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Abstract — As well as virus pathogens, viroids are able to depreciate qualitative and quantitative traits
of some crop productions including citrus trees. In this regard, the present study aimed to evaluate the
viroid incidence on the mean cumulative yield/tree and the gross margin (GM) of the “Maltaise demi
sanguine” variety inoculated with four viroids: citrus bent leaf viroid (CBLVd), hop stunt viroid (HSVd,
variant CVd-lla), citrusdwarfing viroid (CDVd) et citrus bark cracking viroid(CBCVd).This variety has
been grafted on three rootstocks (Citrange carrizo, Citrumelo swingle et Citrus volkameriana) that were
previously selected to substitute sour orange who is sensitive to citrus tristeza virus. The evaluation has
been realized on 10 years-aged trees that were initially inoculated under glasshouse with the above
mentioned viroids separately (single infection) or mixed (co-infection with the four viroids). Main
results recorded here revealed a unsignificant difference in cumulative yield for simple viroid infection
whatever the rootstock used. Nevertheless, it should be interesting to mention that those viroids have
been ranked: CVlla (1), CBLVd (2), CBCVd (3) et CDVd (4) following a decreased incidence order. In
the case of multiple infection, a greater decrease has been registered in dependence to the rootstock.
Indeed, yield decreasing reached 19% in the case of Citrus volkamerianaand 30% in both Citrange
carrizo and Citrumelo swingle. Based on the production of 2015 year, GM has consequently been more
affected by multiple infections. This reductiondid not exceed 25% with Citrus volkameriana, but reached
92% with Citrumelo swingle that also more sensitivity to simple infections with CVd-lla (41%) and
CDVd (53%). These results concerning fruit yield and GM as the most important criteria, allowed to
give the first place to the Citrus volkameriana rootstock either in healthy orin infected status.

Keywords : Viroids, Rootstock, Rootstock, Cumulative yield , Gross margin.

Résumé — Au méme titre que les virus, les viroides constituent des agents de dépréciation qualitative et
quantitative de la production de plusieurs hotes comme les agrumes. A ce propos, 1’étude objet de cet
article a porté sur I’effet d’infections viroidales sur le rendement en fruits de la maltaise greffée sur 3
porte greffes (Citrange carrizo, Citrumelo swingle et Citrus volkameriana). Ces porte-greffes ont été
retenus lors d’une évaluation précédente pour substituer le bigaradier dont l'association avec les agrumes
(sauf dans le cas citronnier) est sensible au virus de la Tristeza. La présente évaluation concernant le
rendement moyen cumulé par pied ainsi que la marge brute (MB) générée, est faite sur des arbres agés
de 10 ans initialement inoculés sous serre par les viroides suivants : citrus bent leaf viroid (CBLVd),
hop stunt viroid (HSVd, variant CVd-lla), citrusdwarfing viroid (CDVd) et citrus bark cracking
viroid(CBCVd) en infection simple ou mixte (co-infection par les 4 viroides). Les principaux résultats
font état d’une influence non significative sur le rendement des différents viroides inoculés séparément
quelque soit le porte greffe. 1l ya toutefois lieu de préciser que ces viroides se classent comme suit
suivant 1’ordre décroissant de leur incidence : CVIla (1), CBLVd (2), CBCVd (3) et CDVd (4). Dans le
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cas de l'infection mixte, une baisse importante des rendements cumulés est enregistrée. Elle est estimée
a 19% dans le cas de Citrus volkameriana et 30% dans les deux cas de Citrange carrizoet Citrumelo
swingle. La MB calculée sur la base de la production de lI'année 2015, a consécutivement été plus
affectée par I’infection mixte mais avec un effet porte greffe trés marqué. A cet égard, alors que la MB
a baissé seulement de 35% chez le Citrus volkameriana, elle a chuté de 59% avec Citrange carrizo et de
92% avec Citrumelo swingle. Ce dernier porte greffe a méme montré une plus grande vulnérabilité aux
deux viroides CVd-lla et CDVd en infection simple. Ces résultats permettent sur la base des criteres
étudiés a savoir la production cumulée et la MB, de classer le porte greffe Citrus volkameriana au
premier rang aussi bien a I'état sain qu’a I'état infecté.

