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Introduction

La vigne (Vitis vinifera L.) est I'une des plus anciennes cultures du monde, elle joue un
role important dans I'économie, la culture et I'histoire de nombreux pays. Selon I'organisation
internationale de la vigne (2020), la production mondiale de raisins frais (raisins destinés a tous
types d’utilisations) en 2019 était de 85 millions de tonnes pour une surface récoltée de 7.3

millions d’hectare.

L’Algérie par ses potentialités pédoclimatiques, constitue un habitat naturel pour la
vigne. Le développement de la viticulture algérienne est lié a la situation géographique et au
brassage des populations et des civilisations. Les premiéres traces de culture de la vigne
algérienne remontent & I'antiquité, sous la domination de la Phénicie puis de I'Empire romain.
Durant la période arabo-musulmane, la vinification fut réduite mais au détriment de la vigne de
table (Mouats, 2003). Ensuite, pendant la période de la colonisation francaise, la viticulture
Algérienne a connu une expansion considérable, allant jusqu'a prés de 400 000 hectares de
vignes de cuve dans les années 1938. L'Algérie était alors le quatriéme producteur de vin aprés
la France, I'ltalie et I'Espagne et le premier exportateur de vins au monde, la France étant le
principal client (Mouats, 2003). Aprés I’indépendance, le blocage des vins d’Algérie en France
et I’absence d’un marché intérieur incita le gouvernement Algérien a reconsidérer sa politique
vitivinicole. Les superficies consacrées a la vigne diminuent d’une maniére importante et
graduelle (Abrous, 1993). Actuellement, la viticulture algérienne constitue la quatrieme culture
pérenne sur le plan de superficie et représente le deuxieme poste a I'exportation apres les dattes.
La totalité de la production algérienne est destinée au marché frais (raisin de table), alors que
moins de 15% de la production viticole est destiné a la fabrication du vin (MADRAP 2019).
Les productions de raisins frais en Algerie restent largement inférieures aux potentialites
pédoclimatiques des régions viticoles. Plusieurs facteurs sont responsables de cette faible
production, nous pouvons citer : les facteurs climatiques, techniques, phytosanitaires et surtout

a I’utilisation du matériel végétal de multiplication infecté.

La maladie du bois strié est la troisieme maladie virale la plus dommageable pour la
viticulture, apres la dégénérescence infectieuse et I’enroulement foliaire. Cette maladie est
considérée comme trés néfastes pour la pérennité du patrimoine viticole car les virus
responsables de la maladie attaquent les organes pérennes de la vigne, provoquant a plus ou

1
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moins long terme la mort du cep (Meng et al., 2017a). Le complexe du bois strié provoque
quatre types de syndromes qui peuvent étre distingués par greffage sur des indicateurs
specifiques tels que Kober 5BB, Vitis rupestris et LN33 (Martelli et Boudon- Padieu, 2006).
Elle est causée par six virus : Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine
virus D (GVD), Grapevine virus E (GVE), Grapevine virus F (GVF) et Grapevine rupestris
stem pitting-associated virus (GRSPaV) qui appartiennent aux deux genres Vitivirus et
Foveavirus de la famille Betaflexiviridae (Martelli et al., 2007; Meng et al., 2017a). Le matériel
végétal infecté par les virus du bois strié constitue le moyen de transmission le plus efficace a
courte et a longue distance. Le complexe de la maladie du bois strié est fréquemment associé a
d'autres virus responsables du complexe d'enroulement viral de la vigne, et cette association est
principalement due & la transmission par les cochenilles (Le Maguet et al. 2012). A ce jour, les
cochenilles sont les seuls insectes identifiés comme vecteurs des virus responsables de la
maladie du bois strié (Meng et al., 2017a). En effet I’absence de stratégic de lutte et de
programmes de certification a joué un réle primordial dans la dissémination des virus associés

a cette maladie a travers le monde.

En Algérie peu de travaux ont été réalisés sur cette maladie, alors que toutes données
sur la maladie du bois strié sont d'une grande importance pour tous les programmes nationaux
d'amélioration et de protection de la viticulture. L'étude menée par Lekikot et al. (2012) sur la
maladie du bois strié s'est limitée a des démarches préliminaires, consistant a évaluer la
fréquence des virus GVA et GVB en Algérie en utilisant des tests ELISA. Le GVA était le plus
fréquent dans cette étude avec un taux d’infection de 28%. Pour une meilleure connaissance de

tous les aspects de cette maladie de la vigne, notre étude s'est fixée pour les objectifs suivants :

e Etudier la prédominance et la distribution des trois principaux virus associés a la maladie
du bois strié GVA, GVD et GRSPaV dans les régions viticoles les plus importantes en

Algérie.

e Etudier la diversité génétique de virus Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV) en ciblant le gene de la protéine capsidiale (CP) moyennant la RT-PCR et le

séquencage.

e Identification des especes de cochenilles farineuse associées a la viticulture Algérienne
et potentiellement vectrices des virus de bois strie et ce par le biais de I'identification

morphologique et les techniques moléculaires.

2
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1.1 Origine et domestication de la vigne

La vigne est une plante trés anciennement cultivée. Bien avant sa cultivation, la vigne
sauvage ¢€tait exploitée par ’Homme. La domestication de la vigne a vraisemblablement
commencé au cours de la période Néolithique (5000 a 6000 ans av. JC.) lorsque I’homme se
sédentarisait et développait I’agriculture dans les régions du Sud du Caucase et du croissant
fertile (Mc Govern, 2003). A partir de ces régions, la viticulture va se disperse au fil des
civilisations autour du bassin méditerranéen et au Moyen-Orient. Vers I’Est, en Asie, ce sont
les Perses et les Phéniciens qui propageront la vigne. Vers 1’Ouest, la viticulture s’implante en
Egypte puis en Grece et en Italie ou les Romains la diffuseront a I’ensemble de la Méditerranée.
(Mc Govern, 2003 ; Ghillean, 2005).

Le développement de la viticulture algérien est le reflet fidéle de I'histoire de ce pays, il
est lié a la situation géographique et au brassage des populations et des civilisations. Avant
I’introduction de la culture de vigne, le sol algérien portait des vignes sauvages ou lambrusque
appartenant toutes a I'espece commune Vitis vinifera (Benabderabou, 1971 ; Mouats, 2003).
Selon Birbent (2001), les premiéres vignes cultivées furent certainement ramenées par les
phéniciens lors de l'installation des premiers comptoirs sur la cote de I'lfrigiya et plus tard apres
la fondation de Carthage en 814 avant J-C. A. I’instar des phéniciens, les romains et les arabes
vont a leur tour enrichir les cépages par des apports successifs.

Apres la reconversion a l'islam, la vinification fut réduite ainsi la culture de la vigne de
cuve patira jusqu'a la colonisation francaise. Les colons francais qui s'installerent aux abords
de la Mitidja eurent pour premiers réflexes d'installer une agriculture de subsistance. Les
attaques du phylloxéra sur les vignobles francais (1880) faisaient diminuer la superficie et la
production. Cette crise favorisa alors le développement des cépages de cuve en Algérie
coloniale. A cette époque, le vignoble algérien a atteint 350 000 ha pour une production annuelle
de vin allant de 14 a 18 millions d’hectolitres (Aouf, 1984). En 1962, 1’ Algérie ayant hérité
d’un vignoble colonial, a adopté une nouvelle politique viticole qui consiste a réduire la
superficie viticole a moins de 50 000 hectares en éliminant les vignes de cuves pour les

remplacer par d’autres cultures stratégiques et a améliorer la production des raisins de table
(Belhout, 1990).
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1.2 Importances économique et socio-économique de la viticulture

La vigne est I'une des cultures fruitieres les plus cultivées au monde. Elle est consommée
en raisin de table et en jus, mais son utilisation principale repose sur 1’industrie du vin. Selon le
rapport de ’OIV (2022), la superficie viticole mondial en 2019 est de 7,3 millions d’hectare.
Cinq pays représentent actuellement plus de 50% des vignobles mondiaux : L’Espagne
préempte toujours la premiére place du classement avec 969 000 hectares de vignes, juste
devant la Chine qui affiche 875 000 hectares, suivi par la France, I’Italie et la Turquie (Fig. 1).
Depuis 2014, la superficie de vignoble mondial a connu une baisse constante induite notamment
par la diminution de la superficie viticole en Turquie, en Iran, aux Etats-Unis, au Portugal et
chez plusieurs pays américains. La Chine et I’Italie font I’exception, ils ont continué¢ a

augmenter la superficie de son vignoble (OIV, 2019).

La production mondiale de raisins frais (raisins destinés a tous types d’utilisation) en
2019 est de 85millions de tonnes. Depuis 2000, la tendance de la production de raisins est en
hausse avec un taux d’élévation est de 1% par an. La Chine est le premier producteur mondial
avec 14,5 millions de tonnes soit 15% de la production mondiale de raisins, suivie par I’Italie,

les Etats-Unis, I’Espagne et la France (Fig. 1) (OIV 2022).

Superficie en hectare Production en tonne
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Figure 1 : Les grands pays viticoles du monde en 2019 (OIV 2022).
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Selon les chiffres publiés par I’OIV (2019), I’année 2018 est une année record avec
292,3 millions d’hectolitres de vin produits. Coté consommation et échanges internationaux, le
paradigme reste quasiment inchangé depuis quelques années. L’Union Européenne est le plus
grand producteur de vin au monde et le plus grand exportateur mondial de produits viti-
vinicoles. Le secteur rapporte ainsi a I’économie de 1’Union environ 15 milliards d’euros par
an.

La viticulture algérienne constitue la quatrieme culture pérenne sur le plan de superficie
et représente le deuxieme produit destiné a I'exportation apres les dattes. Elle occupe une
superficie de 68 649 ha et représente 19% de la SAU occupée par les plantations. Selon les
statistiques du Ministére de 1’ Agriculture, du développement rural et de la péche en 2019, la
production de raisins frais en Algérie est de 549833 tonnes. Plus de 85,90% de la production
Algérienne est destiné au marché frais (raisin de table) et sec (raisin sec), alors que 14% de la

production viticole est destiné a la fabrication du vin.

Cependant, I’importance de la viticulture dans I’économie mondiale ne se mesure pas
uniquement en termes financiers. Il contribue aussi de fagon significative aux volets socio-
économique, environnemental et culturel de la société : dans toutes les régions plantées de
vignes, le secteur viticole crée des centaines de milliers d’emplois. Ces emplois touchent des
secteurs trés variés, comme la construction et I’entretien d’engins viticoles, les verriers, les
laboratoires d’analyse cenologique, les fabricants de produits phytosanitaires, les commerciaux,
les plantations et les différents travaux viticoles, les transporteurs, le marketing ou encore la

communication (Baudouin, 2012).

1.3 La viticulture en Algérie

1.3.1 Situation actuelle de la viticulture en Algérie

La viticulture a connu dans les années 1980 une forte régression qui s'est traduite non
seulement par la faiblesse des programmes de plantations, mais également a l'arrachage
systématique de milliers d'hectares de vignes, pourtant cette culture était la locomotive de
I'économie algérienne durant I'époque coloniale et les premiéres années de I'indépendance.
(Mouats, 2003).
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Derniérement, le pouvoir public a fortement encouragé la viticulture par des actions de
remodelage. Deux programmes de soutien ont été mis en place : programme national de
développement agricole (PNDA) et le fonds national de régulation et de développement
agricole (FNRDA). Depuis 2000, les superficies récoltées de raisin frais ne cessent
d’augmenter. Elles sont passées de 51 000 hectares a 62 532 hectares en 2003/2004 et ont atteint
76 754 hectares en 2006/2007. Durant les derniers dix ans la superficie récolte de vigne a connu

une régression remarquable mais reste toujours supérieure a 65 000 ha (FAOSTAT 2020).

