
Présence en Tunisie de Spiroplasma citri, l'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 

Asma Najara 
Sonia Bouachema 
Jean-Luc Danetb 
Colette Saillardb 
Monique Garnierb 
Jean-Marie Bovéb* 

a Institut national de la recherche 
Agronomique de Tunisie (lnrat), 
rue Hédi-Karray, 2080 Ariana, 
Tunisie 

b Laboratoire de biologie cellulaire 
et moléculaire, 
lnra et université Victor-Segalen 
Bordeaux-2, 
71 , avenue Édouard-Bourleaux, 
BP 81, 
33883 Villenave-d'Ornon cedex, 
France 

• Correspondance et tirés à part 

Reçu le 9 avril 1998 
Accepté le 1 O septembre 1998 

Fruits, 1998, vol. 53, p. 391- 396 
© Elsevier, Paris 

R ESUMEN E SPANOL, p. 396 

Presence of Spirop/asma citri, the pathogen responsible for citrus stubborn 
disease, and its vector, the leafhopper Circu/ifer haematoceps in Tunisia. 
Contamination of both C. haematoceps and C. opacipennis. 

Abstract - Introduction. The causal agent of citrus stubborn clisease is the motile helical 
mollicute, Spiroplasma citri. It is fou ncl exclusively in plant phloem and is naturelly transmit
tecl by leathoppers. Within the framework of the nationa l project for the selection of citrus 
va rieties in Tunis ia , 5. c11ri has been researchecl on p lants and insects . Materials and 
m e thods. Citrus plants samples were collectecl in four regions cleclicatecl to citrus cultiva
tion: Gobba , I-Iarnrnamet, El Fahs, ancl Bou Salem. Sorne leafh o ppers were also capturecl in 
these regio ns as well as ,dong the coast of Gabes in Rafra f. ELISA tests were performecl 
using polyclonal antiboclies specific for 5. citri. PCR cletection primers were selectecl in the 
seq uence of the spiralin gene. Results. For the very first rime in Tunisia , 5. citri was cliscov
erecl o n citrus plants, on leaflioppers of the Circ11/ifer opacipennis species, exclusively founcl 
on Sa/sofa kali - Che nopod iacees -, ancl o n leafhoppers of the C. haematoceps species. 
D iscussio n . l n o rcler to contro l the mollicute inclucecl citrus clisease in citrus growing 
regions of Tunisia unclergoing cro p expansion , a more cle ta ilecl analysis of the epiclemiology 
is nmv essentia l. (© Elsevier, Paris) 
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Présence en Tunisie de Spiroplasma citri, l'agent causal du stubborn 
des agrumes et de son vecteur, la cicadelle Circu/ifer haematoceps. 
Contamination de C. haematoceps et de C. opacipennis par S. citri. 

Résumé - Intro duction. L'age nt ca usal du stu bho rn des agrumes est le mo llicute Spiro
plasma citri, cle mo rphologie hélico1clale et cloué cle motilité. Dans les plantes . il est présent 
unique ment clans le phloèrne et, clans la nature, il est transmis par des cicaclelles. Dans le 
cad re c1·un proje t national de sélection cle variétés cl'agrumes, 5. citri a été recherché en 
Tu nisie aussi bien clans les plantes que clans les insec tes. Matériel e t 1néth odes. Des 
échantillons d 'agrumes o nt été prélevés clans quatre régions agrumico les : Gobba , Hamma
met. El Fahs e t Bou Salem. Les captures cle cicacle lles o nt été effectuées clans ces mêmes 
régions ainsi que le long de la côte cle Gabès :1 lbfraf. Des tests Elisa o nt é té réalisés avec 
des anticorps polyclonaux dirigés co ntre 5. ci/ri. Po ur la mé thode !'CR. les amo rces ont été 
choisies clans la séquence clu gène cle la spiraline . Résultats. Pour la premiè re fois en Tuni
sie , 5. c1ïri a été mis en évidence sur agrumes, clans les cicaclelles cle l'espèce Circulifer opa
cipenn is, capturées un iquement sur la chénopocliacée Sa/sofa hali, et clans les cicaclelles cle 
l'espèce C. haematoceps. Discussio n . Afin cle mieux contrôler la malad ie clans les régions 
c1·extension de la cu lture cles agrumes e n Tunisie, une é tude plus appro fo nd ie cle l'épiclé
mio logie doit mainte nant être e ffectuée. (© Elsevier, Paris) 
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1. introduction 

Le " stu bborn " est une ma lad ie g rave 
des agrumes. Elle comp romet la produc
tion e t d im inue la longévité d e l'arbre. 
L'age nt causal de la maladie est le molli
cu te de m o rp hologie hélicoïdale Spiro
p lasma citri [1-2]. Da ns les p la n tes, ce 
spiroplasme n 'est présent q ue d ans les 
tu bes crib lés e t il s 'y m ultip lie . Da ns la 
nature, il est transmis par les cicaclelles du 
genre Circul{/èr : Circul{/èr tenellus (Baker) 
aux États-Unis [3] et Circuli/er haemato
ceps (Mu lsant e t Rey) dans le s pays du 
pourtour méd ite rra néen [4]. C. tenellus, 
cap tu ré e n Jo rda n ie , s 'est révé lé capable 
d 'acq uéri r S. citri et de le trans me ttre à 
d iverses plantes [5]. 

