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Résumé

Les phytovirus constituent un sujet de préoccupation majeur aussi bien au niveau
mondial que national. L’efficacité des mesures de contrble des phytovirus repose sur
une bonne compréhension de leur étiologie et de leur épidémiologie. C’est dans ce
contexte que la prévalence des viroses des agrumes, causées par des phytovirus et
des microorganismes similaires aux virus, a été étudiée dans la région de Berkane.
Un total de 277 échantillons a été prélevé dans 3 pépinieres et 27 exploitations
agrumicoles entre 2018 et 2019. Ces échantillons ont été testés contre des anticorps
monoclonaux spécifiques pour citrus tristeza virus (CTV), citrus psorosis virus (CPsV),
et Spiroplasma citri, moyennant Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked-
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA). Seul CPsV a été détecté avec une prévalence
de 18% (51/277). Nos résultats révélent que les profils d’infection par CPsV sont
significativement différents entre tous les sites prospectés et que ce virus est présent
aussi bien sur oranger (24%) que sur clémentinier (15%). Des tests préliminaires de
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ont permis de confirmer
les résultats obtenus par DAS-ELISA pour CPsV et ont révélé également la présence
de citrus exocortis viroid (CEVd) et hop stunt viroid (HSVd). Ces résultats
contribueraient dans la formulation de pratiques viables de gestion des phytovirus et

des microorganismes similaires aux virus dans la région de Berkane.

Mots clés
Phytovirus, agrumes, Berkane, DAS-ELISA, One-step RT-PCR, symptdmes,
écaillement, écorce (écaillement d’écorce).
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Assessing the prevalence of citrus virus and virus-like
diseases in Berkane area

Abstract

Plant viruses represent serious threats to crop plants, particularly in intensive farming.
They are responsible for tremendous losses in crop production and quality all over the
world. The efficiency of their control relies on a good understanding of both their
etiology and epidemiology. In this context, a survey of citrus virus and virus-like
diseases was undertaken in the northeast of Morocco (Berkane area). 277 leaf
samples were collected from citrus nurseries plants and orchards trees between 2018
and 2019 and were tested with Double-Antibody Sandwich-Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) to detect citrus tristeza virus (CTV), citrus
psorosis virus (CPsV), and Spiroplasma citri. Only CPsV was detected with an average
prevalence of 18% (51/277). CPsV infection patterns were significantly different
between all the surveyed orchards, and the virus was detected on both orange and
clementine trees with an average prevalence of 24% and 15%, respectively.
Preliminary Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) tests have
confirmed the serological results obtained for CPsV and also allowed the detection of
two viroids, citrus exocortis viroid (CEVd) and hop stunt viroid (HSVd). These results
will help improve citrus virus and virus-like diseases control strategies in the Berkane

area.

Keywords

Plant viruses, citrus, Berkane, DAS-ELISA, One-step RT-PCR, bark scaling symptom.
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Introduction

Les arbres d'agrumes sont sujets aux attaques de nombreux pathogenes d'origine
virale ou bactérienne (Meena and Baranwal, 2016). Les agents pathogénes les plus
importants sont Candidatus liberibacter Jagoueix et al. [Phyllobacteriaceae] et citrus
tristeza virus [Closteroviridae ; Closterovirus ; CTV] qui sont associés respectivement
aux épidémies du huanglongbing (aussi connu sous le hom de greening) et de la
tristeza. Ces pathogenes nuisent incontestablement au développement des arbres
d'agrumes (Bové, 2006). Le huanglongbing est classé comme une maladie de
guarantaine dans tous les pays du bassin méditerranéen, nécessitant ainsi la mise en
place de mesures préventives pour éviter les revers de son invasion (Zemzami, 2016).
Quant a la tristeza, maladie présente dans les pays du bassin méditerranéen, elle a
été déja rapportée dans certaines régions agrumicoles marocaines du Loukkos, Souss
et Gharb (Afechtal, 2012). Ces deux maladies sont transmises par des pucerons
(tristeza) et des psylles (huanglonbing) compliquant ainsi leur contréle. Toxoptera
citricida Kirkaldy est le puceron le plus efficient dans la transmission du CTV (Moreno
et al., 2008). Quant a la bactérie C. liberibacter, ses trois espéces inféodées aux
agrumes sont transmises par deux especes de psylle, Diaphorina citri Kuwayama
[Hemiptera : Liviidae] (Alves et al., 2014) ou Tryoza erytreae Del Guercio [Hemiptera :
Triozidae] (Gottwald et al., 2007).