Figure 2 : Evolution de la superficie récoltée de raisin durant la période 1998 et 2018
(FAOSTAT 2020).

Actuellement, la moitié (50%) des terres viticoles est située a 1’ouest ; Ain Témouchent,
Mascara, Mostaganem, Sidi Bel Abbas, Tlemcen et Oran, alors que 40% sont situées au centre
Médéa, Tizi Ouzou, Boumerdes, Blida, Chlef, Tipaza, Ain Defla et Alger et 7% dans la région
est Jijel, Skikda et Annaba (MADRP 2019).

Les rendements de la vigne de table n’ont cessé d’augmenter pour atteindre des
rendements de 12,17 T/ha a I’inverse de la vigne de cuve qui connait une recrudescence pour
atteindre 2,27 T/ha. Ces rendements restent largement inférieurs au rendement moyen des

grands pays viticoles du monde (18,8T/ha) (FAO, 2007, MADRP 2019). Plusieurs facteurs sont
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responsables de ce faible rendement, parmi lesquels nous pouvons citer les facteurs techniques,
I’4ge avancé du vignoble algérien, l'insuffisance et l'irrégularité de la pluviométrie enregistrée
au cours de ces derniéres décennies et surtout les maladies qui provoquent chaque année des

pertes considérables.

1.3.2 Principaux cépages de vigne cultivés en Algérie

L’Algérie par ses potentialités pédoclimatiques, constitue un habitat naturel pour la
vigne. Elle est dotée d'un patrimoine viticole trés diversifié constitué par les cépages de cuve,
les cépages de table, les cépages destinés au séchage et un grand nombre de variétés autochtones
réparties essentiellement en zone de montagnes. Ces vignes locales, malheureusement ont subi

une forte régression.

La date de maturité du raisin joue un réle économique et commercial, et permet aussi
de classer les cépages en cépages précoces (maturité : Mi-juin/début juillet), cépages de saisons
(maturité : Fin juillet/début novembre) et cépages tardifs (mi a fin décembre). Selon I’arrété du
Ministere de I’ Agriculture (9 Ramadhan 1427 correspondants au 2 octobre 2006), 86 variétés
de vignes (40 variétés vigne de table, 31 variétés vignes de cuve, variétés 5 vignes de séchage
et 10variétés pour les portes greffes) sont autorisées a la production et a la commercialisation

en Algérie. Les principaux cépages de table cultivés en Algérie sont regroupés dans le tableau

(1)
1.4 Les ravageurs de la vigne :

Les ravageurs de la vigne sont essentiellement des insectes et des acariens. Les plus
célebre pour ses dommages causés a la vigne sont le phylloxera et les cochenille. 1ls causent le
plus souvent des dommages directs, mais certains d'entre eux sont également des vecteurs de

maladies virales.
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Tableau 1 : Caractéristiques des principaux cépages de table cultivés en Algérie (Levadoux et
al., 1971 ; ITAF, 2000).

Cépage Couleur Maturité Porte- Zone de culture
greffe
Chasselas Jaune, !\/I_l-jum début BOY ;qnes Iltt(,)rgles Hivers doux et
ambré juillet étes temperés
. 1% Semaine de P 9971 Zones chaudes et bien exposees
Cardinal Rose - X :
juillet B 09 au soleil Zones littorales
) _ 0S0 ) )
Alphonse Lavallée ) Fin de Plaines sub Littorales
_ Noire _ ) R997 o
« Gros Noir » Juillet début aout Vallées intérieures
R 11
Plaines littorales et Zone de
R99 montagne
ltalia Blanche | Fin juillet début R997
doré septembre Zones littorales
P97l Zone de montagne
Muscat Jaune Mi-ao0t 0S0 .
, . Zones littorales
Kings Ruby Rouge Début aolt 0S0 Zones a étés chaudes et secs
P > B09
Ahmerbou Amar Rose ou M.' septembre a Zone de montagnes
rouge vif | mi- novembre P9971
R997
Valensi Jaur)e Ml- s,eptembre a P9971 Z\one de montagnes et plaines
doré fin décembre séches
B09

Les dégats sont causés par un insecte hémiptére aphidien appelée "Daktulosphaira
vitifoliae Fitch". Ce puceron est originaire des Etats-Unis et a été introduit en Europe avec
I'introduction de la vigne américaine (Reynier, 2005). L'infestation des cépages de vigne par
Daktulosphaira vitifoliae entraine sa mort en trois ans. Ce sont les générations radicicoles (les
pucerons qui vivent sur les racines) de I’insecte qui sont dangereuses. Leurs piqlres sur les
jeunes racines provoquent la formation de tubérosités qui par la suite s'infectent et précipitent
la mort du pied (Forneck A et al., 2001). Les vignobles européens, probablement évolués sans
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Phylloxéra, ont montré une grande sensibilité a I'attaque de ce nouveau ravageur, tandis que les
vignes aux Etats-Unis ont une resistance naturelle efficace. Actuellement, le phylloxéra est
présent dans quasiment l'intégralité du vignoble européens mais il ne fait plus de dégats sur les
systemes racinaires des vignes greffées sur des portes greffes résistants d'origine américaine
(Forneck et al., 2001et Ocete et al., 2011).

Le Cochylis (Sparganothis pilleriana) est une espece de Iépidopteres. Sa chenille est
un ravageur de la vigne, connu sous le nom de « ver de la grappe » ou de « tordeuse », était le
plus gros ravageur de la vigne avant I’apparition du phylloxera. Elles s’attaquent aux bourgeons
gonflés, dans lesquels elles pénetrent au moment du débourrement, puis aux feuilles et aux
grappes, qu’elles trouent et enserrent par paquets dans des fils de soie. En se nourrissant ainsi
des feuilles, elles provoquent d’importants dégats allant jusqu’a leur destruction (Reynier,
2005).

1.5 Cochenilles farineuses

Les cochenilles sont des ravageurs importants des cultures. Elles peuvent causer de
sérieux problemes dans les vignobles des régions chaudes, ou plusieurs générations se
succedent au cours du cycle végétatif de la plante hote. Selon Kozstarab (1990) les dégats de
cochenilles farineuses sont difficilement quantifiables. Toutefois, ces ravageurs sont présents
sur toutes les parties de la plante que ce soit sur feuille, fruit, tronc, tige ou racine (Fig. 3). Une
méme espéce peut étre présente, en méme temps, sur différents organes de la plante, ou en
fonction de son stade phénologique (Bentley et al., 2002). On constate des dégats directs di a
la spoliation de seve provoquant un dépérissement de la plante et des dégats indirects comme
les écarts de triage des fruits ou la présence de miellat ou de fumagine (Bentley et al.,
2002Kozstarab, 1990). Leur capacité de transmettre les virus les rend plus dangereuses que les
especes non vectrices. Plusieurs especes ont été identifiees comme telles : Planococcus ficus

Signoret, P. citri Risso et Phenacoccus aceris Signoret (Hemiptera, Pseudococcidae).
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Figure 3 : Infestation par les cochenilles farineuses Planococcus spp. sur tronc (a), sur feuille

(b), sur racine (c) et sur grappe (d) de vigne (Mahfoudhi, 2008).

1.6 Les maladies de la vigne :

La vigne est une plante sensible a une large gamme d’agents pathogenes, champignons,

bactéries, virus et phytoplasmes.

1.6.1 Maladies fongiques :

La vigne est une culture sensible aux maladies. Toutefois, cette sensibilité varie en
fonction des cépages. Généralement, lorsque aucun moyen de lutte n'est employé, les dégats
peuvent étre considérables. Le mildiou, I'cidium et la pourriture grise sont les maladies
fongiques les plus rencontré, causant chaque année des pertes considerables. Ces malades
constituent une menace constante pour les vignobles et font I'objet de nombreux traitements
phytosanitaires (Dubos, 2002) (Tableau 2) :
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Tableau 2 : Les maladies fongiques de la vigne (Dubos, 2002).

Maladies

Agents causales

Pourriture grise et pourriture noble

Botrytis cinerea Pers.

Anthracnose

Elsinoe ampelina (de Bary) Shear

Oidium Erysiphe necator Schwein.

Black rot Guignardia bidwellii (Ellis (en)) Viala &Ravaz,

Excoriose Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.

Rot blanc Pilidiella diplodiella (Speg.) Crous & Van Niekerk

Mildiou Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni,

Pourriture a Aspergillus

Aspergillus niger var. nigerTiegh.

Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom

Pourriture a Cladosporium

Cladosporium herbarum (Pers.) Link

Pourriture a Colletotricum (Ripe rot)

Colletotricum spp

Pourriture a Monilia

Monilinia fructigena Honey
Monilia laxa (Ehrenb.) Sacc. et Voglino

Pourriture a Rhizopus

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.

Pourriture a Penicillium

Penicillium spp.

Moisissure rose

Trichothecium roseum (Pers.) Link

Brunissement de la rafle

Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud

Eutypiose

Eutypalata (Pers.) Tul. & C. Tul.

Champignons associés a I'esca

Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. &Mugnai) Crous &
W. Gams

Phaeo acremonium (2) aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. &Mugnai
Fomitiporia punctata (P. Karst.) Murrill

Fomitiporia mediterranea M. Fisch.

Stereum hirsutum (Willd.) Pers.

Dépérissement a Botryosphaeria

Botryosphaeria spp.

Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.

Pourridié Rosellinia necatrix Berl. ex Prill.
Roesleria hypogea Thum.et Pass
Pied noir

Ilyonectria liriodendra (Halleen, Rego &Crous) P. Chaverri& C. Salgado

1.6.1.1 Pourriture grise de la vigne : est une maladie causée par le champignon ascomycéte

Botrytis cinerea qui est connue depuis I’ Antiquité. Ce champignon provoque des nécroses

brunes sur les jeunes branches. Au printemps, I'attaque des feuilles se manifeste par la formation

de taches brun-rouge a la périphérie des feuilles. Sur inflorescences, I'attaque commence par

une nécrose sur le pédoncule qui se développe en une pourriture humide, avec exsudation d'un

liquide. B. cinerea peut contaminer également les baies apres la véeraison, les grains brunissent

et pourrissent en se recouvrant d'efflorescences grises (Leroux et al., 1999 et Dubos 2002).
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1.6.1.2 Le mildiou de la vigne est sans aucun doute la maladie la plus répondue pour les
viticulteurs. Cette maladie est provoquée par un oomycéte biotrophe, Plasmopara viticola.
C’est un parasite peut se développe sur tous les organes herbacés de la vigne, les feuilles, les

vrilles ou bourgeons, les grappes et méme sur mauvaise herbes (Dubos, 2002).

1.6.1.3 L'Oidium de la vigne, est la maladie de la vigne la plus répandue dans le monde, son
impact peut étre considerable aussi bien en termes de rendement que de qualité. Cette maladie
est causée par Erysiphe necator, qui peut attaquer tous les organes verts de la vigne, en
particulier les jeunes baies (Galet, 1999). Le premier symptome visible sur les feuilles ¢’est des
petites tches éparses, duveteuses qui se développent sur la face inférieure, puis supérieure des
feuilles. Le bord du limbe s'enroule vers le haut (limbe involuté) et des taches blanc griséatres,
poudreuses, apparaissent sur les deux faces de la feuille. Les inflorescences et les baies de raisin
peuvent étre gravement attaquées si les conditions environnementales sont favorables au
développement de la maladie (Galet, 1977 et Dubos 2002).