Mots clés : Viroides, Porte greffe, Rendement cumulé, marge brute

1. Introduction

Les agrumes occupent en Tunisie une superficie totale d'environ 24000 ha. L’orange Maltaise est la
variété la plus cultivée et représente plus de 30% de la production nationale (DGPA, 2016). Le
rendement moyen estimé a environ 17T/ha, reste malheureusement inférieur a celui des pays
agrumicoles du bassin méditerranéen ou il peut atteindre 40 a 50 T/ha. Les facteurs pouvant influencer
la production en oranges sont multiples. Les infections pathologiques y représentent un facteur d’une
grande importance. Parmi ces derniéres, les virus et les viroides constituent des agents de dépréciation
qualitative et quantitative de la production (Verniere et al., 2006). Les viroides sont des ARNs
circulaires de petite taille capables d’infecter une large gamme de plantes hotes. Le nombre de viroides
répertoriés jusqu’a présent sur agrumes est de ’ordre de sept appartenant a quatre genre de la famille
des Pospiviridae (Serra et al., 2008) dont les plus dommageables sont ceux de I'exocortis (citrus
exocortis viroid CEVd) et de la cachexie (Hop stunt viroid, HSVd (Variants CVd-llb et CVd-IIc)
(Semancik et al., 1988; Duran-Vila and Semancik, 2003)

Ces microorganismes qui utilisent I'ADN cellulaire pour leur multiplication semblent agir sur les plantes
de la méme maniére que les virus. Leur présence dans les tissus végétaux peut étre en infection simple
(un seul viroide) mais surtout mixte (deux et plus). Néanmoins, leur présence naturelle en infection
multiple est plus prépondérante. A cet égard, il semble bien dans ce dernier cas que les dégats
occasionnés sont également plus importants. Partant des résultats publiés en France, Espagne (Verniére
et al., 2006; Murcia et al., 2015), nous avons mené une expérience ou l'infection par les viroides a été
faite artificiellement sur des plants de maltaise greffés et cultivés en plein champ. La comparaison va
porter sur des infections simples par les viroides (citrus bent leaf viroid (CBLVd), hop stunt viroid
(HSVd, variant CVd-lla), citrus dwarfing viroid (CDVd), citrus bark cracking viroid (CBCVd) ainsi
que l'infection consistant a la co-présence de ces mémes viroides dans la méme plante. Les effets négatifs
de ces traitements sont évalués en se référant au rendement cumulé par arbre ainsi que la marge brute
générée.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de plants de l'oranger " Maltaise demi sanguine™ greffé sur 3 porte-
greffes : Citrange carrizo, Citrus volkameriana, Citrumelo swingle 4475. Ces porte greffes ont été
retenus lorsd'une étude précédente (Najar et al., 2017) en remplacement du bigaradier dont la
combinaison avec les citrus (sauf le citronnier) donne des plants sensibles au virus de la Tristeza (Castle,
2010).

2.2.Inoculation des viroides

Quatre souches tunisiennes des viroides (citrus bent leaf viroid (CBLVd), hop stunt viroid (HSVd,
variant CVda-Il), citrus dwarfing viroid (CDVd) et citrus bark cracking viroid(CBCVd) isolées sur
plantes indicatrices, sont inoculées artificiellement en méme temps que le greffage des porte greffes
agés d’une année environ (mars 2003). L’inoculation a lieu sous serre vitrée en conditions
rigoureusement controlées

Les traitements envisagés consistent a inoculer séparément chacun des 4 viroides (infections simples)
mais aussi les quatre ensemble. Ceci donne en plus du témoin non inoculé (T0), 4 traitements simples :
T1 (CBCVd), T2 (CBLVd), T3 (CDVd), T4 (CVd-l1la) et un traitement multiple (T5)
(T1+T2+T3+T4).
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2.3.Conduite de la culture en plein champ

Les plants greffés sont transférés au champ deux années apres leur inoculation sous serre vitrée. Une
vérification de la réussite de I’infection est réalisée suite a une extraction des acides nucléiques suivie
d’¢électrophoréses successives sur gel de polyacrylamide (sSPAGE) (Duran-Vila et al., 1993).

La plantation est réalisée dans la station de 'INRAT d’El Gobba, les conditions de culture sont celles
déja décrites antérieurement par Najar et al. (2017).

2.4.Dispositif experimental

L'essai est conduit selon un dispositif en split-plot. La parcelle expérimentale a été subdivisée en six
blocs. Chague bloc renferme les 3 portes- greffes sains et inoculés par les différents viroides pré-cités.
Le nombre d’arbres par traitement et par répétition est de 6. Le nombre de répétitions est de 3 soit un
total de 324 plants.

