
Caractéristiques 
des phytoplasmes 

Jusqu'en 1967, les maladies de végétaux 
de type « jaunisse » éraient reliées aux 
maladies virales. Les agents pathogènes 
responsables de ces maladies partagent 
en effet certaines de leurs propriétés avec 
les virus du phloème : transmissibilité 
par greffage et par insecte-vecteur, multi
plication à la fois chez la plan te et 
l'insecte-vecteur, absence de transmission 
mécanique. Cependant, les méthodes 
utilisées jusqu'alors pour la purification 
des virus avaient échoué, tandis que la 
présence d'ADN anormal dans les tubes 
criblés suggérait une localisation phloè
mique des agents en cause. Les progrès 
de la microscopie électroniq ue sur 
coupes devaient permettre de préciser 
leur nature exacte [ l]. L'observation de 
coupes ul trafines de plantes infectées 
révèle la présence, dans le phloème, de 
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micro-organismes dépourvus de paroi , 
contrairement aux bactéries classiques. Ils 
sont limités par une membrane à trois 
feuillets (deux feuil lets denses aux élec
trons entourant un feuillet clair), à l'inté
rieur de laquelle on distingue des fila
ments d 'ADN ainsi que des ribosomes 
de taille différente de ceux de la plante
hô te . Ces phyroplasmes sont poly
morphes et capables de franchir les 
cribles des tubes criblés. Leur taille varie 
de 100 nm à plus d'un micron; leur 
forme est ovoïde, filamenteuse, en Y, en 
haltères, mais jamais spiralée (figure 1) . 
Ce polymorphisme est particulièrement 
visible sur coupes épaisses, atteignant un 
micron d'épaisseur, observées en micro
scopie électron ique par transmission ou 
en balayage. La plupart des phytoplasmes 
sont localisés dans les tubes criblés, par
fois dans le parenchyme libérien, excep
tionnellement dans le parenchyme corti
cal chez la féverole et la cuscute. 
L'absence de paroi exp lique que ces 
micro-organismes soient sensib les aux 
antibiotiques du groupe des tétracyclines 
qui agissent sur la synthèse protéique, 
mais résistants aux pénicillines qui agis
sent sur la paroi bactérienne. Elle leur 
confère aussi une for te sensibilité aux 
variations de pression osmotique, d 'où 
leur localisation presque exclusive dans la 
sève des tubes criblés, dont la pression 
osmotique atteint 10 à 12 atmosphères. 
Les phytoplasmes furent désignés tout 
d'abord sous l'appellation Mycoplasma
like organisms (MLO) en raison de leur 
similitude d'aspect en microscopie élec
tronique avec les mycoplasmes animaux 
appartenant à la famille des mollicutes 
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(étymologiquement micro-organismes à 
peau molle, donc dépourvus de paroi 
cellulaire) . Cependant, contrairement 
aux mycoplasmes stricto semu, la culture 
des MLO en milieu acellulaire n'a pu 
être réalisée. Les principaux caractères 
des phytoplasmes figurent au tableau 1 ; 
certains sont communs à l'ensemble des 
mollicutes, d'autres leur sont spécifiques. 
Le phloème des plantes peut aussi conte
nir des bactéries avec paroi dont la culture 
in vitro n'a pas été réalisée. Ces bactéries 
sont nommées fastidious (littéralement 
« exigeantes ») par les auteurs anglo
phones, et dysphagobactéries (difficiles à 
nourrir) par les francophones. Parfois 
confondues avec les phyroplasmes, elles 
s' en distinguent par la présence d' une 
paroi visible aux forts grossissements du 
microscope électronique. 
Les tubes criblés peuvent aussi contenir 
un autre groupe de mollicutes, à mor
phologie spiralée, les « spiroplasmes », 
cultivables en milieu acellulaire. Des spi
rop lasmes saprophytes one été aussi 
décrits à la surface des fleurs. Contraire
ment aux spiroplasmes, tous les phyto
plasmes actuellement connus sont phyro
pathogènes et intracellulaires. 
Les progrès de la biologie moléculaire 
ont apporté des avancées considérables 
dans la connaissance des mollicutes. La 
purification de l'ADN des phyroplasmes 
a permis de le comparer à l'ADN de 
mollicutes cultivables et de bactéries à 
paroi. Cela fut obtenu par centrifugation 
en gradient de densité, !'ADN des molli
cutes étant particu lièrement riche en 
nucléotides A et T , contrairement à celui 
des bactéries à paroi. 



L'étude de !'ADN ribosomigue (gène de 
!'ARN r) (fraction 165 et espaceur situé 
encre les fractions 165 et 235), montre 
son caractère unique, I' espaceur conte
nant un seul ARN c isoleucine contraire
ment aux mycoplasmes stricto sensu gui 
en sont dépourvus ou aux spiroplasmes 
et aux bactéries à paroi où l'on observe 
une diversité de l'ARNt dans deux ou 
crois espaceurs différents. En raison de 
ces particularités, le Comité incernacional 
de taxonomie des mollicutes décida, en 
juillet 1994, de remplacer l'appellation 
« MLO » par « phyroplasmes » car, bien 
qu'ils se multiplient à la fois chez la 
plante et chez l'insecte-vecteur, ils sont 
essentiellement phyropathogènes. 
Chez les phytoplasmes, le codon UGA 
fonctionne co mme co don d ' a rr êt, 
comme chez les bactéries à paroi et les 
acholéplasmes, contrairement aux spiro
plasmes gui ont un codon UGA corres
pondant au tryptophane [2]. 

Figure 1. Ultrastruc
tu re des phyto
p lasmes. Phyto
p las mes 
polymorphes. 
Déformation de cer
tains d'entre eux 
qui franchissent les 
cribles de la paroi 
du tube criblé. À 
gauche, fibres de 
protéine P (protéine 
caractéristique du 
phlo ème) (docu
ments M .-T . Cou
sin). 

Figure 1. Phytoplas
ma ultrastucture. 
Polym o rph ous phy
toplasmas. Change 
of the shape of some 
of them which move 
through the sieve 
tube pores. Left, P 
protein filaments 
(prote in characteris
tic of the phloem tis
sue) (documents M.
T. Cousin). 

Récemment, les techniques d'élecrropho
rèse en champ pulsé one permis de sépa
rer le chromosome en tier de certa ins 
phytoplasmes [3, 4] donc la caille, gui ne 

dépasse pas 600 kpb dans le cas des 
dépérissements d 'espèces ligneuses, est la 
plus petite actuellement connue parmi 
les organismes pouvant se répliquer de 
façon autonome. Cette petite cai lle cor
respond à une évolution régressive avec 
éliminatio n progressive des séquences 
non codantes et perce de gènes . On 
admet que le génome des phytoplasmes 
de la jaunisse de la reine-marguerite 
(aster yellows, AY) , gui mesure 
1 200 kpb, est constitué de deux chro
mosomes ayant un grand nombre de 
séquences en commun. Au cours de 
l'évolution, seu l un chromosome aurait 
subsisté chez les agents du dépérissement 
des ligneux. 
La posicion phylogénétique des phyto
plasmes au sein des bactéries est essentiel
lement basée sur l'étude de l'ADN ribo
somig ue (fraction 165 et espaceu r 
165/235). En clonant et en séguençanc 
!'ADN rl65 de phyroplasmes et de bac
téries classiques on a montré, en utilisant 
la méthode cladistique ou de parcimonie, 
que les phyroplasmes dérivent de Bacillus 
subtilis (bactérie gram+) [5]. La méthode 
de parcimonie consiste à comparer des 
séquences entières, base à base. Le logiciel 
PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parci
mony) est utili sé pour l'établissement 
d'arbres phylogénétiques. Les résultats 
obtenus montrent que les phyroplasmes 
sont plus proches, phylogénéciguement, 
des Acholeplasma (mollicutes saprophytes) 
et des Anaeroplasma (mollicuces anaéro
bies), que des mycoplasmes animaux et 
des spiroplasmes. Tous possèdent Bacillus 
subtilis comme ancê tre commun 
(figure 2). Les résultats obtenus à partir 
de l'espaceur 165/235 ont confirmé et 
précisé la position phylogénétique établie 
à partir de la fraction 165. 

Figure 2. Situation des 
phytoplasmes parmi 
les mollicutes et deux 
bactéries classiques 
(arbre phylogénétique 
établi à partir de la 
fraction 16S de !'ADN 
ribosomique) (docu
ments B.B . Sears et 
B.C. Kirkpatrick) . 

Mycop/asma galliseplicum 
Figure 2. Position of 
phytoplasmas among 
mollicutes and two 
typical bacteria (phylo
genetic tree construc
ted by using the 165 
DNA ribosomal frag 
ment) (documents B.B. 
Sears and B.C. Kirkpa
trick). 

