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Presence of Spiroplasma citri, the pathogen responsible for citrus stubborn
disease, and its vector, the leafhopper Circulifer haematoceps in Tunisia.
Contamination of both C. haematoceps and C. opacipennis.

Abstract — Introduction. The causal agent of citrus stubborn disease is the motile helical
mollicute, Spiroplasma citri. 1t is found exclusively in plant phloem and is naturelly transmit-
ted by leathoppers. Within the framework of the national project for the selection of citrus
varieties in Tunisia, S. citri has been researched on plants and insects. Materials and
methods. Citrus plants samples were collected in four regions dedicated to citrus cultiva-
tion: Gobba, Hammamet, El Fahs, and Bou Salem. Some leathoppers were also captured in
these regions as well as along the coast of Gabes in Rafraf. ELISA tests were performed
using polyclonal antibodies specific for S. citri. PCR detection primers were selected in the
sequence of the spiralin gene. Results. For the very first time in Tunisia, S. citr7 was discov-
ered on citrus plants, on leathoppers of the Circulifer opacipennis species, exclusively found
on Salsola kali — Chenopodiacees —, and on leathoppers of the C. haematoceps species.
Discussion. In order to control the mollicute induced citrus disease in citrus growing
regions of Tunisia undergoing crop expansion, a more detailed analysis of the epidemiology

is now essential. (© Elsevier, Paris)
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Présence en Tunisie de Spiroplasma citri, I'agent causal du stubborn
des agrumes et de son vecteur, la cicadelle Circulifer haematoceps.
Contamination de C. haematoceps et de C. opacipennis par S. citri.

Résumé — Introduction. L'agent causal du stubborn des agrumes est le mollicute Spiro-
plasma citri, de morphologie hélicoidale et doué de motilité. Dans les plantes, il est présent
uniquement dans le phloeme et, dans la nature, il est transmis par des cicadelles. Dans le
cadre d'un projet national de sélection de variétés d'agrumes, S. citri a été recherché en
Tunisie aussi bien dans les plantes que dans les insectes. Matériel et méthodes. Des
échantillons d’agrumes ont été prélevés dans quatre régions agrumicoles : Gobba, Hamma-
met, El Fahs et Bou Salem. Les captures de cicadelles ont été effectuées dans ces mémes
régions ainsi que le long de la cote de Gabes a Rafraf. Des tests Elisa ont été réalisés avec
des anticorps polyclonaux dirigés contre S. citri. Pour la méthode PCR, les amorces ont été
choisies dans la séquence du gene de la spiraline. Résultats. Pour la premiere fois en Tuni-
sie, S. citri a été mis en évidence sur agrumes, dans les cicadelles de I'espece Circulifer opa-
cipennis, capturées uniquement sur la chénopodiacée Salsola kali, et dans les cicadelles de
lespece C. haematoceps. Discussion. Afin de mieux controler la maladie dans les régions
d’extension de la culture des agrumes en Tunisie, une étude plus approfondie de I'épidé-
miologie doit maintenant étre effectuée. (© Elsevier, Paris)
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1. introduction

Le « stubborn » est une maladie grave
des agrumes. Elle compromet la produc-
tion et diminue la longévité de l'arbre.
L'agent causal de la maladie est le molli-
cute de morphologie hélicoidale Spiro-
plasma citri [1-2]. Dans les plantes, ce
spiroplasme n’est présent que dans les
tubes criblés et il s’y multiplie. Dans la
nature, il est transmis par les cicadelles du
genre Circulifer . Circulifer tenellus (Baker)
aux Etats-Unis (3] et Circulifer haemato-
ceps (Mulsant et Rey) dans les pays du
pourtour méditerranéen [4]. C. tenellus,
capturé en Jordanie, s'est révélé capable
dracquérir S. citri et de le transmettre a
diverses plantes [5].

En Tunisie, le stubborn n'a été identifié
jusqu’a présent que par symptomatologie
[6]. Dans le cadre du projet national de
Sélection de variétés d'agrumes indemnes
de virus et de mycoplasmes prohibés par
la législation, des prospections ont été
effectuées pour détecter I'agent causal
S. citri aussi bien dans les plantes que
dans les cicadelles.