En Tunisie , le stubborn n 'a é té identifié 
jusqu 'à p résent que par sympto matologie 
[6]. Dans le cadre d u p roje t natio na l de 
Sélection cle varié tés d 'agrumes inde mnes 
de virus e t de mycoplasmes p ro hibés par 
la législa tio n , des prospectio ns o n t été 
e ffectuées p o ur d é tecter 1 'agent causai 
S. citri a ussi b ie n clans les p la ntes q ue 
clans les cicacle lles. 

2. matériel et méthodes 

2.1. matériel biologique 

Les fe u illes d 'orangers échantillonnées 
ont é té pré levées sur les arb res de vergers 
montrant des symptô mes p lus o u mo ins 
nets de s tu bborn . Les cicacle ll es o nt 
été capturées clans divers vergers d 'agrumes 
e t su r dix s ites localisés s ur la côte tuni
s ie nne s'é te ndan t de Rafra f à Gabès 
(/ ïgure 1) . Les chasses o nt é té effectuées, 
d u ra nt toute l'a nnée , s ur les ad ventices 
des vergers , s ur les pla ntes s pon ta nées 
des mo ntagnes à p roximité des vergers, 
clans les champs de betteraves e t le long 
de la côte sur la chénopocliacée sauvage, 
Sa/sofa kali, prése nte sur les d unes d u lit
toral to ut a u lo ng de l'année . 

Les cicade lles ont é té ca ptu rées au 
moyen d 'un file t fau choir d 'octo bre 1996 
à août 1997 e t d 'un aspirate ur D-VAC au 
mois d 'octobre 1997 et en ju ille t 1998. 
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Les insectes ont été identifiés et classés 
par espèces à l'aide des clés de Ribaut [7] 
e t de De lla Giustina [S]. La déte rminatio n 
des espèces a été fa ite sur la base des cri
tè res mo rphologiq ues e t, plus particuliè
re ment, après dissection e t observation de 
l'appareil génital mâle . 

2.2. détection de S. citri 

2.2.1. méthode Elisa-Das 

Les ne rvu res cen tra le s d es feui lle s 
éc hantillo nnées o nt é té broyées a u 
mo yen d 'un homogéné iseur polytro n 
clans un ta mpon p hosphate de sodiu m 
addi tio nné de NaC I. Les a nticorps poly
clo na ux u til isés on t é té pu rifiés à pa rt ir 
d 'un immun sérum de lapin. La technique 
Elisa-Das utilisée a é té celle de Saillard e t 
Bové [9]. 

2.2.2. méthode d'amplification 
de !'ADN pour réaction en chaîne 
de la polymérase (PCR) 

L'ADN des échantil lo ns de fe ui lles e t 
de cicade lles a été e xtra it selon la tech
nique a u cétyltrimethylammoniumbro
mide (CTAB) [10]. 1/ADN a é té soumis à 
40 cycles d'amplifica tion (45 s à 92 °C, 
45 s à 62 °C et 30 s à 72 °C). Les amorces 
o n t é té chois ies cla ns la séquence d u 
gène de la spiraline, la p rotéine majeure 
de S. citri. 

Les amplifiats obte nus o nt été analysés 
sur gel d 'agarose à 1 % et colorés au bro
mure d 'éthidium. 

3. résultats 

3.1. identification des cicadelles 
capturées 

Les p rospections réalisées dans les d if
fé re ntes régions de Tunisie o nt permis 
d' identifie r 24 espèces de cicaclelles sensu 
lato (tableau!). 

Parmi ces espèces, Circulijèr haemato
ceps est vecteur de S. citri en Médite rra
née [4]. Au cours des p rospections de juin 
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à aoGt 1997 et de juillet 1998, cette cica
de lle a été trou vée sur amaranthe , be tte
rave et diverses composées dans les ver
gers d 'agrumes. Elle n 'a pas été capturée 
en octo bre 1997. Au cours des prospec
tions de juillet 1998, les captures réa lisées 
sur bette raves à Bo usale m re nfe rmaient 
quelqu es individus de C. tenellus, parmi 
de nombreuses C. haematoceps. 