Outre CTV et C. Liberibacter, d'autres agents nuisibles, transmis essentiellement par
l'opération de greffage et/ou les outils de taille, ont été déclarés présents au Maroc. Il
s'agit notamment : (i) du virus associé a la maladie de la psorose, citrus psorosis virus
[Aspiviridae ; Ophiovirus ; CPsV] (Achachi et al., 2015; Achachi and lbriz, 2015;
Afechtal, 2018; Bekki, 2007; Belabess et al., 2019; Bibi et al., 2019; D’Onghia et al.,
2002; Mrani et al., 2002), (ii) des deux viroides associés a I'exocortis et a la cachexie,
respectivement citrus exocortis viroid [Pospiviroidae ; Pospiviroid; CEVd] et hop stunt
viroid [Pospiviroidae ; Hostuviroide ; HSVd] (Afechtal et al., 2016; Chapot and Cassin,
1961; Ouantar et al., 2018), et (iii) du phytoplasme associé au stubborn, Spiroplasma
citri Saglio et al. [Spiroplasmataceae ; Spiroplasma ; S. citri] (Chapot and Cassin,
1961). Ces agents pathogénes ont été rapportés comme responsables de maladies
graves sur agrumes (Mannaa et al., 2013; Verniére et al., 2006, 2004).

En dépit des dangers considérables que représentent les phytovirus et les
microorganismes similaires aux virus pour l'agrumiculture au Maroc, le nombre de
travaux qui leur sont consacrés demeure limité et spécifique a la seule zone du Gharb.
De tels bioagresseurs devraient faire 'objet d’'une surveillance toute particuliére car ils
manifestent un fort potentiel destructif pour le patrimoine agrumicole marocain.
L’objectif de cette étude est de savoir quelle est la situation actuelle des vergers
agrumicoles de la région de Berkane en matiére d’infection par les phytovirus et les
microorganismes similaires aux virus.
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Matériel et méthodes
Sites de collecte des échantillons

Des échantillons de feuilles d’agrumes ont été collectés durant les années 2018 et
2019, dans des pépiniéres et vergers situés dans la région de Berkane. Au total, 277
échantillons ont été collectés a partir de 30 sites : 3 pépiniéres (25 échantillons) et 27
exploitations agrumicoles d’age moyen (entre 5 et 10 ans) et avanceé (entre 27 et 65
ans) (252 échantillons). Pour les pépiniéres, les échantillons ont été collectés sur
quatre plants et rassemblés en un seul échantillon composite. Les plants ayant fait
I'objet d’échantillonnage ont été choisis aléatoirement. Certains de ces plants avaient
des feuilles avec une chlorose internervaire et d’autres étaient asymptomatiques. Pour
les vergers, le prélevement a été fait sur des arbres asymptomatiques et d’autres
manifestants des symptémes qui rappellent ceux causés par les phytovirus et les
microorganismes similaires aux virus (Figure 1). Les échantillons collectés ont été
placés dans une glaciére et amenés au laboratoire de protection des plantes de I'INRA

du Qualipdle de Berkane pour analyse.

- T

Figure 1 : Types de symptdbmes observés lors des prospections de terrain réalisées
en mai et juillet 2018 dans certains vergers agrumicoles et pépiniéres situés dans la
région de Berkane. (a) défoliation de I'arbre ; (b) défoliation de I'arbre et épinastie
des feuilles ; (c) écaillement de I'écorce des branches ; (d) écaillement de I'écorce du
tronc ; (e) nanisme (fleche rouge); (f) taches chlorotiques irréguliéres sur toute la
surface du limbe ; (g) fruit avec une écorce rugueuse ; (h) plants de pépiniére ; (i)
arbre asymptomatique.
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Détection du CTV, CPsV et S. citri par DAS-ELISA