2. matériel et méthodes

2.1. matériel biologique

Les feuilles d’orangers échantillonnées
ont été prélevées sur les arbres de vergers
montrant des symptéomes plus ou moins
nets de stubborn. Les cicadelles ont
été capturées dans divers vergers d'agrumes
et sur dix sites localisés sur la cote tuni-
sienne s’étendant de Rafraf a Gabes
(figure 1). Les chasses ont été effectuées,
durant toute I'année, sur les adventices
des vergers, sur les plantes spontanées
des montagnes a proximité des vergers,
dans les champs de betteraves et le long
de la cote sur la chénopodiacée sauvage,
Salsola kali, présente sur les dunes du lit-
toral tout au long de I'année.

Les cicadelles ont été capturées au
moyen d'un filet fauchoir d’'octobre 1996
a aolt 1997 et d’'un aspirateur D-VAC au
mois d’octobre 1997 et en juillet 1998.
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Les insectes ont €té identifiés et classés
par espéces a laide des clés de Ribaut [7]
et de Della Giustina [8]. La détermination
des especes a été faite sur la base des cri-
teres morphologiques et, plus particulie-
rement, apres dissection et observation de
l'appareil génital male.

2.2. détection de S. citri

2.2.1. méthode Elisa-Das

Les nervures centrales des feuilles
échantillonnées ont été broyées au
moyen d'un homogénéiseur polytron
dans un tampon phosphate de sodium
additionné de NaCl. Les anticorps poly-
clonaux utilisés ont ¢té purifiés a partir
d’'un immun sérum de lapin. La technique
Elisa-Das utilisée a été celle de Saillard et
Bové [9].

2.2.2. méthode d’amplification
de I’ADN pour réaction en chaine
de la polymérase (PCR)

L’ADN des échantillons de feuilles et
de cicadelles a ¢té extrait selon la tech-
nique au cétyltrimethylammoniumbro-
mide (CTAB) [10]. ADN a été soumis a
40 cycles dramplification (45 s a 92 °C,
45 s2a 62 °Cet 30 sa72°C). Les amorces
ont été choisies dans la séquence du
géne de la spiraline, la protéine majeure
de S. citri.

Les amplifiats obtenus ont été analysés
sur gel d'agarose a 1 % et colorés au bro-
mure d'éthidium.

3. résultats

3.1. identification des cicadelles
capturées

Les prospections réalisées dans les dif-
férentes régions de Tunisie ont permis
d’identifier 24 espéces de cicadelles sensu
lato (tableaut 1.

Parmi ces especes, Circulifer haemato-
ceps est vecteur de S. citri en Méditerra-
née [4]. Au cours des prospections de juin
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a aolt 1997 et de juillet 1998, cette cica-
delle a été trouvée sur amaranthe, bette-
rave et diverses composées dans les ver-
gers d'agrumes. Elle n’a pas été capturée
en octobre 1997. Au cours des prospec-
tions de juillet 1998, les captures réalisées
sur betteraves 4 Bousalem renfermaient
quelques individus de C. tenellus, parmi
de nombreuses C. haemctoceps.

3.2. détection de S. citri

Les tests Elisa réalisés au mois de juillet
sur 20 échantillons de feuilles d’agrumes
prélevées dans les vergers ont permis
d’identifier deux arbres contaminés par
S. citri, 'un dans la région de Bou Salem
et I'autre dans le Fahs. Par ailleurs, les
tests par PCR ont révélé, en plus de ces
deux arbres déja détectés par Elisa, I'exis-
tence de deux arbres supplémentaires
dans les mémes régions (figure 2).

Dans les régions de Hammamet et de
Gobba, les tests Elisa et par PCR ont été
négatifs

Dans quatre des dix sites prospectés,
plusieurs lots de la cicadelle C. opacipen-
nis (lots de deux insectes), testés par PCR
pour détecter la présence de S.citri, ont
donné des résultats positifs (figure 3 ;
tableaut ID).