Mycoplasma pneumomae 
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Tableau 1 

Caractères comparés des bactéries classiques, des mollicutes et des virus des plantes 

Bactéries à l'exception Mollicutes 
des mollicutes 

Paroi oui (à l'exception des formes L) non 

Sensibilité aux Antibiotiques actifs sur les Antibiotiques actifs sur la 
antibiotiques synthèses pariétale et protéique synthèse protéique (tétracycline) 

Visibilité au micros- oui oui (limite) 
cope photonique 

Acides nucléiques ADN+ ARN ADN + ARN 

Bactéries Bactéries du Spiroplasmes Phytoplasmes 
classiques phloème 

Croissance sur oui non oui non 
milieu acellulaire 

Localisation extracellulaire intracellulaire intra- et extracellu- intracellulaires 
(parenchyme (phloème) laire (phloème et (phloème) 

et xylème) surface des fleurs) 

Taille du génome 3 000 à 5 000 kpb 1 500 kpb 1 200 kpb (aster yellows) 
600 kbp (dépérissement 

des ligneux) 

Teneur en G + C 50 à 78 % 25 à 31 % 23 à 26 % 
tRNA situé dans Diversité des Diversité des ARNt un seul ARNt isoleucine 
l'espaceur 16S/23S AR Nt 

Fonctionnement codon d'arrêt codon tryptophane codon d'arrêt 
du codon UGA 

Compared characters of typical bacteria, mollicutes and viruses of plants 

Caractéristiques 
des phytoplasmoses 

On a répenorié [6] plus de 100 maladies 
à phytoplasmes entraînant une dégrada
tion de la qualité des produits et parfois 
une destruction des récoltes, plus fré
quemment en régions tropicales en rai
son de la présence ininterrompue des 
plantes-hôtes et des insectes-vecteurs. Les 
spiroplasmes contiennent crois espèces 
phytopathogènes : Spiropfasma citri, Spi
roplasma kunkelii et Spiroplasma phoeni
ceum. 

Symptômes 

Les symptômes de phyroplasmoses pré
sentent des risques de confusion avec les 
effets de traitements herbicides ou de 
carences minérales . 

Virus 

non 

non 

ADN ou ARN 

Virus 

non 

intracellulai re 
(parenchyme 
et phloème) 

4 à 50 kpb 

Les phytoplasmes affectent l'appareil flo
ral et végétatif avec des anomalies térato
logiques (virescence, phyllodie, proliféra
tion) so uvent caractéristiques. La 
virescence (figure 3a) consiste en un ver
dissement des pièces floral es sans altéra
tion morphologique. À ce verdissement 
s'ajoute parfois un e déformation des 
organes floraux, étamines et pistils, qui 

Figure 3. Symptômes de phytoplasmoses. a. (à gauche) Virescence du cotonnier. b. (à droite) 
Flèche morte et jaunissement sectoriel de Popu/us nigra cv ltalica atteint de la maladie du 
balai de sorcière. (documents M.-T. Cousin). 

Figure 3. Symptoms of phytoplasma diseases. a. (left) Cotton virescence. b. (right) Dieback and sec
torial yellowing of Populus nigra cv ltalica infected with the witches' broom disease (documents M.
T. Cousin). 
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évoluent en lames foliacées dans le cas de 
la phyllodie. Enfin, dans certains cas, on 
observe une prolifération importante du 
pistil et du réceptacle ou des altérations 
discrètes résultant de l'avortement des 
pièces florales. 
Diverses anomalies du système végétatif 
sont aussi observées. Le jaunissement ou 
« flavescence » du feuillage fur à l'origine 
de l'appellation « maladies de type jau
nisse » ou yellows. Sa localisation à un 
secteur du végétal, chez les plantes 
ligneuses en particulier, constitue un 
indice de phytoplasmose (figure 3b). Le 
jaunissement n'est pas la seule altération 
de coloration décelée, une teinte violacée 
étant aussi fréquemment observée. La 
consistance des feuilles des plantes infec
tées est modifiée : elles s'épaississent, 
deviennent raides et cassantes et s'incur
vent fréquemment vers la base de la 
plante (symptôme d'épinastie). Sur les 
ormes américains on observe aussi une 
grave nécrose du phloème suivie de la 
more des arbres. Enfin, dans le cas des 
essences ligneuses , avant la more de 
l'arbre, on assiste souvent à un dépérisse
ment caractéristique, fethaf decline ou 
dieback (figure 3b). La flèche terminale 
ou parfois plusieurs pousses dépérissent 
alors qu'une prolifération est observée à 
la base de l'arbre. Ce dépérissement est 
extrêmement rapide, en particulier 
dans le cas du dieback du papayer. 
L'inhibition des bourgeons terminaux 
s'accompagne souvent de la prolifération 
des bourgeons axillaires, contribuant à la 
formation de balais de sorcière ou 
witches' broom. Ce phénomène traduit un 
déséquilibre hormonal qui peur être 
confondu avec des traitements herbicides. 
Les phyroplasmes hivernent dans les 
racines et sont inégalement répartis dans 
les parties aériennes de la plante. Cette 
distribution sectorielle a été observée 
dans de nombreux cas (balai de sorcière 
du peuplier, dépérissement jaune du 
lavandin et maladies à phycoplasmes de 
la vigne). Plusieurs hypothèses (absence 
de phycoplasmes dans les parties dépour
vues de symptômes, eaux trop faible 
pour l'induction des symptômes, phéno
mènes de rétablissement liés à des formes 
dégénérées de phyroplasmes) peuvent 
exp liquer ce phénomène. Le chevel u 
racinaire est réduit ; chez Catharanthus 
roseus atteint de « srolbur », les racines 
deviennent raides et l'angle d'insertion 
sur les racines d'ordre supérieur est 
considérablement augmenté. L'importan
ce de la colonisation des racines a été 
mise en évidence dans le cas de nom-

breuses essences ligneuses, arbres fruitiers 
en particulier. Les légumineuses infectées 
perdent le pouvoir de fixer l'azote atmo
sphérique. 

Rétablissement 
avec disparition 
de la maladie ou mortalité 

Le phénomène de « rétablissement » a été 
signalé dès 1961 pour la « flavescence 
dorée de la vigne » sur des vignes malades 
protégées contre les réinoculations au 
vignoble [7). Il a été étudié au laboratoire 
sur des boutures prélevées sur Popufus 
nigra cv Iralica atteint de dépérissement, et 
conservées en serre à l'abri d'insectes-vec
teurs (figure 4) [8]. Trois lors de boutures 
furent choisis en fonction de l'intensité 
des symptômes lors de leur prélèvement 
au cours de l'été (date 0) : symptômes 
légers (lot A) , intermédiaires (lot B) et 
graves (lot C) . L'évolution des symptômes 
fut notée l'année suivante (daces 1, 2, 3, 
4). Dans tous les cas, on observa une évo
lution, soir vers la disparition des symp
tômes, soit vers la mort des boutures, le 
pourcentage de boutures rétablies ou 
mortes dépendant de leur état initial lors 
du prélèvement. Le taux de mortalité, 

Lot a 

100î 0 
80 

60 

40 

20 

0 

0 2 

Lot b 

1001 D 
80 

60 

40 

20 

0 

0 2 

Lote 

100î 1 
80 

60 

40 

20 

0 

0 2 

Ordonnées : % de bordures 
Symptômes 

inférieur à 10 % dans le lot A, atteignait 
30 % dans le lot B et 70 % dans le !or C. 
Lors de la dernière notation (4), tous les 
symptômes de la maladie avaient disparu 
sur les boutures ayant survécu (figure 4). 
La disparition des symptômes se manifeste 
dès la seconde notation pour les lots A et 
C et lors de la dernière notation (4) en ce 
qui concerne le lot B. 
Des phénomènes comparables furent 
observés chez les lavandins atteints de 
dépérissement jaune, le taux de boutures 
rétablies ou mortes dépendant de l'inten
sité des symptômes lors de la récolte des 
boutures. Dans le cas du dépérissement 
de la lavande fine , les boutures de 
plantes infectées maintenues en serre ne 
présentaient pas de symptômes pendant 
une certaine période, puis ces boutures 
mouraient soudainement. La conserva
tion de la maladie en serre sur certaines 
espèces se révèle donc difficile en l'absen
ce du vecteur. 

Modes de conservation 
des phytoplasmoses 

Afin de conserver les agents des phyco
p las moses en l'absence du vecteur, il 
convient de disposer d'une espèce végé-

Figure 4. Phéno -
mènes de rétablis-
sement et mortalité, 
observés sur des 
boutures de Popu-
lus nigra cv ltalica, 
atteintes de la mala-
die du balai de sor-
cière (WB) et cu lti -
vées en l'absence 
d'insectes-vecteurs 

3 4 (documents M.-T. 
Cousin). 
Intensité des symp-
tômes lors du prélè-
vement (date 0) : 
(lot a) symptômes 
légers ; (lot b inter-
médiaires; (lot c) 
sévères. 
Dates de notation 

3 4 des symptômes, 
l'année suivant 
le prélèvement 
(date 0) : (1) juin; 
(2) début juillet ; (3) 
fin juillet; (4) août. 