Les échantillons collectés ont été testés contre des anticorps monoclonaux spécifiques
pour CTV (Sediag, France), S. citri (Sediag, France) et CPsV (Agritest, Italie) en
utilisant la technique Double Antibody Sandwich-Enzyme linked Immonosorbent Assay
(DAS-ELISA). Les tests DAS-ELISA ont été effectués selon les instructions des
fournisseurs (Sediag, France et Agritest, Italie). Chaque échantillon a été testé en deux
réplicats et chaque plaque ELISA comprenait une colonne entiere pour le blanc du
lecteur ELISA (eau distillée stérile ou tampon d’extraction) et deux puits pour chaque
contréle (témoin sain, contréle positif et tampon d’extraction). Aprés addition du
substrat p-nitrophénil phosphate, la lecture des plaques a été faite aprés 1h et 2h
d’incubation a 37°C, a 405 nm avec le lecteur EIx808 (Biotek, USA). Une absorbance
corrigée! a été calculée pour chaque puits en se référant aux valeurs du blanc. Les
échantillons dont la moyenne de densité optique (DO) des deux réplicats est inférieure
a S1?, supérieure a S23, et comprise dans lintervalle [S1 ; S2] ont été considérés avoir
un profil d’infection respectivement négatif, positif et indéterminé.

Extraction des acides nucléiques totaux (TNA)

Pour chaque échantillon de feuilles, les TNA ont été extraits a partir de 100 mg de
matériel végétal (pétiole, nervure principale et/ou écorce). Les tissus végétaux ont été
broyés dans 1 ml du tampon d’extraction contenant 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH
8), 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8) et 2% de B-mercaptoéthanol. Les broyats de
plante ont été incubés au bain-marie a 65°C pendant 30 min et centrifugés pendant 5
min a 14.000 rpm. Le surnageant a été transféré a un nouveau tube de 1,5 ml et un
volume équivalent de chlorophorme-alcool isoamylique (24 :1) a été ajouté. Le
mélange a été vortexé pendant 5 secondes et centrifugé pendant 1 min a 14.000 rpm.
Les TNA ont été précipités de la phase aqueuse avec 0,7 volume d’isopropanol froid,
incubés pendant 15 min a -20°C et centrifugés pendant 10 min a 14.000 rpm. Le culot
a été lavé avec 1 ml d’éthanol 70% froid et centrifugé pendant 5 min a 14.000 rpm.
Aprés séchage, le culot a été remis en suspension avec 100 pl d’eau distillée stérile.

Détection du CPsV, CEVd et HSVd par One-Step RT-PCR

Les échantillons analysés ayant un profil d’'infection CPsV, par DAS-ELISA, de type
« indéterminé » et « positif » et quelques échantillons négatifs (8) ont été testés par
RT-PCR. Le test a été réalisé en utilisant le Kit One-step RT-PCR (Qiagen, Hilden,
Allemagne) selon les instructions du fournisseur, avec 1 pl d’extrait de TNA dans un
volume final de 10 pl. Le test a été mis en ceuvre avec le couple d’'amorces Ps66/Ps65
spécifigue a un fragment de 430 pb du géne de la protéine de capside (CP) du CPsV
(Martin et al., 2004). La RT-PCR consiste d’abord & une étape de transcription inverse
a 50°C pendant 30 min, pour la synthése de ’ADN complémentaire suivie par une
amplification comportant une étape d’activation initiale de la PCR a 95°C pendant 15
min, et une série de 35 cycles. Chaque cycle comporte une étape de dénaturation a
94°C pendant 45 s, une hybridation des amorces a 59°C durant 1 min et une €longation
a 72°C pendant 1 min. La réaction PCR a été achevée avec une extension finale a
72°C pendant 10 min. Des tests préliminaires de détection de CEVd et HSVd ont été