1.6.1.4 Les maladies du bois de la vigne

Les maladies du bois de la vigne sont considérées tres néfastes pour la pérennité du
patrimoine viticole car les champignons responsables de ces maladies attaquent les organes
pérennes de la vigne, provoquant a plus ou moins long terme la mort du cep (Larignon et al.,
2009). Derniérement, Esca et eutypiose, sont devenues 1’objet de préoccupations majeures pour
les chercheurs et la filiére viti-vinicole dans plusieurs pays du monde (Bertsch et al., 2013).
Berraf et al., (2011) ont identifié par des analyses moléculaires 1’existence de plus de 15 espéces

fongiques de I’Esca et I’eutypiose dans les vignobles algériens.

L'eutypiose est I'une des maladies réecemment identifiees sur vigne. Cette maladie de
déperissement est causée par un champignon ascomycete de la famille des Diatrypacees,
Eutypalata. Elle a été signalée dans les grands pays viticoles du monde. Son incidence et sa
séveérité varient d'une région a l'autre et semblent étre liée a la sensibilité du cépage et a la
pluviométrie qui régit I'numectation du bois et donc la formation des péritheces (Moller et al.,
1978). Les symptomes apparaissent au printemps. Cette maladie se manifeste par le
rabougrissement des rameaux (entre-nceuds courts) qui présentent des feuilles nettement plus
petites que la normale et chlorosées, déchiquetées avec des nécroses marginales qui peuvent se

généraliser sur I'ensemble du limbe. L'inflorescences parfois érigées, coulure et millerandage.
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Au niveau du bois, l'eutypiose se caractérise par la formation de tissus nécrosés tres marquées

et des périthéces de champignon sur le bois dénudé de son écorce.

L’esca est I’une des plus anciennes maladies de la vigne. Cette maladie est signalée dans
de nombreux pays viticoles ou elle provoque la destruction totale des ceps. Plusieurs
champignons qui interviennent successivement pour dégrader le bois : Phaemomoniella
chlamydospora, Phaeocremonium aleophilum, Formitiporia mediterranea, Eutypalata et
Stereum hirsutum. Donc, il s’agit d’une maladie trés complexe et les rdles respectifs des
différents agents restent a ce jour mal connus (Larignon et Dubos, 1997, Mugnai et al., 1999).
Les symptdmes sur feuilles apparaissent en deux formes: La forme lente de la maladie
caractérisée par des décolorations variables des feuilles, le limbe prenant une teinte jaune ou
rouge sur cépage blancs, et jaune sur cépages noirs. Ces décolorations peuvent étre associees
par de lésions foliaires nécrotiques formant des digitations inter-nervaires a I'origine de I'aspect
tigré des feuilles. Une forme foudroyante ou apoplectique a l'origine du flétrissement et du
desseéchement soudain et total de toutes les feuilles des ceps malades et conduisant a leur mort.
Une coupe transversale des ceps présentant des symptdmes foliaires typique d'esca permet
d'observer diverses lésions nécrotiques dans le bois. Cette maladie se repére par des nécroses
sectorielles ou centrales présentant une zone claire et tendre (amadou) entourée d’une zone

brune ou brun rose (Larignon et Dubos, 1997, Larignon et al., 2009).

1.6.2 Maladies bactériennes et a phytoplasmes

En plus des maladies causées par des champignons, la vigne subit souvent les attaques

des bactéries et des phytoplasmes (Tableau 3).

Tableau 3 : Les maladies bactériennes et a phytoplasmes de la vigne (Boudon-Padieu et al.,

2000)

Maladie Agent causal
Nécrose bactérienne Xylophilus ampelinus.
Crown-Gall Agrobacterium vitis Ophel. et Kerr.
Crown-Gall Agrobacterium tumefaciens (Smith et Townsend) conn.
Maladie de Pierce Xylella fastidiosa subsp. Fastidiosa
Flavescence dorée Phytoplasma vitis 16SrV-C IRPCM
Bois noir Bois noir phytoplasma (16SrV-D)
Stolbur phytoplasma Stolbur phytoplasma (16SrXI11-A)
Grapevine yellows phytoplasma Grapevine yellows phytoplasma (16SrV-A)
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La principale maladie bactérienne de la vigne est la maladie de Pierce causée par
Xylella fastidiosa (Varela et al., 2001). Cette bactérie, tres polyphage, elle a été signalée sur de
nombreuses espéces vegetales sur le continent américain, de 1’Argentine a 1’Ontario (au
Canada), mais aussi en Asie, et plus récemment en Italie. X. fastidiosa semble capable d’affecter
plusieurs especes du genre Vitis : V. vinifera, ainsi que les especes americaines V. labrusca et

V. riparia.

La flavescence dorée est une maladie de quarantaine de la vigne qui peut entrainer de
graves pertes a la récolte. Cette maladie est causée par un phytoplasme localisé dans le tissu
phloéme de la plante. Ces phytoplasmes sont transmises par un insecte vecteur : la cicadelle
Scaphoideus titanus (Hevin et al., 1978, Kuszala 1996). Les symptdomes de la maladie
apparaissent généralement en été. Ces symptdmes présents simultanément sur un ou plusieurs
rameaux. Les feuilles se durcissent, s’enroulent, deviennent cassantes et tendent a se
chevaucher. Elles prennent une coloration jaune dorée dans les cultivars a raisin blanc et rouge
dans les cultivars a raisin noir, sur toutes les parties les plus exposées au soleil (Pearson et
Goheen 1988). Les nervures prennent une teinte jaune créme. Non ao(tement des rameaux

provoquant un port retombant. Desséchement des inflorescences ou flétrissement des baies.

1.6.3 Maladies virales

Les phytovirus présentent une véritable menace pour la pérennité des vignobles. Ces
virus sont a I’origine de pertes et des dégats considérables d’ordre quantitatif et qualitatif. A ce
jour, 70 virus de la vigne ont été décrits et caractérisés dans le monde, dont environ la moitié
(31 virus) sont associés aux quatre principales maladies : 12 virus responsables des maladies de
dégénérescence et de dépérissement, cing virus responsables de I'enroulement viral de la vigne.
Six virus associés au complexe du bois strié et quatre virus de la marbrure de la vigne GFKV
(Grapevine Fleck Virus). En revanche, sept viroides ont été décrits et caractérisés, dont deux
seulement induisent des symptdmes visibles. La plupart des vitivirus ont des génomes d'ARN
monocaténaires de polarité positif ou négatif qui sont encapsulés dans des particules

isométriques ou filamenteuses(Martelli, 2014a; Meng et al., 2017b).

14



Etiologie de la maladie du bois strié de la vigne en Algérie Synthése bibliographique

1.6.3.1. Maladie du court-noué de la vigne (Dégénérescence infectieuse)

Le GFLV (Grapevine fanleaf virus) et L’ArMV (Arabis mosaic virus), deux virus
appartenant a la famille des Secoviridae au Genre Nepovirus, sont responsables de la maladie
du court-noué de la vigne, la plus anciennement connue des maladies virales de la vigne. Ces
virus ont été signalé chez la plupart des pays producteur de vigne (Etienne et al., 1991).L’ArMV
et le GFLV provoquent les mémes symptémes et sont transmis par des nématodes vecteurs,
respectivement Xiphinema diversicaudatum et Xiphinema index(Andret-Link et al., 2004;
Marmonier et al., 2010; Taylor, 1963).Les symptémes visibles sur le cep infecté, different en
fonction des souches. Les cultivars infectés perdent progressivement leurs vigueurs, ce qui
conduit a la dégénérescence puis a la mort de la plante. La maladie du court-noué se caractérise
par des décolorations de couleur jaune a la surface des feuilles, parfois accompagnées d’un
développement anormal des nervures. Elle provoque aussi un développement anormal des

entrenceuds, plus courts ou doubles (Galet, 1977, Lazar & Bisztray, 2011).
1.6.3.2. Maladie de I’enroulement foliaire de la vigne

La maladie de I’enroulement foliaire est aussi importante que le court-noué. L’ impact
économique de cette maladie est comparable a celle de I’infection par le GFLV, et c’est
probablement la maladie virale la plus répandue dans le monde, ou elle n’épargne quasiment
aucun vignoble (Meng et al., 2017b). Elle est causée par cing especes virales associées a cette
maladie (le GLRaV-1, -2, -3, -4 et -7) répartie sur trois genres différents :Ampleovirus,
Closterovirus et Velarivirus. La maladie est transmise par le greffage et par les cochenilles selon
le mode semi-persistant (Golino et al., 2002). L'expression des symptoémes de I'enroulement
foliaire de la vigne varie selon les types de cépages. Les feuilles infectées prennent une couleur
rouge sur les cépages rouges et jaune sur cépages blancs. Le limbe foliaire s'épaissit, devient
gaufré et cassant, et s'enroule vers la face inférieure. A la fin de I'été, les feuilles les plus
atteintes peuvent brunir et présenter une nécrose de I'épiderme supérieur (Le Maguet et al.,
2012). Cependant, certains cépages blancs n'extériorisent pas de symptomes (Alabi et al.,
2016). La maturation des fruits est retardée et les grappes sont plus petites que la moyenne. La
séveérité des symptdmes peut étre liée au cépage et a la combinaison greffon/porte-greffe ainsi

qu'a la souche virale (Golino, 1993).
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1.6.3.3. La maladie de la marbrure :

La maladie de la marbrure pendant longtemps été considérée comme une maladie due a
un seul virus, le GFkV (Grapevine Fleck Virus) qui est d’ailleurs toujours appelé virus de la
marbrure (Martelli et al., 2002). La marbrure stricto-sensu (Fleck) se manifeste, notamment sur
Vitis rupestris « du lot » ou « Saint-Georges » qui servent d’indicateurs, par éclaircissement des
nervures de troisieme et quatriéme ordre produisant des taches translucides localisées, qui sont
mieux visibles en tenant les feuilles a la lumiére. Les souches sévéres induisent également

divers degrés de retard de croissance (Hewitt et al., 1972).

1.7 La maladie du bois strié de la vigne

C’est une maladie liée a l'altération du bois de la vigne, collectivement appelées le
complexe du bois strié¢ (Rugose wood RW), comprennent différents syndromes affectant le
cylindre ligneux, les tissus du cambium et I'écorce. Les symptomes tels que le gonflement des
tissus a lI'union de greffe et une prolifération plus ou moins intense et la fissuration de I'écorce
sont apparents principalement apres le greffage (Martelli, 2014b). La maladie du bois strié de
la vigne est causée par les virus : GVA, GVB, GVD, GVE, GVF et GRSPaV qui appartiennent

aux deux genres Vitivirus et Foveavirus de la famille Betaflexiviridae.