Figure 4. Natural 
recovery or death, 
observed on Populus 

3 4 
nigra cv ltalica eut-
tings, infected with 
the witches'broom 
disease (WB) and 
grown without vec-

E!!II Absence D Légers D Intermédiaires ~ Sévères • Mort tors (documents M.-T. 
Cousin). 
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cale où la maladie n 'évolue ni vers la 
guérison ni vers la mort de la plante. La 
plupart des phytoplasmes qu'il est diffici
le, voire impossible, de conserver dura
blement en serre sur leur plante-hôte 
d'origine peuvent être maintenus indéfi
niment sur Catharanthus roseus. De 
nombreux isolats, parmi lesquels la phyl
lodie du trèfle, le dépérissement jaune du 
lavandin, one été transmis par cuscute à 
C. roseus où ils sont maintenus par greffe 
de greffons malades sur des planes sains. 
Dans d'autres cas (flavescence dorée), les 
phytoplasmes one été transmis à C. roseus 
par un insecte-vecteur. Cependant, il 
existe des cas où la transmission à 
C. roseus par cuscute ou par insecte n'a 
pas été obtenue. Une alternative pour le 
maintien des phytoplasmes consiste alors 
à effectuer la culture in vitro de la 
plante-hôte infectée. Ainsi, le balai de 
sorcière du peuplier blanc a été conservé 
in vitro sur des explants de ce peuplier 
pendant plusieurs années successives [9]. 

Modes de propagation 
des phytoplasmoses 

La transmission des phytoplasmoses 
s'effectue principalement par des insectes 
piqueurs-suceurs qui pompent la sève 
dans les tubes criblés de la plante. Ils 
appartiennent à l'ordre des hémiptères 
cicadomorphes, en particulier jassidae, 
fulgoromorphes Cixiidae et sternor
rhynques Psyllidae. 
Les phytoplasmoses ne sont pas trans
missibles par les semences, mais les par
ties végétatives contaminées peuvent les 
propager au cours des pratiques cultu
rales (bouturages et greffages), particuliè
rement dans le cas de la production des 
plantes ligneuses. Le bouturage de scions 
à partir de pieds-mères infectés est res
ponsable de la propagation de la fla
vescence dorée de la vigne à une fré
quence élevée. Cette propagation est 
insidieuse lorsque la prise de bouture est 
faite sur des pieds-mères contaminés 
l'année précédente et qui ne montrent 
pas encore de symptômes ou des pieds
mères de porte-greffes tolérants infectés 
[ 1 O]. Lorsque les greffes sont effectuées à 
partir de matériel (porte-greffe ou gref
fon) contaminé par la flavescence dorée 
de la vigne, le matériel greffé peut dépé
rir rapidement, ou apparaître sain pen
dant plusieurs saisons avant de présenter 
des symptômes de la maladie. Ce dernier 
cas s'avère particulièrement dangereux si 
le matériel a été expédié dans des zones 

où la maladie n existe pas, mais où le 
vecteur potentiel est présent [11] . La 
propagation par la greffe a aussi ete 
signalée, à faible fréquence, dans le cas 
du « bois noir » de la vigne. 

Méthodologie 
du diagnostic 

Méthodes biologiques 
(greffage, cuscute) 

L'indexage par greffage sur une var1ete 
particulièrement sensible a été utilisé et 
l'est encore lorsque la détection directe 
du phytoplasme est insuffisamment sen
sible et fiable. Il est particulièrement utile 
pour l' indexage de porte-greffes de vigne 
tolérants à la flavescence dorée avec des 
scions appartenant à une variété sensible. 
Les plantes à l'étude doivent être soi
gneusement observées et il faut parfois 
attendre une seconde année après le gref
fage pour que les symptômes s'extériori
sent [11]. Dans le cas des plantes 
ligneuses, l'indexage peut être utilisé 
comme une amplification biologique de 
l'agent pathogène, préalable à sa détec
tion et à sa caractérisation qui sont sou
vent plus aisées dans le greffon de la 
variété indicatrice que dans la bouture 
prélevée sur les pieds-mères, en raison du 
titre plus élevé en phytoplasmes dans les 
jeunes feuilles de la variété indicatrice. 
La cuscute permet la transmission de 
phytoplasmes de la plante étudiée à une 
plance-hôce d'une autre famille, en éta
blissant un pont vivant. Elle est particu
lièrement utile lorsque la conservation de 
la maladie sur la plante cultivée s'avère 
difficile. Parmi les hôtes différentiels fré
quemment utilisés, Catharanthus roseus 
occupe une place prépondérante car les 
phytoplasmes s'y multiplient souvent 
plus abondamment que chez la plante
hôte d'origine. Ces méthodes biologiques 
ne sont pas spécifiques, eu égard à la 
similitude de symptômes causés par des 
phytoplasmes différents dans une même 
espèce végétale . Toutefois, C. roseus 
exprime souvent mieux l'ensemble des 
symptômes que la plante d'origine. 

Méthodes histologiques 

Ces méthodes sont utilisables lorsque les 
phytoplasmes sont présents en concen
tration suffisante. 

(' nhiPr< Amir11lt11rP< ?nm . ln . 11, l -7 A 

Méthodes histologiques aspécifiques 
L' autofluorescence, ou fluorescence pri
maire, correspond à la fluorescence natu
relle de la plante. Avant même l'observa
tion des phytoplasmes en microscopie 
électronique, la comparaison de coupes 
de plantes saines ou infectées en lumière 
fluorescence bleue (450 nm), permet de 
différencier les tissus libériens de plantes 
saines (tubes criblés non fluorescents) de 
ceux de plantes malades (autofluorescen
ce de ces tubes) [12]. 
Dans le cas du papayer atteint de dépé
rissement (dieback), l'autofluorescence 
des laticifères a été suivie conjointement 
à la colonisation de la plante par les phy
toplasmes [ 13]. L' aucofluorescence est un 
signal précoce de maladie correspondant 
à une réaction de défense de la plante, 
sans corrélation avec la présence des phy
toplasmes, ce qui suggère la présence de 
toxines induites par les phytoplasmes. 
La détection de la callose par le bleu 
d'aniline en lumière fluorescence bleue 
permet le diagnostic de certaines phyto
plasmoses. Les tubes criblés adultes sains 
sont en effet dépourvus de callose, qui se 
limite aux jeunes tubes au cours de leur 
maturation. Chez les plantes atteintes de 
phytoplasmes, la callose persiste après la 
maruracion des cubes criblés ; il en est de 
même pour les grains de pollen adultes 
des plantes saines qui sont dépourvus de 
callose alors que cette substance est déce
lée dans le pollen des plantes infectées 
par des phytoplasmes. 
L'observation topographique de colora
tions sur coupes semi-fines est recom
mandée avant toute observat ion en 
microscopie électronique. Une corréla
tion entre microscopie photonique et 
électronique peut être établie en dispo
sant de coupes sériées de 350 nm envi
ron, récoltées alternativement sur lames 
pour l'observation en microscopie photo
nique et sur grilles pour la microscopie 
électronique. 

Méthodes histologiques spécifiques 
de l'ADN 
Les phytoplasmes contenant des acides 
nucléiques, dont la lumière des cubes 
criblés sains est dépourvue, les méthodes 
histologiques de diagnostic utilisent des 
colorants spécifiques de ['ADN: réactif 
de Feulgen en lumière normale ou fluo
rochromes en lumière fluorescence qui 
augmentent la sensibilité du diagnostic. 
La fluorescence du DAPI (4'-6 diamidi
no-2 phénylindole-2 HCl) observée en 
lumière ultra-violette (380 nm) détecte 
des molécules d'ADN préférentiellement 



riches en nucléo tides A et T (1 4] et fut 
utilisée pour le diagnostic et la localisa
tion des phyroplasmes. Les phyro
plasmes peuvent être présents non seule
ment dans les tubes criblés adultes (dont 
le cytoplasme a disparu), mais aussi à 
l' intérieur des jeunes tubes criblés en 
cours de maturation, contenant plastes 
et mitochondries. Cette méthode es t 
trop peu sensible pour déceler les phyto
plasmes d 'arbres et arbustes où ils sont 
en nombre réduit, en particulier dans le 
cas du peuplier d 'Italie (atteint de la 
maladie des balais de sorcière) ou dans 
la vigne. 

Méthodes histologiques spécifiques 
par immunomarquage 
Des anticorps polyclonaux (15-18] et 
monoclonaux (1 7, 19 , 20] ont é té 
obrenus pour certains phytoplasmes. 
Ces anticorps sont spécifiques et il 
n 'ex is te pas d 'antisé rum univ erse l 
contre l'ensemble des maladies à phyto
plasmes (contrairement aux amorces 
universelles pour les phytoplasmes util i
sables en PCR). Ils sont parti culi ère
ment adaptés à la détection des phyto
plasmes in situ par immunofluorescence 
ou par immunomarquage [21, 22]. 
L' immunofluorescence utilise la fluo
rescence en lumière bleue (450 nm) de 
l' isothiocyanate de fluorescéine fixé sur 
un anticorps, pour révéler la présence 
d 'antigènes homologues présents dans 
les tissus infectés. Dans le cas d e 
l' immunomarquage , l'anti sé rum es t 
couplé à l'o r colloïdal qui permet le 
repérage en microscopie électronique 
ou est amplifié à l'argent pour le repé
rage en microscopi e phoroniqu e. 
L'immunomarquage par des anticorps 
spécifiques de la flavescence dorée de la 
vigne, a permis l'étude du chemine
ment des phytoplasmes auss i bien dans 
la plan te que dans le vecteur (21 , 22]. 
ainsi que la détection simultanée de 
plusieurs phytoplasmes dans leurs hôtes 
en utilisant des particules d 'o r colloïdal 
de différentes dimensions. 
Les anticorps permettent l' identifi 
cation et l'étude des protéines membra
naires majeures des phytoplasmes, piste 
pour les recherches sur les interactions 
hôte-phytoplasme. Dans ce domaine, 
les anticorps polyclonaux ont été utili
sés pour montrer l'ex istence de sites 
récepteurs des phytoplasmes de la fla
vescence dorée de la vigne sur les cel
lules de l'hôte, en pratiquant, sur une 
coupe d 'organe sain, une absorption de 
phytoplasmes comenus dans un extrait 

et en révélant ensuite les pliytuplasmes 
absorbés à l'aide des anticorps couplés à 
l'or colloïdal [23]. Des anticorps mono
clonaux om permis la purificarion par 
im mun oaffi nité de phyroplasmes 
intègres et infecti eux de la flavescence 
dorée [24] ainsi que l' identifica tion de 
la protéine majeure de la proli fération 
du pommier [25]. 