En juillet 1998, deux lots (lots de deux
insectes) de C. haematoceps, parmi les
22 capturées a Bousalem sur betteraves,
ont donné des réactions positives pour la
présence de S. citri, lors de I'utilisation
des PCR.

4. discussion

Le travail de prospection entrepris
dans les vergers tunisiens a permis de
mettre en évidence que S. citri était pré-
sent dans certains orangers de deux
régions : Bou Salem et Fahs.

Dans la région de Hammamet et de
Gobba, les tests sur feuilles d’arbres mon-
trant des symptoémes plus ou moins nets
se sont révélés négatifs. Un tel résultat,

@ vergers d'agrumes

Capture de C. opaciennis
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Salloum
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% Gabes
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associé A la constatation de I'absence de  Figure 1.

symptomes séveres dans ces vergers,
pourrait étre dd a une faible concentra-
tion de S. citri dans les arbres, expliquée
par le fait que les températures ne sont
pas tres €levées dans cette zone. En effet,
une bonne multiplication de S. citri impli-
que que la température soit au moins
égale a 32 °C pendant plusieurs heures
dans la journée. Ainsi, en Corse, ou les
températures sont rarement au-dessus de
32 °C, les symptoémes de stubborn sont
quasiment inexistants.

a1998.

Toutes les captures d'insectes effec-
tuées en octobre 1997 sur Salsola kali, le
long de la cote tunisienne, ont permis de
trouver systématiquement l'espece C. opa-
cipennis. Cela concorde avec les résultats
obtenus en Israél [11] et en Turquie [12].
Plusieurs lots de cette espece sont infec-
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Localisation des vergers contaminés
par Spiroplasma citri et des sites

de captures de Circulifer opacipennis,
a partir de prospections effectuées
sur la cote tunisienne de 1996



Tableau I.

A. Najar et al.

Espéces de cicadelles identifiées au cours de prospections effectuées dans différentes régions de Tunisie, mention-
nées avec leur lieu de capture.

Sous-famille

Genre et espéce

a) Famille des Cicadellidae

Agalliinae

Austroagallia sinuata (M. et R., 1855)
Anaceratagallia laevis (Zachvatkin, 1946)

Lieu de capture

Fahs
Bousalem

Deltocephalinae

Circulifer opacipennis (Lethierry, 1876)

Circulifer tenellus (Baker,1896)
Euscelis incisus (Kirschbaum, 1858)
Exitianus capicola (ST., 1855)
Maziripius zizyphi (Bergevin, 1922)
Neoaliturus fenestratus (H.-S., 1834)
Opsius lethierryi (Wagner,1942)
Orosius orientalis

Phepsius sp. (Fieber, 1866)
Psammotettix alienus (Dahlbom, 1850)
Empoasca sp. (Walsh,1862)

Eupterix sp. (Curtis, 1833)

Hauptidia marocana (Melichar, 1907)
Liguropia juniperi (Leth., 1876)

Typhlocybinae

b) Famille des Delphacidae

Laodelphax striatellus (Fennah, 1963)
Sogatella vibix (Haupt, 1927)
Toya propinqua (Fieber, 1866)
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Balclutha punctata (F., 1775)

B. saltuella (KBM,1868)

Chiasmus sp. (Muslant & Rey, 1855)
Cicadulina bipunctella (Mats., 1908)

Circulifer haematoceps (Mulsant & Rey, 1855)

El Alia
Fahs

Bizerte, Fahs, Hammamet

Alya, Hammamet, Sidi Rais
Bizerte, Bousalem, Fahs

Hammamet, Sidi Rais, Wechtata

Carthage, Chott Meriem, Echraaf, Gabes, Hammamet Nord, Mahdia,

Oued Smir, Rafraf, Salloum

Bousalem
Fahs

Tuburro Majus
Bizerte, Bousalem
Gobba
Hammamet
Bousalem

Fahs

Fahs
Gobba
Gobba

Hammamet
Hammamet

tés par S. citri tant en Tunisie qu'en Tur-
quie et en Israél.