1.7.1 Symptomatologie

Le complexe du bois strié est considéré comme trés dommageables pour la pérennité du
patrimoine viticole car les virus responsables de cette maladie attaquent les organes pérennes
de la vigne, provoquant a plus ou moins long terme la mort du cep (Martelli, 2014b). Elles se
manifestent par différents symptémes qui apparaissent soit sur le greffon, soit sur le porte-
greffe, soit sur I’ensemble porte-greffe/greffon. Ces symptdmes peuvent varier par des petites
piglres au niveau des tiges allant jusqu’a des cannelures profondes accompagnées de
protubérances de la face cambiale de I'écorce, qui semble parfois excessivement liégeuse et
spongieuse (Bonavia et al. 1996). Selon Martelli (1993), le complexe du bois strié est constitué
de quatre syndromes qui peuvent étre separes en fonction des réponses différentielles obtenues
sur un ensemble d'indicateurs, y compris Vitis rupestris St. George, LN 33, et Kober 5BB (V.

berlandieri x V. riparia) (Fig. 4). Ces syndromes sont :
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e L'écorce liegeuse (Cork ybark CB), caractérisée par un gonflement internodal et la
fissuration des jeunes pousses, qui se développent quelques mois apres le
bourgeonnement de copeaux sur LN 33, accompagné d'un rabougrissement et d'un
rainurage du bois. Les symptdmes foliaires sont des taches jaunatres et un peu de
rougissement.

e Cannelures sur la tige (Kober stem grooving (KSG) caractérisé par un rainurage du bois
des plantes Kober 5BB.

e Lescannelures de latige LN 33 (LN 33 stem grooving (LNSG), caractérisé par le sillage
du tronc des plantes LN 33 inoculées, mais sans la prolifération du phloéme et le
gonflement internodal induits par la CB.

e La pigdre de la tige de Rupestris (Rupestris stem pitting (RSP), caractérisé par des

piqures basales limitées au point d’inoculation observée chez plantes de V. rupestris.

Plusieurs auteurs ont signalé une association de virus GVA avec le KSG (Garau et al.,
1994; Chevalier et al., 1995; Credi, 1997), alors que le virus GVB était fortement associé a la
CB (Boscia et al., 1993; Bonavia et al., 1996) et GVD était soupgonnée d'étre associée d'une
facon ou d'une autre a la CB (Abou-Ghanem et al., 1997; Boscia et al., 2001). La découverte
de variants moléculaires de GVE dans une vigne présentée des piqlres sur tiges et dans une
vigne apparemment saine au Japon a ajouté une certaine confusion a la compréhension du role

étiologique des virus de complexe du bois strié (Nakaune et al., 2008).

La sévérité de la maladie augmente si I’on trouve sur un méme cep une infection mixte
de plusieurs virus. Les essais de Rosa et al., (2011) ont révélé que I’infection mixte des trois
virus GVB, GVD et GRSPaV a provogué une réduction remarquable du diametre du tronc. Les
travaux de Walter et Martelli (1996) ont montré que 1’influence des conditions climatiques joue
un réle primordial dans I'expression des symptomes. En effet, dans un climat chaud, la maladie
peut entrainer la mort du cep, alors que dans les climats froids, les symptémes sont souvent

presque négligeables.
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CB-infected

Figure 4: Symptémes de la maladie du bois strié de la vigne (Martelli, 2014b et Meng et al.,
2017b)

(A et F) Corky bark symptoms on LN33, (B) Kober Stem Grooving (KSG), (C) LN 33 stem grooving (LNSG),
(D) Rupestris Stem Pitting Disease.

1.7.2 Les virus associés a la maladie du bois strié de la vigne

La maladie du bois strié de la vigne est causée par six virus appartenant a la famille des
Betaflexiviridae et sont répartis dans deux genres. GVA, GVB, GVD, GVE et GVF ont été

placé dans le genre des Vitivirus, cependant le GRSPaV a été assigné au genre des Foveavirus

(Martelli, 2014b).

18



Etiologie de la maladie du bois strié de la vigne en Algérie Synthése bibliographique

1.7.2.1. Grapevine virus A (GVA)

Le Grapevine virus A (GVA) est I'espéce type du genre Vitivirus, est I'agent responsable
de la cannelure sur la tige de 1’indicateur Kober 5BB (Garau et al., 1994). 1l a été identifié pour
la premiére fois au cours des années 1980 (Conti et al., 1980). Il est constitué de particules
filamenteuses et allongées de 800 nm de longueur (Rosciglione et al., 1983 ; Tanne et al., 1989
; Minafra et al., 1997). L’information génétique est portée par un ARN simple brin a polarité

positive composé d’environ 7351 nucléotides (Minafra et al., 1997).

1.7.2.2. Grapevine virus B (GVB)

Le Grapevine virus B(GVB) appartient au genre Vitivirus, il induit sur 1’indicateur
LN33 des gonflements internodaux et la fissuration des jeunes pousses (Bonavia et al., 1996,
Martelli, 2014b). Il a été identifié pour la premiere fois en 1993 (Boscia et al., 1993). Ce virus
est composé par des particules filamenteuses de 800 nm de longueur. L’information génétique
est portée par un ARN simple brin de polarité positive compose d’environ 7599 nucléotides
(Saldarelli et al., 1996 ; Goszcynski, 2015).

1.7.2.3. Grapevine virus D (GVD)

Le Grapevine virus D(GVD)appartient au genre Vitivirus de la famille des
Betaflexiviridae. Le GVD a été identifié pour la premiére fois au sud de I’Italie sur des vignes
montrant des symptomes du bois strié. Le role du GVD dans ’étiologie de la maladie du bois
strié demeure peu connu alors qu’il possede un effet important sur la réduction de la croissance
des ceps atteints (Abou-Ghanem et al., 1997). Il est constitué de particules virales filamenteuses
de 825 nm de longueur et 12 nm de diamétre. La taille partielle de son génome (ARN simple
brin) est d’environ de 7479 nucléotides (Meng et al., 2017a).

1.7.2.4. Grapevine virus E (GVE)

Le Grapevine virus E appartient au genre Vitivirus de la famille des Betaflexiviridae. Il
a été identifié pour la premiére fois au Japon a partir de vigne montrant des symptémes de la
maladie du bois strié (Nakaune et al., 2008). Son information génétique est portée par un ARN
simple brin de polarité positive ayant une taille de 7564 nucléotides. Le role du GVE dans
I’extériorisation des symptdémes du bois strie reste encore inconnu alors qu’il participe dans le

rabougrissement des ceps dans des cas des infections mixtes(Nakaune et al., 2008).
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1.7.2.5. Grapevine virus F(GVF)

Le Grapevine virus F (GVF) appartient au genre Vitivirus de la famille des
Betaflexiviridae. Le réle de GVF dans 1’étiologie de la maladie du bois strié demeure peu connu
alors qu’il a été isolé a partir d°échantillons de vignes présentant des symptomes
d’incompatibilité au greffage (Al Rwahnihet al., 2012). Son information génétique est portée
par un ARN simple brin de polarité positive ayant une taille de 7551 nucléotides (Al Rwahnih
etal., 2012)

1.7.2.6 Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)

Le Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) appartient au genre
Foveavirus de la famille des Betaflexiviridae (Meng et al., 2006). Il induit sur 1’indicateur V.
rupestris des piqures basales limitées au point d’inoculation (Meng et al., 1998). Le GRSPaV
est constitué de particules filamenteuses, en forme de batonnets ayant une longueur de 723 nm
(Zhang et al., 1998). Son information génétique est portée par un ARN simple brin de polarité

positive ayant une taille de 8725 nucléotides (Zhang et al., 1998).

Le GRSPaV est associé aussi aux deux autres syndromes sur vigne : Grapevine
veinnecrosis (GVN) (provoque des nécroses sur la face inférieure des feuilles et au niveau des
vrilles avec le dépérissement des jeunes pousses vertes) (Martelli, 1993 ; Bouyahia et al., 2006)
et Syrah decline (SD) (provoque le rougissement foliaire et le gonflement du point de greffe

avec I’apparition des nécroses) (Lima et al., 2006 ; Beuve et al., 2013).

1.7.3 Historique de la maladie

Pendant des millions d'années, les virus ont co-évolué avec leurs hotes sauvages. Ce
processus évolutif progressif a permis aux virus de s’adapter de fagon trés fine aux évolutions
de leurs hétes, en intégrant les aspects les plus complexes de leur biologie (Cooper & Jones,
2006). La sélection de cépages de vignes plus résistantes aux maladies et mieux adaptées aux
changements climatiques a profondément perturbé cette coévolution, en modifiant les relations
entre les variétés cultivées, les virus et leurs vecteurs, qui ont dii s’adapter aux nouvelles
conditions et aux changements des pratiques culturales de plus en plus sophistiquées ((Meng et
al., 2017b). Selon Martelli et al., (1994) I’utilisation des porte-greffes américaine pour lutter
contre la propagation du phylloxéra était probablement la cause principale de I’émergence de
maladies du bois strié dans les vignobles européens. Cependant, il y a aussi des preuves qui
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indiquent que le bois strié est une maladie du vieux monde (Meng et al., 2017b). Des travaux
de recherche d’Hewitt ont révélé des altérations du bois en Californie ou la maladie virale de
I'écorce liegeuse a été décrite pour la premiére fois (Hewitt et Neja, 1971). Ensuite, en Italie les
symptomes des piqdres et les cannelures ont été extériorisé chez les cépages greffés sur le porte-
greffe legnoriccio (Graniti et Martelli 1965). En Californie, une autre altération du cambium a
¢té décrite sous le nom de I’écorce de liége par Beukman et Goheen. Cette altération est apparue
chez les cépages greffés par le indicateur LN33 (Couderc 1613 x Thompson Seedless) (Meng
etal., 2017h).

Au cours des derniéres décennies, des scénarios de maladies anecdotiques ont été
amenés a l'ére de l'identification et de la caractérisation des virus associés aux symptémes du
bois strié (Martelli, 2014b). Cela a été possible grace a I’utilisation des indicateurs (V. rupestris,
LN33 et Kober 5BB) qui peuvent étre utilisés pour différencier les différents syndromes de type
viral (Garau et al., 1994; Martelli 1993). La microscopie électronique a réveélé la présence de
particules virales allongées, limitées par le phloéme, dans de minces sections de tissus de la
vigne affectés par le bois strié ou I'enroulement des feuilles (Martelli 1993 ; Scagliusi et al.,
2002). Plusieurs études portant sur la caractérisation du virus du bois strié de la vigne ont été
menées. Cependant, il s'est avéré que cette maladie est causée par plusieurs virus appartenant a
la famille des Betaflexiviridae (Meng et al., 2017b). Conti et coll. (1980) ont inoculé
mécaniquement des plantules de Nicotiana benthamiana par un virus filamenteux issu de séve
d'une vigne présenté des symptdmes sous forme des pigdres au niveau des tiges. Ce virus a été
nomme par la suite Grapevine virus A (GVA). Deux autres virus, le Grapevine virus B (GVB ;
Boscia et al., 1993) et le Grapevine virus D (GVD, Bonavia et al.1996 ; Abou-Ghanem et
al.1997), ont été transmises meécaniquement a Nicotiana et caractérisées.

De nouveaux outils ont été mis au point pour étudier la maniére dont les virus associés
aux bois striés et leur plante hote interagissent pour produire une les symptémes. Les génomes
complets de GVA et le GVB ont été clonés, et il a été démontré que leurs transcrits synthétisés
in vitro ou leurs clones d’ADNc sous des promoteurs eucaryotes étaient infectieux chez les hotes
herbacés et la vigne (Galiakparov et al., 1999; Moskovitz et al., 2008; Saldarelli et al., 2000).
Ainsi, il est devenu possible de remplir les postulats de Koch et de déterminer le role de ces
virus dans la cause des syndromes associés au complexe RW - seuls ou en combinaison avec
d'autres virus (Meng et al., 2017b).
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1.7.4 Taxonomie

Les virus du bois strié¢ GVA et GVB ont été classé initialement selon leur forme comme
des virus appartenant a la famille Closteroviridae au genre clostérovirus. Cependant, le
séquencage des deux virus GVA et le GVB a révélé que I'organisation génomique de ces virus
différait de celle des autres membres de genre clostérovirus (Martelli et al., 1997). Adams et
al., (2004) ont proposé la création d’une nouvelle famille des Flexiviridae qui regroupe les virus
qui partagent essentiellement la méme taille, la méme organisation du génome et une protéine
de réplication variant de 150-250 kDa. Par la suite la famille des Flexiviridae a éteé divises par
les analyses phylogéniques en trois nouvelles familles au sein de I'ordre des Tymovirales : les
Alpha-, Beta- et Gamma-flexiviridae (Martelli et al., 2007). La famille Betaflexiviridae
renferme uniquement les virus de plantes avec un génome polyadénylé ssARN+ monopartite
(6,5-9,5 kb) et des virions flexibles et filamenteux. Il existe actuellement 7 genres qui se
distinguent principalement par la phylogenie de la réplicase, le nombre et la disposition des
genes (Fig. 5) (Adams et Kreuze, 2015).Actuellement, six virus différents ont été identifiés
comme associés au bois strié de la vigne qui appartiennent aux deux genres Vitivirus (GVA,
GVB, GVD, GVE et GVF) et Foveavirus (GRSPaV) de la famille Betaflexiviridae (Martelli,
2014b).