Utilisation des différentes méthodes 
histologiques 
L'autofluorescence des tissus libéri ens 
constitue un premier indice dans le 
diagnostic des phytoplasmes. Les fluo
rochro mes d e !'ADN e t surtout 
l'immunofluorescence sont plus spéci
fiques (figure 5). La fluorescence secon
daire en DAPI, observée en lumi ère 
UV (380 nm), révè le la présence 
d'amas de phytoplasmes dans les tissus 
libériens de la plam e malade et celle de 
noya ux dans les cellules parenchyma
teuses des plames infectées ou saines. 
L ' immunofluorescence o bse rvée en 
lumière bleue (450 nm), est spécifique 
des amas de phytoplasmes. Elle ne per
me t pas la détect ion des noya ux et 
n'apparaît que dans la plante infectée. 
L'autofluorescence en lumière bleue 
(450 nm) des tissus libéri ens est liée à 
la présence de phytoplasmes dégénérés 
et à des altérations des parois du tube 
criblé. L' intensité de l'autofluorescence 
est roujours infé rieur e à ce ll e de 
l' immunofluorescence. 

Méthodes immunologiques 
pratiquées sur extraits 
de plantes ou d'insectes 

Des tests ELISA utilisant des anticorps 
polyclonaux ont été réalisés avec succès 
dès 1983 pour identifier des phyto
plasmes de faço n spécifique (15]. Dans le 
cas des maladies de la vigne, les tests 
ELISA n'ont tout d 'abo rd donné de 
résultats positifs que sur C. roseus. Les 
échecs enregistrés à partir de la vigne sont 
liés à la faible concentration des phyto
p lasmes dans cette espèce ainsi qu 'au 
défaut d'accès des anticorps aux antigènes 
des phytoplasmes dans les conditions uti
lisées lors de l'extraction. Des détergents 
doivent être ajoutés aux tampons d'extra
ction afin de faciliter l'accès des anticorps 
aux sites antigéniques de la protéine 
membranaire du phytoplasme. L'ajout de 
ces détergents réduit vraisemblablement la 
sensibilité de la réaction, mais il est indis
pensable pour permettre l'accès de l'ami-
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corps aux epttopes membranai res [26, 
27]. La méthode ELISA a permis une 
étude comparat ive des phytoplasmes exis
tants en pays tropicaux (figure 6) [28]. 

Méthodes moléculaires 

Hybridation avec des sondes 
oligonucléotidiques (dot blot 
et Southern blot) 
La méthode d'hybridation en dot blot 
utilisant un ADN cloné ou une sonde 
d'ARN complémentaire marqué est une 
des premières méthodes moléculaires uti
lisées pour déceler et différencier les phy
toplasmes (29, 30]. La sensibilité de cette 
méthode est supérieure à celle de la 
méthode ELISA. Des hybridations en 
Southern blot fa isant appel à un grand 
nombre de sondes, onr comribué à défi
nir quelques groupes génétiques. 
L'analyse électrophorétique du polymor
phisme de tout ou partie de l'ADN 
génomique par la méthode d'hybridation 
Southern blot effectuée en sélectionnant 
des sondes clonées d'ADN, est particu
li èrement util e pour différencier des 
souches étroitement reli ées, à l'intérieur 
de groupes ou de sous-groupes de phyro
plasmes, jusqu'au niveau « isolat ». Elle a 
été appliquée aux phytoplasmes respon
sables de différentes maladies : jaunisse 
de la reine-margueri te (aster yeLLows, AY), 
maladie X (western X, WX), prolifération 
du pommier (apple proliferation, AP), fla
vescence dorée (FD) et récemment srol
bur (STOL) . 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
La faible concentration et l' in égale 
répartition des phytoplasmes dans l'hôte 
fom que des méthodes ex trêmement 
sensibles et fiables sont indispensables 
pour une détection de routine, en parti
culier dans les cas de plantes tolérantes 
porteuses. L'amplification de séquences 
spécifiques d 'ADN par PCR s'est ici 
révélée la méthode de choix. La PCR 
peut aussi ê tr e effectuée à partir 
d 'insectes-vecteurs (31 , 32]. Des insectes 
fraîchement récoltés ou stockés à -
20 °C peuvent être utilisés. Cependanr 
les résultats obtenus sur insectes frais 
sont souvent supérieurs car des inhibi
teurs pourraient être produits au cours 
de la conservation des insectes. En com
parant, sur un même insecte sectionné 
en deux parties équivalences, les résultats 
des méthodes ELISA et PCR, on consta
te une meilleure sensibilité de la PCR 
[32]. Plusieurs types de protocoles PCR 
peuvent être envisagés. 



Figure 5. Méthodes histologiques de diagnostic des phytoplasmes: fluorescence de l'ADN, 
immunofluorescence et autofluorescence comparées (documents M.-T. Cousin, et al.). 
1, 3, 5: pervenche de Madagascar infectée par le phytoplasme du stolbur; 2, 4, 6: témoin 
sain). 
1, 2. Fluorescence de l'ADN (DAPI): fluorescence des phytoplasmes (1) et des noyaux (1 et 2). 
3, 4. lmmunofluorescence : fluorescence des phytoplasmes seuls. (3) Absence de fluorescence 
des noyaux. 
5, 6. Autofluorescence. 

Figure 5. Histological methods of diagnosis of the phytoplasmas: DNA fluorescence, immunofluo
rescence and primary fluorescence compared (documents MT Cousin, et an. (1. 3, 5: periwinkle infec
ted with the stolbur phytoplasma 2, 4, 6: healthy contrai) . 
1, 2. DNA fluorescence (DAPI) : phytoplasma (1) and nuclei (1 and 2) fluorescence. 
3, 4. lmmunofluorescence: fluorescence of the phytoplasmas only. (3) No fluorescence of nuclei. 
5, 6. Primary fluorescence. 
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La PCR ucilisa11t des amorces univer
selles obtenues à partir de séquences 
conservées des phycoplasmes, permet de 
déceler un large spectre de phycoplas
moses, tant chez la plante que chez 
l'insecte-vecteur. Les amorces Pl-P7, qui 
amplifie11t l'ensemble de !'ADN r16S 
[33] et de l'espaceur 165/235 [34] sont 
fréquemmenc ucilisées. 
La PCR peut utiliser des amorces spéci
fiques choisies dans des séquences non 
conservées de l'ADN ribosomique (ADN 
rl 65, espaceur 165/235) ou dans des 
séquences obtenues à partir de fragments 
d'ADN clonés au hasard. Un exemple 
d'utilisation d 'amorces spécifiques de 
l'A Y, choisies dans les séquences non 
conservées de !'ADN r16S, est illustré 
sur la figure 7. Des amorces spécifiques 
non ribosomiques ont auss i ece 
construites à partir des séquences des 
deux extrémités de fragments non ribo
somiques clonés au hasard. Lorsque le 
fragmem cloné est correctement sélec
tionné, les amorces sont spécifiques d'un 
groupe ou d'un sous-groupe de phyco
plasmes [35-37]. 
La PCR gigogne ou nested PCR, qui fait 
appel à deux réactions d'amplifications 
successives, a pour but d'augmemer la 
sensibilité du diagnostic lorsque la 
détection est particulièreme11t difficile 
en raison de la faible concemracion en 
phycoplasmes ou de la présence d' inhibi
teurs dans les extraits soumis à la PCR 
[38, 39]. Elle a été utilisée dans le cas 
de phycoplasmes des essences ligneuses 
où la concentration en phycoplasmes est 
paniculièremenc faible. Le balai de sor
cière du populus nigra cv Italica doit être 
décelé par cette méthode en Allemagne 
[40] alors qu'une seule PCR suffie à la 
détection du phytoplasme en France, 
dans des conditions identiques de prépa
ration des échantillons et de réalisation 
de la PCR (figure 7) [ 41]. La PCR 
gigogne est souvent nécessaire pour 
déceler des phyroplasmes chez la vigne, 
et en particulier chez ses porte-greffes où 
les phyroplasmes som très peu concen
trés [42]. 
L'immunocapcure PCR permet d'éviter 
les longs processus d'extraction de 
!'ADN des phyroplasmes, lorsqu'on dis
pose d'un antisérum spécifique de la 
maladie à l'étude. Le phytoplasme 
recherché est cout d'abord fixé par cap
ture sur une plaque de microtitrarion, à 
l'aide d 'un ancisérum spéc ifique. Son 
ADN est ensuite utilisé dans une réac
tion PCR réalisée avec amorces univer
selles [43] ou spécifiques. Cette méthode 
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tailles des espaceurs suivant les phyco
plames considérés. Des espaceurs 
165/235 ont été clonés et utilisés 
comme ADN cible, en particulier celui 
de l'AY (298bp) et de la maladie X 
(234pb) . Ainsi le premier sera utilisé 
comme ADN compétiteur pour la 
quantification de ['ADN du second et 
réciproquement [44]. Une gamme de 
dilutions de !'ADN du compétiteur est 
utilisée en présence d ' un volume 
constant de !'ADN cible. La dilution 
de !'ADN du compétiteur correspon
dant à l'obtention de deux bandes 
d ' intensité équivalente, sera utilisée 
pour évaluer la quantité d'ADN cible. 
Cette méthode, très sensible, peut être 
appliquée à l'ensemble des phyto
plasmes , à condition de choisir un 
compétiteur approprié . Elle permettra 
de suivre les fluctuations de la quantité 
des phyroplasmes au cours des saisons 
et dans les différents organes de la 
plante, ce qui est très utile en particu
lier dans le cas des essences ligneuses. 