3.2. détection de S. citri 

Les tests Elisa réalisés au mois de juillet 
sur 20 échantillons de feuilles d 'agrumes 
pré levées d ans les vergers ont permis 
d 'ide ntifi e r ci e ux arbres contaminés p ar 
S. citri, l'un dans la région de Bou Salem 
e t l'a utre clans le Fahs . Pa r aille urs , les 
tests par PCR ont révélé , en plus de ces 
cieux arbres dé jà détectés par Elisa, l'exis
tence de ci e ux a rbres supplémentaires 
dans les mêmes régions (figure 2) . 

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

Dans quatre des dix sites prospectés, 
plusieurs lots de la cicade lle C. opacipen
nis (lots de cieux insectes), testés par PCR 
pour dé tecte r la présence de S. cilri, ont 
donné d es résultats pos itifs (figure 3 ; 
tableau JI). 

En juillet 1998, cieux lo ts (lots de deux 
insectes) de C. haematoceps, parmi les 
22 capturées à Bo usa lem sur bette raves, 
ont donné des réactions positives pour la 
présence de S. citri, lo rs de l'utili satio n 
des PCR. 

4. discussion 

Le tra va il de prospection e ntrepris 
cl ans les ve rge rs tunisie ns a permis de 
mettre en évidence que S. citri était pré
sent cl ans ce rta ins o range rs de ci e ux 
régions : Bou Salem et Fahs. 

Dans la région d e Hammamet e t de 
Gobba, les tests sur feuilles d 'arbres mon
trant des symptômes plus ou moins nets 
se sont révé lés négatifs . Un te l résultat, 

Capture de C. opaciennis • vergers d'agrumes 

Bizerte 

Rafraf 
Tabarka Cap Bon 

' Bou Salem 
Tunis 

,, 
' • El Fahs . 
1 Salloum 

I 

1 

\ 

\ 

' 

- I 

\ 

I 

' 1 

I 

I 

\ 
l 

associé à la constatatio n de l'absence de 
symptô mes sévères cl ans ces vergers , 
po urra it ê tre c!G à une faibl e concentra
tion de S. citri cl ans les arbres , expliquée 
pa r le fait que les te mpératures ne sont 
pas très élevées clans cette zone . En effet, 
une bonne multiplication de S. citri impli
qu e qu e la tempé rature so it au mo ins 
éga le à 32 °C pendant plusie urs he ures 
cl ans la jo urnée . Ainsi, en Corse , o ù les 
températures sont rarement au-dessus de 
32 °C , les symptô mes de stubbo rn sont 
quasiment inexistants. 

Toutes les captures d 'insectes effec
tuées en octobre 1997 sur Salsola kali, le 
long de la côte tunisienne, ont permis de 
trouver systématiquement l'espèce C. opa
cipennis. Cela concorde avec les résultats 
obtenus en Israë l [11 ) et en Turquie [12]. 
Plusieurs lo ts de cette espèce sont infec-

Sousse 

Sfax 

Golfe de Gabès 

Figure 1. 
Localisation des vergers contaminés 
par Spiroplasma citri et des sites 
de captures de Circulifer opacipennis, 
à partir de prospections effectuées 
sur la côte tunisienne de 1996 
à 1998. 
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Tableau 1. 
Espèces de cicadelles identifiées au cours de prospections effectuées dans différentes régions de Tunisie, mention
nées avec leur lieu de capture. 

Sous-famille Genre et espèce Lieu de capture 

a) Famille des Cicadellidae 

Agalliinae Austroaga/lia sinuata (M. et R., 1855) 

Anaceratagallia laevis (Zachvatkin, 1946) 
Fahs 
Bousalem 

Deltocephalinae Balc!utha punctata (F., 1775) 

B. sa/tue/la (KBM,1868) 

Bizerte, Fahs, Hammamet 

EIAlia 

Typhlocybinae 

Chiasmus sp. (Muslant & Rey, 1855) 

Cicadulina bipunctella (Mats., 1908) 

Circulifer haematoceps (Mulsant & Rey, 1855) 

Circulifer opacipennis (Lethierry, 1876) 

Circu/ifer 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) 

Fahs 

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 
Bousalem, Fahs, Hammamet 

Tuburro Majus 

Bizerte, Bousalem 

Gobba 

Hammamet 

Bousalem 

Fahs 
Bousalem, Bizerte, Fahs, Hammamet, Sbikha 

Fahs 

Gobba 

Gobba 

b) Famille des Delphacidae 

Laodelphax striatellus (Fennah, 1963) 

Sogatel/a vibix (Haupt, 1927) 
Fahs, Hammamet, Tekelsa 

Hammamet 
Toya propinqua (Fieber, 1866) Hammamet 

tés par S. ci/ri tant en Tunisie qu 'en Tur
quie et en Israël. 