Cartavirus _E-EII:I:PJJAH 52 spp
Foveavirus | [ A Ssee
Crerivirus I SR BN . 1se
Capimovirus I S R ., 2 spp
Trichowvirus _E-Hf-j A,  7spp

viavires SR [ W ., 7 see
Tepovirus NI TS . 1sp

? L % [l 1 [ ? Il Ei‘ 1 kb

Figure 5 : Schéma de I'organisation du génome des genres constitutifs de la famille des
Betaflexiviridae (Adams et Kreuze, 2015).

Les blocs représentent les cadres de lecture ouverts (ORF) prévus. Les protéines de réplicase sont représentées
dans des protéines de mouvement bleues de type "30K" en orange, des protéines a triple bloc génétique (TGB) en
jaune, des protéines de revétement en rouge et des protéines de liaison a I'ARN en violet. Les autres ORF sont
blancs. Les domaines méthyltransférase (M), hélicase (H) et ARN polymérase (R) ARN-dépendante de la réplicase

sont également présentés. Les crochets indiquent les ORF qui manquent a certains membres du genre.
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1.7.5 Structure et expression du génome

Le génome des vitivirus est ARN monocaténaire a polarité positive, d’une longueur
variante de 7,4 a 7,6 kb qui est encapsidé par des particules virales flexibles. La particule virale
a une longueur variant entre 700a 850 nm et un diametre de 12 nm.(Adams et Kreuze,
2015;Martelli et al., 2007). Le séquencage des deux virus GVA et GVB ont révélé la présence
de cing cadres de lecture ouverts (ORF) distincts, dont les courts fragments se chevauchent
souvent (Saldarelli et al., 1996 ; Minafra et al., 1997). Chez le GVA, l'espece type du genre
Vitivirus, les régions non traduites (UTR) 5’ et 3’ ont une taille de 86 et 68 nt, respectivement.
Les génomes des ARN GVA et GVB possédent un signal de polyadénylation (AAUAAA) situé
dans I'UTR 3’, en amont de la queue poly-A (Fig. 6).

Le géne le plus important, ORF1, couvre 5124 nt codant pour 1707 acides amineés, avec
une taille de protéine de 195,5 kDa. Chez les Vitivirus, les produits de traduction de 'ORF1
comprennent un ensemble des protéines responsable de I'architecture générale et la réplication
des virus. Les protéines identifiées sont : méthyltransférase, hélicase et ARN polymérase ARN-
dépendante (Martelli et al. 2007). Une seconde caractéristique de I’ORF1 est la présence d'un
domaine AIkB en amont de I'hélicase (a I’exception de GVE qu’est incorporé a l'intérieur du
domaine de I'hélicase). Le réle de ce domaine est inconnu or que in vitro, il active la réparation
de I'ADN alkylé dans de nombreux systemes cellulaires (Alabi et al. 2013) (Bratlie et Drablgs
2005). Meng et al., (2017c) ont admis I'nypothése que le domaine AIKB est le responsable de
la réparation enzymatique de I'ARN viral dans la seve du phloeme.

7351 nt

ORF 1 ORF 2 CPF NABP

o [ W

mIGppp Met AlkB Hel RdRp MP

Figure 6 : Représentation schématique du génome GVA(Meng et al., 2017a).

ORF : Les cadres de lecture ouverts (1-5). Met méthyltransférase, AIkB : domaine AIkB, Hel : hélicase, RARp :
ARN polymérase ARN dépendante, MP : protéine de mouvement, CP : protéine de revétement, NabP : protéine
de liaison a I'acide nucléique. La queue poly-A est indiquée en 3'. Le point rouge représente le capuchon méthyl-

7-guanosine a l'extrémité 5',
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Le deuxiéme cadre de lecture ouvert (ORF2) est présent uniquement chez les virus qui
appartiennent au genre Vitivirus. Il code un polypeptide de 19,8 k Da de taille. Les essais de
Galiakparov et al., (2003) sur plantes de tabac ont montré que les produits de la traduction de
I’ORF2 n’interviennent pas dans le processus de réplication Vitivirus. lIs ont donné I'nypothese
que I’ORF2 peut jouer un role dans la transmission du virus par les insectes vecteurs ou une

fonction spécifique lors de I'infection.

Les deux cadre ORF3 et ORF4 codent pour une protéine de mouvement (MP) et protéine
capsidiale CP. La protéine de mouvement du virus, MP ou K30, est capable de moduler la taille
d’exclusion limite des plasmodesmes. Elle a aussi la capacité de s’associer aux ARN
monocaténaires simple brin du virus pour former un complexe nucléo-protéinique dont les
dimensions sont compatibles avec une translocation au travers des plasmodesmes. Galiakparov
et al., (2003) ont montrés qu'en l'absence de CP, le mouvement du virus est limité, ce qui

indique que la MP n'est pas le seul déterminant de la propagation du virus au sein de I'hote.

L’ORF5 code pour une petite protéine de liaison a I'ARN 10 kDa (p10, 90 aa). Cette
protéine contient un motif basique riche en arginine et un domaine typique a doigt de zinc
(Galiakparov et al. 2003c). Bien que les mutations de I'ORF5 n'aient pas affecté la réplication
globale de I'ARN viral dans les protoplastes de tabac, ces virus mutants ont causé une infection
sans symptdme et une réduction marquée de I'accumulation de MP dans les plantes infectées

de N. benthamiana (Galiakparov et al. 2003c).
1.7.6 Distribution géographique de la maladie du bois strié dans le monde

La maladie du bois strié¢ de la vigne est ’'une des principales maladies affectant la vigne
a travers le monde. Cette maladie est actuellement la plus dominante dans les vignobles, et
considérée comme la maladie d’importance économique dans plusieurs pays, en particulier en
Tunisie (Selmi et al., 2017) Afrique du Sud (Jooste et al., 2015), le Portugal (Digiaro et al.,
1999), en Espagne (Fiore et al., 2016), en Italie (Digiaro et al., 1999), au Kosovo (Dida et al.,
2012) et récemment en Russie (Dimitrenko et al. 2016) et Coree du sud (Jo et al. 2017). Les
virus du bois strie semble capable d’infecter plusieurs espéces du genre Vitis : V. vinifera, ainsi

que les especes américaines V. labrusca et V. riparia (Pacifico et al., 2016; Selmi et al., 2017).
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1.7.7 Transmission des virus associe a la maladie du bois strié de la vigne

Les virus du complexe du bois strié et comme la plupart des virus de la vigne se
propagent par deux voies de transmission : transmission par multiplication de matériel végétal

infecté et par un organisme vecteur
1.7.7.1 Transmission par multiplication de mateériel végétal infecté

Le matériel végétal infecté par les virus du bois strié constitue le moyen de transmission
le plus efficace a courte et a longue distance. Martelli (1993) rapporte que la multiplication
végétative des rameaux ou des sarments prélevés a partir des variétés de vignes infectées par
les virus du bois strie joue un réle important dans 1’émergence et la propagation de la maladie
du bois strié dans les vignobles européens. Cependant, les virus GVA, GVB et le GVD peuvent
transmis mécaniquement chez plusieurs plantes herbacées (essentiellement Nicotiana sp.). Ce
type de transmission est difficile en raison de la faible concentration de virus et a la présence

des inhibiteurs dans la séve de la vigne (Monette et al., 1992).

1.7.7.1 Transmission par cochenilles

Le complexe du bois strié est souvent associ€ a d’autres virus responsables du complexe
de I’enroulement viral de la vigne (GLRaV-1 et le GLRaV-3). Cette association est liée
principalement aux transmissions par cochenilles (Le Maguet et al., 2012). En 1983, les
cochenilles infectées par les deux virus GVA et du GLRaV3 a provoqué sous serre une
propagation de I'écorce liegeuse (CB) et I’enrdlement foliaire de la vigne. Par la suite de cet
événement, Rosciglione et al., (1983) ont décrit pour la premiére fois que la transmission de
GVA est assuréee par Pseudococcus longispinus. Par la suite, les études de transmission de la
maladie du bois strié ont permis d'identifier plusieurs espéces de cochenilles, qui sont
impliquées dans la transmission des virus GVA, GVB et le GVE. Ces cochenilles appartiennent
aux deux familles Pseudococcidae et Coccidae, ou le stade mobile L1 est le plus efficace en
termes de véction. On sait actuellement que le virus GVA est transmise par :Heliococcus
bohemicus, Planococcus citri, PI. ficus, Pseudococcus comstocki, Pseudococcus longispinus,
Pseudococcus affinis, Parthenolecanium corni, Neopulvinaria innumerabilis et Phenacoccus
aceris (Engelbrecht et Kasdorf, 1990; Garau et al., 1995; Goszczynski et Jooste, 2003;
Goszczynski et Jooste, 2003b; Nakan, et al., 2003; Zorloni et al., 2006; Hommay et al., 2008;
Le Maguet et al. 2012). Le GVB est transmis par Planococcus citri, Planococcus ficus,

Pseudococcus longispinus, Pseudococcus affinis et Phenacoccus aceris (Boscia et al., 1993,;
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Tanne et al., 1993 ; Garau et al., 1995; Le Maguet et al., 2012). Alors que Pseudococcus
comstocki est le seul vecteur décret pour le GVE (Nakaune et al., 2008). Jusqu’a présent, aucun

vecteur n’a été identifié pour les autres virus associés au complexe du bois stri¢ (GVD, GVF et

GRSPaV).

1.7.8 Cytopathologie et interactions virus-hote

Les modifications cellulaires induites par les vitivirus ont été largement étudiées,
principalement chez les hotes herbacés. Faoro (1997) a indiqué que I'utilisation de plantules
cultivées in vitro est le seul moyen efficace d'étudier les altérations de la vigne causées par les
vitivirus, puisque la probabilité d'observer des cellules infectées est encore plus faible que la

probabilité d'observer des Closteroviridae dans les tissus prélevés sur le terrain.

Les virus du bois strié induit une cytopathologie similaire chez les espéces de Nicotiana.
Chez ces plantes, ils ne sont pas limités au phloeme, mais se multiplient également dans le
xyléme et le mésophylle. Dans le mésophylle, ils forment des agrégats rubanés. La structure et
I'aspect extérieur des principaux organites des cellules infectées étaient apparemment normaux.
Les particules virales sont apparues sous forme de filaments, qui étaient dispersés ou agrégés
en petits faisceaux (Rosciglione et al. 1983 ; Monette et Godkin 1992 ; Castellano et al. 1995).