Taxonomie 
des phytoplasmes 

Figure 6. Test ELISA utilisé pou r différencier des phytopl asmes appartenant au même groupe 
phylogénétique (documents M.-T. Cousin, et al.). 

La taxonomie des phycoplasmes est diffi
cile en raison de l'absence de culture 
pure in vitro qui interdit l'accès à la 
génétique classique. Plusieurs classifica
tions ont été proposées, fondées essen-Figure 6. ELISA test used to differentiate phytoplasmas belonging to the same phylogenetic group 

(documents M.-T. Cousin, et al.). 

permet une détection spécifique de mala
dies dans des cas particulièrement diffi
ciles (prolifération du pommier et dépé
rissement du poirier). La méthode, 
applicable à la fois à la plante et à 
l' insecte, possède une spécificité élevée, 
une grande sensibilité et est d'exécution 
rapide. 
La PCR quantitative consiste à compa
rer, sur un même gel d 'électrophorèse, 
l'intensité des bandes de deux frag
ments d 'ADN, amplifiés par les même 
amorces, mais de taille différente, donc 
aisément repérables sur le gel. L' un 
d 'eux (ADN cible à l'étude) encre en 
compétition avec le second (ADN 
compétiteur de concentration connue) 
pour l'utilisation des amorces. Les 
amorces permettant l'amplification de 
l' espaceur 165/235 sont particulière
ment adaptées à cette méthode, car il 
existe de grandes différences encre les 

1. Marqueur d'ADN. 
2. Isolat belge de la vi rescence de l'hortensia . 
3. Isolat français de la virescence de l'horten
sia. 
4. Phyllodie de la févero le (Soudan). 
5. Iso lat allemand du balai de sorc ière de 
Populus alba. 
6. Isolat fran ça is du balai de sorcière de 
P. nigra cv ltalica. 
7. Isolat allemand du balai de sorciè re de 
P. tremula. 
8. Iso lat allemand du balai de sorcière de 
P. nigra cv ltalica. 
9. Balai de sorcière de l'orme. 
10. Stolbur (France). 
11 . Pseudo-stolbur C (Brésil) . 
12. Pseudo-stolbur D (Brésil). 
2, 3, 5, 6, 7 : présence d'amplifiats PCR ; 4, 8, 
9, 10, 11 , 12: absence. 

Figure 7. Polymerase Chain Reaction (PCR) (documents M.-T. Cousin, et al.) . Amorces fAY-rAY 
spécifiques du groupe aster yellows qui amplifient un fragment d'ADN de 324 paires de 
bases. Electrophorèse en gel d'agarose à 1 %. 

Figure 7. Polymerase Chain Reaction (PCR) (documents M.-T. Cousin, et al.). Primer pair fAY-rAY specific 
of the aster yellow group, amplifying a 324 base pair DNA fragment. 1% agarose gel electrophoresis. 
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riellement sur des comparaisons de 
!'ADN ribosomique. 

Méthodologies utilisées 

Polymorphisme de longueur 
du fragment de restriction 
(Restriction Fragment Length 
Polymorphism, RFLP) 
Les phyrnplasmes responsables des mala
dies des plantes ont tout d 'abord été 
classés sur la base du polymorphisme de 
longueur des fragments générés par la 
digestion enzymatique avec des endonu
cl éases (enzymes de restriction) , de 
régions homologues de la fraction 165 
de l'ADN ribosomique. La caractérisa
tion d'un nouveau phyroplasme et son 
attribution à un groupe connu peut êcre 

1 2 3 4 5 6 

faire en comparant son profil RFLP à 
celui des groupes déjà identifiés. Un 
exemple d'ucilisacion de la méthode, per
meccan c la caraccérisacion de deux 
groupes à partir de plusieurs isolats, esc 
présenté en figure 8. La longueur des 
fragments de restriction, estimée sur 
l'électrophorégramme, est précisée par la 
connaissance des sires de coupures de 
l'enzyme utilisée et leur localisation sur 
la séquence des fragments amplifiés. Une 
cartographie des deux groupes a pu être 
établie. 
La répartition en sous-groupes du très 
vaste groupe de la jaunisse de la reine
marguerite (AY) a été effectuée par la 
confrontation des profils RFLP obtenus 
avec un grand nombre d'enzymes de res
triction [45]. 
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Figure 8. Restriction 
fragment length poly
morphism (RFLP). 
Profil de restriction 
obtenu en utilisant 
l'enzyme Alu1 (qui 
coupe les séquences 
au niveau 5'AG /CT 
3'). Électrophorèse en 
gel de polyacrylami
de à 8 % (documents 
M.-T. Cousin, et al.). 

Figure 8 . Restri ction 
profile obtained by 
using Alu1 enzyme 
(sectioning DNA 
sequences in 5'AG/CT 
3'). 8% Polyacrylamide 
gel electrophoresis 
(documents M.-T. Cou
sin, et a/.). 

1. Phyllodie de la féverole sur Vicia faba (Soudan). 
2 et 3. Phyllodie de la féverole sur Catharanthus roseus (Soudan). 
4 et 7. Isolat français du balai de sorcière de Populus nigra cv ltalica. 
5. Germes fins du glaïeul. 
6. Isolat français de la virescence de l'hortensia . 
8. Marqueur d'ADN. 

1, 2, 3 : trois bandes visibles (71, 191 et 296 pb). 
4, 5, 6, 7: quatre bandes visibles (56, 71, 191 et 240 bp). 

Carte de restriction établie connaissant les séquences des fragments amplifiés et les sites de 
coupures d'Alu1. 

Groupe AV 
AV group 

Groupe FBP 
FBP group 

240 

296 

1 56 1 

a b 

b 

191 71 

c 

191 71 

c -
Restriction map made using the known sequences of the amplified fragments and the sectioning 
sites of Alu1. 
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Analyse des séquences 
La comparaison des séquences de la frac
tion 165 ou de l'espaceur incergénique 
165/235 de !'ADN ribosomique esc une 
aucre méthode proposée pour la classifi
cation des phyroplasmes [6] . On utilise 
soit l'alignement, soie le pourcentage 
d'homologie. Les résulcacs sont globale
ment en concordance avec ceux fournis 
par la méthode RFLP. Pour une classifi
cacion plus fine en sous-groupes, les 
gènes codants pour la protéine riboso
mique [45] ainsi que des séquences plus 
variables, relies que celles de !'ADN non 
ribosomique, peuvent aussi êcre utilisés ec 
les résultats obtenus comparés avec ceux 
de la méthode RFLP faisant appel à un 
grand nombre d'enzymes de restriction. 

