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Préface

Diverses maladies liées a des agents pathogénes notamment les virus et les bactéries peuvent affecter
les plantes. Elles peuvent avoir des conséquences graves sur 1’économie. Si 1’émergence ou la
résurgence de maladies ne sont pas des phénomenes nouveaux, 1I’amplitude géographique, la vitesse
de diffusion et la gravité des maladies posent aujourd’hui des questions et des enjeux nouveaux.
L’accentuation des risques associés aux maladies des plantes résulte de facteurs variés, associés aux
évolutions des environnements écologiques et socio-économiques (tels que le réchauffement
climatique, le développement des échanges, ou encore la modernisation des processus de production).
Cette situation préoccupante nous invite a doubler les efforts notamment en matiére de recherche pour

faire face a tout éventuel scénario phytosanitaire.

Ce cours de phytopathologie (Bactériologie, virologie) est destiné aux étudiants de niveau de formation
de 2°™ cycle (Protection des végétaux/biotechnologie), a la fin du cours, I’étudiant sera capable de
différencier entre les pathologies virales/bactériennes et celles causées par d’autres organismes
phytopathogenes et facteurs abiotiques, il devient habile a choisir ’outil de diagnostic adéquat et
proposer un plan de gestion efficace de lutte. Ainsi il apprendra d’imaginer les stratégies curatives et
proactives de protection a la fois durables et efficaces contre ces maladies qui sont souvent de nature

invasive et irréversible.
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1 Bacteériologie végétale

1.1 Historique

Le premier homme qui a vu une cellule bactérienne est le commercant néerlandais Antoni van
leeuwenhoek (1632-1723), il a observé de colonies de bactéries sur une suspension blanche qu’il a
prélevé de son appareil dentaire, le marchand a adressé une lettre a la société britannigque des sciences
dans la quelle il a décrit la forme des entités observés. 150 ans plutard le nom bactérie est apparus
par I’intermédiaire de I’allemand CG Ehrenberg (1795-1876), ¢’est lui qui a utilisé les noms Bacillus,
Spirillum qui sont utilisés a ce jour.

L’allemand Robert koch est le premier biologiste qui a pu démontrer en 1876 que les cellules
bactériennes peuvent étre pathogénes (Fig. 19), sous microscope optique depuis une goutte de sang
d’une brebis atteinte par I’anthrax, une épidémie mortelle des ovins, Mr Koch a isolé des colonies
bactériennes qui ont provoqué les mémes symptémes sur souris inoculés, les mémes types de
bactéries ont été observé dans le sang des souris mortes. C’est grace a cette expérimentation

pionniere que le processus de Postulat du Koch est né.

a gauche: Dr Robert Koch dans son laboratoire

~ a droite: bactéries de types bacilles Bacillus anthracis
dans du sang de brebis atteinte par I'anthrax. Gram-
L: leucocytes. BA: cellules bactériennes B. anthracis

o
-
=

£

<

Figure 1. Le savant allemand Robert Koch et les premiéres bactéries pathogenes observées par les
humains.

1.2 Structure et physiologie de la cellule bactérienne
Un microbe ou micro-organisme fait partie d’un groupe large et diversifié d’organismes. Ces

organismes sont regroupés sur la base d’une seule propriété : ils sont si petits qu’ils ne peuvent étre
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vus sans 1’aide d’un microscope. Ce mot est donc utilis€ pour désigner les virus, bactéries, les

mycetes, protozoaires et certaines algues (Fig. 20 et 21).

Eucaryotes avec des vrai noyaux

Haut a gauche: protozoaires unicellulaires
Haut a droite: algues unicellulaires
Bas a gauche: conidies du champignon du genre

Fusarium, agent causal de plusieurs maladies
vasculaires des plantes

Procaryotes: organismes sans vrai noyaux (I'ADN est libre dans la cellule)

A gauche: volumineuse cellule Cyanobacterium oscillatoria qui vit dans les eaux douces
qui forme des colonies appelées inflorescences d'algues

A droite: cellule d'une vrai ou eubactérie Pseudomonas savastanoi pv savastanoi de
tvpe Gram-

Figure 3. Les Procaryotes
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Au sein du monde microbien, on peut retrouver deux types de cellules : les procaryotes (Fig.20) et
les eucaryotes (Fig. 19). Les bactéries sont des procaryotes, elles n’ont pas de membrane nucléaire,
ni d’organelles impliquées dans la génération d’énergie telle que la mitochondrie, ou des membranes
internes comme le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi, qui sont présent chez les
eucaryotes.

Une cellule bactérienne est composée généralement d’une membrane externe congue de
polysaccaride (c) qui entoure la cellule en entier sous laquelle réside la paroi cellulaire (CW), suivi
par la membrane cellulaire ou plasmique (CPM). Dans une région de la cellule appelé nucléide
dépourvu de membrane, on trouve souvent un ADN bi-caténaire circulaire dans laquelle réside
I’information génétique de la bactérie (N) attaché a une de ces extrémité a la membrane plasmique.
Chez la bactérie existe aussi un deuxieme ADN circulaire appelé plasmide (PL) qui contient quelques
genes seulement, ces derniers codent généralement pour des protéines de résistance. L’ADN
plasmidique se réplique indépendamment a I’ADN génomique. Il est capable de passer vers d’autres
cellules a travers un organe nommé sex fibrium ou pilus (Sfi) qui sont plus longs que les cils (pili)
de locomotion (Fi).

Les bactéries possedent des structures appelées ribosomes (Ri) qui sont responsables de la synthése
des protéines. Quelques bactéries possédent une structure appelée flagelle (F) qui aide la cellule ase
déplacer (Fig.22).

PL
FA

Figure 4. Schéma général d’une cellule bactérienne (Janse, 2007)
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L’enveloppe cellulaire est la structure qui entoure la cellule bactérienne, composée de la membrane
plasmique, la paroi cellulaire et parfois une deuxiéme membrane phospholipidique en plus d’une
gaine ou capsule extracellulaire de polysaccaride. Une des principales fonctions de la paroi cellulaire
et le maintien de la pression hydrostatique (Fig.23). Au fait ’environnement dans la cellule
bactérienne est hypertonique due au différents types de molécules quelle contient, ceci signifie que
I’eau tend a se déplacer a l’'intérieur de la cellule par osmose augmentant ainsi la pression
hydrostatique. Sans la paroi cellulaire, la bactérie s’éclate. Chez les cellules bactérienne, la paroi
cellulaire est congue d’une substance appelée Peptidoglycane, un polymére composé de sucres et
acides aminés. Il est hautement maillé donnant a la cellule la rigidité, la force et la résistance aux

lyses.

— fcides animées

Q NAM (acide N-acétylmuramique)

+ R Ls \/1 oy
D NAG (acétyl-glycoamine’ ) i ©

LOLTCl . Htntasie——

A RRRNRSNE
n I&“ﬁﬁﬁ/fi jf[ G{ memivane lsnique cytoplasnique z 3 Mwﬁm T{ .//‘(1 j ﬁ [ J

Figure 5. Schéma du Peptidoglycane et I’enveloppe en entier chez les bactéries

Gram + et Gram —

La paroi plasmique est une bi-couche phospholipidique dans laguelle sont enfouies des protéines
jouant le réle de transport et de métabolisme énergétique et la réception des signaux.

Les cellules bactériennes sont classées en fonction de la structure de leur enveloppe cellulaire suivant
une technique nommée la coloration de Gram.

Les bactéries sont divisées en deux groupes sur la base de leur réaction a un colorant établi par
Christian GRAM en 1884. La réaction a la coloration est liée a la structure de I’enveloppe cellulaire.
Les bactéries Gram positif (+) ont une seule membrane appelée membrane plasmique entourée d’une
couche épaisse appelée la paroi cellulaire ou le peptidoglycane (20-80nm). Les bactéries Gram
négatif (-) possedent une couche fine de peptidoglycane (1-3nm) mais entourée d’une membrane

externe agissant comme une barriére. La membrane externe contient plusieurs structures uniques. La
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lipoprotéine de Braun lie le peptidoglycane a la membrane externe chez les bactéries Gram négatif

(-) (Fig. 24).
ACIDE TEICHOIQUE PROT EINE DE MEMSRANE
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Figure 6. Schémas d’enveloppes d’une bactérie Gram + (a gauche) et une Gram — (a droite)

1.2.1 Le procédé de coloration de Gram
Les cellules fixées sont colorées par le violet cristal suivi par I’iodine format un complexe insoluble
au niveau de la paroi. On y ajoute de I’alcool qui élimine la coloration violette des cellules ayant la
paroi fine mais non celles a paroi épaisse. Enfin un colorant plus clair tel que la fuscine ou la
safranine est ajouté et colore en rose les cellules décolorées par 1’alcool, mais ne modifie pas les
cellules déja colorées en violet. Les cellules qui retiennent le colorant violet sombre (a paroi épaisse)
sont appelées bactéries Gram positif (+), elles sont de couleur pourpre sombre lorsque sont observées
sous microscope optique. Alors que celles qui perdent la colorant sombre (a paroi fine et entourée
de membrane externe) sont appelées bactéries Gram négatif (-), elles manifestent une couleur rose a

pourpre clair sous microscopique optique (Fig.25).
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Gram Positif (+)

Figure 7. Coloration des bactéries apres le procédé de coloration de Gram
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1.2.2 Lamorphologie (formes) des cellules bactériennes.

Les bacteéries ont des formes cellulaires avec un diamétre moyen de 1 um. I’ceil humain posséde une
capacité de résolution de visionner deux objets rapprochés de 1mm de diamétre. Le microscope
optique doit étre utilisé pour observer les bactéries.

Forme des cellules : les cellules bactériennes peuvent exister en coccus (cellule sphériques),
coccobacilles (forme ovoide), bacille droite ou inclinée, bacille sphérique, filamenteux. Dans
certains cas, dans une seule colonie on peut observer plusieurs formes, ce sont des bactéries
pléomorphes. Dans d’autres cas les formes de certaines bactéries changent en fonction du milieu
artificiel de culture ou elles se développent.

Taille des cellules bactériennes : généralement les cocci ont un diametre qui varie de 0.1 a 1 um, les
bacilles ont un diameétre d’environ 1a 2 pm. bien que certaine bactérie peuvent mesurer 10 pm ou
plus (Fig.26). Les cellules bactériennes en combinaison : diplo-, strepto-, staphylococci- bacilles en
chaine, ou chaine de cellules en gaine (ex trichomes des cyanobactéries).
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Figure 8. Formes et tailles des bactéries
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1.2.3 Les plasmides et la conjugaison chez les bactéries

La conjugaison est le mécanisme par lequel le matériel génétique est transféré entre deux bactéries
par des plasmides. Une cellule bactérienne contenant un plasmide conjugatif (F+), dorme une paire
avec une cellule qui ne contient pas de plasmide conjugatif + par I’intermédiaire d’un pili F a la
surface de la cellule. Le pili se contracte mettant les deux cellules en contact et I’ADN est donc
transféré. L’ ADN transféré est un simple brin contenant des genes nouveaux vis a vis de la cellule
receveur (Fig.27).
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Figure 9. Transfert des génes plasmidiques de cellules F+ a des cellules receveuses F-

Les plasmides conjugatifs ont la capacité de se transférer entre les cellules et dans certains cas de
transférer des segments d’ADN chromosomique. Grace a ce mécanisme la bactérie phytopathogéne
Agrobacterium tumefaciens est capable de transformer les cellules de la plante hote situées autour des
plaies d’entrées a des cellules cancéreuses. Les souches virulentes possedent un grand gene
plasmidique responsable de la formation des tumeurs chez la plante hote. Ces plasmides contiennent
aussi des genes de virulence et des génes pour la production des hormones de croissance. Provoquant
ainsi des tumeurs maladives au niveau d’organes basaux de la plante infectée (collet, racines et bulbes),

voir paragraphe 2.3.7.4.
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1.2.4 Taxonomie des Bactéries phytopathogénes

1.2.4.1 Les eubactéries :
Les bactéries causant des maladies des plantes sont de forme bacilles Gram + ou Gram —, a
I’exception de 1’espéce Streptomyces spp, elle est filamenteuse. La plupart des bactéries
phytopathogénes sont intercellulaires (vivent entre les cellules vegétales) et/ou necro-trophiques
(vivent sur les cellules tuées).

Exemples: Erwinia amylovora, Pseudomonas savastanoi, Ralstonia solanacearum ......

1.2.4.2 Les mollicutes, FPLB et FXLB :
1.2.4.2.1 Fastidious Xylem Limited Bacteria FX1.B
Le groupe des bactéries (Fastidious Xylem Limited FXLB) sont des Rickettsia-similaire appartenant
a la Classe des Gammaproteobacteria (Gram-). Elles sont dépourvu de paroi cellulaire, mesurant -
0.2-0.3um x 1.0-2.0um, I’ensemble des FXLBs sont pléomorphes (changent de forme selon le milieu
ou elles se trouvent) et elles se multiplient par scission binaire, elles vivent dans les vaisseaux
conducteurs du xyléme, elles sont véhiculer par les cicadelles et par voie végétative, souvent non
cultivable sur milieu artificiel. L’agent pathogeéne le plus connu de ce groupe est sans doute Xyllela
fastidiosa (Fig.29) et qui est a I’origine de plusieurs maladies majeures de plusieurs especes ligneuses
telles que la vigne (Pierce’s disease), L’olivier (le syndrome du déclin rapide de 1’olivier) et les
agrumes (Citrus Variegated Chlorosis CVC), les symptémes communs entre ces plantes hotes est la
dessiccation des feuilles, I’hote infecté manifeste en suite une défoliation prématuree, suivie par un

déclin irréversible. C’est une maladie a répercussion économique grave (Fig.28)

Figure 10. Phytoplasmes dans les vaisseaux Bois noir sur vigne causé par les phytoplasmes
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Figure 11. Xyllela fastidiosa agent causal de la maladie de Pierce de la vigne

1.2.4.2.2 Fastidious Phlem Limited Bacteria FPLB
Dans ce groupe de bactéries appartenant a la classe des Alphaproteobacteria, ressemble aux bactéries
FXLB. Le pathogéne Candidatus Liberobacter HLB (huanglongbing) causant la maladie du greening
des agrumes CG est présent sous trois souches basant sur la séquence 16S rRNA et le type du vecteur,
une maladie qui est devenue la menace numéro une de la citriculture mondiale. Dans les régions
tropicales de 1’Afrique (Laf), en Asie (Las) et dans les Amériques (Lam). La bactérie contient une
paroi cellulaire, Gram négatif — transmise uniquement par les psylles, la bactérie vit et se multiplie
exclusivement dans les cellules du phloéme, elle est uncultivable en dehors des cellules hotes. Les
souches Lam et Las sont transmis par le psylle Diaphorina citri (Fig.30), tandis que la souche africaine

Laf est disséminée par Triosa erytreae..