1 Absorbance corrigée : absorbance brute — absorbance du substrat ou d’eau distillée stérile (zéro
optique).

2 S1: Moyenne des absorbances corrigées du témoin sain x 2.

3 S2 : Moyenne des absorbances corrigées du témoin sain x 3.
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réalisés sur 5 échantillons moyennant les couples d’amorces HSVd-F/HSVd-R et CEV-
F/ICEV-R spécifiques respectivement des fragments 302 pb et 371 pb (Wang et al.,
2009). Les conditions de retro-transcription et de PCR sont similaires a celles décrites
pour CPsV. La température d’hybridation (Tm) des amorces était de 53°C pour les
deux viroides.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées selon le logiciel R Studio version 3.0.3. (The
R Core Team, 2010). Les p-value inférieures a 0,05 ont été considérées
statistiguement significatives.
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Résultats

Virus et microorganismes similaires aux virus présents dans les vergers
agrumicoles de larégion de Berkane

Sur 'ensemble des échantillons collectés (277), 275 ont été testés pour CTV et S. citri
et 277 ont été testés pour CPsV. Pour les trois pathogénes recherchés par DAS-
ELISA, seul CPsV a été détecté. Trois catégories d’échantillons ont été identifiées pour
ce virus : (i) échantillons négatifs (216/277), (ii) échantillons ayant un profil d’infection
indéterminé (36/277), et (iii) échantillons positifs (25/277) (Figure 2). Des tests
préliminaires par RT-PCR ont révélé la présence de CEVd (3/5) et HSVd (3/5) dans
certains vergers agrumicoles dans la région de Berkane (données non
communiquées).
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Figure 2 : Résultats des tests de screening par DAS-ELISA réalisés pour les
échantillons de feuilles d’agrumes collectés en 2018 et 2019 dans la région de
Berkane. Les pourcentages d’infection sont relatifs au nombre total des échantillons
testés indiqués en haut de chaque histogramme.

Comparaison de la détection du CPsV par DAS-ELISA et One-Step RT-PCR

Sur les 49 échantillons testés par RT-PCR, un total de 21 s’est révélé positif (Figure
3). Il s’agit en fait de 38% (8/21) et 65% (13/20), respectivement des échantillons des
catégories « indéterminé » et « positif ». L’analyse par RT-PCR a confirmé le profil
d’infection des 8 échantillons testés de la catégorie « négatif » par DAS-ELISA. Sur la
base de ces résultats, tous les échantillons ayant un profil d’'infection DAS-ELISA
« indéterminé » devraient subir un second test par RT-PCR pour confirmer leurs profils
d’infection. Ainsi, nous pourrions en déduire que CPsV est présent dans les vergers
agrumicoles dans la région de Berkane avec une prévalence de 18% (51/277).
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Figure 3 : Produits d’amplification RT-PCR générés avec le couple d’amorces
Ps66/Ps65 spécifiques a la détection du CPsV. Profils d’infection DAS-ELISA : 1-10
« indéterminé », 11-23 « positif », 24-25 « négatif ». M : marqueur de poids
moléculaire (GeneRuler 100 bp DNA Ladder (thermo scientific, Lituanie) et I'étoile
noire indique un fragment de 500 pb). Les contrbles sont : échantillon infecté par
CPsV (T*) ; échantillon non infecté (Ts) ; mélange réactionnel sans TNA (Te).

Profil d’infection par CPsV et espéces d’agrumes étudiées

Le suivi du CPsV dans les vergers agrumicoles dans la région de Berkane a révélé
que les échantillons de clémentinier et d’oranger présentaient les deux profils
d’infection décrits précédemment pour CPsV. Quant aux échantillons de citronnier, ils
ont réagi négativement au test ELISA (Figure 4). Nos résultats révelent que les profils
d’infection par CPsV ne sont pas significativement différents entre 'oranger et le
clémentinier (test de x?, p-value = 0.075). Autrement dit, CPsV pourrait étre détecté
aussi bien dans des vergers de clémentinier que d’oranger.
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Figure 4 : Répartition des profils d’infection par CPsV selon I'espéce d’agrumes
étudiée (Test de x?, p-value (ciémentinier-oranger) = 0.075). Les pourcentages d’infection
sont relatifs au nombre total des échantillons testés indiqués en haut de chaque
histogramme.