A Chypre, en Irak, au Maroc et en
Syrie [13], la cicadelle capturée sur S. keali

a ¢té decrite sous le nom de Circulifer

haematoceps ; il n'est pas exclu que la
cicadelle C. opacipennis ait été également
présente puisque, a cette ¢poque, dans
les annces 1980, C. haemctoceps et C. opa-
cipennis pouvaient étre confondus.
Aujourd’hui, il est clairement établi qu'il
sagit de deux complexes différents
[11, 12, 14]. Toutefois le role vecteur de
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Bousalem, Fahs, Hammamet

Bousalem, Bizerte, Fahs, Hammamet, Shikha

Fahs, Hammamet, Tekelsa

C. opacipennis dans la transmission de
S. citri n’a pas encore ¢t¢ démontré.

A linverse, l'espéce C. haematoceps
qui est vecteur de S. citri en Méditerranée
[4] n"a pas ¢été capturée, en octobre 1997,
sur S. kali en Tunisie. Toutefois, cette
cicadelle est présente sur d'autres plantes
en Tunisie, du mois de juin au mois
draott, dans les régions de Bou salem,
Wechtata, Fahs, El Alia et Hammamet et
elle a été trouvée contaminée par S. citri
en juillet 1998 a Bousalem.
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Le spiroplasme doit aussi étre recher-
ché dans la cicadelle Circulifer tenellus,
déja signalée en Tunisie par Linnavuori
[15] et rencontrée dans la région de Bou-
salem.

L’identification des plantes hotes de
S. citri, autres que les agrumes, serait judi-
cieuse puisque ces plantes constituent
vraisemblablement une source d’inocu-
lum pour les cicadelles. Dans certains
pays du pourtour méditerranéen, des
plantes sauvages ou cultivées sont natu-
rellement infectées par S. citri : deux cru-
ciferes (Sisymbrium irio et Hirschfeldia
incana) en Israél [16] et le sésame (Sesc-
mum indicum), la vipérine (Echium sp.)
le crépis (Crepis echiodes) en Turquie
[17]. De plus la pervenche (Catharanthus
roseus) est souvent contaminée par S. citri
dans la nature et, en particulier, au Maroc,
en Syrie et Turquie, a Chypre et Dubai,
dans le Sultanat d’Oman et en Corse ou
les analyses ont été faites [13].

La recherche de plantes hotes de
S. citri est d’autant plus importante que la
région de Bou Salem en Tunisie repré-
sente une zone d’extension de la culture
des agrumes et que des essais de com-
portement de plusieurs variétés saines,
importées de Corse, sont prévus dans
plusieurs régions du pays.
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Figure 3.
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Presencia en Tunecia de Spiroplasma citri, el agente causal del stubborn
de los agrios y de su vector, la cicadela Circulifer haematoceps.
Contaminacion de C. haematoceps y de C. opacipennis por S. citri.

Resumen — Introduccion. El agente causal del stubborn de los agrios es el molicuto Spi-
roplasma citri, de morfologia helicoidal y dotado de motilidad. En las plantas, se halla pre-
sente Unicamente en el floema y, en la naturaleza, es transmitido por cicadelas. En el marco
de un proyecto nacional de seleccion de variedades de agrios, S. citri se investigd en Tune-
cia tanto en las plantas como en los insectos. Material y métodos. Se tomaron muestras de
agrio en 4 regiones agrumicolas: Gobba, Hammamet, El Fahs y Bou Salem. Las capturas de
cicadelas se realizaron en estas mismas regiones asi como a lo largo de la costa de Gabes en
Rafraf. Se realizaron tests ELISA con anticuerpos policlonales dirigidos contra S. citri. Para el
método PCR, los cebos se escogieron en la secuencia del gen de la spiralina. Resultados.
Por primera vez, en Tunecia, se evidencio S. citri en los agrios, en las cicadelas de la especie
Circulifer opacipennis, capturadas Gnicamente en la chenopodiacea Salsola kali, y en las
cicadelas de la especie C. haematoceps. Discusion. Para mejor controlar la enfermedad en
las regiones de extension del cultivo de los agrios en Tunecia, se tiene que realizar ahora un
estudio mas detenido de la epidemiologia. (© Elsevier, Paris)
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