Analyse de la mobilité 
électrophorétique 
des hétéroduplex (Heteroduplex 
Mobility Analysis, HMA) 
Cette analyse mise au point sur les virus 
VIH (virus de l'immunodéficience 
humaine) , permet la détection de légères 
modifications de nucléotides dans une 
séquence d'ADN. La méthode consiste à 
mélanger l'amplifiat PCR d'une souche à 
l'étude avec l'amplifiac homologue d 'une 
souche de référence, obtenu avec les 
mêmes amorces. Les deux fragments 
d'ADN en mélange sont dénaturés 
2 minutes à 95 °C afin de séparer les 
deux brins de chaque ADN, puis ils sont 
rapidement ré-hybridés à la température 
de la glace fondante. Les produits obte
nus sont soumis à une électrophorèse en 
gel de polyacrylamide. Si les ADN des 
deux souches sont identiques, l'hybrida
tion des quarre brins fils ne génère que 
des ADN double brin tous identiques 
« homoduplex » , qui migrent dans le gel 
à l'emplacement qui correspond à la 
taille de leur séquence amplifiée par les 
amorces. Si les ADN des deux souches 
sonc différents, on assiste à des erreurs 
d'appariement encre les ADN monobrin. 
Ces « héréroduplex » contenant des 
boucles sont ralentis dans le gel de 
migration et forment des bandes en 
arrière de la bande « homoduplex ». La 
distance encre la bande « homoduplex » 

et les bandes « hétéroduplex » est propor
tionnelle au degré d'hétérogénéité encre 
les séquences à l'étude. La méthode s'est 
révélée sensible pour une différence d'un 
seul nucléotide [ 46]. Cette méthode, 
applicable de façon simulcanée sur plu
sieurs isolats, peut être utilisée en taxo
nomie ec convient aussi pour la caractéri
sation d'un phyroplasme si l'on dispose 



d'une souche de référence à laquelle on 
se propose de comparer la souche émdiée 
(47). 
Plusieurs isolats ont ainsi été traités 
par comparaison avec une souche de 
référence appartenant au groupe AY 
(figure 9). Les amorces Pl-P7 ayant été 
utilisées, la bande « homoduplex » cor
respond à l'amplification de l'ADN 
rl6S et de l'espaceur 165/235 Cette 
bande appa raît seule dans les isolats 
appartenant à la souche de référence 
AY. Sur l'isolat all emand du balai de 
sorciè re de Populus nigra cv Icalica 
(puits 10), la présence de bandes « 

hétéroduplex » situées à proximité 
immédiate de la bande « homoduplex 
», montre l'existence d'hétérogénéités 
nucléocidiques faibles encre cet isolat et 
l'isolat A Y de référence. La distinction 
encre les souches française et allemande 
du balai de sorcière de P. nigra cv Ica
! ica correspond à des différences de 
virulence, la souche française étant 
pl us virulente. 

Principales maladies 
à phytoplasmes 

Des phycoplasmes génétiquement très 
proches peuvent induire chez la plante 
des réactions différentes; d'autres généti
quement éloignés sont à l'origine de 
maladies impossibles à distinguer par 
leurs symptômes (48). Chez la tomate, 
des symptômes identiques à ceux du 
« scolbur », mais liés à différen es groupes 
de phycoplasmes ont été signalés [ 49). 
Dans le cas du maïs, des spicoplasmes ou 
des phycoplasmes du groupe AY peuvent 
être responsables du rabougrissement 
(bushy stunt). Les relations phylogéné
ciq ues entre phyroplasmes peuvent 
cependant éclairer les érndes épidémiolo
giques et la détection d ' infections 
mixtes (48). 
La description des principales maladies 
présentant un intérêt économique se 
fonde sur le dendrogramme de Seemüller 
(6), l'analyse des séquences de !'ADN 
rl 65 pouvant être considérée comme 

une méthode standard. À l'intérieur du 
groupe très important de la jaunisse de la 
reine-marguerite (AY), les sous-groupes 
seront définis en fonction de critères per
mettant une différenciation plus 
frne (45), tels que l'analyse RFLP effec
tuée avec un très grand nombre 
d'enzymes de restriction et l'utilisation 
de régions moins conservées de !'ADN, 
comme les gènes de la protéine riboso
miq ue. Les groupes présentés ci-après 
sont signalés (*) dans le tableau 2 et les 
maladies sont décrites en tenant compte 
des espèces végétales infectées et des 
zones géographiques concernées. 

Groupes de la jaunisse de l'orme 
(Etm yellows, EV) et du frêne 
{Ash ye/lows, Ash V) 
Ce groupe contient la flavescence dorée 
de la vigne, différenciée de la jaunisse de 
l'orme stricto sensu par des méthodes 
sérologiques (50] et de biologie molécu
laire (37, 51-53). Il contient également 
le rabougrissement de la ronce (Rubus 

Isolats utilisés: 
1, 9, 14. Isolat français des germes fins du 
glaïeul. 
2. Ulmus WB (France). 
3. Virescence de Catharanthus roseus (Sou
dan). 
4. Phyllodie de la féverole (Soudan). 
5. Tomato Big bud (Australie). 
6. Pseudo-stolbur D (Brésil). 
7. Pseudo-stolbur C (Brésil) . 
8. Stolbur (France). 
10. Isolat allemand du balai de sorc ière de 
P. nigra cv ltalica. 
11. Isolat allemand du balai de sorcière de 
P. tremula. 
12. Isolat français du balai de sorcière de 
P. alba. 
13. Isolat français du balai de sorcière de 
P. nigra cv ltalica. 
1, 9, 11, 12, 13, 14. Bande « homoduplex » 
seule ( 1, 8 kpb). 
10. Bandes « hétéroduplex » localisées au 
dessus, à proximité immédiate de la bande 
« homoduplex ». 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8. Bandes« hétéroduplex » 
éloignées de la bande« homoduplex », 
situées dans la partie supérieure de l'é lectro
phorégramme, à proximité du site de dépôt 
des échantillons. 

Figure 9. Heteroduplex Mobility Assay (HMA) (documents M.-T. Cousin, et a/.) . Amorces P1 -P7 universelles amplifiant un fragment de 1,8 kpb 
correspondant à la fraction 165 et à l'espaceur 165/235. Souche de référence; Isolat français des germes fins du glaïeul, AY. 

Figure 9. Heteroduplex Mobility Assay (HMA) (documents M.-T. Cousin, et al.). P1-P7 universal primer pair amplifying a 1.8 kbp corresponding to the 165 
and the spacer 16/235 DNA fragment. Reference strain: French isolate of G/adiolus aster yellows, AY. 

Cahiers Agricultures 200 l ; 10 : 361-7 6 



Tableau 2 

Groupes phylogénétiques de phytoplasmes placés suivant l'ordre figurant 
sur le dendrogramme établi par Seemüller et al. [6] 

* EV, Elm yellows, jaunisse de l'orme 

CP, claver proliferation, prolifération du trèfle 

* Ash V, Ash yellows, jaunisse du frêne 

Lf WB, Loofah witches' broom, balai de sorcière de Luffa cylindrica 

* LV, Cocon ut lethal yellowing , jaunisse létale du cocot ier 

L TD, Tanzanian lethal decline, dépérissement létal du cocotier en Tanzanie 

* BGWL, Bermuda grass white leaf, feuilles blanches de Cynodon dactylon 

* SCWL, Sugar cane white leaf, feuilles blanches de la canne à sucre 

Cir P, Cirsium phyllody, phyllodie de Cirsium arvense 

PPWB, Pigeon pea witches ' broom, balai de sorcière de Cajanus cajan 

* FBP, Faba bean phyllody, phyllodie de la féverole 

IAWB, ltalian alfalfa witches ' broom, isolat italien du balai de sorcière de la luzerne 

* WX, Western X, maladie X 

* AP, Apple proliferation, prolifération du pommier 

Spa WB, Spartium witches' broom, balai de sorcière de Spartium junceum 

BWB, Buckthorn witches' broom, balai de sorcière de Rhamnus catharticus 

* AV, Aster yellows, jaunisse de la reine-marguerite 

* STOL, Stolbur 

IBS, ltalian bindweed stolbur, isolat italien du stolbur du liseron 

* AUSGV, Candidatus phytoplasma australiense 

* Groupes décrits dans le texte. 

Phylogenetic groups of phytoplasmas listed in the order of the dendrogramme 
established by Seemüller et al. (61 

stunt, RuS), la jaunisse de l'aulne (Aider 
yellows, AL Y), la jaunisse du frêne et du 
lilas (Ash yellows, Ash Y) [53, 54]. 

Phytoplasmes des plantes 
en régions tropicales 
Les maladies à phytoplasmes présentent 
une intensité particulière en régions tro
picales, en raison des cycles ininterrom
pus des vecteurs et de la permanence de 
la végétation. 
On rencontre les maladies suivantes : 
- La jaunisse létale du cocotier ( Coconut 
lethal yellowing, LY), l'une des menaces 
les plus graves pour Cocos nucifera, qui 
affecte l'Amérique centrale ainsi que 
l'Afrique occidentale et orientale. Trois 
sous-groupes correspondent à ces crois 
origines géographiques, avec des amorces 
spécifiques utilisées en particulier pour la 
recherche de vecteurs [55]. 

- Les feuilles blanches de Cynodon dacty
lon (Bermuda grass white leaf, BGWL) 
[56]. Un phytoplasme phylogénétique
ment proche de celui du LY a été identi
fié sur cette espèce. 
- Les feuilles blanches de la can ne à 
sucre (Sugar cane white leaf, SCWL) en 
Thaïlande, dues à un phytoplasme phy
logénétiquement proche de celui de la 
phyllodie de la féverole. En Afrique, le 
syndrome des feuilles jaunes de la canne 
à sucre serait li é à un phycoplasme 
appartenant au groupe de la maladie X 
(WX) [57]. 
- La phyllodie de la féverole (Faba bean 
phyllody, FBP). Ce groupe est fréquent 
en pays tropicaux sur féverole, patate 
douce, arachide, chanvre du Bengale 
(Crotalaria juncea), tomate, limier, sésa
me et papaye. Le Soudan (phyllodie de 
la féverole), la Thaïlande (phyllodie du 
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sésame, du soja et balai de sorcière de 
Crotalaria juncea) sont concernés avec 
des isolats sérologiquement différents 
(figure 6) [35]. Le rôle des adventices 
comme réservoir est particulièrement 
important en pays tropicaux. Crotalaria 
saltiana constitue le principal réservoir 
de la phyllodie de la féverole au Soudan 
[58]. Catharanthus roseus existe à l'état 
naturel dans ce pays où il est infecté par 
plusieurs maladies à phyroplasmes, en 
particulier par la phyllodie de la féverole. 
Le balai de sorcière du limier [59], Can
didacus « phytoplasma aurantifalia », 

appartient au groupe de la phyllodie de 
la féverole. 

