour un échantillon) :

- Tampon 10ading 10, . ..o 2.5ul
m DN T P 2yl
mEaUdIStllEe. ..o 17.5ul
S AINIO G . e 1l
=T aQ POIYMEIASE. ... e 0.25pl
-ADN de I'échantillon......... ..o Tl
lll.2- Migration sur gel d’agarose (1 %) :

Tampon TBE10*

I 549
- ACIAE DOFIQUE. ... 27.5¢g
S E D T A 7.449g
mEaudistillée. ... 1000ml

Tampon de charge.
-Bleu de bromophénol..........cccccoiiiiiii 0.25¢.
= SACCNAIOSE. ... 40qg.
Bromure d’ethidium
- Bromure d’éthidium. ... ... 0.1g.
mBEaudistillée. ... 10ml.

Préparation du gel.

-Tampon TBE 0.5%. ... 200ml
Y = o L > 29
-Bromure d’ethidium.........cooi 40ul
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