Candidatus Liberibacter solanacearum' (Solanaceae haplotypes) sont vecteurs Bactericera cockerelli
est une un pathogéne affectant diverses plantes hotes, surtout les solanacées cultivées (Tomate et

pomme de terre). C’est deux maladies sont classées de quarantaine classe Al dans la région OEPP

(pour plus de détail veuillez visiter le site : https://www.eppo.int/ACTIVITIES/quarantine_activities

1.2.4.2.3 Les Mollicutes (Mycoplasmes)
Mycoplasmes est une bactérie de la classe des Mollicutes Gram négatif (+) de trés petite taille (de 125-
250nm jusqu’au 0,2-0,3 um) sans paroi cellulaire (free-living protoplasmes contenant une membrane,
elle vit exclusivement dans une cellule héte vivante) et elles se multiplient par scission binaire. Bien
qu’il existe des phytopathogénes dans ce groupe, traditionnellement se sont les virologistes qui

travaillent sur eux, principalement parce qu’ils ne sont cultivables.


https://gd.eppo.int/taxon/1ALPBC
https://www.eppo.int/ACTIVITIES/quarantine_activities
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Figure 12. Phytoplasmes avec double Oranger infecté par le Citrus Greenning CG
membrane plasmique. A I’intérieur de la cellule,
les ribosomes et 1’acide nucléique sont visibles

1.2.4.2.4 Les Mollicutes (Spiroplasmes)

Les spiroplasmes, Spiroplasma citri par contre elles sont des cultivables bactéries phytopathogenes
de forme spirales, causant la maladie du Stubborn des agrumes, la maladie est transmise par les
cicadelles (fig.31)

E. C. Cotavon, 1989

Figure 13. A gauche, Motile, morphologie hélicoidale, le premier mycoplasme d’origine végétale qui
ait été mis en culture, au milieu cicadelles vectrices, a droite Diaphorina citri vectrice du HLB.
1.2.4.2.5 Les mollicutes (Phytoplasmes)
Les phytoplasmes sont des minuscules bactéries appartenant a la classe des Mollicutes non
cultivables vivant dans la séve au niveau des tubes conducteurs du phloéme des végétaux, elles
causent des chloroses suite au blocage de la seve sur une centaine de plantes hotes, mais aussi le
verdissement des fleurs et stérilité des fleurs et le syndrome de balaies de sorciére. Elles sont
transmises par les cicadelles et par greffage. Candidatus Phytoplasma pruni agent causal de la
maladie X du pécher est ’'une des phytoplasmes redoutables en Agriculture. Sur vigne le
phytoplasme causant la flavescence dorée de la vigne ou Rougeau est une grave maladie encore sa

10
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distribution est limitée en Europe mais trés repandue aux Ameériques. Beaucoup de phytoplasmes

sont classées organismes de quarantaine (voir tableau 2).

Figure 14. Symptdmes de la flavescence dorée sur vigne : a gauche sur feuille de vigne a baies
blanches, au milieu sur feuille de vigne a baies rouges, a droite le vecteur Scaphoides titanus

1.2.5 Pathogénicité

1.2.5.1 Facteurs liés a la bactérie phytopathogene
Plusieurs bactéries phytopathogenes peuvent survivre et méme se multiplier par mode saprophytique
dans I’environnement. Les bactéries entrent dans la plantes a travers les plaies causés par (les
insectes, greles, vents..) ou via stomates, lenticelles hydathodes, nectaries.....
Certaines via les semences, causant les maladies vasculaires.
La pathogénicité basée sur (le degré d’agressivité ou de virulence de la bactérie) est déterminé par
la capacité de la bactérie de se maintenir dans les tissus de la plante et de se multiplier et souvent par
le pouvoir de secréter de substances qui influencent la croissance des cellules de 1’hdte (hormones)
ou bien les détériorer ou les tuer. Les bactéries phytopathogenes se divise en parasites du Phloéme,
du xyléeme ou du parenchyme La majorité de bactéries phytopathogenes sont des parasites

necrotrophiques.

1.2.5.1.1 Toxicogénité
C’est la faculté de produire des substances toxiques, comme :

v Les exotoxines excrétées par les bactéries vivant dans des tissus (ex. glycoprotéines,
lipoprotéines et polysaccarides).

v’ Les endotoxines : ces derniers font partie de la paroi cellulaire de la bactérie, ils se liberent
aprés la mort de la bactérie. Les toxines des bactéries phytopathogenes ne sont pas
spécifiques mais souvent il y a une relation directe entre la toxine secrétée et un symptome
particulier.

Quelques exemples de toxines produites par des bactéries phytopathogénes :

11
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+» Dipeptides induisant la chlorose (chlorosis inducing dipeptides) (jaunissement due a la

décomposition de la chlorophylle) comme la tabtoxine secrété par P. syringae pv tabaci.

Figure 15 . Composants lipodepsipeptide cyclique (Cyclic lipodepsipeptid compounds), exemple :
syringomycines et syringostatines causant les nécroses secrété par : Pseumonas syringae pv syringae.

. wvan der Jwel

Figure 16. La toxine glycoproteine (glycoprotein toxin) : causant les tdches blanches nécrotiques,
secrété par Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.

Clavibacter michiganesis subsp sepedonicus sous climat frais de 20 a 25°c, cause des attaques
visibles en fin de cycle de pomme de terre qui se traduisent par un flétrissement des feuilles du bas
et une coloration jaune brun des tissus vasculaires visible que lors de coupe de tubercules. Un exsudat
bactérien crémeux peut apparaitre au niveau de 1’anneau vasculaire. En phase extréme, les tubercules
se craquellent en surface et une cavité se forme a I’intérieur C. michiganesis subsp sepedonicus est
un organisme de quarantaine et il doit étre éliminé de facon obligatoire au cas de présence.
L’utilisation de plants (semences) certifiés est fortement recommandée (Fig.35).

12
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Figure 17. Pourriture annulaire causée par Clavibacter michiganesis subsp sepedonicus

Figure 18. Polysaccharide extracellulaire (Extracellular polysaccharide) EPS secrété par : Erwinia
amylovora sur fruits de poirier

Tumeurs par P savastanor
pv. savastanor:

Figure 19. D’autres hormones influengant la croissance indole acide acétique (IAA) et les
cytokinines jouent un role important dans le développement des symptomes, citons : Pseudomonas
savastanoi sur olivier, agent causal de la maladie de tuberculose de 1’olivier

+«»+ Facteurs protecteurs comme la cire extracellulaire qui protége de la dessiccation, ainsi que

I’immobilisation de la bactérie sur la paroi des cellules de la plante hote.

13
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% Facteurs de virulence ou agressines, se sont des composants a priori des enzymes tels que les
pectinases, cellulases, proteases, lipases et amylases. Les principes (composants) qui sont
impliqués dans la reconnaissance entre la plante hote et la bactérie et d’autre facteurs
déterminant la spécificité.

.

%+ Histo-organotropisme : la possibilité de s’installer et de se multiplier dans certains tissues ou

organes.

1.2.5.2 Facteurs liés a la plante hote
1.2.5.2.1 Facteurs intrinseéques

a) La susceptibilité et/ou la sensitivité de la plante hote
Structure de la plante : la Cuticule (couche cireuse sur les tissus des plantes herbacées), suberine (les
écorces) et la lignine (composant principal du bois) sont trés difficilement décomposé par les
bactéries phytopathogenes, par exemple les tubercules mures de pomme de terre possédant un
pourcentage élevé de lenticelles subérifiées qui sont moins sensibles a la Jambe noire (Blackleg).
Ex: La différence de la structure de stomates des fruits de mandarines (Citrus nobilis) et de
pamplemoussiers (Citrus grandis) semble étre déterminant la résistance a 1’égard de Xantomonas
axonopodis pv citri.
b) Capacité de réagir et les mécanismes de défense.
A ce jour peu de réactions de défense des plantes hétes contre les pathogenes sont connues :
Hypertrophie : excroissance des cellules

Hyperplasie : la division anarchique des cellules

1.2.5.2.2 Les mécanismes de défense
Réactions qui sont dirigé contre le pathogene et les dégats des tissus occasionnés par les pathogenes.
Ex, La série de réactions qui menent a la résistance ou ce qu’on appelle les réactions
d’hypersensibilité (HR) ou la bactérie est encapsulée et tuée.
Diverses réactions spécifiques comme la production de phyto-alexines, polyphenoloxidases, lectines
de parois cellulaires, en plus de la formation de gomme, acide carbolique, tissus crouteux et callus

(bordures barriéeres).

1.2.5.3 Etapes de maladie
Dans un processus de la maladie (interaction entre la bactérie phytopathogéne et la plante, ou
pathogénicité) quatre étapes peuvent étre énumérer : infection, incubation, apparition des symptomes

et en fin progression (développement) ou arrét du processus de maladie.

14
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1.2.5.3.1 Infection
La pénétration d’une bactérie a I’intérieur de la plante hote dépend d’interaction complexe entre la
bactérie, la plante et les facteurs biotiques et abiotiques. Les bactéries comme plusieurs champignons
ne peuvent pas pénétrer au tissus des plantes via I’épiderme, la porte d’entrée détermine déja la nature
du symptdbme a manifesté. Les bactéries ont besoin d’une humidité élevée, de I’eau et de la
température pour leur développement.
Les bactéries pénétre la plante a travers : les hydathodes , stomates, trichomes, lenticelles , les

ouvertures de surfaces ou plaies (causées par insectes, mécaniques, gréle...)

1.2.5.3.2 Incubation
Durant I’incubation des bactéries, elles s’installent dans les tissus, se disséminent et se multiplient et
par conséquent commence leur influence sur ’hdte. La plupart des bactéries se propagent
uniquement entre les cellules a travers les espaces intercellulaires pour tuer, pénétrer et détruire les
cellules. La bactérie pathogéne vasculaire peut multiplier sélectivement dans le xyleme ou le
phloéme. Ces derniers peuvent se multiplier initialement dans les cellules du parenchyme avant de
se déplacer vers les vaisseaux (Xanthomonas oryzae), I’inverse est aussi vrai, par exemple Erwinia
amylovora_qui n’est pas un pathogene vasculaire, peut s’établir dans les vaisseaux du xyléeme des
feuilles, avant de gagner et coloniser les tissus du parenchyme. Les phytoplasmes du phloeme
(FPLB) se disséminent via les voies intercellulaires entre les cellules vivantes. Il est bien connu que
les bactéries se propagent passivement et perdre leurs flagelles dans les tissus des plantes. Au niveau
des couches cellulaires sub-stomatales et les espaces intercellulaires une humidité suffisante doit étre
présente pour le développement bactérien. Par conséquent les infections bactériennes presque
toujours ont lieu sous les conditions humides. Les bactéries nécrotrophiques sont capables de
maintenir les conditions humides grace aux substances de lyse des membranes cellulaires quelle
secretent (pectinases, extracellulaire polysaccarides ou EPS). A cause de ces substances les
nutriments et 1’eau sort des espaces intercellulaires. En raison de ce phénoméne de sortie d’eau et
nutriments, plusieurs maladies bactériennes manifestent des zones humidifiées a aspect glaciale au
niveau de la marge limitrophe entre le tissu sain et malade. Dans ces zones s’amassent les bactéries

au niveau des tissus morts.

1.2.5.3.3 Apparition des symptomes
Dans le cas de pathogene nécrotrophique, les symptdmes sont causés par le dysfonctionnement du
métabolisme, déchirement et mort des cellules, dégradation des tissues, et encore les premiers
réactions de défense et I’obstruction de I’eau. Dans le cas de bactéries formant les tumeurs et galles,

I’excroissance et/ou surmultiplication des cellules devient visible.
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1.2.5.3.4 Développement ou arrét de la maladie
Cette étape dépend du facteur de virulence de la bactérie phytopathogéne, la sensibilité, 1’age et les
réactions de défense la plante héte et les conditions climatiques. Par exemple au cas de la galle
commune de pomme de terre et les maladies foliaires, I’infection peut s’arréter dans la saison. Trés
souvent, dans le cas des bactéries provocantes de maladies vasculaires ou nécrotiques, une partie ou

le total du plant se détruit completement.

1.2.6 Principaux symptdmes associés aux maladies bactériennes des végétaux

Il est important de mentionner que une seule espéce de bactérie phytopathogene peut provoquer
plusieurs symptdmes, par example Erwinia amylovora cause les taches, nécroses, chancres et
pourritures molles sur rosacées a pépins, aussi Xanthomonas compestris p.v compestris cause les
taches foliaires mais aussi le noircissement des racines. Au fait deux bactéries ou une bactérie et un
autre phytopathogenes peuvent provoquer des symptdmes identiques, il faut aussi rappeler qu’un
pathogene secondaire peut changer significativement ses symptdmes suite a une combinaison de
symptdmes ce qui provoque la confusion. Les principaux symptomes causés par les bactéries
phytopathogeénes sont décrites dans le tableau suivants :

Tableau 1. Symptdmes associés a quelques eubactéries phytopathogene

Agrobacterium

“N~Crown gall ] Twig gall Cane gall T Hairy root

{) o3
v AT n
AR\ e
¢ >
\_,— b // Tomato
- canker <
and wilt Fruit spot pvs 1
e

Clavibacter Potato ring rot
I, X e
wAR & -~

Erwinia — Wilt

000

5
Pseudomonas

)

Xanthomonas

e

Strepromyces - Potato scab Soil rot of sweet potato | Rhizobium Root nodutes of legumies ‘
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1.2.6.1 Téaches foliaires
Les taches foliaires provoquées par les bactéries phytopathogénes peuvent souvent étre discriminer de
celles causées par d’autres organismes par 1’anneau chlorotique induit par les toxines secrétées suivi
par la zone humide formée par les EPS et la zone sombre grise noiratre ou brune séche au centre (Fig.
35).

Figure 20. Nécroses causés par Pseudomonas syringae sur Ribes

Les taches foliaires prennent plusieurs formes de la forme longitudinale chez les graminées, a la forme
angulaire chez les dicotylédones, elles pourraient étre circulaires ou ide formes irréguliere. Le

développement des taches foliaires s’arréte quand le climat devient sec (Fig.38).

1.2.6.2 Excrescences
La bactérie filamenteuse Streptomyces scabiei, cause des escréscences connue sous le nom de gales
dans le glossaire francais, déja la maladie est appelée gale commune de la pomme de terre (Fig.39).
Sous température fraiche 13 a 17°C et une humidité excessive, la bactérie pénetre souvent via les
lenticelles non encore matures (ligneuses) ou a travers les plaies. S. scabiei secrete des pectinases

permettant le développement des hyphes entre les cellules.

Figure 21. La gale commune de pomme de terre causée par S. scabiei
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Lorsque les cellules meurent, une croissance intracellulaire aura lieu. Parce que S. scabiei ne secréte
pas de toxines pour tuer rapidement les cellules, une couche superficielle liégeuse se forme loin des
Iésions en réseau ou non (gale en liege). La plante hote essaye de localisé I’infection. La couche de
méristeme liégeuse (phellogéne) parfois forme plusieurs couches de parenchyme distancées des
cellules. Parfois les attaques sont plus profondes, avec présence de pustules s’enfongant en cratéres
dans le tubercule (Gale en pustules ou relief) (Fig.39). Comme mesures préventives, choisir les variétes

de moindre sensibilité et éviter les sols légers et soufflés.

1.2.6.3 Gales bactériennes
Dans ce cas précis, un tissu étendu est formé par hypertrophie et hyperplasie, provoquer par des
hormones de perturbation de croissance secrété par la bactérie. La galle ne se forme si c’est la bactérie
est présente, contrairement aux tumeurs. Il existe les histoides qui sont de petites gales différenciées

formées comme celles causées par Pseudomonas savastanoi p.v savastanoi sur olivier (Fig.40).