Profil d’infection par CPsV et expression des symptomes d’écaillement de
I’écorce du tronc et des branches

Dans ce travail de diagnostic, nous nhous sommes intéressés non seulement a détecter
le CPsV mais aussi a vérifier la relation potentielle qui pourrait exister entre le statut
d’infection par ce virus et I'expression des symptdmes d’écaillement de I'écorce du
tronc et des branches (Figure 1) sur les arbres. Notre étude n’a pas mis en évidence
de différences statistiquement significatives entre les pourcentages des profils
d’infection obtenus chez des échantillons prélevés sur des arbres symptomatiques et
asymptomatiques (Test ¥x?, p-value = 0,15) (Figure 5). |l est donc difficile de présenter
une conclusion précise concernant la présence d’une relation potentielle entre
'expression des symptébmes et les profils d’infection obtenus. Autrement dit,
'observation des symptdmes d’écaillement n’est pas toujours révélatrice de la
présence du virus dans I'arbre et I'inverse est également vrai.
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Figure 5 : Répartition des profils d’infection par CPsV selon I'expression des
symptémes (Test de x?, p-value = 0.15). Les pourcentages d’infection sont relatifs au
nombre total des échantillons testés indiqués en haut de chaque histogramme.

Discussion

La présente étude révele que sur les trois agents phytopathogénes recherchés, seul
CPsV a été détecté par DAS-ELISA dans les échantillons d’agrumes collectés durant
les années 2018 et 2019 dans la région de Berkane. Les tests de RT-PCR ont permis
de confirmer les résultats obtenus par DAS-ELISA pour CPsV et ont également révélé
la présence du CEVd et HSVd dans certains vergers. Nos résultats corroborent avec
ceux obtenus par Afechtal (2018) qui indiquent que : (i) CPsV est le virus le plus
prévalent dans les vergers agrumicoles de Moulouya, (ii) CTV est absent dans toutes
les zones agrumicoles du Maroc a I'exception du Loukkos, (iii) les viroides CEVd et
HSVd sont présents dans la zone de Moulouya, et (iv) I'incidence de S. citri est trés
faible dans cette zone (variation entre 2,7% et 15%) limitant ainsi la probabilité de sa
détection.

La comparaison des résultats obtenus par DAS-ELISA avec ceux obtenus par RT-
PCR indiquent que nous ne pourrions pas se limiter & 'un des seuils S1 ou S2 dans
I'interprétation des résultats du test DAS-ELISA spécifique a la détection du CPsV. En
effet, étant donné que nous cherchons a identifier les cas de maladie, nous estimons
gu'il est important de ne pas les occulter (donc de réduire le nombre des échantillons
faussement négatifs que nous pourrions avoir avec le seuil S2 qui est le plus utilisé
dans ce genre d’études). Ainsi, nous pensons qu'il serait plus judicieux par la suite, de
continuer a travailler avec les trois profils d'infection du test DAS-ELISA et d’analyser
systématiquement les échantillons de la catégorie "indéterminée” par RT-PCR pour
confirmer leurs profil d'infection. Cette conclusion tire sa force des résultats de la
présente étude et de ceux de certains travaux antérieurs qui se basaient uniqguement
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sur le seuil S2 du test DAS-ELISA pour distinguer entre les échantillons négatifs et
positifs (Achachi et al., 2015; Djelouah et al., 2000; Garcia et al., 1997).

Dans la présente étude, CPsV n’a été détecté que sur les échantillons de clémentinier
et d’oranger (non détecté sur citronnier). Ce résultat pourrait étre expliqué par le fait
gue les échantillons de citronnier ont été collectés sur de jeunes plants de pépinieres
qui pourraient étre réellement indemnes ou avoir une faible concentration du virus non
détectable par DAS-ELISA. Il est important de signaler que les résultats obtenus dans
cette étude révelent que la prévalence de CPsV (18%) dans la région de Berkane est
indépendante de I'espéce d’agrumes analysée. Elle pourrait, en effet, étre la méme
dans des vergers d’oranger ou de clémentinier (Test de x?, p-value = 0.075). Ce
résultat corrobore celui de Achachi et al., (2015) qui ont détecté la maladie de psorose
dans la région de Moulouya aussi bien sur oranger (Washington Navel) que sur
clémentinier (Nules).