En revanche, dans les faisceaux vasculaires (tubes criblés, cellules compagnes ou
cellules de bordure des veines), les agrégats viraux étaient plus gros. Boscia et al. (1997)
rapportent que les principales caractéristiques cytopathologiques communes aux trois vitivirus
GVA, GVB et GVD sont les suivantes :

e Des agrégats de particules virales de taille variable, qui forment des faisceaux, des
verticilles, des corps en bande et des couches empilées qui peuvent parfois remplir toute la
lumiére cellulaire ;

e Un épaississement de la paroi cellulaire d'extension variable provenant du dépét de
substances semblables a la callose ;

e La prolifération et I'accumulation de membranes cytoplasmiques ;

e Des invaginations veésiculaires du tonoplaste qui font saillie dans la vacuole et contiennent

un matériel fibrillaire qui ressemble a de I'ARN.
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Les relations moléculaires entre les mécanismes de réplication du virus et les facteurs
épigenétiques de la vigne ont été élucidées en évaluant les informations expérimentales et
I'annotation du génome de la vigne (Jaillon et al. 2007 ; Velasco et al. 2007). L'expression
artificielle ectopique de protéines virales nous a permis de comprendre leur localisation et leur
interaction avec la fonction cellulaire. Haviv et al. (2012) ont observe des protéines de
mouvement MPs de GVA et GVB marqueées par fluorescence dans des protoplastes infectés et
ont décrit I'apparition de structures tubulaires et ponctuées. Cette étude a perme de réveler aussi
que ces protéines se localisaient de maniére similaire a la périphérie des cellules. Plusieurs
auteurs ont montré le Rdéle fondamentale du produit ORF5 dans l'interférence avec les
mécanismes d'extinction des virus et dans le contréle moléculaire de I'infection virale des virus
du bois strié de la vigne (Galiakparov et al. 2003c ; Zhou et al. 2006; Haviv et al. 2012)

1.8 Diversité génétique des virus du bois strié

Les Vitivirus, comme tous les virus de la vigne, existent sous forme de population trés
hétérogene, cette variabilité peut étre due aux mélanges de différentes souches suite aux
pratiques de greffage, échange du matériel végétal, transmission par insectes et la
recombinaison génétique (Shi et al., 2004). La compréhension de la dynamique d’évolution des
populations des virus de vigne présente un grand intérét dans tous les programmes

d'amélioration génétique de la culture.

Plusieurs techniques ont été utilisées pour caractériser les la diversité génétique des
virus du complexe du bois strié. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Single
Strand Conformation Polymorphism (SSCP), la Ribonucléase Protection Assay (RPA),
I’Heteroduplex Mobility Assay (HMA) sont les techniques les plus utilisées (Vigne et al., 2004,
Jooste et Goszczynski, 2005 et Narayanasamy, 2011). La plupart des études de la diversité
génétique des virus du bois strié de la vigne ont été réalisé sur la base de la variabilité des génes
RNA dependent RNA polymerase (RdRp), capside virale (CP) et la transmission mécanique

sur tabac.

Plusieurs auteurs ont révelé une forte variabilité génétique pour le virus GVA.
Goszczynski et Jooste (2003) rapportent que la transmission mécanique sur Nicotiana
benthamiana a permis de regrouper les isolats en trois groupes phylogénétiques (I, Il et I1I)
selon le degré de sévérité des symptdmes sur plantes du tabac. Les isolats des groupes

phylogénetiques I et 11 ont provoqué des symptoémes plus séveéres sous forme d’éclaircissement
27



Etiologie de la maladie du bois strié de la vigne en Algérie Synthése bibliographique

de nervures, apparition de chloroses et de nécroses et enroulement des feuilles supérieures, par
rapport aux symptémes causeés par les isolats de groupe phylogénétiques 111 qui provoquent des
éclaircissements de nervures plus au moins légers. Plusieurs auteurs sont décrits, sur la base de
I’étude phylogénétique du geéne capside virale (CP), quatre groupes phylogénétiques
(Goszczynski et Jooste, 2003 ; Murolo et al., 2008 ; Goszczynski et Habili, 2012 ; Alabi et al.,
2014). Alabi et al., (2014) ont réevélé par des analyses phylogéniques des isolats basé sur les
séquences du geéne RdRp une hétérogenéité élevée par rapport aux séquences du gene CP. Six
groupes phylogénétiques distincts ont été caractérisés par I’analyse du géene RdRp (Selmi et al.,
2020 ; Alabi et al., 2014).

La premiere étude de la diversité génétique pour le virus GVB a été réalisé par
inoculation mécanique sur la variété du tabac Nicotiana occidentalis (Boscia et al., 1993). Cette
étude a permis d’identifier I’isolat GVB-Italy. Goszczynski, (2010) a révélé une forte variabilité
génétique du GVB par I’analyse phylogénétique du géne RdRp ou les isolats de cette étude ont
été regroupé en six groupes phylogénétiques distincts. Cette large variabilité a été confirmée
par I’identification d’au moins trois groupes génétiques basés sur I’étude de la capside virale a

été rapportée (Selmi et al., 2020).

Les résultats de plusieurs études d’analyses phylogénétiques des isolats du GRSPaV ont
montré qu’il y a un polymorphisme important de ce virus. A fin d'obtenir un tableau plus
complet de la diversité génétique du GRSPaV, plusieurs chercheurs ont procédé a une analyse
plus approfondie de la diversité génétique du GRSPaV en ciblant soit la séquence HEL
(hautement conservée), soit le gene CP (Meng et al. 2006 ; Terlizzi et al. 2010 ; Nolasco et coll.
2006 ; Alabi et al. 2010). Les isolats du GRSPaV ont été classés en quatre groupes
phylogénétiques désignés par les noms : GRSPaV-1, GRSPaV-SG1, GRSPaV-BS et GRSPaV-
VS (Meng et al. 2006). Plus récemment, I'analyse de la diversité génétique du domaine RdRp
par les amorces RSP35/RSP36 a revéle la présence de huit groupes phylogénétiques distincts
de variants GRSPaV et que d'autres sous-groupes sont présents dans certains de ces groupes

phylogénétiques (Meng et al., 2017a ; Selmi et al., 2020).

Peu d’études ont été consacrées a la diversité génétique du GVE. La premiere étude sur
la diversité génétique de ce virus fut réalisée par Nakaune et al., (2008) qui ont séquencé
entierement I’isolat: TvAQ7 (NC011106). Aprés quelques années, Trois autres isolats du GVE
ont été entiérement séquenceés : le GVE-SA94, le GVE-GFMG-1 et le GVE-WAHH2 (Alabi et

al., 2013). Une étude récente menée en Californie et a New York, a montré une liaison étroite
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partagée entre 20 isolats américains de GVE et une identité nucléotidique dépassant 98% avec
I’isolat Sud-africain GVE-SA94, ce qui suggere une variabilité génétique limitée de ce virus

(\Vargas-Ascencio et al., 2016).

Les études sur la diversité génétique du GVF demeurent limitées, seuls quatre isolats de
GVF ont été enticrement séquencés jusqu’a maintenant. L’isolat AUD46129, qui représente la
premiere séquence du GVF, a été isolé a partir du Vitis sp. aux Etats Unis (Al Rwahnih et al.,
2012). Le second isolat est le GVF-V5 isolé en Afrique du Sud a partir du Vitis vinifera cv.
Chenin blanc (Molenaar et al., 2015). Récemment deux nouveaux isolats g12 et g13 ont été
inscrite dans la base des donné NCBI par Chiaki et Ito (2021).

Le GVD demeure le seul Vitivirus dont le sequencage de son génome est partiel. Le
nombre des isolats séquenceés est limité et sont caractérisés par une variabilité génétique limitée
(Fajardo et al., 2012). Actuellement, seulement 8 séquences partielles de la CP de 8 isolats de
GVD sont disponibles dans la banque de génes internationale : deux isolats italiens (GVD-
YO07764 et GVD-CH), trois isolats brésiliens (GVD-Dolc, GVD-Garg et GVD-RM-BR), deux
isolats turcs (GVD-TR202 et GVD-TR167) et I’isolat GVD-GR-Vitro2 isolé en Gréce

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.9 Techniques de diagnostic

La détection des maladies virales sur la base de symptomes n’est pas toujours fiable et
est trés imprécise. Des tests de diagnostic au champ et au laboratoire sont donc nécessaires pour

confirmer I’origine virale de I’infection et déterminer I’agent impliqué.

1.9.1. Indexage biologique sur hotes ligneux

L’indexage biologique est couramment utilise pour identifie les maladies du bois strié
(Maliogka, et al., 2015). Cette technique de diagnostic représente une étape obligatoire du
programme de certification de la vigne. La méthode consiste a greffer les cépages a tester sur
des indicateurs ligneux spécifiques pour détecter les virus associés a la maladie du bois strié
(Maliogka, et al., 2015).Cependant ces tests prennent beaucoup de temps, sont colteux et ne
sont pas totalement fiables car des symptdémes légers peuvent passer inapercus et les virus
individuels ne peuvent pas étre detectés sans équivoque. Cette méthode a été initie pour la
premiére fois par Graniti et Martelli (1965) pour extérioriser les symptdmes des piqdres et les

rainures chez les cépages greffés par le porte-greffe legnoriccio. Actuellement les trois
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indicateurs :Vitis rupestris, LN33 et Kober 5BB sont largement utilisé pour différencier les
quatre syndromes du bois strié : Rupestris stem pitting (RSP), Kober stem grooving (KSG),
Corkybark (CB, ou écorce liégeuse) et LN33 stem grooving (Martelli, 2014b).

1.9.2. Méthodes sérologiques

Plusieurs méthodes serologiques sont utilisées en diagnostic des phytovirus dont la plus
communément utilisée est 1’Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). La Double
Antibody Sandwich ELISA (DAS-ELISA) et la Triple Antibody Sandwich ELISA (TAS-
ELISA).

Comme la plupart des virus limités au phloéme, tous les virus associés au bois strié sont
distribués de maniére irréguliére dans les tissus végétaux infectés, et leur concentration
augmente pendant la période végétative pour atteindre son maximum en automne. Par ailleurs,
les Vitivirus sont décrits comme de mauvais immunogenes, produisant des antisérums qui ne
sont pas toujours adaptés a I’utilisation en ELISA (Maliogka, et al., 2015). Le GVA est le
premier virus associé a la maladie du bois strié de la vigne pour lequel la technique ELISA a

été appliquée (Goszczynski, et al., 1996).

1.9.3. Technique de polymerase chain reaction (PCR)

L’utilisation de I’amplification de séquences d’ADN spécifiques par PCR (Polymerase
Chain Reaction) pour le diagnostic des maladies virales tend a se répandre en raison de sa plus
grande sensibilité par rapport aux méthodes biologiques et aux tests ELISA ainsi que de sa
facilité d’utilisation. La PCR est particuliérement utile si les antisérums pour les tests ELISA
ne sont pas disponibles ou ne conviennent pas. Le principe de la PCR consiste a I'amplification
d'une maniére selective d'un fragment cible et ce, en utilisant une paire d'amorces spécifiques
choisies d'une séquence bien définie de I'ADN génomique du virus et une enzyme thermostable
"Thermus aquaticus DNA polymerase" (tag polymerase) (Saiki et al., 1988). La réaction
d'amplification se déroule en trois étapes ; la dénaturation de la molécule cible, I'nybridation
entre la molécule de I'ADN a amplifier et les amorces utilisées et enfin I’extension ; qui se
répetent pendant plusieurs cycles. Dans le cas des virus a ARN, une étape de transcription
inverse est nécessaire pour transformer I'ARN en ADN complémentaire (ADNCc). Il s'agit de la

« Reverse Transcription-PCR ».
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La détection rapide et sensible des virus associés a la maladie du bois strié a été possible
grace a la RT-PCR a l'aide d'amorces specifiques initialement congues sur la base d'une seule
séquence d'isolats de GVA (Minafra et al., 1992). Lorsque de plus grands ensembles de
séquences partielles et complétes de Vitivirus sont devenus disponibles, des amorces plus
robustes ont été concues (Meng et al., 2017b). La détection des virus associe a la maladie du
bois strié de la vigne a également été poursuivie par l'utilisation de procédures de PCR
multiplex, dans lesquelles des ensembles d'amorces soigneusement optimisés et congus pour
des cibles spécifiques ont été mélanges dans la méme réaction. Cette technique de multiplexage
a été appliquée dans la PCR standard (Gambino et Gribaudo 2006), ainsi que dans la PCR

quantitative en temps réel (Osman et al. 2013).