Phytoplasmes infectant 
les arbres fruitier 
en régions tempérées 
(groupes WX et API [60] 
En régions tempérées , les maladies à 
phytoplasmes des arbres fruitiers appar
tiennent à deux groupes principaux phy
logénétiquement distincts, celui de la 
maladie X (Western X WX) et celui de la 
prolifération du pommier (Apple prolife
ration, AP) . 
Le premier groupe rassemble les agents 
de la maladie X du cerisier, du pêcher, 
du prunier japonais et du balai de sorciè
re du noyer, il est apparenté au syndro
me des feuilles jaunes de la canne à sucre 
en Afrique [57] . Le second se rapporte 
aux agents de la prolifération du pom
mier, du dépérissement du poirier (Pear 
decline, PD) , des jaunisses européennes 
des fruits à noyaux (European stone fruit 
yellows, ESFY) qui affectent l'abricotier, 
le pêcher, l'amandier, le prunier euro
péen et japonais et de l'enroulement 
chlorotique du pêcher (Peach yellow leaf 
roll, PYLR) [60]. 
Des phytoplasmes du groupe AY seraient 
à l'origine de maladies du châtaignier et 
de divers arbustes fruitiers. 

Groupe de la jaunisse 
de la reine-marguerite 
(Aster yellows, AV) [61] 
Des phytoplasmes du groupe AY ont été 
détectés dans de très nombreuses espèces, 
seuls ou en infections mixtes. Ce vaste 
groupe a été fractionné en sous-groupes 
[6, 45] (le sous-groupe B étant le plus 
souvent identifié en Europe), dont la 
caractérisation permet de définir des 
niches écologiques sur la base de leurs 
plantes-hôtes ou de leurs insectes-vec
teurs. Souvent responsables de maladies 
épidémiques, ils entraînent des perces 
sévères affectant les cultures florales, les 



espèces de grande culture, les cu lrures 
légumières , le fraisier, les espèces 
ligneuses ornementales et forestières. 
Sur plantes florales, les phytoplasmoses, 
souvent associées à des viroses qui 
contribuent à l'aggravation de la mala
die, affectent de nombreuses dicotylé
dones florales. Deux souches, l'une fran
çaise et l'autre belge, de la virescence de 
l'hortensia présentent des symptômes 
différents sur Catharanthus roseus, bien 
qu'appartenant au même groupe AY, 
sous-groupe B. Un phycoplasme de 
l'hortensia distinct de ceux précédem
ment identifiés, a été proposé par les 
chercheurs japonais à l'appellacion 
« Candidacus phytoplasma japonicum » 
[62) . De nombreuses monocotylédones 
florales sont aussi affectées. Des phyto
plasmes du groupe AY, sous-groupe B, 
ont été décries dans le cas de la maladie 
des germes fins du glaïeul dont l'infec
tion se traduit la première année par un 
jaunissement du feuillage et une altéra
tion des fleurs. Les bulbes récoltés sur 
des glaïeuls infectés forment, l'année sui
vante, de nombreuses pousses herbacées 
(« germes fins »). 
La chloranchie du colza (Rape phyllody, 
RP) atteint également des cultures légu
mières (chou, chou frisé, radis, brocoli) . 
Elle est due à des phytoplasmes du grou
pe AY, sous-groupe B, en Europe. 
Les phytoplasmes du groupe AY ont été 
mis en évidence en microscopie électro
nique chez l'oignon en France, où ils 
causent une phyllodie des inflorescences 
[63), particulièrement grave pour la pro
duction des semences . Au Japon, des 
mutations apparues sur oignons infectés 
en serre affectent les séquences ainsi que 
le nombre de copies d ' un plasmide 
mesurant 3,6 kpb ; elles ont été corrélées 
à des différences de pathogénicité des 
phytoplasmes [64) . Chez le poireau, le 
sous-groupe B a été mis en évidence en 
Italie et en République tchèque, soit 
seul, soie associé à des phytoplasmes du 
groupe « scolbur ». De nombreuses 
espèces légumières (carotte, pomme de 
terre, aubergine, patate douce, laitue) 
sont infectées par des phytoplasmes du 
groupe AY, sous-groupes A et B. 
Chez le fraisier, des phytoplasmes [65] et 
des rickettsies [66] ont été décries en 
microscopie électronique. Des phyto
plasmes du groupe AY, sous-groupes A 
et C, ont été mis en évidence en Amé
rique. En Austra lie et en Nouvelle
Zélande, un phytoplasme correspondant 
à « Candidacus phytoplasma australiense » 
a été décrit [67]. Les maladies du fraisier 

sont liées à des phyroplasmes phylogéné
ciq uement différents selon le site géogra
phique. 
Les phytoplasmes du groupe AY peuvent 
également exister sur arbres et arbustes 
(cas du peuplier et du paulownia), seuls 
ou en association avec d'autres groupes. 
Le balai de sorcière de Populus nigra cv 
Icalica (groupe AY, sous-groupe B) pré
sence une virulence plus marquée en 
France qu 'en Allemagne [41) li ée au 
léger polymorphisme de séquences détec
té en profils RFLP [40] ou en analyse de 
la mobilité électrophorétique des hétéro
duplex (Heteroduplex Mobility Analysis, 
HMA) [47]. Des phytoplasmes du grou
pe AY, sous-gro upe A, ont aussi été 
décrits au Canada sur Populus sargentii 
[68]. Chez le châtaignier et divers arbres 
à petits fruits, des phytoplasmes du grou
pe A Y seraient à l'origine de certaines 
maladies. 

Groupe « stolbur » 
Le « stolbur » cire son nom d'une mala
die des solanacées apparue en Europe de 
l'Est dans les années 40. L'isolat du phy
coplasme (STOL) du poivron est le 
principal représentant du groupe. Des 
phycoplasmes appartenant au groupe 
« stolbur » ont été caractérisés à partir de 
tomates infectées mais des symptômes 
semblables peuvent être liés à d'autres 
groupes phylogénétiques [ 49]. Le « stol
bur » a aussi été décrit sur céleri en 
France et en Italie alors qu'en Californie 
un phytoplasme du groupe AY, sous
groupe B, est principalement en cause 
[61] . 
Le « bois noir » de la vigne (BN), décrit 
tout d'abord dans l'est de la France et 
une maladie similaire « Vergilbungskran
kheit » (VK) en Allemagne, sont des jau
nisses de la vigne qui furent distinguées 
de la flavescence dorée (FD) par leur épi
démiologie [11). Les phytoplasmes asso
ciés à ces maladies appartiennent au 
groupe du « stolbur » [37) et un même 
vecteur (hém iptère cixiide, Hyalesthes 
obsoletus, connu pour transmettre le 
« stolbur » des solanacées) a été identifié 
sur vigne en France [31] et en Allemagne 
[69]. 
Le dépérissement jaune de Lavandula spp 
(yellow decline of lavender, LYD), détecté 
en microscopie électronique [70], est 
associé à un phytoplasme appartenant au 
groupe du « sco lbur », identifié chez 
Lavandula spp [47, 49] et également 
chez l'insecte-vecteur Hyalesthes obsoletus 
Sign et plusieurs plantes adventices 
(Convolvulus arvensis, Plantago cynop, 
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Saturcia montana, Calamintha nepetoides, 
Verbascum sp, et Cardaria draba) [31], 
qui pourraient constituer des réservoirs 
potentiels de la maladie. 
Le syndrome des basses richesses en 
sucre de la betterave (SBR) qui affecte 
cette espèce en Bourgogne est transmis 
par le cixiide Pentastriridius beieri Wag
ner [71]. Les maladies de type « stolbur » 
sont transmises préférentiellement par 
des cixiides. 

Groupe d'Australie 
et de Nouvelle-Zélande (Groupe 
AUSGV, Candidatus Phytoplasma 
australiense) (721 
Ces phytoplasmes proches du « stolbur » 

causent une jaunisse de la vigne (Austra
lian Grapevine yellows, AUSGY), le die
back du papayer, la jaunisse létale et la 
virescence du fraisier. Ce groupe 
contient aussi la maladie des feuilles 
jaunes du lin de Nouvelle-Zélande 
(Phormium yellow leaf PYL), transmise 
par un cixiide Oliarus atkinsoni. 