Les résultats de la présente étude révélent également que le profil d’infection par CPsV
ne dépend pas de la nature de l'arbre (Test de x?, p-value = 0.15). Ce résultat est en
parfaite cohérence avec celui rapporté par Achachi et al., (2015) qui ont détecté le
virus a des fréquences relativement comparables sur des échantillons prélevés sur
des arbres symptomatiques (17/31) et asymptomatiques (14/31). Les mémes résultats
ont été obtenus par Martin et al., (2004) qui stipulent que le diagnostic de la psorose
n’'est toutefois pas fiable quand il est basé sur les symptdbmes car ces derniers
pourraient étre liés a des causes autres que CPsV (désordres d’origine infectieuse ou
génétique). Ce constat a été fondé sur le fait que la détection du CPsV n’a pas été
toujours corrélée avec 'observation de symptomes spécifiques sur le terrain (Martin et
al., 2004, 2002a, 2002b; Roistacher et al., 2000; Velazquez et al., 2005; Zanek et al.,
2006). Par ailleurs, il est important de souligner que I'écaillement de I'écorce apparait
souvent quand les arbres sont 4gés de 12 a 15 ans (Velazquez et al., 2012).

La détection du CPsV dans les vergers agrumicoles marqués par le vieillissement est
assez perceptible dans la région de Berkane, chose non surprenante car il a été
jusqu’a ce jour impossible de trouver au Maroc des arbres suffisamment agés (plus de
20 ans) et dépourvus de ce virus (Chapot and Cassin, 1961). Par ailleurs, une
corrélation positive a été observée entre I'age et le nombre des arbres symptomatiques
(manifestant I'écaillement de I'écorce) dans un verger d’agrumes. Une étude réalisée
en Argentine dans trois vergers agrumicoles a révélé que la proportion des arbres
symptomatiques était plus élevée dans les vergers agés de 27 et 31 ans que dans les
vergers agés de 17 ans (de Zubrzycki et al., 1984). Cependant, des cas d’arbres
positifs pour CPsV, agés de 20 ans ou plus, et sans symptdomes d’écaillement de
I'écorce ont été également décrits. L’apparition tardive de ce type de symptémes a été
considérée comme I'un des facteurs ayant contribué dans la dispersion du CPsV dans
la majorité des régions agrumicoles du monde via la propagation involontaire de
matériel végétal infecté par les agrumiculteurs qui prétendent que leur matériel de
multiplication est indemne du virus (Veldzquez et al., 2012). C’est pourquoi, la
présence ou l'absence du CPsV ne pourrait étre confirmée que par lindexage
biologique (Roistacher, 2004, 1993). Dans la présente étude, CPsV a été également
détecté sur des échantillons collectés dans des vergers jeunes (11 ans). Ces résultats
posent un ensemble d'interrogations. Ces infections sont-elles le produit : (i) d'un
manque d'une bonne hygiéne lors des opérations culturales (taille des arbres, collecte
des fruits, etc.), (ii) de transmission par un vecteur naturel qui circule dans les vergers
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agrumicoles de Berkane, ou plutdt (iii) de la présence du virus dans les plants au
moment de la plantation (achat de plants contaminés a la pépiniere). La recherche
d'éléments de réponse a ses interrogations contribuerait sans doute dans la
compréhension de la distribution épidémiologique du CPsV a petite (verger) et a
grande échelle (région) et dans la mise en place de stratégies efficaces pour limiter sa

dissémination.
Conclusion

L’étude de la prévalence des virus (cas du CTV et CPsV) et des microorganismes
similaires aux virus (cas de S. citri, CEVd et HSVd) qui circulent dans les vergers
agrumicoles dans la région de Berkane a réveélé l'infection des arbres de clémentinier
et d’'oranger par CPsV. Ce virus a été détecté, en effet, dans des arbres d’oranger et
de clémentinier, avec et sans symptomes d’écaillement de I'écorce au niveau du tronc
et/ou des branches. Des résultats préliminaires ont révélé également la présence des
deux viroides, CEVd et HSVd dans trois vergers d’agrumes. De nouveaux tests
devraient étre réalisés pour évaluer la prévalence de ces viroides dans les vergers
agrumicoles de Berkane.
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