1.10. Moyens de lutte

En I'absence de tout moyen de traitement des vignes infectées, la lutte contre la maladie
de du bois strié de la vigne repose essentiellement sur l'utilisation de matériel végeétal provenant
de ceps de vigne testés, sains et exempts de virus. Les mesures préventives ont pour but
d'assainir le vignoble. Elles consistent en un dépistage systématique des vignes malades.
Aucune source de résistance contre I'un des virus bois strie n'a été identifiée chez les especes

de vignes sauvages ou cultivées (Maliogka et al., 2015).

1.10.1 La certification du matériel de multiplication de la vigne

Depuis le début des années 1960, le lourd tribut que représentent les maladies virales
sur la production viticole a poussé les autorités vers [I'établissement d'une chaine
d'approvisionnement contr6lée ou certifiée, en commencant par des stocks de plantation propres
et en terminant dans les pépinieres et les fermes. La certification des plants de vigne repose sur
le contréle de la multiplication de cépages et de clones sains et ayant une valeur agronomique,
et technologique répondant aux critéres de la viticulture actuelle. L’utilisation du matériel
certifié demeure le moyen le plus efficace pour lutter contre les virus. Toutefois, la production
du materiel végétal certifié nécessite des sources primaires indemnes des virus qui sont
obtenues suite a la sélection sanitaire. Plusieurs pays ont suivi une stratégie de certification de
la vigne exigent I’absence des virus associés a la maladie du bois stri¢ de la vigne et des
syndromes qui y sont associés, respectivement, dans le matériel végétal certifié. Aux Etats Unis
d’Amérique, les Vitivirus sont interdits par la Iégislation alors que la présence du GRSPaV dans
le matériel végétal certifié est tolérée. L’Italie, 1’ Australie et le Chili suivent des stratégies de
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certification qui exigent I’absence du GVA et du GVB. Une tolérance a la présence des virus
associes a la maladie du bois strié de la vigne est accordée au matériel végétal certifié par les

programmes de certification de I’Union européenne (exceptée 1’Italie) (Maliogka et al., 2015).

1.10.2. Culture de méristeme et embryogenese somatique

L’assainissement viral consiste a obtenir des plantes indemnes de virus par la culture de
méristétmes ou par ’embryogenése somatique. La culture de méristémes consiste en la
régénération de plantes indemnes de virus a partir de cellules méristématiques. Alors que
I’embryogenése somatique se base sur 1’utilisation de cellules somatiques a savoir des anthéres,
des ovaires, racines, graines, feuilles ou pétioles (Gribaudo et al., 2006 ; Bouamama et al., 2007
; Panattoni et al., 2013). L’utilisation de ces techniques a permis I’¢limination de plusieurs virus
de la vigne telle que le GLRaV-1, le GLRaV-3, le GRSPaV, le GVA et le GFLV (Maliogka et
al., 2015 ; Bouamama-Gzara et al., 2017).

La culture de méristémes a permis d’obtenir des taux d’assainissement égales a 87,5%
pour le GLRaV-1, 85% pour le GFLV et 29% pour le GRSPaV (Gribaudo et al., 2006 ; Youssef
et al., 2009). Cependant, I’embryogénése somatique appliquée pour I’élimination des virus
GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3, GRSPaV et GVA a permis d’obtenir des plants indemnes a 100%.
(Gambino et al., 2006 ; Bouamama-Gzara et al., 2017).

1.10.3 Thermothérapie

La thermothérapie est la technique la plus utilisée dans les programmes
d’assainissement viral. Elle consiste a I’exposition du matériel a des températures assez élevées,

n’affectant pas le tissu végétal, pour éliminer les agents pathogénes (Panattoni et al., 2013).

La thermothérapie a permis 1’élimination des virus GLRaV-1, GLRaV-3, GVA,
GRSPaV et GFLV. La thermothérapie in vitro a 37°C durant 48 jours a permis d’obtenir des
taux d’assainissements égales a 100% pour le GFLV, 72,2% pour le GVA, 25,1% pour le
GLRaV- 1 et 24,7% pour le GLRaV-3 (Panattoni et Triolo, 2010).

La thermotherapie in vivo (& 38°C durant une période de 40 a 95 jours) et in vitro (a
34°C durant une période de 43 a 115 jours) a donné des taux d’assainissement de GRSPaV,
respectivement, égale a 23,6% et 9,1% (Gribaudo et al., 2006). Pour améliorer I’efficacité de
la lutte contre ce virus, la thermothérapie a été associée a la culture de méristemes (Maliogka

et al., 2009).
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1.10.4 Lutte contre les vecteurs

Le contrble des vecteurs des virus est considéré parmi les approches de base qui sont
utiliseées contre les virus qu'ils transmettent (Maliogka et al., 2015). La lutte contre les vecteurs
de virus ainsi que I'élimination de leurs foyers naturels tels que les plantes adventices sont
indispensables pour limiter la propagation des virus. Dans le cas de la maladie du bois strié de
la vigne, les virus associés ne sont transmissibles que par les cochenilles appartenant aux
familles des Pseudococcidae et Coccidae (Tanne et al., 1989 ; Englbrechet et Kasdorf, 1990 ;
Hommay et al. 2008).

1.10.5 Lutte culturale

Diverses mesures culturales peuvent étre appliquées pour réduire les populations de
cochenilles. Ces derniéres sont caractérisées généralement par leur tendance a se cacher sous
I’écorce du tronc, a l'aisselle des feuilles et au niveau des racines a 1’abri des insecticides, des
ennemis naturels et des conditions environnementales (Daane et al., 2012). Pour lutter contre
la cochenille vectrice, il serait nécessaire de commencer par la diminution des formes
hivernantes sous ’écorce, 1’élimination des déchets et des mauvaises herbes, associée a un suivi
permanant des populations de la cochenille afin d’identifier précocement les stades les plus

sensibles aux traitements.

Le controle de la vigueur des vignes est considéré parmi les pratiques culturales visant
le contrdle des populations des insectes vecteurs. En fait, I’exces de feuillage aide a diminuer
la température de la face inférieure des feuilles, par conséquent, fournir un excellent abri pour
les cochenilles. D’un autre coté, 1’excés d’azote contribue a 1’augmentation de la taille des

femelles qui contribue a son tour a I’augmentation du nombre d’ceufs (Maliogka et al., 2015).
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2. Matériel et méthodes

2.1 Prévalence des virus associés a la maladie du bois strié de la vigne en Algérie

2.1.1. Les isolats des virus GVA, GRSPaV et GVD

Les isolats des virus GVA, GRSPaV et GVD faisant 1’objet de cette étude ont été
obtenus a partir de 202 échantillons de vignes collectées pendant la période de taille dans les
principales régions viticoles de 1’ouest et du centre de 1'Algérie. L’échantillonnage a été réalisé
de facon aléatoire dans les vignobles au mois de décembre 2012., et les ceps échantillonnés ont

été marqués en vue de toutes investigations ultérieures.

L’échantillonnage a porté sur des vignobles commerciaux, comprenant cing variétés de
raisin de table, quatre variétés raisin de cuve, et 18 variétés autochtones issues de la collection
de matériel génétiques de I’ITAF, le nombre d’échantillons collecté par cépage autochtone au
niveau de la collection de I'ITAF varie selon le nombre de cep disponible (Annexe 01) (Tableau
4)

Tableau 4 : les différents vignobles et nombre d’échantillons obtenus durant I’étude

. S Nombre d’échantillons -
Type de cépage Variété testées Origine
Gros noir 50 Alger, Tizi Ouzou et
Mascara
Dattier 35 A_Ig_er, Boumerdes et
Tizi-Ouzou
Vigne Table in Té
g Muscat 25 Ain Témouchent,
Mascara
Cardinal 22 Boumerdes, Alger
Kings Rubi 8 Boumerdes
Alicante 14 Ain Témouchent,
Mascara
Vigne de cuve Carignan 10 Ain Témouchent
Valensi 8 Mascara
Merseguerra 7 Ain Témouchent
Autochtone Autochtone 23 ITAF Mascara
Total 202
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2.1.2. Identification des virus GVA, GRSPaV et GVD par reverse transcription-PCR

En vue de déterminer la prévalence du GVA, GRSPaV et GVD dans les vignes Algerien

nous avons réalisé une RT-PCR.

2.1.2.1 Extraction des acides nucléiques totaux

Les acides nucléiques totaux sont obtenus par extraction a partir des tissus phloemique
des échantillons a tester selon le protocole de Foissac et al.(2001). Pour cela 0,2 g de phloéme
cortical ont été décortiqué a I’aide d’un scalpel sur des boutures de vignes aouteé et ont été broyé
avec de l'azote liquide dans un mortier. L’échantillon a été homogénéisée avec 1ml de tampon
d'extraction (Annexe 02) contenant 0.2% de méta bisulfite de sodium. Le mélange transféré
dans un tube eppendorf contenant 100ul de Sodium Lauryl Sarkosyl (NLS) 10% et incubé a
70°C pendant 10 min avec agitation continue, puis placé dans la glace pendant 5 mn. La solution
a été centrifugé a 13 000 tpm pendant 10min ensuite, 300pl du surnageant ont été récupérés
dans de nouveaux tubes dans lesquels on a ajouté une solution composée de 150ul d’éthanol
absolu, 300pl Nal (6M) et 35l silica (Annexe 02) et agiter avec un vortex. Le mélange a été
agité a I’aide d’un agitateur a température ambiante pour 30 min et centrifugé a 6000 tpm
pendant 20sec. Le culot, composé du TNA et du silica, est lavé 3 fois, en suspendant le culot
dans 500ul de tampon de lavage (Annexe 02) et en centrifugeant a 6000 tpm/20sec, apres la
derniére centrifugation a 6000 tpm pendant 20sec, et apres séchage, le culota été suspendu dans
120ul d’eau distillé stérile, puis incubé a 70°C pendant 3min dans un bain-marie et centrifugé
rapidement a 13000 tpm pendant 3min. finalement, 100ul du surnagent (solution TNA) ont été

transféré dans de nouveaux tubes eppendorf et conservé a -20°C.

2.1.2.2 Vérification de la qualité des TNA par électrophorese.

La qualité des TNA a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose a 1,2% dissout
dans du tampon TBE (1%). Les puits du gel ont ét¢ chargés avec 10ul de TNA et 3 ul de
colorant. La migration électrophorétique a été réalisée a 140 volts. L observation des TNA est
réalisée par coloration du gel dans une solution contenant 0,5ug.ml'de bromure d’éthidium et

observé sur un transilluminateur a UV.