: N
NN 4 S

Gales histoides causées par Pseudomonas savastanoip.v savastanoi sur olivier

Figure 22. Tuberculose de I’olivier

Les gales consistent de plusieurs nouvelles cellules parenchymateuses formées avec un développement
spontané du tissu du xyléme autour et des cavités bactériennes autour des couches croquantes. Les
gales se forment sous I’influence des hormones, I’Indol acide acétique (IAA) et les cytokinines
secrétées par les bactéries. Dans ce cas les cellules de la plantes hotes ne se transforment pas comme

c’est le cas des tumeurs.

1.2.6.4 Tumeurs
Des surcroissances malignes comparables au cancer des animaux et les humains, sont causees chez les
plantes souvent par la bactérie Agrobacterium tumefaciens (Fig.41). Le spectre des plantes hotes de
cette bactérie est trés large avoisinant les 600 especes dont la majorité est des dicotylédones. A.

tumefaciens est un parasite de blessures, il est capable de transformer les cellules de la plante hote
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situées autour des plaies d’entrées a des cellules cancéreuses. Les souches virulentes possédent un
grand géne plasmidique Ti (Tumor inducing) d’une taille de 150-250kb. Ces plasmides contiennent
aussi des génes de virulence et des génes pour la production des hormones de croissance, des génes de
production et utilisation des dérivés d’acides aminés (opines) et des génes de réplication, transfert et

de sensibilité a la bactériocine (agro84).

Figure 23. Plants de pécher (a droite) et pommier (a gauche) infecté par A. tumefaciens (tumeurs
dues aux cellules transformées)
Agrobacterium tumefaciens transfert I’ADN plasmidique incluant le géne (la région Ti) vers les
cellules de la plante hote, cette derniére va intégrer le génome de la plante. Les cellules transformées
vont commencer une division continue sous I’effet des hormones (Indole acide acétique et cytokinines),
les cellules transformées produisent aussi des opines qui servent de nutriment pour la bactérie A.
tumefaciens. A cette phase la présence de la bactérie ne devient plus nécessaire, c’est la raison pour
laquelle que parfois il est difficile d’isoler la bactérie depuis des tumeurs agées, souvent la bactérie se

limite a la couche externe de la tumeur (voir paragraphe 2.3.4).

1.2.6.5 Maladies vasculaires et les flétrissements
Les maladies vasculaires peuvent étre contractées via les racines ou les stolons par des bactéries
phytopathogénes telluriques (du sol) comme Ralstonia solanacearum agent causal du symptéme de la
pourriture brune chez la tomate et la pomme de terre (Fig.42). Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus agent causal de la pourriture annulaire chez la pomme de terre et Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis, agent causal du chancre bactérien chez la tomate. D’autres
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possibilités d’infection viennent des semences ou des hydathodes des marges des feuilles a I’image des

infections causées par Xanthomonas compestris pv. Compestris.

Brunissement des vaisseaux de plant
Flétrissement d'un plant de tomate de tomate (Lycopersicon esculentum)
(Lecopersicon esculentum) suite au suite a une infection par Clavibacter
bloquage des vaisseaux conducteurs michiganesis subsp. michiganesis
cause par Ralstonia solanacearum

Figure 24. Maladies vasculaires provoquants les flétrissements bactériens.

Les bactéries phytopathogenes vasculaires secretent des toxines (glycoprotéines) qui se diffusent plus
rapidement que la bactérie provoquant ainsi le flétrissement, les chloroses et les taches nécrotiques. Au
niveau de ces nécroses la bactérie n’est pas présente. Le flétrissement survient lorsque les tissus non
lignifiés des vaisseaux conducteurs sont détruites par la bactérie est par conséquent le transport des

nutriments est perturbé.

1.2.6.6 Chancres et nécroses
Lorsque les bactéries envahis rapidement un tissus et tuent leurs cellules, de larges zones morte, brune
a noir tissus nécrotiques se forme. Les nécroses de 1’écorce et des feuilles sont causées par Erwinia
amylovora. Ces nécroses sont probablement dues aux Extracellular Polysaccarides EPS. Quand un hote
pérenne (arbres fruitiers par exemple) est infecté, pour limiter ces nécroses sur son écorce au niveau
du cambium, des bordures barriéres sont formées, au fil du temps le chancre se développe. Le chancre
est une plaie ouverte du bois, causé par la destruction du bois et le cambium correspondant, entourée

par les bordures barriéres formées (callus) par le cambium sain (Fig.43).
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Chancres sur tige de pommier suite 3
une attaque de Erwinia amylovora
I'agent causal du feu bactérien

Necroses sur feuille de poirier causées par
Erwinia amylovora agent du feu bactérien

Figure 25. Chancres et nécroses causés par Erwinia amylovora

1.2.6.7 Les pourritures
Les nécroses des tissus pouvaient étre combinées aux exsudats et les mauvaises odeurs, qui sont les
symptémes typiques des dites pourritures. Plusieurs bactéries phytopathogénes peuvent causer des
pourritures par la dégradation rapides des tissus de la lamelle moyenne pectocellulosique (Fig. 44) de

I’hote a laide des enzymes comme les cellulases, pectinases, protéinases.

Pourriture molle causée par Erwinia carotovora subsp. carotovora sur tubercules de pomme
de terre (Lecopersicon tuberosum)

Figure 26. La pourriture molle causée par Erwinia carotovora subsp. carotovora

Le meilleur exemple est la pourriture molle causée par Erwinia carotovora subsp. carotovora qui
s’appelle désormais Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum sur tubercules de pomme de terre
(Lecopersicon tuberosum), elle est active sous un large spectre de temperature de 20 a 40°C , cette

maladie est classee de quarantaine en Algérie, a cause les dégats considérables qu’elle peut

occasionées(Tab. 2). Les colonies E. amylovora I’agent du feu bactérien des rosacées a pépins
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Tableau 2. Liste des bactéries phytopathogénes de quarantaine en Algérie

Pour les détails veuillez visiter le site : https://www.eppo.int/ACTIVITIES/quarantine activities

Répartition Muoyens de dispersion
Nom Taxonomie Plants hiites (Région OEPP) {Source OEPP)
Apple proliferalon phytoplasme | Te Greffage - fluorescence des tubes criblés de

|* Abricotier

Phyvioplasma

Maladic des proliférations du | A fes Pommier France- Espagne- Italie- | nervures de feuvilles aprés coloration au 4.6
Pommier Phytoplasima Allemagne diamiding-2-phénylindole.

Apricot chiorotic  leaf rol

myeoplasm Abricotier-  pécher-  prunier- | Valencia- France- Italie- Gréee | Jeune plants, greffons surtout porte  greffes
Enroulement chlorotique  de plus part des prunus multipliés végetativement.

Burkholideria caryophyili
Chancre Bacterien de 'aeillet

Crracificutes

Oeillet

ltalie- France- Danemark-
Rovaume-Lini

Isolement & partir de  tissus  maledes

Immunofluorescence

Citrus greening bacferium:
Greening

Cira

La majorité des Citrus

Absent : Arabie seoudite,
Yémen

Inoculation & partir de morcesux de feuilles
présentant des marbrures ; la plante indicatrice
est maintenue & 24 *C ou 32°C. Marquage su
gentisoyl glucoside : ELISA,
Immunofluorescence.

Clavibacter michiganensis

Agglutination en tubes : 1'antisérum est gjoute &
une suspension bactérienne pour ¢n Studier la

Chancre bactérien sur Tomate

Sicile) — Tunisie - Epypte.

subsp, insidissus: Fimicutes Luzerne Italie- Tunisie- Gréce- Rovaume | floculation. lsolement & partir de tissus frais et 8
Jaunissement puis Uni croissance  rapide  sur milien  gélosé  de
flétrissement bactérnien Bulkholder contenant 250 ppm dactidione.
Les isolats sont incubds a 20°C et sc
développent en 5-7 jours.
Clavibacter michiganensis Allemagne - France — Espagne - | Isolement & partir d'extreit de semence sur
subsp, michiganensis : Fimicutes Tomate Italie - ¥ compris Serdeigne - | milicux semi-sélectifs; profils d'acide gras;

hybridation moléculaire, profils protéiques.

Clavibacter michiganensis
subsp, sepedonicus @
pourriture annulaire

Fimicutes

Pomme de terre

Belgigue  (non
Denemerk -Finlande

confirmé }-

Tests sérologique ; test de pouvoir pathogéne sur
subergine.

Curtahacterivm Maccomfaclens
pv. Maccwm Giclens @
Flétrissement bectérien du
Harncot

Fimicutes

Phaseolus spp, Soja, Pois

Tunisie- Bulgarie (Localement)-
Roumanie- France- Allemagne -
Belgique non confirmeé.

Test de culture et d"agglutination sur lame pour
détection des bactéries sous 'enveloppe. Les
semences infectées présentent des décolorations
de I'enveloppe.

Elm philoem TECTisix|

phytoplasma

QEPF gbsent- Canada- .S.A

L*¢corze intermne des parties inférieures du trone
et des racines principeles dégegent une odeur de

dellide) :
Nécrose du liber de ['Orme.

Ulmus spp

salicylate de méthyle une mise pendant quelgues
minutes dans une bouteille fermée.

Grapevine flavescence dorée
mycoplasme: Flavescence
doree.

Tencricutes,
Mollicutes,

Phvtoplasms

Vigne

Allemagne- Espagne- France-
Italic- Tunisic

ELISA-ISEM, possibilité de greffage sur des
cépages indicateurs.

Pantoes stewartii subsp.
stewardii :Flétrissement
bactérien.

Gracilicutes

Mazis doux, mais cormné, mais
gram ct pop-com

Grece- Italie- Pologne- Canada-
U.S.A- Mexigue

Méthode de détection par Immunofluorescence,
ELISA ct tests biochimiques ct de pathogénicité.

Erwinia amylovora ¥eu
Bactérien des Pommoides et
Cratacgus Cydonia,
Cotonéaster

cvs de Poiriers; Alexandrine,
Douillard, Durondeau, passe
crassanc et cvs de Pommier;
Idered. red. jade, van escltine

Allemagne- Autriche- Belgique-
Chypre- Danemark-  France
(s sud-est)- Espagne (Pis-
Basco)- Italic- Egvpte

Immunofluorescence, le Dot ELISA et

I"hybridation de I'ADN.

Peach rosette phytoplasma

Tenericutes ;
Molli
Phy

Pécher- amandier- abricotier et
cerisier

Italic - US.A

Inoculation sur plantes indicatrice (Pécher cvs
Elberta ou GF 305) en serre ; résultats au bout
de 032 mois.

Peach x-disease phytoplasma :
Peach yellow leaf roll

Tencricutes :
Mollicutes
Phvtoplasma

Pécher- amandier- abricotier et
prunier

QEPP gbsent - Canada- US.A

Sondes  d'ADN:
specifigues

anticorps  monoclonaux

Peach yellow phytoplasma :
Peach little peach

Tenericutes :
Mollicutes
Phvtoplasma

Pécher- amandier- abricotier

QEPP absent en Inde- Liban-
Syrie- Canade- US.A

Inoculation sur plantes indicatrice (Pécher cvs
Elberta ou GF 305) en serre ; résultats au bout
de 032 mois.

Observation au  microscope  fluorescent  de

Potato stolbur phytoplama
Stolbur

Mollicutes
Phytoplasms

Capsicum spp, aubergine
P

Italie- Roumanie- Turquic

Pear decline phytoplasma : Tenericutes : Allemagne-  ltalie-  Suisse- | morceaux de tiges ou de racines congelées,
Flétrissement ou Mollicutes Poirier et Cognassier Espagne-  France-  Libye- | colorées par un fluorochrome agglutinant
dépérissement du Poirier Phytoplasm: Canada- U.S.A d*ADN (DAPI); greffage de scions de racines
ou de tiges sur des indicateurs sensibles (Pyrus

communis cv. Precocious)
Tenericutes : Pomme de terre, Tomate, | Gréce- France (localement)- | Colorant pour ADN détectent les phytoplames

dans les tubes criblés.

Pseudomonas syringae pv.
persicae : Dépérissement

Pécher et nectarinier

France- Yougoslavie- UE

Une méthode de quarantaine OEPP existe pour
détecter la bacténie sur plantes en croissance.
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bactérien du Pécher

Pseudomaonas syringae pv. pisi

France- Bulgarie- Gréce- Maroc
(non confirmé)- Pays bas-

Immersion des semences de pois broyées dans
un tampon a 4°C pendant 4-16h ct isoler ensuite
le pathogéne du surnageant aprés centrifugation,
isolement direct 4 partir des tissus malades ou de

de Citrus) : Chancre bactérien
des agrumes

Graisse ou brilure bactérienne | Gracilicutes Pois Liban- Canada- Mexique semences sur milicu B de King, en y gjoutant si
du Pois nécessaire de 1'ecide borique, la celalexine ou la
cycloheximide. Des  tests  biochimigues,
sérologiques et des tests sur  hotes  sont
nécessaires.
Pseudomonas woodsii Ocillets
Egypte- Espagne (probable)- | IFAS et un test du pouvoir pathogénc sur tomate
Ralstonia solanscearum : Gracilicutes Pomme de terre et Tomate France (signalements isolés)- | pour confirmer un IFAS positif; ELISA de
Bactériose vasculaire ou Gréce- Pays Bas- signalement | PCR ; tests biochimigues, |'analyse d'acide gras,
flétrissement bacténien ancien)- Tunisie- Mexique Iz RFLP ct |'analyses des protéines.
Stawberry  witches  broon| Tenericutes : Transmission par greffage & des clones
phytoplasma: witches broom | Mollicutes Fraisier QEPP gbsent Canade- US.A indicateurs de Fragaria vesca ou F. virginania.
of strawberry Phytoplasm.
Xanthomonas arbricola pv, Liban- Bulgaric (localement)- | Tests biologiques sur feuilles détachées et par
pruni: Taches bactériennes | Gracilicutes Prunus spp. Italic-  Roumanie-  Arzbic | isolement
(bactériose) saoudite
Sérologic par les anticorps polyclonaux, la
Xanthomonas sxonopodis pv, sensibilitt zux bectériophages, I'analyse de la
citri: Chancre bactérien des | Gracilicutes Citrus spp. QEPP absent - Asic compesition de I'ADN génomique, analyse par
| agrumes. RFLP et analyse de la composition en acides gras.
Xanthomonas axenopodis pv)| Gracilicutes Espagne- Egypte- Maroc (non | Semences stérilisées ct pilées sont mises a
phaseoli : Brilure bactérienne Feve confirmé)- Liban- Asie- | incuber dans un milicu sélectif (milicu MXP) ;
Afrique- Canada- U.S.A coloration par immunofluorescence.
Xanthomonas campestris
(toutes les souches pathogénes | Gracilicutes Citrus spp QEPP sbsent Sérologie, anticorps monocloneux, tests sur

plantes hétes.

Isolement direct ou méthode [FAS sur des

bactéricnnes.

Xanthomonas fragariae: Fraisicr Espagne (localement)- Grece- | suspensions obtenues par macération des tiches

Taches angulaires Italic- Portugal- Roumanie saturces d'cau dan mortier additionné d'un
petit volume d'eau distillée.