2.5.Paramétres measures
Sachant que le rendement en fruits par arbre est la résultante de tous les autres paramétres de croissance,
nous nous sommes contentés de comparer les traitements sur la base de ce critére exprimé en kg/arbre.

2.6. Etude statistique

Les données ont été soumises a une analyse de la variance moyennant la procédure PROC ANOVA
avec l'option de comparaison des moyennes LSD (GenStat Release 15.1). Les moyennes suivies de la
méme lettre ne sont pas significativement différentes.

2.7. Impact économique : Marge brute générée

La différence de rentabilité due au type d’infection (simple ou multiple) est évaluée en référence a la
marge brute (MB) générée. Le calcul de la MB réalisé par porte-greffe, a été déterminé a partir de
I’année 2008, année d’entrée en production jusqu’a 1’année 2015 en utilisant le modéle économique
(General Algebraic Modeling System)"GAMS" basé sur la programmation mathématique (Gohin et
Chantreuil, 1999).

Pour le calcul de cette marge, deux paramétres ont été pris en considération a savoir : la Recette annuelle
de la production (Rpg) obtenue en multipliant les rendements par les moyennes annuelles des prix de
vente collectées en 2016 aupreés de la Société Tunisienne du Marché de Gros (SOTUMAG) (tableau 1).
Le codt annuel de production (C) est déterminé a partir des pieces comptables des dépenses faites par
I’INRAT au profit de I’essai en question. Le co(t de production a été calculé en tenant compte des
charges relatives a un hectare d’agrumes conduit dans les conditions pédoclimatiques de l’'unité
expérimentale d’El Gobba. Il est a signaler que les cotits d’achat du matériel d’irrigation goutte a goutte
et des plants s’¢levant respectivement a 3500 DT et 600 DT ont été amortis sur les 11 années de 1’essai
2005/2015 (tableau 2).

Tableau 1. Moyenne annuelle du prix du kg de la maltaise en DT

simées fanvier |Fevrier |Mars vl  [Mai  [Juin [fuillet JAoiit ISephem]Jre Ic:-ctuhre Moo | e || Smere
2008 | 0297 | 0340 | o280 | 0476 Josoz] - - - - 0.491 0,362 0,350 0,372
2009 | 0354 | 0336 | 0394 | 0579 |o720] - - - - 0,387 | 0,325 0,401 0,405
2010 | 0403 | 0443 | 0517 | 0542 Josar] - - - - 0,383 | 0,358 0,308 0,463
2011 | 0324 | 0291 | o261 | 0321 Jozsz] - - - - 0553 | 0366 0,355 0,307
2012 | 0312 | 0364 | 0484 | 0771 | Lo1z] - - - - 0477 | 0,393 0.401 0,438
2013 | 0480 | 0568 | 0682 | 0393 | 1oas] - - - - 0477 | 0468 0416 0,631
2014 | 0435 | 04356 | 0458 | 0441 |oazz] - - - - 0,608 | 0,450 0,439 0,453
2015 | 0394 | 0411 | 0447 | o592 login] - . . . 0492 | 0491 0452 0,437

Source : SOTUMAG, 2016

Tableau 2. Cout de production d’un hectare de maltaise par an
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Types de charges 2005 2006/ 2007| 2008 2009| 2010 2011| 2012 2013| 2014 201
Fumier 0 0 600 600 600 800 800 800 1000 1000 100
Pesticide 0 0 500 600 600 800 800 800 800 900 90
Main d’ceuvre 0 0 400 550 600 600 600 600 700 700 70
Mécanisation 0 0 300 350 500 500 500 500 500 500 50
Taille 0 0 400 500 800 800 1000( 1000/ 1000{ 1000( 100
Eau d'irrigation 420 590( 1000 760 450 440 510 630 370 540 73
Plants 54.5 54.5 54.5 54.5 54.5 54.5 54.5 54.5 54.5 54.5 54.
Matériel d'irrigation 319 318 318 318 318 318 318 318 318 318 3ill
Total 739 908| 3518| 3678| 3868 4258| 4528| 4648 4688 4958| 514

Source: Piéces comptables de I’'INRAT 2005-2015

La marge brute annuelle réalisée par porte-greffe et par traitement (MBpg/t) a été calculée sur la base
de la formule suivante :
MBpg= RPpg/t -C

RPpg/t = Recette de la production par porte greffe et par traitement
C= Codt de production par porte greffe et par traitement

3. Résultats et Discussion

3.1.Rendement cumulé en fruits

D'apreés les résultats affichés dans la figurel (A, B, C), il ressort indépendamment du porte greffe, qu'en
cas d'infection simple, les viroides testés n'affectent pas de maniere significative le rendement cumulé.
Néanmoins, on reléve gu'en termes d'incidence spécifique, les 4 viroides se classent pratiquement de la
méme maniére chez les 3 porte greffes. Par ailleurs, le classement en incidence décroissante donne:
CVd-lla (1), CBLVd(2), CBCVd (3) et CDVd (4).