Taxonomie provisoire 
utilisant le terme 
Candidatus phytoplasma 

Les séquences des ADN ribosomiques, 
les propriétés sérologiques et biologiques 
(spécificité de plantes-hôtes et de vec
teurs) constituent des marqueurs permet
tant de caractériser un phytoplasme 
donné. Un système de taxonomie provi
soire utilisant le terme « Candidacus phy
toplasma » comme unité taxonomique de 
base a été adopté. Jusqu'ici, cinq « Can
didacus phytoplasma » ont été proposés, 
dont les deux premiers sont inclus dans 
l'arbre phylogénétique établi par Seemül
ler et al. [6] que nous utilisons comme 
référence dans ce texte : 
- Candidatus phytoplasma aurantifolia, 
responsable de la maladie du balai de 
sorcière du limier [59], appartenant au 
groupe de la phyllodie de la féverole 
(FBP). 
- Candidacus phytoplasma australiense 
[72], responsable d 'une jaunisse de la 
vigne, du dieback du papayer en Austra
lie, d 'une jaunisse du lin de Nouvelle
Zélande, d'une jaunisse létale et d'une 
virescence du fraisier en Australie et 
Nouvelle-Zélande [70], appartenant au 
groupe AUSGY. 
- Candidacus phytoplasma australasia 
[72), responsable d 'une maladie de la 
vigne en Australie, de l'aspect froissé 
(yellow crinkle) et de la mosaïque du 



papayer, du gros bourgeon (big bud) de 
la tomate, du balai de sorcière de l'ara
chide et des petites feuilles de la patate 
douce en Australie et dans le Sud-Est de 
l'Asie. 
- Candidarus phytopfasma ufmi subsp 
chinensis, causant une jaunisse létale du 
cerisier et le balai de sorcière du jujubier 
en Chine [73]. 
- Cand idatus phytopfasma japonicum, 
responsable d'une virescence de l'horten
sia au Japon [62]. 

Infections mixtes 
à phytoplasmes 

Des infections simultanées par plusieurs 
phytoplasmes ont été signalées, avec des 
différences variables entre leurs ADN. 

Polymorphisme d'ADN 
des phytoplasmes 
en infections mixtes 

Si le polymorphisme est marqué, des 
amorces spécifiq ues de chaque phyco
plasme peuvent être obtenues et leurs 
associations sont faciles à déceler. Chez 
des vignes du cépage Chardonnay pré
sentan t des symptômes de flavescence 
dorée, trois phytoplasmes différents ont 
été décelés [7 4]. Plusieurs hôtes suscep
ti bles d 'héberger des associa tions de 
p h yto pl asmes ont été répertoriés, 
notamment le trèfle et les arbres fru i
tiers où la présence simultanée de phy
coplasmes « spécifiques » et « aspéci
fiq ues » a été sig n a lée. Si le rô le 
pathogène des phytop lasmes « spéci
fi ques » a été mis en évidence, il n'en 
es t pas de m ême des phycoplas m es 
« as pécifiq ues » décelés par PCR 
gigogne. On noce de grandes variations 
dans la virulence des phytoplasmes res
ponsables de la p rol iférat ion du pom
mier (AP) et des jaunisses européennes 
des fr ui ts à noyaux (ESFY). Dans les 
deux cas, des phytoplasmes « as péci
fi ques » ont été identifiés . Les variations 
de la virulence de ces phytoplasmoses 
seraient liées soit à des variations dans 
la virulence des souches « spécifiques », 

soit à la présence de souches « aspéci
fi ques » qui affecteraien t la virulence 
des souches « spécifiques ». 
De légères différences dans les profils 
électrophorétiques peuvent aussi avoir 
une signification biologique et méritent 

Summary 

Phytoplasma and phytoplasma diseases: characteristics, symptoms and 
diagnosis 
M.-T. Cousin, É. Boudon-Padieu 

Phytoplasma were first characterized by biological properties common to 
those of some viruses, such as transmissibility by leafhopper vectors, 
multiplication in both insects and plants and localization in the phloem tis
sue of the host. Ultrastructural studies revealed the presence in the phloem 
of polymorphous bodies without cell walls, which were capable of moving 
through the sieve plates (figure 1 ). They were first named "mycoplasmalike 
organisms ", but unlike animal mycoplasmas, they could not be cultured in 
a ce/1-free medium. 
Phytoplasma DNA is characterized by a high A-T and low G-C content. A 
detailed study of the rRNA gene, chiefly the 165 fragment and the spacer 
located between 165 and 235, revealed that they are unique microorga
nisms, which were named "phytoplasmas ". Pulse field analysis of the enti
re phytoplasma genome has shown that they are among the smallest auto
nomous replicating microorganisms, the tiniest phytoplasma having a 
genome of less than 600 kbp. The position of the phytoplasmas among 
bacteria, mollicutes and viruses of the plants is mentioned in table 1. Phy
toplasmas are phylogenetically closer to Acholeplasma and Anaeroplasma 
than to animal mycoplasmas (figure 2) . 
Phytoplasma-diseased plants show teratological symptoms and symptoms 
of the vegetative parts of the plant (figure 3), leading, in some cases, to the 
recovery or the death of the host (figure 4). Techniques to maintain phyto
plasmas in experimental hast-plants, or tissue cultures, and ways of sprea
ding in nature are presented. 
Diagnostic methods include biological, histological (figure 5) , immunologi
cal (figures 5 and 6) and molecular approaches (figure 7) in both host
plants and insect-vectors. Classification methods such as restriction frag
ment length polymorphism (Figure 8), heteroduplex mobility assay 
(figure 9) , and base sequence analysis are discussed. 
The main economically important diseases are described following the 
order established in the phylogenetic tree of 5eemüller et al. (figure 10) [6]. 
They inc lude: the " elm yellows" group, groups involved in tropical 
diseases or in European fruit tree diseases, the polyphagous "aster ye/
lows " group affecting flowers, vegetables, field crops, woody ornemental 
plants and forest trees, and the "stolbur" group affecting Solanaceae, 
Lavandula spp, and sugar beet. A tentative taxonomy uses the name Candi
datus phytoplasma. 
Different phytoplasmas have frequently been detected in the same host 
with diverse levels of polymorphism. ln some cases, they belonged to enti
rely different phylogenetic groups, in other ones to the same phy/ogenetic 
group with slightly different electrophoretic profiles. ln some cases, the 
on/y heterogeneity was reported within the interoperon sequence. 
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d'être prises en compte dans des études 
ép idémiologiques. Deux phytoplasmes 
appartenant au même groupe phylogé
nétique (phyllodie de la féverole, FBP) 
mais présentant de faibles différences 
dans leurs profils électrophorétiques, ont 
été décrits simu l tanément chez le 
papayer [75]. Les fleurs de papayer 
montrent, suivant les cas, une phyllodie 
ou une virescence. Il semble que la 
concentration de chacun des phyco
plasmes présents en mélange intervienne 
dans l'apparition de ces différents symp
tômes. 
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Hétérogénéité 
de séquences 
entre les deux gènes 
ribosomiques 165 
d'un même phytoplasme 

Une hétérogénéité de séquence a ete 
signalée entre les deux gènes ARN r 165 
du phytoplasme du lin de Nouve lle
Zélande (Phormium yeffow feaf phytoplas
ma) [76] et du peuplier (Popufus tremufa 
and a fba witches' broom phytoplasma) 
[40]. Ces hétérogénéités de séquences 



Résumé 

La connaissance des agents phytopathogènes responsables des maladies « de type 
jaunisse» a considérablement progressé au cours des dernières décennies. D'abord 
attribuées à des virus, puis à des micro-organismes de type mycoplasme, ces mala
dies sont désormais attribuées à des « phyroplasmes », dénomination qui rend 
compte du caractère unique de leur ADN ribosomique et de leur rapport à la 
plante-hôte. Les principales caractéristiques des phytoplasmes sont ici décrites, 
avec leurs méthodes de diagnostic et de caractérisation, en tenant compte des 
hôtes d'origine (plantes herbacées ou ligneuses, insectes-vecteurs) et des buts pour
suivis (simple identification d'un phytoplasme, caractérisation d'une maladie don
née ou quantification des phytoplasmes au sein des différents organes de la plan
te). Les tentatives de classification et les méthodes à partir desquelles elles ont été 
établies sont mentionnées. Les principaux groupes de phytoplasmes et les maladies 
qu'ils provoquent sont classés en respectant l'ordre phylogénétique résultant de 
l'étude de leur ADN ribosomique effectuée par Seemüller et al. [6] . Une attention 
particulière est portée aux infections mixtes à phytoplasmes et en particulier aux 
phyroplasmes aspécifiques dont le rô le encore mal connu suscite actuellement 
l'intérêt des chercheurs. 

inreropérons sont plus fréquentes qu'on 
ne l'avait envisagé au départ. Si des 
souches de phyroplasmes sont étroitement 
reliées, il peut donc être intéressant de 
comparer les opérons équivalents [48). 

Conclusion 

La grande sensi bilité des méthodes 
d' identification des phyroplasmes qui se 
sont développées au cours des années 
1990 permet la détection aisée de ces 
agents. La détection ne représente cepen
dant qu'Lllle première étape qui doit être 
coordonnée avec l'étiologie des maladies 
en cause et avec leur transmission. Ainsi, 
l' identification par sérologie ou PCR 
d'un phyroplasme sera suivie d'essais de 
transmission qui peuvent seuls démon
trer le caractère vecteur de l'insecte. Il 
se ra alors possible de reproduire les 
symptômes par inoculation de planes 
sains, de diagnostiquer à nouveau le phy
roplasme suspect dans les plantes inocu
lées et de conclure clairement sur l'étio
logie de la maladie • 
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