Xanthomonss orysse pv,

oryzae: Meladic bactérienne | Gracilicutes Riz Russie- Asic- U.S.A- Mexique | ELISA avec anticorps monoclonzux.

des feuilles de riz.

Xanthomonas orysae pv)| QEPP absent- Asie- Nigeria-

oryzicola: Brilures ou stries Riz Sénégal ELISA avec anticorps monoclonzux.

Xanthomonas populi Gracilicutes Populus spp Irlande- Allemagne- Danemark- | Symptémes su champ; chancres, inspection
chancre bactérien. France pendant la période végétative.
Xanthomonas transiucens pv) France (non cétablic)- Espagne-
transiucens: Glume noire, Orge, seigle, blé, triticale Libye- Maroc- Syrie- Tunisie- | Milicu Wil Brink modifié ; immunofluorescence
brilure bactérienne. Gracilicutes Turquie-  Canada-  U.S.A- | et tests par dot- immunobinding, ELISA, PCR.
Mexigue.
Milicux particllement sélectifs ; IF suivi d'un
Xanthomonas vesicatoria Gracilicute: Tomate et Poivron Egypte-  Espagne-  France- | isolement ; tests sérologigues (agglutination sur
galle bactérienne. Maroc-  Tunisie-  Mexique- | lame, IF; Dot- ELISA), test du pouvoir
LU.S.A pathogeéne sur feuilles.

Xyliela fastidiosa
(tansmisc par cicadellidae:

Observation des vaissezux sur des scctions

Vigne.

Cameocephala fulgida, | Gracilicut Vigne QEPP gbsent transversales des pétioles ; greffes sur plantes
Dracculacephala miverna et indicatrices ; ELISA. Anticorps fluorescents.
Graphocephala atropunctata) :

Maladic de Pierce.

Xylophilus ampelinus. Espagne- France- Grece- ltalie- | Immunofluorescence dans les filtrats de feutlles
Nécrose bactérienne de la Gracilicutes Vigne Turquie - Tunisic infectées ou dans des homogénats de tissus

ligneux.
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2 Virologie végétale

2.1 Histoire de la virologie végetale
Le 12 Février 1892, Dimitri Iwanowski, un botaniste russe a soumis un article a I’académie des sciences
de St Petersburg dans laquelle il a démontré qu’un extrait de plant de tabac peut transmettre une maladie
a un autre plant sain aprés le passage de I’extrait a travers un trés fine filtre a céramique suffisant de
retenir des petits particules pathogeénes telles que les bactéries. Cet article est consideré comme le début
de la virologie végétale. La premiére étude concernant la structure et la réplication des virus
impliquaient fréqguemment le virus de la mosaique du tabac (TMV). Ce virus, qui provoque une néecrose
des feuilles du tabac. En 1935 le TMV a été cristallisé et observé entant qu’une protéine globulaire. Le
TMV a été le premier virus a etre observé sous microscope électronique et chez qui il a été démontré

le rdle infectieux intrinséque de I’ARN.

Figure 27 . Dimitri lwanowski

Les maladies a virus des plantes sont la cause des pertes considérables de la production agricole
mondiale : la Variole de la sharka des péchers, prunier, abricotiers a ravagé, en 15 ans, I'ensemble
des vergers méditerranéens, comme la tristeza, 20 ans en avant, détruit les agrumes d’Amériques du

sud.

2.2 Les Virus des végétaux
L’impact des virus sur les plantes dans le monde est énorme, les pertes dues aux infections virales sont
estimées a 70 milliards de dollars par an. Les cultures de tout type peuvent étre atteintes. Une maladie,
la tristeza, a rendu non productifs plus de 50 millions d’orangers. Des cultures annuelles comme le riz,

I’orge et les cultures maraicheres ont toutes affectées par des viroses avec un impact économique
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significatif. De nombreuses especes vivaces sont infectées de maniére chronique. Une infection
végétale se manifeste morphologiquement en général par des chloroses. La photosynthese, la

respiration, la nutrition et régulation hormonale de la croissance peuvent toute étre atteintes.

Les virus occasionnent chez les plantes des maladies persistantes, le végétal, une fois contaminé, I’est
pour le restant de son existence. Chez I’homme, lorsque il est contaminé par un virus, de la fiévre par
exemple (Influenza), apres quelques jours, les symptdmes commencent a disparaitre, en effet, les corps

animaux bénéficient de quatre mécanismes réactionnels efficaces :

1- Lorsque la température s’éléve dans le corps malade, la réplication des souches communes des
virus ralentit ou stoppe, ceci est di essentiellement a la nature thermosensible des virus.

2- Le systéeme immunitaire se déclenche il comprend des lymphocytes B qui liberent dans le sang
des anticorps spécifiques qui viendront bloquer les protéines virales.

3- Les lymphocytes T qui tuent les cellules infectées par les virus.

4- Les ARN interféron produites par les cellules induisant la production d’enzymes inhibiteurs de

réplication virales.

Chez les plantes, les trois premicres réactions n’existent pas, quant aux ARN D’interféron végétal, se
sont des molécules similaires a ceux présentes chez les cellules animaux, mais leur efficacité est

notoirement insuffisante pour contenir la progression des virus.

Les virus sont des entités infectieuses porteuses d’information génétique, intracellulaire stricte,
obligatoire dont la pérennité dépend de leur capacité a se répliquer au sein d’une cellule hote. Pour se
multiplier doivent infecter des cellules végétales dont ils détournent le métabolisme en utilisant la
machinerie cellulaire pour leur propre multiplication. Certains phytovirus peuvent se multiplier chez

les insectes vecteurs.
Les maladies virales sont persistantes et incurables.

Persistance : Le végétale malade reste une source de virus toute sa vie et 1’épidémie peut donc
progresser lentement et inévitablement, sans risque de s’éteindre. Toutes les infections virales chez les
plantes débutent par des symptdmes accuseés, surtout si les plantes sont inoculés a un stade précoce de
leur développement, parfois les mécanismes réactionnels apparaissent et dans le cas ou la souche est
modérée la manifestation de la maladie devient moins violente, au cas contraire, I’action des interférons

est modeste, dans les deux cas, 1’agent infectieux persiste.

Incurabilité : Bien-que ’on posséde effectivement de nombreux inhibiteurs de la réplication virale,

leur toxicité pour la cellule les rend inutilisables.
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Le virus est constitué essentiellement d’un acide nucléique (2-40%) qui peut étre du ADN ou ARN
(jamais les deux), circulaire ou linéaire protégé par une carapace constituée de protéines de capside
(60-95%). Chez quelques phytovirus, cette capside peut contenir en outre des molécules d'une enzyme
capable d'assurer la transcription de I'acide ribonucléique viral (ARN polymérase virale), tandis que

dans de rares cas, elle est entourée d'une enveloppe lipidique (4 a 37%) (Fig.2).

Enveloppe (pas toujours présente)

L'enveloppe ala méme composition
/qu’une membrane cellulaire : phospholipides

et protéines)

Capside = « boite » faite de protéines

Matériel génétique (ADIN ou ARN)
Contient de 3 4 200 génes selon le virus

Contient parfois une ou quelques enzymes

Figure 28. Structure d’une particule virale

2.2.1 Structure moléculaire des virus
La taille des génomes des phytovirus varie énormément en termes de nombre de nucléotides avec une
capacité codante de 4 a 12 genes. Les Closteroviridae possédent le génome le plus large, par exemple le
génome du Citrus tristeza virus CTV mesure ~19.3kb et porte 12 cadres de lecture codant pour 19

protéines. Le rble de certains genes reste peu connu.

Les virus n’ont pas d’autonomie : ce sont des parasites obligatoires. Ils se multiplient aux dépends de
la plante qu’ils infectent et vont détourner a leur profit la machinerie cellulaire. La cellule va
synthétiser les protéines et les acides nucléiques viraux nécessaires a la formation de nouvelles particules
virales, au lieu de produire les molécules dont la plante a besoin en plus des corps d’inclusions. En
quelques semaines, le virus va envahir I’ensemble de la plante et il y aura des quantités considérables
(parfois des milliards...) de particules virales produites dans une plante infectée. Il existe plus de 1000
virus végétaux classés par L’ICTV. Ils peuvent des virus a ADN double brin (Caulimovirus, ex :
mosaique du chou-fleur), a ADN simple brin (Geminivirus : ex : striure du mais), a ARN double brin

(Reovirus : ex : tumeurs des blessures), a ARN simple brin bidirectionnel (Rhabdoviridae, ex : jaunisse
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nécrotique de la laitue), 8 ARN simple brin de sens positif en une partie (Tobamoviridae, ex : mosaique
du tabac), a ARN simple brin en deux parties (Comoviridae, ex : mosaique du niébé) et a ARN simple
brin en trois parties (Cucumoviridae, ex : mosaique du concombre). Les virus végétaux codent pour peu
de protéines, mais comme dans le cas de protéines des bactéries phytopathogénes, elles sont
multifonctionnelles et la plupart de leurs interactions avec 1’hdte provoquent des Iésions, méme ci-cela

est en dehors des procédes de réplication.

Les virus des plantes présentent trois caractéristiques principales qu'il faut connaitre pour bien

comprendre leur biologie :

1. Les virus des plantes provoquent le plus souvent des maladies généralisées. lls infectent presque tous
les organes d'une plante : ils se multiplient aussi bien dans les racines que dans les tiges ou les
feuilles. Seuls, certains massifs cellulaires en cours de différentiation, les méristémes (que I’on

trouve au cceur des bourgeons) peuvent étre indemnes de virus (Fig.3).

3éeme jour 4eme jour Séme jour
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Figure 29. Démonstration de Samuel (1934) de la progression de I’infection du virus dans la plante a
partir du site d’infection initial (Martelli, 2007)

Deux types d'infections virales sont connues chez les plantes : localisée et généralisée (ou systémique).
Ceux-ci donnent lieu soit a des « lésions locales » chlorotiques ou nécrotiques, soit a symptémes

diffusés sur toute la plante.

2. Les maladies a virus sont incurables au champ : une plante infectée par un virus le restera toute sa

vie, qu'elle soit annuelle ou pérenne. En effet, les plantes ne disposent pas de systeme de defense

27



Université (HB Chlef) Enseignant concepteur : ALI-AROUS Samir Filiere : Sciences agronomiques
Faculté SNV Spécialité : Protection des végétaux

immunitaire : elles ne produisent pas d’anticorps qui permettent aux animaux supérieurs ou a
I’Homme d'éliminer les virus qui les agressent.

3. Comme tous les autres virus, les virus des plantes sont des parasites obligatoires : ils ne peuvent se
multiplier que dans des plantes ou des organes végétaux vivants. Les virus ne survivent généralement
pas ou tres peu de temps, en dehors des cellules vivantes. Ils ont donc absolument besoin d'un moyen
pour passer des cellules d'une plante malade aux cellules d'une plante saine, sinon ils disparaitraient
a la mort des plantes qu'ils infectent.

2.2.2 Taille et forme de Virus

La taille et I’aspect des virus sont trés variés, mais ils ont pour caractéristique commune d’avoir des
dimensions extrémement réduites : a quelques exceptions pres, ils ne sont observables qu’au
microscope électronique alors que les microorganismes de plus grande taille, telles les bactéries, sont
visibles au microscope optique.

De nombreux virus ont une forme pseudo-sphérique trés simple sans aucune symétrie, dont le
diamétre varie entre 60 et 300 nanométres (1 nm équivaut a 1/106 mm). Les plus petits, dont la forme
est icosaédrique (polygones a vingt c6tés), mesurent entre 18 et 20 nm de large (voir figure 6). Les
plus longs virus sont les virus en batonnet ou filamenteux, dont certains peuvent atteindre plusieurs
microns (1 um équivalant & 1/10° mm) de longueur, mais mesurent généralement moins de 100 nm

de large (Fig.3)

Figure 30. Différentes formes et structures des phytovirus

2.2.3 La réplication chez les phytovirus
La multiplication virale est un phénoméne complexe au cours duquel le virus va détourner la
machinerie cellulaire a son profit. En effet, du fait de leur simplicité extréme, les virus ne peuvent
pas se multiplier, du moins se multiplier par eux-mémes. Connaitre et bien comprendre les
differentes étapes du cycle de multiplication virale est un objectif majeur pour le développement de
molécules antivirales. Certaines étapes sont spécifiques du virus et constitue une cible idéale pour

une molécule antivirale. La multiplication d'un virus consiste en l'introduction du génome viral dans

28



Université (HB Chlef) Enseignant concepteur : ALI-AROUS Samir Filiere : Sciences agronomiques
Faculté SNV Spécialité : Protection des végétaux

une cellule et c'est elle qui va fabriquer de nouveaux virus selon un procédé de biosynthése que I'on

appelle réplication. La multiplication d'un virus comporte six étapes :

2.2.3.1 L'attachement:
La premiére étape est lI'entrée en contact du virus et de la cellule. C'est I'attachement de la surface
virale sur la surface cellulaire. Cet attachement se fait par une structure de la capside pour les virus
nus, par des glycoprotéines d’enveloppe pour les virus enveloppés. Ces protéines ou glycoprotéines
s’attachent a des récepteurs situés sur la membrane cytoplasmique de la cellule hote. Ce besoin de
récepteurs cellulaires de la membrane cytoplasmique pour les virus explique qu'un virus donné ne
peut infecter qu'un nombre restreint d'espéces. La sensibilité d’une cellule pour un virus définit sa
capacité a pouvoir €tre infectée par un virus donné. L’ensemble des cellules sensibles a un virus

définit son spectre d’hdtes.

2.2.3.2 Lapénétration
On distingue trois mécanismes permettant I’entrée du virus a l'intérieur de la cellule, le plus souvent
par micro-phagocytose pour les virus nus et, pour les virus enveloppés, par fusion de I'enveloppe
virale et de la membrane cytoplasmique en une membrane unique, fusion suivie de lyse, par
formation d'un pore (trou) qui s'élargit et laisse passer la capside dans le cytoplasme. Un troisiéme

mécanisme associe 1’endocytose et la fusion.

2.2.3.3 Ladécapsidation
Les structures virales vont ensuite étre dégradées, a l'exception du génome qui, débarrassé de la
capside, se trouve libéré. Il est nécessaire que la capside soit détruite pour que le génome,
décortiqué, puisse fonctionner, livrer son information génétique a la machinerie cellulaire. En
général cette étape se fait a ’aide de I’enzyme décapsidases cellulaires. Apres ces étapes d'initiation

de l'infection prend place la phase de réplication et d'expression du génome viral.

2.2.3.4 Laréplication

Le génome viral doit étre transcrit, traduit et répliqué. Pour cela, le génome viral libéré prend la
direction des synthéses, dans la cellule. Il se substitue en totalité ou en partie au génome cellulaire
qui jusgu'alors organisait les syntheses cellulaires. Désormais dirigée par le génome viral, la cellule
va détourner la machinerie cellulaire au profit du virus et va ainsi produire des virus entrainant dans
certains cas une inhibition des syntheéses d’ARN et d’ADN cellulaires.

Plus précisément, la cellule va faire des copies, (répliques) du génome viral, des répliques de
protéines virales, protéines de capside et glycoprotéines d’enveloppe. La stratégie de multiplication

est dépendante de la nature et de la structure du matériel génétique : ADN ou ARN, génome bi-
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caténaire ou monocaténaire, segmenté ou non, circulaire ou linéaire. Selon le type de virus la

réplication sera plus ou moins complexe.