Dans le cas de l'infection multiple, une baisse significative de 30% des rendements cumulés est
enregistrée par rapport au témoin pour le cas des deux porte greffes Citrange carrizo et Citrumelo
swingle. Cependant, une baisse moins marquée (19%), est estimée chez la maltaise greffée sur Citrus
volkameriana.
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Figurel. Effet I’infection simple ou multiple par les viroides sur le rendement cumulé de la Maltaise demi sanguine greffée
sur 3 porte greffes : Citrangecarrizo(A), Citrumelo swingle (B) et Citrus volkameriana (C)

3.2. Impact économique engendré par le porte-greffe

Les relevés de production, des recettes ainsi que des charges engagées, ont permis de calculer la MB
annuelle et ce depuis I’année 2008 jusqu’a 2015. Les valeurs obtenues pour cette marge brute étaient
toujours négatives jusqu’a I’année 2012 tout simplement parce qu’il s’agit d’une jeune plantation dont
la production n’est devenue rentable qu’a partir de 2013.

Entre 2013 et 2015, cette production a connu une importante chute en 2014 suite a une taille sévére faite
par inadvertance. Corollairement, la MB a été négativement affecté.
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Pour les années ou la MB était positive (2013, 2015), I’existence d’une différence entre les traitements
(infections simple ou multiple) est clairement matérialisée par la figure 2 (A, B, C).

Ces résultats montrent une nette amélioration de la MB en 2015 comparativement a 2013. Dés lors, on
peut se contenter de faire la comparaison entre les traitements pour I'année 2015.

Dans le cas du porte greffe Citrange carrizo (figure 2 A), la MB a été surtout affectée par 1’infection
multiple qui I’a réduite de 59% par rapport au témoin sain. Dans le cas du Citrumelo swingle (figure 2
B), la réduction en MB est élevée dans les deux cas d’infection simple par le CVd-lla (41%) et le CDVd
(53%). Cette baisse est trés remarquable en cas d’infection multiple puisqu’elle dépasse les 90%
reflétant une production quasi-nulle de I’année d’évaluation 2015.

Dans le cas du Citrus volkameriana (Figure 2 C), la réduction de la MB est causée par I’infection simple
CVd-lla (27%), mais surtout par I’infection multiple qui était de 1’ordre de 35%.

Marge brute (1000 DT)

s AW A

Année
= Témoinsain mCBLVd = Cvd-lla = CDVvd = CcBCvd = CBLVd+CDVd+CBCVd+CVvd-lla

Margebrute (1000DT)

A A A
Année
= Témoinsain  ®mCBLVd =Cvd-lla =mCDvd =CBCvd = CBLVA+CDVA+CBCVd+CVd-lia

Marge brute (1000 DT)

s o »°
Année

® Témoin sain ®CBLVd ® CVd-lla ®CDVd ® CBCVd ® CBLVd+CDVd+CBCVd+CVd-lla

Figure 2. Effet de I’infection simple ou multiple par les viroides sur la marge brute générée par la production de la Maltaise
demi sanguine greffée sur 3 porte greffes : Citrange carrizo (A), Citrumelo swingle (B) et Citrus volkameriana (C)

La présente étude a montré que lorsqu’ils sont présents dans la plante sous forme d’infection simple, les
4 viroides étudiés (CBLVd, CDVd, CBCVd, HSVd (CVd-lla) n’engendrent pas de baisse significative
sur le rendement moyen cumulé de la maltaise pour les 3 porte greffes utilisés. Ces résultats corroborent

avec les travaux récents de Murcia et al. (2015) relatif a un essai d'évaluation de la Washington Navel
greffée sur Citrange carrizo.
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Ce comportement ne refléte pas forcément tous les cas d’infection simple puisque la méme équipe (Najar
et al., 2017) a montré que les deux autres viroides a savoir : le citrus exocortis viroid (CEVd) et le hop
stunt viroid (variant CVd-llb) pourraient réduire significativement le rendement de cette variété,
principalement avec les deux porte greffes Citrange carrizo et Citrumelo swingle. Le troisiéme porte
greffe Citrus volkameriana présente quant a lui une certaine tolérance a ces pathogénes puisque son
rendement sous conditions d’infection est proche de celui de son propre témoin sain.