À Ch ypre, en Irak , au Maroc et en 
Syrie [1 3], la cica cl elle capturée sur S. hali 
a été cl écrite sous le no m de Circu lifer 
haematoceps; il n 'es t pas exclu q ue la 
cicaclelle C. opacipemzis ait été éga lement 
présente pui squ e, à cette époqu e, clans 
les années 1980, C. haema/oceps et C. opa
cipennis po uva ient être con fo nclu s. 
Aujo urcl 'hui , il est clairem ent établi q u 'il 
s·ag it cl e ci eux compl exes différents 
[11 , 12 , 14]. Toutefoi s le rô le vecteur cl e 
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C. opacij)elll zis cl ans la transmissio n de 

S. citri n'a pas encore été clémontré. 

À l ' in ve rse , l 'es pèce C. haemaloceps 
qui est vecteur de S. ci/ri en Méditerranée 

[4] n 'a pas été ca pturée, en octobre 1997, 

sur S. lia li en Tuni sie . To utefoi s, ce tte 

cicadelle est présente sur d 'a utres plantes 

en Tunisie , clu mo is de juin au mo is 

cl 'ao LJt , cl ans les rég io ns de Bo u sa lem , 

Wechtata, Fahs, El Alia et H amm amet et 

elle a été trou vée contaminée par S. cüri 
en juillet 1998 ,1 13o usa lern. 
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Le spiroplasme doit aussi être recher
ché clans la cicadelle Circul(fer tenellus, 
dé jà signalée e n Tunis ie par Linnavuori 
[15] et rencontrée clans la région de Bo u
salem. 

L'identi fi catio n des plantes hô tes de 
S. citri, autres que les agrumes, serait judi
cie use puisque ces p lantes consti tuent 
vra isemblableme nt une source cl 'inocu
lum po ur les cicaclelles. Dans ce rtains 
pays du pourtour médite rranéen, des 
plantes sauvages ou cultivées sont natu
rellement infectées par S. citri : cieux cru
cifères (Sisymbrium irio e t Hirsch/eldia 
incana) en Israël [1 6) et le sésame (Sesa
mum indicum) , la vipérine (Echium sp.) 
le cré pis (Crepis echiodes) e n Turquie 
[17). De plus la pervenche ( Catharanthus 
rosew) est souvent contaminée par S. citri 
clans la nature et, en particulier, au Maroc, 
en Syrie et Turquie, à Chypre e t Du bai, 
clans le Sultanat d 'Oman e t e n Corse o ù 
les analyses ont été fa ites [1 3] 

La reche rche de p lantes hôtes de 
S. citri est d'autant plus importante que la 
région de Bo u Salem e n Tunis ie repré
sente une zone d 'extension de la cu lture 
des agrumes e t que des essa is de com
portement de p lus ie urs va riétés saines, 
impo rtées de Corse, sont prévus cl ans 
plusie urs régions du pays. 
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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. 
Contaminaci6n de C. haematoceps y de C. opacipennis por S. citri. 

Resumen - lntroducciôn. El agente causal del stubborn cle los agrios es el molicuto Spi
roplasma cilri. cle morfologîa helicoiclal y clotaclo cle mo tilic.lac.l . En las plantas, se balla pre
sente ünicamente en el floem a y, en la naturaleza, es transmiticlo por cicaclelas. En el marco 
cle un p royecto nacional cle selecci6n de varieclacles cle agrios, S. cilri se investig6 en Tune
cia tanto en las plantas como en los insectos. Material y 1nétodos. Se tomaron muestras cle 
agrio en 4 regio nes agrumicolas: Gobba, I-larnrna rnet, El Fahs y Bou Sa lem . Las capturas cle 
cicaclelas se real izaron en estas rnismas regiones asî como a lo largo de la costa cle Gabès en 
Rafraf. Se real izaron tests ELISA con anticuerpos po liclonales clirigiclos contra S. ci/ri. Para el 
rnétoc.lo PCR, los cebos se escogieron en la secuencia ciel gen cle la sp ira l ina. Resultados. 
Por primera vez, en Tunecia, se eviclencio S. citri en los agrios, en las cicaclelas cle la especie 
Circuli/er opacipennis, capturaclas ünicamente en la chenopocliacea Sa/sofa liali, y en las 
cicaclelas cle la especie C. haematoceps. Discusiôn. Para mejor controlar la enfermeclacl en 
las regiones de extension ciel cultiva de los agrios en Tunecia, se tiene que realizar ahora un 
estucl io nüs cleteniclo cle la ep iclem io logia. (© Elsevier, Paris) 
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