2.2.3.5 L'assemblage et la maturation
Les nouveaux génomes fabriqués par la cellule s'entourent de nouvelles protéines virales
fabriquées par la cellule. C'est I'encapsidation des génomes qui aboutit a la formation de nouveaux
virus. Les mécanismes peuvent étre simples avec auto-assemblage des protéines de capside et
encapsidation du génome. Ils peuvent étre plus complexes avec 1’intervention de protéines virales

spécifiques.

2.2.3.6 Lalibération des virus
S’il y’a un domaine ou les virus de plantes se démarquent radicalement des virus des animaux c¢’est
celui qui concerne leur propagation au sein de I’hote. En effet, a I’inverse des virus des animaux qui
quittent la cellule infectée par bourgeonnement ou par lyse cellulaire puis recommencent a
I’identique ’infection d’une nouvelle cellule, la présence d’une paroi rigide chez les cellules
végétales constitue un obstacle a la sortie des phytovirus par ces mécanismes, ce qui les contraint a
emprunter la voie des plasmodesmes.
Les plasmodesmes: est le canal traversant la paroi cellulaire des plantes, constituant les voies de
passage de l'eau, des solutés, des phytohormones et des virus phytopathogénes qui se répandent a

travers la plante (Fig.5).

Plasmodesme @: Georges Dolisi
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Figure 31. Les plasmodesmes

2.2.4 Mode d'infection des phytovirus
Le virus infectant pénetre dans la cellule par effraction. La nucléoprotéine virale appelé virion est

désassemble et libere son ARN génomique (ARNg). L'ARN polymeérase virale est directement
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traduit a partir de I'ARNg. En fait, cette enzyme transcrit des ARN messagers (ARNm), dont celui
de la protéine de capside, et synthétise de nouveaux ARNg. Ces derniers seront ensuite encapsidés,
et les virions ainsi formés vont infecter d'autres cellules par passage trans-cellulaire et transport a

longue distance, et éventuellement d'autres plantes (Fig.6).
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Figure 32. Processus infectieux des phytovirus

De nombreux phytovirus peuvent infecter de nombreuses plantes cultivées. Certains virus ont une
gamme d’hotes tres restreinte ils infectent, en condition naturelles, qu’une seule ou un nombre limité
d’espéces végétales apparentées ¢’est le cas de Grapevine fanleaf virus (GFLV), I’un des virus du court

noué de la vigne ou le Plum pox virus PPV agent de la sharka sur le genre Prunus.

D’autres virus sont capables d’infecter de nombreuses espéces végétales ¢’est le cas de Arabis mosaic
virus (ArMV), virus proche de GFLV, qui provoque des symptdmes de court-noué chez la vigne et qui

infecte d’autres espéces telles que la betterave.

2.2.5 Laclassification des phytovirus.
Plusieurs classifications peuvent exister selon les objectifs poursuivis. Les relations entre virus et
leurs hotes se manifestent par des symptomatologies différentes qui peuvent étre les parameétres de
classification choisi dans un objectif de diagnostic. La classification moléculaire des virus ne tient
pas compte de la symptomatologie ou de la gamme d’hdétes du virus, mais elle se base sur les relations
phylogénétiques (en fonction de 1’organisation génomique des virus et des homologies de séquences

rencontrées).
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Au départ, la classification était basée sur les caracteres morphologiques et biologiques (gamme
d’hotes, vecteur des virus...) puis elle a dévié vers une approche moléculaire (séquences génomiques
et des protéines) avec les progrés de la genétique. Cette évolution a permis de définir des espéces ou
des souches. Ces dernieres peuvent avoir un pouvoir pathogéne différent sur une plante donnée.
Elles se distinguent par leurs effets pathologiques (symptémes, dégats). Il existe donc des souches
dites hypo-virulentes qui provoquent peu de dégats et a I’inverse, des souches dites hyper-virulentes.
Le systéme international de taxonomie virale est basé sur la structure et la composition de la particule

virale. Dans certains cas, le mode de réplication est également utilisé comme critere de classification.

2.2.5.1.1 Taxonomie : QU'EST-CE QUE CEST ?
La taxonomie est la science de la catégorisation. Il englobe la « classification », c'est-a-dire
I'arrangement des entités biologiques en catégories taxonomiques (taxons) sur la base de similitudes
et/ou de relations (phylogénie), tandis que la nomenclature est I’attribution de noms de taxons, selon

les régles internationales.

2.2.5.2 Lataxonomie des virus
Actuellement, la taxonomie des virus englobe un certain nombre de TAXA (catégories
taxonomiques) qui ont différents niveaux hiérarchiques :
Les especes sont les éléments constitutifs de la construction taxonomique. Le concept d'espece virale
a été défini par Van Regenmortel (1989)
Especes de virus : La plus importante hiérarchie au niveau de classification, caractérisé par des
propriétés qui le distinguent des autres espéces.
Genres du virus : regroupements d'especes de virus qui partagent des caractéristiques communes et
sont distinct des virus membres d'autres genres. Les noms de genre se terminent par —virus.
Familles de virus : regroupements de genres de virus qui partagent des caractéristiques communes
et sont distinct des virus membres d'autres familles. Les noms de famille se terminent par : viridae.
Ordres de virus : regroupements de familles de virus qui partagent des caractéristiqgues communes
et sont distinct des autres ordres et familles. Les noms des ordres se terminent par -virales. Il y a trois

ordres actuellement reconnues.

2.2.5.3 L’écriture des noms des taxa
Les noms des taxa sont écrites en italique avec le premiére lettre en majuscule : Mononegavirales
(ordre), Tombuviridae (famille), Tobamovirus (genre). Noms des espéces de virus sont en anglais
mais sont écrits en italique ou en caractéres de type romain, exemples : Tobacco mosaic virus,

Strawberry latent ringspot virus, Citrus tristeza virus
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2.2.5.4 Quelques propriétés des virus utilisés dans la taxonomie des virus
Morphologie (ADN/ARN, simple/double brin, segmenté/non segmenté, linéaire/circulaire... )
Propriétés physicochimiques et physiques
Structure du génome et stratégie de réplication
Relations phylogénétiques (résultats des alignements nucléotidiques)
Propriétés antigéniques (relations sérologiques)
Propriétés biologiques
Gamme d'hotes
Epidémiologie (types de transmission)
Pathogénicité
Cytopathologie (corps d'inclusion)
Le comité international de taxonomie des virus ICTV, fondé en 1966 dont son principal role et
I’établissement d’une taxonomie internationale consensuelle des virus et une nomination universelle
des virus et les mises a jour périodiques, liste 1950 virus classée en trois (03) ordres, 76 familles et

287 genres. Les phytovirus sont groupés en un seul (01) ordre, 19 familles et 88 genres (Fig. 7).
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Figure 33. Genres et Familles des Phytovirus
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2.2.6 Migration des virus dans la plante
Le déplacement des phytovirus dans la plante s’effectue principalement selon 2 modes :
a. De cellule a cellule : ou transport a courte distance qui est un mouvement lent (mm/jour) de la
cellule infectée au tissu adjacent.
b. Systémique : a longue distance qui comparativement au précédent est un mouvement rapide
(cm/hr), par les tissus vasculaires le virus envahit la plante vers les tissus en croissance, méme sens
que les produits de la photosynthése.
Au cours de I’infection par les virus, ces 2 types de transport ont lieu. Ainsi, Atabekov et Taliansky
(1990) relient et subdivisent ces 2 modes de transport du virus en 4 phases :
1. Migration a courte distance de cellule a cellule dans 1’épiderme ou le parenchyme des feuilles
inoculées.
2. Transfert du génome viral du parenchyme infecté vers les tissus conducteurs. Cette phase
correspond a une étape de transition entre le mouvement du virus a courte distance et le mouvement
a longue distance (Fig. 8).
3. Migration du virus a longue distance par les tissus conducteurs.

4. Passage du virus des vaisseaux conducteurs aux tissus parenchymateux, mouvement inverse de la

phase 2.
N
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Figure 34. A gauche : 1) migration de cellule a cellule dans le parenchyme ; 2) Passage du virus du parenchyme aux
vaisseaux conducteurs ; 3) Migration du virus dans les vaisseaux conducteurs 4) Passage du virus des vaisseaux au
conducteurs au parenchyme. A droite : distribution des particules virales de CTV (visualisé par marqueur protéique vert
fluorescent) dans les tissus du phloeme de Citrus macrophylla et Citrus aurantium

A chacune de ces phases correspondrait une barriére que le virus doit surmonter. Ainsi, au cours de
certaines interactions virus-plantes, ces barrieres ne sont pas surmontées et le transport viral n’a pas
lieu. Dans de telles situations, la plante est dite résistante a la migration du virus. Par ailleurs, d’autre
virus restent confiné aux tissus vasculaires, principalement le phloéme ou ils sont introduits par les

vecteurs.
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2.2.7 Latransmission des phytovirus

2.2.7.1 Latransmission verticale
Elle correspond a la transmission du virus a la descendance d'une plante infectée. Elle est tres
fréquente chez les plantes a multiplication végétative (Fig. 8). Tous les organes de multiplications -
boutures, greffons, tubercules, bulbes...- prélevés sur une plante- mere virosee (infectés). Ainsi, une
pomme de terre infectée par le virus Y de la pomme de terre (Potato virus Y, PVY), produira des
tubercules qui seront tous porteurs du PVY. Si ces tubercules sont plantés, ils donneront tous
naissance a des plantes qui seront infectées par le PVY (Fig.9).
L'importance de cette transmission a la descendance a justifié la mise en place, chez de nombreuses
especes a multiplication végétative, de schémas de production de plants ou de semences certifiées
sans virus.
Quelques rares virus de plantes pérennes peuvent étre transmis par le pollen. Le pollen produit par
une plante contaminée par un phtovirus pourra étre disséminé par le vent ou par un insecte
pollinisateur et venir féconder une fleur sur une plante saine. En germant, le grain de pollen

transmettra le virus a la plante saine.
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Figure 35. Les moyens de la transmission verticale

Dans la grande majorité des cas, les virus ne sont pas transmis par les graines : ainsi un melon infecté

par le virus de la mosaique du concombre (Cucumber mosaic virus, CMV) produira des graines qui
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en germant, donneront naissance a des plantules qui seront toutes indemnes de CMV.
Malheureusement, cette regle admet des exceptions et certains virus économiquement importants
peuvent étre transmis par la graine comme le virus de la mosaique de la tomate (Tomato
mosaic virus, ToMV) chez la tomate ou le virus de la mosaique de la laitue (Lettuce mosaic
virus, LMV) chez la laitue. Des efforts particuliers doivent étre faits par les producteurs de graines

pour garantir la qualité sanitaire des lots de semences commerciales.

2.2.7.2 Latransmission horizontale
La plupart des virus végétaux dépendent d’un certain type d’agents qui leur permet de se disséminer
dans I’environnement. Les animaux invertébrés sont les principaux agents tels que les pucerons
(Homoptera : Aphididae), les cicadelles (Homoptera : Cicadellidae), les aleurodes (Homoptera
:Aleurodidae), les cochenilles (Homoptera : Pseudococcidae), les thrips (Thysanoptera : thripidae)les
acariens (Acari :Tetranychidae) et les nématodes. Certains virus peuvent se transmettre aux plantes
hotes par I’intermédiaire des champignons et du pollen. Sur les 1000 phytovirus décrits, environ 70%
sont transmis par des arthropodes, nématodes et champignons, parmi ces derniers 78% sont transmis
par les insectes piqueurs suceurs. Dans la plupart des cas, un virus n’est transmis que par un unique

vecteur.

2.2.7.2.1 Transmission persistante des virus
En mode de transmission circulatoire, les particules virales sont acquiert par les insectes vecteurs a
partir des tubes de séve, qui se diffusent a travers I’hémocele, puis transportés aux glandes salivaires,
ensuite injectés avec la salive lors de I’alimentation sur une plante hote. La transmission persistante
des luteovirus impligue généralement une relation symbiotique (bactérie-insecte), les symbiontes se
localisent au niveau de cellules spécialisées chez les insectes, connues sous le nom de «
Bactériocytes. Chez les pucerons par exemple, la symbionine, une protéine bactérienne secrétée dans
I’hémocele par la bactérie Buchnera aphidicola (Sub-Division: Probacteria), dans la majorité des
aphides elle forme un complexe avec la capside de protéine mineure du virus, ce qui est déterminant
dans la transmission du virus. La transmission persistante du virus de I'excroissance de veine CVEV

(vein enation virus) via A. gossypii et M. persicae (Fig.10).
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2.2.7.2.2 Transmission non/semi-persistante des virus

Durant le processus de transmission semi-persistant, des régurgitations répétées de 1’insecte vecteur
afin de tester la qualité de la séve ou le virus entre en contact avec une surface large de 1’appareil
buccal du vecteur dont la valve et la pompe du stylet, permettant la dissémination de 1’infection
virale de I’insecte a la plante et vice-versa. La différence entre le mode non-persistant et le mode
semi-persistant résident dans la durée de rétention au niveau du stylet du puceron.

Les virus non persistants : Ces virus ont une durée de vie trés bréve en dehors de la plante. Le repas
d’acquisition est de trés courte durée et il doit étre inoculé trés rapidement pour pouvoir se propager.
IIs sont transmis par pucerons. Le terme de non-persistance du virus dans son vecteur a été défini
selon différents critéres quantitatifs : (i) le temps minimal d’acquisition par leur vecteur est réduit
(quelques secondes a quelques minutes), (ii) il n’y a pas de phase de latence (c’est- a-dire que le
vecteur peut transmettre le virus immédiatement apres son acquisition), (iii) il n’y a pas de passage
dans I’hémolymphe du vecteur, (iv) le virus est perdu lors de la mue de son vecteur et (v) la période
de rétention du virus par son vecteur est courte (quelques minutes a quelques heures).

Les virus semi persistants : Ces virus ont une durées de vie plus longue en dehors de la plante
(quelques heures), de plus pour pouvoir se propager le repas d’acquisition et le repas d’inoculation
doit étre plus long (quelques heures également). Ces virus sont souvent localisés dans les vaisseaux
du phloéme, le vecteur devrait donc effectuer une pigdre plus profonde pour les acquérir. Ce type de
piqire correspond a une phase d’alimentation plus longue que la phase de piqlre d’essai. Quoiqu’il
en soit, ces criteres de semi-persistance ne tiennent pas compte des mécanismes utilisés par le virus
dans le vecteur. Certains de ces virus (a transmission semi-persistante) ont été localisés dans le tube
digestif antérieur et appelés « virus du tube digestif antérieur » par opposition aux « virus de stylets

» (@ transmission non-persistante).
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Figure 36. Le mode transmission non circulatoire (non-persistante et semi-persistante) et le mode de
transmission circulatoire (persistante) (Astier et al, 2001).
2.2.8 Importance des sources de virus.