Des travaux similaires menés dans d’autres pays agrumicoles ont rapporté les mémes tendances, en
particulier dans le cas du clémentinier greffé sur Poncirus trifoliata ou le rendement a accusé une baisse
de 49% et 34% respectivement sous I'effet du CEVd et HSVd (CVd-lIc) (Verniére et al., 2004).

Dans le cas de I’infection mixte, la baisse enregistrée en rendement prouve que la co-présence des
viroides au sein de la méme plante pourraient engendrer un effet dépressif plus important qu’en infection
simple traduisant ainsi un effet additif ou synergique des viroides tel que signalé par (Verniére et al.,
2006).

Egalement, les travaux réalisés par Bani Hashemian et al. (2009) dans la région de valence en Espagne
ont montré que le clémentinier greffé sur Citrange carrizo et co-infecté par quatre viroides (CEVd+
CBLVd+ HSVd (CVd-Ila) + CDVd) dont trois utilisés dans notre essai, n’a produit que 57% du
rendement des arbres sains. Cette méme combinaison de viroides s’est avérée trés dommageable pour
le clémentinier greffé sur Poncirus trifoliata dans la région de Corse en France (Verniére et al., 2006).
Avec ce dernier porte greffe, une étude réalisée au Brezil a révélé que la production fruitiére en pomelos
a été réduite de 33% en infection double (CDVd+ HSVd) et de 44% en triple infection (CEVd+ CDVd+
HSVd) comparativement aux plants non inoculés (Stuchi et al., 2007)

Ces résultats de divers pays que notre étude vient de confirmer, s’accordent tous sur le degré de gravité
plus élevé de I’infection multiple dont la présence a I’état naturel est plus fréquente que I’infection
simple comme il a été confirmé par plusieurs auteurs (Najar and Duran-Vila, 2004; Mafitano et al.,
2005; Wang et al., 2013). Néanmoins, les quelques cas d’infections multiples (double ou triple
maximum) ou l'effet ne dépassait pas celui de I’infection simple avait été interprété comme un
phénomeéne d’antagonisme entre les agents infectieux co-présents (Verniére et al., 2006).

Concernant la MB calculée année par année, il y'a lieu de rappeler qu'elle n'est devenue positive qu'a
partir de 2013 marquant le début d'une réelle rentabilité de la plantation. En tenant compte de I'année
2015, il ressort que les infections simples en viroides peuvent baisser la MB surtout dans le cas de la
Maltaise greffée sur Citrumelo swingle et infectée par le CVd-lla et le CVDd. En revanche, la sévérité
de l'infection multiple est plus évidente dans la mesure ou elle peut réduire totalement la production
comme dans le cas du Citrumelo swingle. Dans cette situation de co-infection, le Citrus volkameriana
s'avere le porte greffe le moins sensible puisque la perte en MB n'a pas dépassé les 35%. Sur cette base,
nous pouvons considérer que ce porte greffe est le meilleur pour la substitution du bigaradier surtout
qu'il est aussi le plus productif a I'état sain.

4. Conclusion

Le présent travail avait pour objectif principal I'évaluation de la productivité de la maltaise greffée sur
3 porte greffes retenus lors d'une étude précédente en présence d'une infection viroidale simple ou
multiple. En se basant sur le critére de rendement, les résultats obtenus montrent que le Citrus
volkameriana se place au premier rang a I'état sain comme a I'état infecté. Néanmoins, pour que nos
choix soient rationnels, il y a lieu de considérer d'autres paramétres d'évaluation, notamment la qualité
du fruit qui peut facilement influencer I'écoulement sur le marché. Les deux autres porte greffes Citrange
carrizo et Citrumelo swingle, connus tolérants a la Tristeza et dont les rendements se sont avérés
supérieurs a celui du bigaradier en condition de non infection (Najar et al., 2017), pourraient étre
profitablement utilisés en guise de diversification tenant compte des facteurs pédoclimatiques et certains
stress abiotiques, a condition de les multiplier en pépiniéere a partir de plants certifiés sains.
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