Les sources de virus qui vont étre a I'origine des épidémies dans une culture sont diverses. Il peut
s'agir de plantes issues d'organes de multiplication végétative contaminés ou plus rarement de graines
contaminées. Dans ce cas, dés le début de la culture, il y aura des plantes malades dans la parcelle.
Il peut également s'agir de cultures voisines plus agées ou de repousses, elles-mémes contaminées.
Ce peut étre aussi des plantes sauvages que 1'on appelle les ‘hotes alternatifs’ ou “plantes réservoirs'
qui sont parfois frequentes autour des cultures. Certaines de ces plantes peuvent survivre pendant
I'niver et permettre aux virus de se maintenir dans la nature, pendant les périodes ou il n'y a pas de
cultures en place. Le nombre des espéces réservoirs varie beaucoup d'un virus a l'autre, selon la
capacité du virus a infecter des plantes appartenant a des familles différentes.
Le CMV est un virus capable d'infecter prés de 1000 espéces végétales différentes, parmi lesquelles
on compte des adventices comme le sénecon ou la stellaire, des cultures maraicheres d'hiver comme
I'épinard ou la laitue, voire méme des arbres fruitiers comme le bananier ou le cerisier. 1l va sans dire
que ce virus trouvera facilement des hotes alternatifs dans la nature, et que les sources de virus seront
abondantes, en début de culture. Le PRSV présente quant a lui, une gamme d'hote trés réduite, qui
comprend surtout des cucurbitacées. Le virus aura alors beaucoup plus de difficultés a survivre
pendant I'hiver dans les régions temperées car il ne trouvera pas d'hote alternatif. Les épidémies de
PRSV seront beaucoup plus irréguliéres, et dépendront de l'introduction du virus de régions plus
méridionales ou les cultures de cucurbitacées peuvent survivre pendant I'hiver.
D'une maniere générale, la fréquence et la proximité des hotes réservoirs conditionnera pour une
bonne part la précocité des épidémies d'un virus. On comprend ainsi pourquoi des hivers tres

rigoureux, en détruisant des plantes adventices, réservoirs de virus ou de vecteurs, peuvent contribuer
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a réduire I'importance des attaques virales la saison suivante. Beaucoup plus rarement, le vecteur lui-
méme peut permettre a un virus de se conserver d'une saison a l'autre : c'est le cas de certains virus

transmis par champignons ou nématodes.

2.2.9 Différents symptémes des maladies virales
La multiplication des particules virales généralisée a l'ensemble de la plante provoque des
perturbations métaboliques conduisant a I'expression de symptomes variés. Les symptdmes
provoqués chez les plantes peuvent varier, selon le virus, la variété ou l'espéce atteinte,
I'environnement et I'état physiologique dans lequel se trouvent les plantes. De nombreux virus
provoquent sur le feuillage des symptémes de mosaique (Fig.11, a gauche), c'est a dire une coloration
irréguliere bien visible au niveau des jeunes feuilles, parfois associée a des déformations (cloques,

aspect filiforme ou gaufré, réduction de taille).

Figure 37. Apple mosaic virus AMV Pear vein yellow virus PVYV

D'autres maladies virales provoquent des jaunissements du feuillage, souvent plus marqués sur les
feuilles agées. Enfin certains virus induisent des nécroses plus ou moins généralisées sur les feuilles,
les fleurs, les fruits ou les tiges, (Fig.12, a droite) ; ces nécroses entrainent parfois un dépérissement
de la plante (Fig.13). D'une maniére générale, les maladies virales réduisent la croissance et donc le
potentiel global de production d'une plante, mais dans le cas des fruits et des Iégumes elles peuvent

aussi altérer ’aspect et donc la qualité commerciale de la récolte.
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Figure 38. Plum pox virus (Sharka) Prunus necrotic ringspot virus (haut a droite)

: SY-LALG

Figure 39. Evolution de la maladie sur un plant infecté par Citrus tristeza virus CTV (souche
virulente)

Figure 40. L’enroulement de la vigne (GLRV) Virus Y sur feuilles de pomme de terre
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2.2.10 Les viroides
Les viroides sont de petites molécules d’ARN simple brin dépourvues de capside (le plus petit
pathogene connu). Il existe environ 25 viroides qui varient par leur séquence nucléotidique. Le
premier a avoir été detecté et étudier en deétail fut le viroide des tubercules en fuseau de la pomme
de terre (Potato spindle tuber viroid PSTVd), responsable de pertes significatives dans 1’industrie de
pomme de terre. Les viroides sont transmis mécaniquement a travers les outils de taille (sécateurs)
et a travers le matériel végétal infecté. Les viroides sont des thermophiles, des températures entre

30-33°c sont optimales pour leur réplication.

Figure 41. Viroide de la filosité des pommes de terre (Potato spindle tuber viroid PSTVd; genre
Pospiviroid) = 359 nt

2.2.10.1 Principales maladies a viroides

Figure 42. Aspect fusiforme des tubercules de Viroide de la mosaique latente du pécher

pomme terre causé par PSTVd PLMVd

41



Université (HB Chlef) Enseignant concepteur : ALI-FAROUS Samir Filiere : Sciences agronomiques
Faculté SNV Spécialité : Protection des végétaux

Figure 43. La cachexie (Citrus cachexia viroid CCVd) sur arbre de citronnier (en haut)

Le chancre pustuleux du poirier Pear blister canker viroid PBCVd (en bas)

Localisation des viroides dans la cellule

Avsunviroidae

avocado sumblotch (ASBVd)
peach latent mosaic (PLMVd)
chrysanthenmuum chlorotic mottle (CChMVd)
eggplant latent virord (ELVd)

Pospiviroidae

rpomm spindle tuber (PSTVd) coconur tinangaja (CTavd)
citrus exocortis (CEVd) australian grapevine (AGVd)
columnea latent (CLVd) apple dimple fruit (ADFVd)
cluysanthemum stunt (CSVd)  apple scar skin (ASSVd)
iresine (IRVd) citrus bent leaf (CBLVd)
mexican papita (VMPVd) <trus vuord-II (CVY-IIT
citrug viroid-IV (CVd-IV) citrus viroid-0S (CVd-08)
Lop latent virord (HLVd) gapevine 1B (GLBV)

hop stunt (HSVd) pear blister canker (PBCVd)
colens blumei-1 (CbVd-1) tomato apical stunt (TASVd)
coleus blumei-2 (CbVd-2) tomato planta macho (TPMVd)
colens blumei-3 (Cbvd-3) tomato chlorotic dwarf (TCDVd)
coconut cadang-cadang (CCCVd)

grapevine vellow speckle-1 (GYSVd-1)

tnapc\ me vellow speckle-2 (GYSVd-2)

Figure 44. La localisation des différentes espéces de viroides dans la cellule hote.
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L’ARN des viroides se trouve en cercle fermé de fagon covalente et sa taille varie de 246 a 3 347
nucléotides. L’ARN posséde une structure secondaire et tertiaire complexe qui lui donne une forme de
batonnet et une résistance aux nucléases. L’ ARN ne posséde pas un cadre de lecture caractéristique et
donc n’agit pas entant qu’ARN messager. Comment alors que cet ARN provoque une maladie reste
inconnue. Il se réplique dans la cellule de plante hote grace aux enzymes cellulaires (ex : ARN

polymeérase I1).

Il est noté que vu la nature thermophiles des viroides, et considérant que I’agriculture du sud prend de
la place et vraisemblablement elle constituera la futur principale corbeille alimentaire des Algériens,
les viroides profitant des conditions tres favorables a leur multiplication vont constituer une menace
sérieuse a plusieurs cultures annuelles et vivaces présentes dans ces nouvelles zones agricole. A ce
propos, dans une récente étude a réveélé la présence du Citrus Bark Cracking Viroid (CBCVd) et Citrus
Dwarfing Viroid (CDVd) au sud de I’Egypte, associés au syndrome du bois strié et craquelure de
I’écorce sur porte greffe C. volkameriana, qui est considérée comme maladie émergente et dominante

dans cette région.

Tableau 3. Listes des virus, viroides et virus-similaires de quarantaine en Algerie

Pour les détails veuillez visiter le site : https://www.eppo.int/ACTIVITIES/quarantine_activities

Nom Taxonomie Plantes hites Répartition (Région Méthodes de détection (NormesOEPP)
OEPP)
Apple mosaic Narvires sur Rubos Coozmun dans dc‘ cultares de ’nuln mécanique de sive @ dos
{ Prunca nocrone ringspot : ApMY Ressceac, e Largement répands adcatnces herdacdes. Prélover dos echaanilions
I\'"u...l.d .n)l-’ S -\r.\»as.l‘\-':lc

d'extractios .h avour un pH de 59 et contient un
antic \\n— *

Istica mécanique de séve & des plames
ces herbactes qui réagissent par des Iésions

Arabis messic virax ATMV | Anabis | Comoviridas Frasier, houblon, vitis spp | Allemagne Belgigoe.
MO Nepovirus framboiscr Dancmark France.
halie, Scisse, Turquic

¢ dos planics malades 40
Barley stripe mossic  bordeivires altat en 10-14 jours apeds

catrice
BSMV. Bericy stnipe mossic Oxge Bolganc- Danemark- | imoculation. Aggiutination sur latex powr 'examen

Hardoivirus Espagne- Grice- Libaa- | des Semones | lmmunodiffusson double | diffusion
Syrie- Tunisic simple | LISA Microacopue élecromique,
Colorztion orange sur tissas végetaux o microscopic
opaIgue.
Inoculstic plantes indicatrices (N

Beet  curly  top hbrmmianim Pomme de tcrre, tommate, | Egypoc-Espagne-italic- tabacurm cv. Whate Burleyy: un eclairce
(transenis  par  cicadedies:  Circulier | Gersinhinidac, DETCIRVE SUCNICTS, Suties Turquie-Canada-LSA pervares de o deve

renelicr). BCTV, Curly wpyellows, | Hybrigemininirus rEeoourTIIemEst  den

green dward. rabougrissement des piantes. Les plus jeunes fo

¢ bombées extiricurement
pas encore do méthode sérologique de

Beet Ieaf curl rhabdovirex BNYVV, | Furovious Beterave fourragere  of | Allemagne ~Turguie- | détec Ve
Riiramanis SN Pologne
mécanique de séve de Rubus 3 dos
OEPP abaent- Froquent | plasses indicatnices. Prelover oo &chantllons ¢n
Black raspberry latent darviraBRLY | Bromovindse Rubus spp sur Rubus saunvage ot | différentes parties de la plaste. Le tampon
darvirus cultivés du Canada et | d"extraction doit avoir un pH de 5.9 ¢t contenir un
sun USA antionydant. Les toats sdvologiques doivent inclure

des antiadruma sadoifigues de diffrentes souches
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Sc rencontre frégeemment sar

dos opxe  ligneuses & | Quelques mdividus  du | Tosts sérologques aves atiscrums contre diffdrentes
Cherry leafroll nepovirusve Robus: | Comovirdss wavers twete ['Ewrope, la ] Sud  d'Engletsrreanon | souches du vins
CLRV Nepovirus Russie ot I"Améngue du|obsené wur  Rubus
Nord, mass pas les Rubus | idacus
dans Iz région OEPP
Inoculstion de bourgeons sur des plasies imdicatricos
Cenaicr, fes senwiens | Allesnagne- Belgique- | &'un &= ou par double bocrgronnage. Sar une coupe
Cherry lirtle cherry discase{andines). | Incerain d'omement  poment  des | Espagne- France- lualie. | mansversale de pétiole en mmcroscope LV, on
petite cenise. mnfections latentos. Suisse- Roumane observe des inclusions fluorescentes sur les parois
dies cellules du phloéme aprés coloration i I'acnidine
LX!.‘AE
Cersier,  cultivars  Bing,
Cherry mecrotic rasty  meltle discase| Incerizin Elwe, Lambernt, Nzpoléon, | France- République-
Mosalque rouge nécrotique du cerisser Sam, occasionnellement | Tchegue- Roysume- | Tests sérologiques
Windsor Uni- Saisse
Mmocuistion d¢ stve 3 g plamss dKarices
Cherry rasp leaf nepevirusitransmis | Comovindae Censicr, pécher et pommier, (Chonopodium Quince et C.mursle). Test ELISA et
pae k acmatode X amorcasum) CRLY, | Nepovirus porse-grife Pranus Makalch ot | OEPP shsemt- Canada test s gélons par double diffasion (e domne pas do
Feuilies ripeuses o framboissce y  somt résultats en fin de peiniomps ot &¢ car faidle
sensibles concentration de virush
Turquic (non cofirme)-
Citrus biight disesse CiLV, Young | Inconnu Citrus  waronst USa Unlisstion d'un anti-sénem des feudlles d'agrames
tree dechine pamplemoussier ot oranger malades, mais los résultats restent & prouver.
Traasmission mécanique & partir &'ua extrait de tissu
Citrus kprosis riabdeviorus Citrus  wartonnt mfectd, comgele dans 'azote ligaade, avee un tampon
(tranamnis par los faux setranyQees): | Riabdovirus  nom | pamplemoussscr ot oranger QEPP absesa- USA tris 0w phosphate contenass divers agents réduciours,
Brevipalpus californices et | déterminé pour domner des lésions sur cranger ou plastes
Bobovetus). Léprosc des  agrumes indicatrices  herbacde  (ex Chenopodiam
CilV armarasticolor )
Oranger, citroneacy, Greffage sur ov. Masdannier Daneciing orasge o
Citrus mosaic badoavirmsCiMV Badnsvires fortunclia spp, sndenmicr OEPP absert- Inde pomeio; PCR ot ISEM possidles
Prunus : abricotier pécher, Egypte, Espagne, ELISA ; Immunofluorescence ; anticorps
prunier, majorité  des Grece, ltalic, Syric monoclonaux ; hybridation moléculaire basée sur des
Plum pox virus: PPV, Sharka, pium Potyviridae cspices  sauvages ot Turquie,  Allemagne, séquences  d'acides  nucléiques  spécifiques
pox Potyvirus omementales du  genre Allemagne, complémentaires de I"'ARN viral.
Prunus localement en France
Raspberry  leaf  curl  virus Ce virus ne sc transmet pas par inoculation de seve de
‘luteovirus’ (transmis par Aphis Luteovirus Rubus spp OEPP absent- Rubus sur plantes indicatrices. La transmission par
rubicolaet A .rubifolii): RLCV Canada- USA puceron induit un cnroulement des feuilles
prononcées en 10 jours.
France- localement
Raspberry ringspot nepovirus Comsoviridae, Framboisier, fraisier et ctebli en Allemagne- Tests sérologiques. Les cvs Haronova et Havana de
PRSV, taches annulaires du Népoviru cerisier Belgique-  Espagne- Nicotiana tabscum réagissent par des anncaux
framboisier Finlande- Grece- nécrotiques systémiques et clairsemes.
Irlande
Rose wilt
Le sésame blanc est la meilleure plante herbacée
Satsuma dwarf nepovirus SDV Comoviridae Majorite¢  des  especes Turquic indicatrice et test ELIS avec des anticorps
Nepovirus d’agrumes polvclonaux.
Transmission par puceron ou par greffe sur plantes
Strawberry crinkle cytorhabdovirus | Rhabdoviridae Allemagne, Belgique indicatrices sensibles : les evs UC-4, UC-5, UC-6 de
: SCrV, Strawberry crinkle Cytorhsbdovirus Fraisier France, Italie, Fragaria wvesca ¢t F.vesca var Semperfiorens|
Portugal cv.Alpinemanifestent des  symptdmes  typiques :
Iésions sur pétioles ou stries des pétales.
Strawberry latent C rhabdovirus Rhabdoviridse Fraisier OEPP absent Greffage sur clones indicateurs de Fragaria vesca ou
F.virginians.
Localement établi en
Strawberry veinbanding caullmovirus Caulimovirus Fraisier Hongrie- Irlande- non | Greffage sur clones indicateurs UC-6 de Fragaria
SVBV confirmé en Allemagne- | vesceet UC-12 de fragaria virginiana ; Test ELISA
Italic
Comoviridae Soja, Tebac, Cucurbitacées, | Bulgane- Italic- Maroc, | Test ELISA ; transmission & des plantes indicatrices :
Tobacco ringspot nepovirus TRSV Nepovirus aubergine, cerisier, pommier, | ailleurs non confirmé. Chenopodium amanticolor,

vigne

Lycopersicon esculentum.
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France- Allemagne- | Inoculation de séve & de nombreuses plantes
Vigne, arbres  fruitiers, | Finlande- Gréce- | herbacées ; st le virus provient de plantes ligneuses,
Tomato black ring nepovirus TBRV Comoviridae pomme de terre, nombreuses | Hongrie- Irlande- Italic culation mécanique doit se faire dans unc
Nepovirus plantes potagéres. non confirmé solution & 2 % (en volume) de hate de nicotine
(pH 9.3). Test ELISA ou hybridation d'acides
nucléigues.
lantes indicatrices Chenopodium amaranticolor
Tomato ringspot nepovirus (Tobace Framboisier, vigne, tomate de | Allemagne (rare)- inos se développent de petites Iésions locales

stiques et une nécrose apicale systémique. Sur
igneux on utilise le Cerisier cv Elberta ou gr 305,
Prunus tomentosa IR 473/1 ou IR 474/1. Test direct
ou indirect, ISEM.

ringspot virus N°2, transmis par | Comoviridac plein champ, pécher, ric- ltalic (rare)-
Xiphinema smericanum sensu laty | ! pélargonium Turquie- Egypte- Gréce
TomRSV, Ringspot et mosaic.

Virus et organismes similaires de la pomme de terre :

s indicatrices nicotiana bigelovii qui montre
Adrean potato latent tymovirus tsions locales, une mosa ystémique et un
APLV Tymovirus Pomme de terre OEPP absent masquage  systémique  des  nervures;  test
d'agglutination du latex; test dot-ELISA sur
membrane de nitrocellulose.

Nicotiana bigelovii montre une mosaique ceractérisé
Pomme de terre OEPP absent par des tiches vers sombres ot des zones
nécrotiqu test dot-ELISA sur membrane de
nitrocellulose.

Andrean Potato mottle comovirus| C
Arracacha b virus (oca strim) APMoV

Isolats non européens de:
Potato A potyvirus
Potato leaf roll luteovirus
Potato M carlavirus
Potato 8 carlavirus
Potato X potexvirus

Le cole DTO 28 ot cv.Mariva de S.tuberosum

Potato Y potyvirus (v compris Yo | Bromoviridae présente un jaunissement du f e, suivi plus tard
¥n Ye): PYV (Transmis par Mysus Alphamovirus Pomme de terre OEPP absent par unc nécrose ct la mort de la plante; DAS-ELISA
pour |*analyse des semences.

persicac)

Les plantes indicatrices Chenopodium quin

Pomme de terre, C.an ticolor mont des lésions nécroti
Potato black ringspot nepovirus Comoviridac Amarcnthacées, loceles puis un ¢ apicale systémique;
PBRSV Nepovirus Solanacées, Fabacées, OQEPP absent Nicotiana tabacu ¢ésente des taches annulaires et

Cucurbitacées des arabesques chlorotiques et nécrotiques, locales

et svstemigues; Test ELISA.

Potato  spindel  tuber  viroid Viraid Pomme de terre, tomate ct Egypte- Pologne Electrophorese  « aller-retour », test sur plantes
PSTVd, potato spinde! tuber autres Solar indicatrices cu sondes d'acides nucléiques
Pomme de terre,
Potato T capillovirus PTV Trichovirus Chenopodiacees, Fabacées OQEPP absent Test sur plante indicatricc  Chenopodium
ct Solanacées amaranticolor; Test ELISA

Potato yelow vein disease(transmis

par Trialeurodes vaporariorum: Incertain Pomme de terre OEPP absent Transmission mécanique @ Datura stramonium ; Pas

potato yelow vein ‘virus' dec méthodes fiables

3 Diagnostique des maladies bactériennes et virales.

La détection précoce d’une maladie virale ou bactérienne permet de mettre en ceuvre en temps utile
une lutte adéquate. La détection et [I'identification des virus font appel a différentes méthodes.
Ces méthodes se caractérisent par leur spécificité et la sensibilité. On peut citer trois grands types de
méthode de détection : la détection biologique qui se fonde sur les propriétés symptomatologiques,
la détection sérologique qui cible la protéine de capside par un anticorps ou des anticorps spécifiques

et la détection moléculaire qui cible I'acide nucléique.

3.1.1.1 Le diagnostic visuel !
Les symptdmes causés par les virus et viroides se manifestent sous variables formes alimentant

souvent des situations de confusion, tandis que ceux dues a des bactéries sont aussi diverses et divisés

en sept groupes comme nous les avons vus en haut.
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Figure 45. Les deux feuilles de pomelo au centre manifestent des symptomes typiques de Citrus

Greening CG, mais les tests moléculaires basés sur le 16S rRNA de confirmation sont indispensables.

Nous pouvons seulement faire une idée préliminaire sur la nature du dysfonctionnement chez la
plante, avant de passer au laboratoire, dans ce dernier, une observation sous-microscope de micro-
organismes dans les tissus atteints ne signifie pas encore une fois que se sont les pathogenes

recherchés. L’isolement et la réalisation des étapes de diagnostic requises sont nécessaires.

3.1.1.2 Echantillonnage et isolement (Eubactéries)

Pour isolé une bactérie il est souvent recommandé de couper un morceau du tissu situé entre la partie
malade et celle saine, la désinfecter avec le 1’alcool 70% et la faire incubé dans du Phosphate buffer
saline (PBS, pH 7.2). Le tissus et laisser 30 minutes durant laquelle les bactéries vont se diffuser
dans la solution. Ensuite un volume 100-200pul de solution est prélevé et mis dans un milieu de
culture solide préalablement préparé. Le milieu de culture est solidifié par Agar-Agar qui est un
polysaccaride obtenu depuis les algues rouges.

Il faut toujours stériliser les milieux par autoclavage pendant 20 minutes sous 115 a 120 minutes. La

Figure 46. Colonies d’Erwinia amylovora

plupart des bactéries se développe bien dans une atmosphére oxygénée a 25-27°c. Apres 2 a 5 jours
d’incubation, des colonies séparées vont se former sur le milieu de culture. Chaque colonie est

composée de millions de bactéries et manifestent des couleurs et formes typiques. Ensuite pour
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I’identification plusieurs protocoles de tests biochimiques, morphologiques et physiologiques sont

utilisés en fonction de 1’agent recherché.

3.1.1.3 Le diagnostic biologique.

L’indexage ou le diagnostic biologique est une méthode non spécifique qui permet de détecter la
présence du pathogéne indépendamment du sérotype présent dans la plante testée. Elle est pour
certaines viroses par exemple, la seule méthode de dépistage connue. Pour utiliser cette méthode, on
procede a des inoculations mécaniques, en infectant les plantes tests par simple frottement avec du
jus de plante infectée. Cette méthode ne peut s'appliquer en cas de maladie virales qu'aux virus
transmissibles mécaniquement (virus de parenchyme), mais largement utilisé dans le cas de
bactéries. Dans ce cas les plantes pourraient étre ligneuses ou herbacées.

Pour identifier les virus de la vigne, des agrumes ou des rosacées a noyaux, on utilise des variétés

indicatrices.

greffon a tester ,.‘%
Vi e%\ )'/3

/ Observation des

/ ) symptomes

I /

Figure 47. Etapes d’indexage

La variété indicatrice est utilisée comme porte-greffe et la plante a tester comme greffon (Fig.47).
On rabat les feuilles du greffon et on laisse se développer les feuilles du porte-greffe indicateur. La
variété utilisée dépend du virus recherché. Exemples : Vitis rupestris St George est utilisé pour
diagnostiquer le Grapevine rupestris stem pitting associated virus(GRSPaV) et les népovirus
européens dont le Grapevine fanleaf virus et Arabis mosaic virus. Alors que Citrus sinensis Var :

Lime mexicaine est largement utilisé pour détecter le Citrus tristeza virus CTV.

3.1.1.4 Détection sérologique
Les méthodes sérologiques de détection sont largement utilisé de nos jours contre les
phytopathogénes bactériens et virales vu leur sensibilité et efficacité, plusieurs virus

phytopathogénes sont efficacement détectés grace aux technique sérologiques tels que le CTV,
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PNRSV, PDV, ApMV, Virus Y...., aussi plusieurs eubactéries et mollicutes phytopathogenes sont
détectées par cette méthode telles que les spiroplasmes (Spiroplasma citri), FXLB comme Xyllela
fastidiosa, Erwinia amylovora. Il est a signalé que les viroides ne peuvent étre détectés par sérologie
vu qu’ils sont dépourvus de capside.

Deux méthodes d’analyses sérologiques sont largement adoptées : le choix de la méthode a adopté
n’est pas li¢ au principe puisque il est le meme, mais il est associé¢ surtout au coit et la taille de
I’échantillon et a I’'urgence de I’opération, a ce titre la DTBIA semble moins couteuse et le test est
plus rapide, alors la DAS-ELISA est plus sensible, mais plus lente et parfois couteuse. La DTBIA
offre un avantage précieux, qui est la possibilité de garder les membranes empreintées une période
relativement longue avant leur développement pendant ce temps on peut les transporter ou meme les

utiliser pour d’autres fins comme extraire les acides nucléiques pour une éventuelle PCR.

3.1.1.4.1 Test d’'immunofluorescence directe ou DTBIA (Direct Tissue Blot Immuno
Assay)

| Blocage de membrane ‘ ‘ Lavage de membrane ‘

&

Fi

L

Saturation des sites d’attachements de La membrane est ensuite lavée avec

¢ * - Lajout dune mélange
proteine  par lincubation de la du PBS (0.05% Tween 20) sur un d’anticorps spécifiques
membrane dans 1% de BSA pendant 1h agitateur horizontal 3 fois x 3min. conjugués a la phosphatase
a T° ambiante sur agitateur horizontal. alkaline

Développement et lecture de membrane ‘

La membrane est observée sous un grossissement de
(X10-X20). La présence de coloration pourpre — violet

La membrane est émergée dans une solution de
développement “dissoudre une tablette (BCIP-NBT.Sigma . ) . i
Fast) dans 10ml d’eau distillé. la réaction est stoppée par au centre de I'empreinte indique la présence du CTV.
lavage de membrane de 2-3 fois avec 1’eau de robinet.

Figure 48. Schéma des différentes étapes de I’analyse sérologique DTBIA

a) Empreintes sur membranes
Les surfaces lisses finement taillées des pétioles foliaires, des rameaux issus des pousses et
pédoncules des fleurs du végeétal (organe choisi en fonction du virus/bactérie recherché, stade

phénologique du plant ...) a testé sont pressés soigneusement sur une membrane de nitrocellulose.
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Chaque carré sur la membrane contenant les empreintes d’un échantillon représente un sujet. Ensuite
les membranes sont séchées pendant 30 a 40 min puis conservées ou développés.

b) Fixation de la membrane

Les membranes et leurs empreintes de tissus sont placées dans un récipient approprié (conteneur
hermétique), puis recouvert avec une solution d’albumine sérique bovine a 1 % (BSA) diluée dans
de I’eau distillée et incubée. Il existe deux méthodes, 1’incubation pendant 2 heures a température
ambiante ou jusqu’au lendemain (environ 16 heures) a 4 °C. Une 1égére agitation pour favoriser cette
étape, a I’issue de laquelle, la solution de BSA est ¢éliminée avec la conservation des membranes

dans le méme récipient.

c) L’ajout des anticorps spécifiques conjugués a la phosphatase alcaline

Une solution de conjugué contenant les anticorps spécifiques virus phytopathogéne recherché
associé a la phosphatase alcaline est ajouté sur les membranes et le tout a été incubé pendant 2 a 3
heures a température ambiante sous agitation, avant d’étre éliminé.

d) Lavage des membranes

Le rincage des membranes est réalisé avec le tampon de lavage (PBS a pH 7,2-7,4 contenant 0,05 %
de Tween20), avec agitation manuelle durant 5 min, suivi par élimination du tampon de lavage
(opération de lavage est répétée deux fois).

e) Développement de la membrane

Une solution de développement contenant le substrat (comprimés Fast BCIP/NBT (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate/nitro bleu de tétrazolium), est versée sur les membranes, lesquelles sont
incubées jusqu’a I’apparition d’une coloration pourpre-violet dans les témoins positifs (soit environ
10-15 min). La réaction est stoppée en lavant les membranes avec de 1’eau du robinet. Les
membranes sont ensuite étalées sur du papier absorbant pour séchage.

f) Lecture des membranes

Les différentes empreintes sur la membrane sont observées a 1’aide d’une binoculaire de marque a
faible grossissement de X10 a X20. La présence d’un précipité pourpre-violet dans la zone

vasculaire du matériel végetal indique la présence de 1’agent pathogene.

3.1.1.4.2 Test DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-linked
Immunosorbent Assay)
La DAS-ELISA est une méthode immunochimique qui met en ceuvre successivement deux anticorps

pour détecter des antigénes. Dans un premier temps, des anticorps sont déposés et se lient a la surface
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d’une plaque de microtitration ; ils permettent la capture des antigeénes recherchés. La présence des
antigénes dans 1’échantillon analysé est alors détectée grace a ces anticorps secondaires spécifiques
couplés a la phosphatase alcaline (EPPO, 2015). Au final, ’addition du substrat de I’enzyme (pNPP)
provoque ’apparition d’un produit jaune qui absorbe a 450 nm, révélant la présence eventuelle des

antigenes. Les analyses par la technique sérologique DAS-ELISA ont été realisées suivant le

protocole recommand¢ par I’organisation européenne et méditerranéenne de la protection des plantes
(EPPO, 2015).

AC IgG dans du tampon de conjugué (100pl/ puit) 2h a 37°C

E Y\r__ YJ Y . \
P-nitrophenylphosphate dans
, tampon de substrat (100pl/ S ,
) /£ puit) temperature biante ¥
@ Positive

Figure 49. Schéma des étapes de I’analyse sérologique (DAS-ELISA)

a) Etape de sensibilisation

Aprés dilution des anticorps de sensibilisation dans un volume de tampon carbonate 1x a pH 9,6
(Na2CO0g3, 1,59 g ; NaHCO3, 2,939 dans 1 litre d’cau distillée), 100 ul de dilution est versé dans
chaque puits. La plaque est incubée pendant 2 h & 37 °C. Ensuite les puits sont laves trois fois avec
le tampon de lavage (PBS a pH 7,2-7,4 contenant 0,05 % de Tween 20).

b) Dépdt des échantillons (fixation des antigenes)

Une quantité de 0.5-1g de I’échantillon est broyée dans 5ml-10ml de tampon de broyage (10g de
PVP, 0.5ml tween20 et 1L PBS.PH=7.3) dans un mortier, en écrasant bien a 1’aide d’un pilon. puis
100 pl d’extrait végétal est ajouté dans chaque puits, suivi d’une incubation pendant 16 ha 4 °C. Les
plaques sont lavées cing fois comme précédemment.

c) Dépot des anticorps conjugués a I’enzyme
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Dans chaque puits, 100 pl de tampon contenant I’anticorps conjugué est ajouté, correspondant a
environ 0,1 pg/ml dans du PBS contenant 0,5 % de BSA, mélangé aux anticorps spécifiques
conjugués a la phosphatase alcaline, successivement. La plaque est incubée pendant de 2 & 3 heures
a 37 °C.

d) Dépodt du substrat

Une solution de 1 mg/ml de phosphatase alcaline (p-nitrophénylphosphate) est préparée dans un
tampon substrat correspondant a 97 ml de diéthanolamine dans 800 ml d’eau distillée ; le pH est
ajusté a 9,8 en ajoutant de 1’acide cholorohydrique HCI; 100ul de cette solution sont déposée dans
chaque puits.

e) Lecture des plaques

Les plaques sont ensuite incubées a température ambiante en mesurant la densité optique (DO) des
puits a 405 nm a intervalle régulier pendant 120 mn. Le test ELISA est jugé négatif si la DO moyenne
de chaque puits de I’échantillon en duplicata est < 0,1 ou bien <2 x la DO moyenne obtenue avec
les témoins négatifs composés d’extraits de plantes saines. Le test ELISA est jugé positif si la DO
moyenne de chaque puits de I’échantillon en duplicata est > 2 x la DO moyenne obtenue avec les
témoins négatifs composés d’extraits de plantes saines.

NB. Pour certain phytovirus la TAS-ELISA (Triple Antibody sandwich-Enzyme linked
immunosorbent Assay), dont le principe est le méme sauf qu’on utilise deux anticorps de détection

au lieu d’un seul).

3.1.1.4.3 Polymerase chain reaction PCR

Principe

C’est une technique qui permet de recopier en plusieurs exemplaires une séquence d’ADN. Le
principe de la PCR consiste a utiliser, de maniere répétitive, 1’une des propriétés de 1’ADN
polymérase a synthétiser un brin complémentaire d’ADN qu’a partir d’une amorce.

Remarque: a I’exception des bactéries phytopathogenes, la grande partie de phytovirus et I’ensemble
des viroides ont pour génome de I'ARN. Il est alors nécessaire de rajouter une étape préliminaire
appelée la transcription réverse (synthese d'/ADN complémentaire) d'un fragment du génome viral
avant de procéder a la réaction PCR. Cette transcription réverse peut se réaliser avec de courts
oligomeres de séquences aléatoires (hexameres aléatoires en général) ou bien parfois une paire
d’amorces spécifiques, en plus de 1’enzyme reverse transcriptase de type MMLV ou AMV.
Aujourd’hui avec les larges épidémies de pathologies végétales et ’amplification des problémes
phytosanitaires dans le monde ainsi a cause de la croissance sans précédentes des échanges
commerciaux entre les pays, il était nécessaire d’améliorer les outils de diagnostique et les

accommoder & cette réalité, du coup la PCR a temps réelle est devenu 1’outil le plus utilisé surtout
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dans le cadre des enquétes a grandes echelles, au opérations du contréle aux frontiéres et au cours
de s programmes de certifications. Le principe est le méme que la PCR a point finale, sauf que au
lieu de la visualisation du produit PCR via électrophorese sur gel, des ondes (probes fluorescentes)
sont utilisé est visualisé grace a des lecteurs optiques. Cette technique permet des un grand nombre

de tests durant un temps plus court avec des résultats tres fiables.

1

ARNt
= Random primers _RLerse_’
W = Reverse Transcriptase| Transcription
= Buffer reagents ADNc
1ug
Figure 50. Etapes de la réverse transcription RT
PCR mix Etapes de PCR
ADNCc template
comérasel {4 I\Tmlorcs; T T TITREANEE
olymérase s ucleotides
ADNc q;/ Dénaturation attachement Elongation
N /

Figure 51. Etapes de la PCR (Polymérase Chain Reaction)

Concernant les bactéries phytopathogénes (eubactéries et mollicutes), les Séquences d’ ARNr sont
Hautement conservés, par conséquent la petite sous-unité de I’ARN ribosomique (16S) est largement
utilisée comme marqueur moléculaire pour la détection et ainsi pour établir les relations évolutives
entre différentes bactéries. Chez les bactéries incultivables tels que la plupart des Mollicutes ainsi
quie les Alphaproteobacteria et Gammaproteobacteria, la séquence 16S du ARN ribosomique est

cruciale pour la détection et la caractérisation ses souches.

1 2 8 PC NCNC

o 1:10 4] 1:10

primer-dimer

!

Figure 52. Résultat de 1’amplification du marqueur moléculaire 16S rRNA de L’ADN de la bactérie
phytopathpgéne Ralstonia solanacearun générant un amplifiat de 288pb visualisé dans un gel
d’agarose 2% (Janse, 2007).
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Figure 53. Amplifias spécifiques générés par les marqueurs moléculaires multiples M.M.M (T30POL,
VTPOL, T36POL et T3K17) a partir les cing sources de Citrus tristeza virus CTV agent causal de la
maladie de tristeza, ligne 1 : SY-1-ALG, ligne 2 : NN-2-ALG, ligne 3 : PC-3-ALG, ligne 4 : WN-5-
ALG, ligne 5: PL-6-ALG. Ligne 1 : marqueur 2-Log DNA Ladder 0.1-10.0kb
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4 Gestion des maladies virales et bactériennes

En absence de virucides ou bactéricides (a I’exception des antibiotiques), il n’y a pas de stratégie de
contrdle standard contre les maladies virale ou bactérienne applicable a toutes les situations, par
conséquent plusieurs approches ont été utilisées pour contrdler les pertes causées par les maladies
causées par les viroses et les bactérioses. Chez les cultures annuelles, I’utilisation des graines saines,
choix de la date de semis ou plantation, contribuent & réduire les infections. Pour les cultures
pérennes, I’éradication d’arbres ou plants infectés est la juste mesure afin d’éviter ou retarder une
épidémie si la maladie est de faible incidence et les arbres contaminés sont groupés en nombre limité.
Si I’incidence est élevée, les mesures d’éradication peuvent offrir divers degrés de réussite. Si les
arbres infectés dans les vergers peuvent étre €éliminés en nombre plus grand que Dinitiation de
nouvelles infections, le maintien de I’incidence a un seuil gérable est possible. Une fois le seuil
augmente et dépasse le seuil de tolérance, la stratégie de d’éradication devient difficile a appliquer,
en conséquence d’autre mesures s’imposent, sauf pour le cas de champs de culture annuelle tels que
les cultures maraichéres et céréaliéres ou 1’éradication ou la destruction est un moyen efficace vu
que les conséquences économiques sont limitées dans le temps. Pour les maladies a viroides, la
désinfection des sécateurs lors des opérations de taille est indispensable afin de prévenir a

propagation de 1’inoculum primaire en cas de présence.

4.1.1.1 Exclusion et quarantaine
Quand une maladie virale (ex. CTV, PPV) ou causée par des mollicutes (Xyllela, HLB) est absente
ou rare, des efforts préventifs devraient étre faits afin d’éviter I’introduction de 1’épidémie dans la
zone de la culture par une mesure de quarantaine sur le matériel végétal vivant. La méthode la plus
pratique est de limiter les importations aux zones connues indemnes du pathogéne menagant, ceci
évitera aux agriculteurs le recours a des voies illégales d’introduction de nouvelles variétés,

semences et germoplasmes.

4.1.1.2 Programmes de certification
La certification est devenue un outil trés important pour 1’amélioration de la qualité des plants
utilisés, aussi bien du point de vue variétal que sanitaire. Le contr6le méticuleux du matériel de
propagation reste I’unique meilleur moyen pour éviter 1’extension rapide des épidémies de types

virales et d’autres types de maladies (bactériennes).
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Figure 54. Etapes de production du matériel végétal de multiplication certifié (certification)

La plupart du matériel végétal est multiplié¢ par 'utilisation de greffons ou semences a partir de
variétés sélectionnées. Le bois ou semences de multiplication est obtenu généralement depuis des
plants vigoureux est directement utilisé dans les pépiniéres pour produire le maximum de plants a
partir d’une seule source. Donc la propagation du matériel végétal infecté peut étre évitée par I’'usage
de plantes méres indemnes des maladies et protégées des infections naturelles par les serres

d’isolation ou I’utilisation des cultures in vitro et micro greffage.

4.1.1.3 Eradication et suppression
Si quelques arbres ou plants seulement sont détectés contaminés par une maladie virale ou
bactérienne dans une région indemne de cette maladie, et les especes vecteurs locales ne sont pas
considérées d’efficaces vecteurs, la dissémination naturelle peut étre freinée par un programme
d’éradication et de suppression. Néanmoins, une campagne de dépistage est cruciale, les arbres ou
plants malades doivent étre immédiatement éradiqués et la surveillance devrait étre maintenue.
L’éradication est rarement efficace quand la maladie est installée, spécialement en présence de

vecteurs efficaces.

4.1.1.4 Tolérance des hotes
Quand la stratégie d’éradication atteint ses limites, due a la dispersion rapide du virus a travers les
vecteurs, la propagation du matériel végétal tolérants/résistants est la seule option viable pour gérer
les viroses. Bien qu’un nombre de facteurs limitants rend compliqué le choix de combinaisons
greffons/porte greffes résistantes ou tolérantes concernant les arbres fruitiers dans une zone

contaminée par une maladie virale ou bactérienne donnée telles leurs réponses aux types de sols ou
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encore vis-a-vis des maladies telluriques et d’autres maladies de dégénérescence. Alors que pour les
cultures maraichéres et céréalieres ainsi qu’industrielles des efforts énormes en termes
d’amélioration sont faites pour offrir des variétés hybrides résistantes aux maladies virales et

bactériennes les plus redoutables.

4.1.1.5 Protection croisee
Pour les phytovirus des cultures pérennes, en cas de dissémination de souches séveéres de virus,
I’utilisation de la résistance spécifique au virus ou de variété protégée par croisement avec des
souches atténuées appropriées est nécessaire. Cette approche a résolu le probleme de souche SP du
virus de la tristeza qui a causé la baisse de production et la réduction de calibre des fruits de variéteé
économiquement importante en Brésil tel que I’oranger Pera et le pamplemoussier Marsh en Afrique
de sud. Des isolats protecteurs sont souvent sélectionnés depuis les arbres de vergers de quelques

cultivars qui ont vécu plusieurs années sans manifester de significatifs symptémes de la maladie.

4.1.1.6 L’amélioration génétique pour la résistance
Les croisements réalisés pour but d’incorporer des genes de résistance chez les cultivars
commerciaux est considéré comme la meilleure approche afin d’éviter des pertes causés par les
pathogeénes, mais différentes fonctions liées a la biologie des espéces, particulierement leurs
complexes biologiques, génétiques et de reproduction, ainsi que en cas des arbres leur grande taille
des ont considérablement freiné 1’amélioration génétique a travers les croisements conventionnels.

Contrairement a cela, concernant les plantes annuelles des progrés énormes ont été réalisés.

4.1.1.7 Contr6le des vecteurs
Le contrdle des vecteurs devrait étre I'une des composantes d'une stratégie de gestion intégrée et
durable des maladies virales et bactériennes, puisque les virus et les bactéries sont transmis que par
différent types de vecteurs qui colonisent les cultures (Fig.55). Les populations de vecteurs sont
souvent trop variables pour fournir suffisamment d'ennemis naturels pour un contréle efficace du
vecteur. Les insecticides puissent ne pas agir assez rapidement pour prévenir l'infection primaire par
les vecteurs infectieux, la réduction des populations des espéces vectrices diminuerait la propagation
secondaire. L'efficacité du contrdle insecticide dépend de la longévité de la rémanence et I’efficacité
de la molécule utilisée et de I'étendue de la zone traitée par rapport au réservoir d'inoculum et a
I'activité migratoire du vecteur. Le controle insecticide des populations de vecteurs peut étre utile
dans la réduction des infections secondaire et dans des situations spécifiques, telles que dans les

pépiniéres, aux parcs a bois et les champs de culture maraicheres.
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Figure 55. Insectes vecteurs de phytovirus, les espéces de la deuxiéme rangée transmis aussi les
mollicutes (Mycoplasmes, phytoplasmes et spiroplasmes)

Les insecticides systémiques résiduels avec un impact minime sur les auxiliaires sont recommandes.
La concentration des virus et bactéries est plus élevées au moment de la croissance végétative. Les
populations des vecteurs atteignent aussi leur optimum en méme moment, et par conséquent, ces
périodes devraient étre ciblées pour entamer des actions de lutte. En cas ouu les vecteurs sont des
invertébrés du sol tels que les nématodes (par exemple Xiphinema index vectrice GFLV agent du
court-noué de la vigne) la stratégie de lutte repose sur I’assolement (sol infecté en repos) pendant au

moins 3 ans avant de planter de la vigne.

4.1.1.8 Lavulgarisation et la formation
La sensibilisation est au cceur d’un programme de surveillance réussi, les activités de vulgarisation
doivent étre menées de maniere intensive a tout moment de la surveillance, que la maladie soit
présente ou non. Seule la vulgarisation peut progressivement sensibiliser les parties prenantes
(agriculteurs, associations professionnelles, organismes publics, etc.) aux risques liés a la
propagation des maladies virales et bactériennes ou n’importe quelle autre maladie de
dégénérescence dans une région. En effet, il s’agit d’une véritable catastrophe naturelle qui peut
balayer 1’industrie d’une culture donnée dans un pays, et de graves répercussions socio-

¢conomiques, mettant également en danger les ressources paysageres d’un territoire.
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Figure 56. Modg¢le d’une affiche de sensibilisation (la tristeza des agrumes)
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Cette campagne d'information doit également étre menée en mobilisant les experts techniques
impliqués dans I'étude et le contrble des phytopathogenes a effet irréversible, ainsi que par le biais
de la communication (brochures, affiches, vidéos, publicités télévisées, cours, ateliers, sites Web,
etc.). La formation des responsables de la surveillance et le diagnostic est fondamental pour le succés

de toutes les opérations qui doivent étre effectuées dans le respect des lois en vigueur, en temps utile

et avec professionnalisme.

4.1.1.9 Lestechniques de génie génétique
Ces techniques nouvelles ont permis de fabriquer des plantes qui montrent de la résistance naturelle

aux infections virales et maladies apparentées. Des essais de transformer des plantes en lui ajoutant
un gene de la protéine de la capside du TMV, on I’a ensuite misent face au TMV virulent. La plante
transgénique s’est montrée résistante a I’infection. Ce phénomene est appelé résistance induite par
le pathogéne vis-a-vis des maladies virales. Pourquoi et comment que ce phénomene fonctionne n’est

pas clairement compris bien qu’en pratique la technique fasse le sujet d’une attention particuliere

par les phytopathologistes chercheurs.
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