2.1.2.3. Syntheses de ’ADN complémentaire

Une linéarisation des ARN a été réalisée en utilisant des amorces aléatoires (Invitrogen,

USA). Pour chaque échantillon, 10ul d’acides nucléiques totaux (TNA) sont ajoutés a 2,5ul du
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Mix I composé de 1ul Rp (amorce aléatoire) (1pg.ul-1) et 1,5 pl d’eau distillée stérile. Deux
tubes témoins contenant de I’eau distillés et stérilisés sont également utilisés a la place des TNA

comme controle négatif. Les tubes sont incubés a 90°C pendant 5 minutes.

Les ADN complémentaires (ADNCc) ont été obtenus par reverse transcription en utilisant
I’enzyme de la reverse transcriptase Moloney Murine Leukaemia virus (M-MLV). Dans chaque
tube, on rajoute 7,5ul du Mix II composé de 4 ul de tampon Fs 5X, 0,5u1 de ANTPs 10mM, 2
pul dTT 0,1mM, 1 pl M-MLV 200 U.ul-1. Le volume final de chaque échantillon est de 20 pl.
Les tubes sont incubés a 39°C pendant 1 heure puis a 70°C pendant 10 minutes. Les ADNc sont

ensuite conservés a -20°C.

2.1.2.4 Amplification du génome viral par PCR

Pour chaque échantillon, 2,5 ul d’ADNc sont ajoutés au milieu réactionnel suivant : 5
ul de tampon 5X, 1 ul de MgCl, 25mM, 1 pl de dNTPs 10mM, 0,5 ul de I’amorce sens (10mM),
0,5ul de I’amorce antisens (10mM), 0,25 ul de la Taq polymérase 5 U.ul! et 14,25 pl d’eau

distillée stérile.

Pour détecter les virus GVA, GVD et GRSPaV nous avons utilisé les amorces

présentées dans le tableau suivant (05) :

Tableau 5. Amorces utilisées pour la détection de GVA, GVD et GRSPaV

Virus | Amorces Séquences Amng;)c)atlon L-a région cible Reference
rea - _
GVA | H7038 | AGGTCCACGTTTGCTAAG 236 “do Ia polymérase | Mackenzie
C7273 CATCGTCTGAGGTTTCTACTAT ARN-dépendante (1997)
Le géne de la Abou-
GVD CP7V CTTAGGACGCTCTTCGGGTACA 474 protéir?e capsidique | Ghanem, et
CP471C CTGCTCTCCAACCGACGACT !
(CP) al.(1997)
RSP-H48 | AGCTGGGATTATAAGGGAGGT Le gene de la Lima et
GRSPaV 331 protéine capsidique
RSP-C49 | CCAGCCGTTCCACCACTAAT (CP) al.,(2006)

L’identification du GVA, GVD et GRSPaV est réalisée selon les conditions

d’amplification qui consistait en une premiere dénaturation réalisée a 94°C pendant 5 minutes.
Elle est suivie de 35 cycles d’amplification dans les conditions suivantes : dénaturation a 94°C
pendant 30 secondes, hybridation des amorces a 52 °C/45 s, 54 °C/45 s, et 52 °C/45 s
respectivement pour les virus GVA, GVD et GRSPaV, et une élongation a 72°C pendant 1
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minute. Pour terminer, une élongation finale est réalisee a 72°C pendant 7 minutes (Fig. 7). Les
témoins négatifs et positifs proviennent de la collection du laboratoire de virologie végétale de

I’Institut Nationale de la Recherche Agronomique de Tunis (INRAT).

94C 94C

72C 72C

GVA et GRSPaV

94C 94C

72C 72C

GVD

45’ +00

Figure 7 : Condition de polymérisation des amorces du GVA, GVD et GRSPaV.

Les amplicons ont été¢ révélés par électrophorése sur gel d’agarose a 1,2%.
L’¢électrophorese a été réalisée a 140 volts pendant 30 minutes. La visualisation des bandes a
été réalisée par coloration du gel au bromure d’éthidium a 0,5 pg. mI?t et visualisé sous la

lumiére UV.
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2.2. Etude de la diversité génétique de Grapevine rupestris stem pitting-associated virus

2.2.1 Amplification du gene CP

Pour étudier la diversite génétique du GRSPaV, nous avons amplifié par RT-PCR le
gene complet de CP moyennant des amorces spécifiques RSP52F et RSP53R (Alabi et al.,

2010). Neuf isolats positifs ont été séléctionné par cette étude (Tableau 6).

L’identification du GRSPaV a été menée selon les conditions d’amplification qui
consistait en une premiére dénaturation réalisée a 94°C pendant 5 minutes. Elle est suivie de 35
cycles d’amplification dans les conditions suivantes : dénaturation a 94°C pendant 35 secondes,
hybridation des amorces a 52 °C/45 s, et une élongation a 72°C pendant 1 minute. Pour
terminer, une élongation finale est réalisée a 72°C pendant 7 minutes (Fig. 6). La visualisation
des bandes a été réalisée par coloration du gel au bromure d’éthidium a 0,5 pg.ml-1 et visualisé

sous la lumiere UV.

Tableau 6 : les isolats du GRSPaV sélectionnées pour les analyses phylogénétiques des genes

de la protéine de capside (CP).

e
o

Cépage Type de cépage
Dattier de Beyrouth
Cardinal
Cardinal

Cardinal Raisin de table
Dattier de Beyrouth
Gros noir
Dattier de Beyrouth
Valensi
Carignan

Raisin de cuve

OO |INOO|O|RR[WIN|F

2.2.2 Séquencage

Le séquencage de fragments des genes CP a été réalisé pour 20 isolats par la méthode
de Sanger. Au total 09 séquences ont été obtenue (Fig. : 08).
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Modek 3730 Sample:  E1V_AD1_W3_RSPS3 Run st B0IUDIMT 12327
TRACE/PS & wwisis tme =« Dye st KB_3730_POPT_BDTva mat Runstop:  BRU0AMT 134348
CatiTac L Aokt 1 oy var 272 M3CHINE: ABI Spadng 16.28 Signak  G:240 A330 TS C:421 PS created  J02UDAMT 1433950
Doglwing 5 parwis. Fie o 481

(00 G AN N A CGRHRL Cgo{ CCCCTT TATGCAY YIIL-T TCAT G AGT g.nc AT HE\E‘-_.-M TRT TGATAAGAGCAC CAl G\'_\GTTSE GCACTAATCTCTC (_-_-G]ﬂil'nl' GGARCTC {:CBE TTELCT _C;OEE CATAGYT 'l'aGT TG

Figure 8 : Chromatogramme de I’isolat N°09.

2.2.3 Analyse bio-informatique des séquences
2.2.3.1 Analyse nucléotidique :

En vue de montrer la similitude des séquences obtenues lors de cette étude avec des
séquences provenant de diverses régions du monde et inscrites dans la banque de gene GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov), un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été réalisé pour
chaque séquences obtenues lors de cette étude. Le principe de base du BLAST est de rechercher
dans GenBank les séquences présentant des segments similaires a la séquence a étudier en

réalisant des alignements binaires et en faisant un classement par ordre de pertinence (Fig. 9).
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m) U.S. National Library of Medicine & abachir@eduensadz |

National Center for Biotechnology Information

COVID-19 Information n
Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHS) | Espafiol

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool
ElasticBLAST is here!

N ElasticBLAST is a new cloud based tool to run your
BLAST searches faster and make you more effective.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence
databases and calculates the statistical significance. Learn more

~ Mon, 07 Feb 2022 12:00:00 EST [5 More BLAST news

Web BLAST

Figure 9 : Capture de I’interface web du BLAST

Les neuf séquences nucléotidiques des isolats du GRSPaV ont été enregistrées dans la
platforme ENA (EuropeanNucleotideArchive https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home ) sous
les numéros d’accessions : OU862947 jusqu’au OU862955.

Une comparaison au niveau nucléotidique du gene CP des isolats algériens du GRSPaV
avec les séquences représentatives des différents groupes phylogénétiques décrits jusqu'a ce
jour a été menée par le logiciel MEGAX10 version 10.2.2. Les isolats de référence du GRSPaV
utilisés dans cette étude ont été sélectionnés selon les travaux de diversité génétique rapportés
dans la littérature (Tableau 7).
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Tableau 7 : les séquences représentatives et les séquences du GRSPaV sélectionnées pour les

analyses phylogénétiques du géne de la protéine de capside (CP)

N° Séquences

, . Isolats Plante hote Origne ) . Référence

d’accession représentatives

0uU862947.1 DZ-GRSPaV-N9 Dattier Algérie

0U862948.1 DZ-GRSPaV -N10 Cardinal Algérie

0U862949.1 | DZ- GRSPaV -N11 Cardinal Algérie

0U862950.1 DZ-GRSPaV -N13 Cardinal Algérie

0uU862951.1 DZ-GRSPaV-N14 Dattier Algérie / /

0uU862952.1 DZ-GRSPaV-N15 Gros noir Algérie

0OU862953.1 DZ-GRSPaV-N16 Dattier Algérie

0U862954.1 DZ-GRSPaV-N17 Valensi Algérie

0U862955.1 DZ-GRSPaV-N18 Carignan Algérie

KR054735.1 LSL Vi ‘g:‘e';flrnzc" Chine Groupe VII Hu et al., ( 2015)

FJ943356.1 ORPN24b Vitis vinifera USA Groupe VI Alabi et al., (2010)

LT855243.1 AV99 Autochtones Tunisie Groupe VIII Selmi et al., (2020)

' accession AV99 P !

V. vinifera cv. . .

FR691076.1 MG Moscato Giallo Italie Groupe 1l (Morelli et al., 2011)

AY368590.1 Strain_Syrah Vi vg;/frzrr? eV USA Groupe IV (Lima et al., 2006)
Hybrid Bertille

AY881627.1 BS Seyve 5563 USA Groupe Il Meng et al., (2005)
V. rupestris cv.

AF057136.1 CGl St. George USA Groupe | Meng et al., (2006)

AY368172.2 PN V. yinitera cu. USA Groupe V Lima et al. (2009)

inot noir

2.2.3.2 Etude phylogénétique

En vue d’étude la répartition phylogénétique des isolats algériens, un arbre
phylogénétique a été construit, pour cela, un alignement multiple a été construits avec des
séquences provenant de différentes régions a travers le monde téléchargés a partir de la banque
de géne Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Un alignement de 662 nt pour le gene CP a été
réalisé a I’aide du programme Clustalw intégré dans le logiciel MEGAX10 (Kumar et al.,
2016).

Le pourcentage d'identité a été obtenues a lI'aide des méthodes de distance p de MEGX
version 10, qui calculent automatiquement les distances pour les sequences de nucléotides et
d'acides amines. L’arbre phylogénétique a été construit a I’aide de la méthode Neighbor Joining

(NJ) avec Kimura a 2 parametres (avec 1 000 répétitions boots trap).
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2.3 Inventaire des espéces des cochenilles potentiellement vectrices des virus de de la vigne

En Algérie, les cochenilles farineuses sont tres peu étudiées, alors que ces insectes
provoquent des dégats directs a travers le prélevement de la séve et des dégats indirects par la
transmission des viroses et la sécrétion du miellat et ce qui induit a I’affaiblissement général et
par conséquent la chute des rendements. Des études ont permis de mettre en évidence la
transmission des virus associés a la maladie du bois strié par plusieurs espéces de cochenilles
appartiennent aux familles des Pseudococcidae et Coccidae (Le Maguet et al., 2012). A cet
égard, pour limiter la propagation des virus dans les vignobles et éviter la réinfection du matériel
végétal de multiplication, une attention particuliere est accordée a 1’é¢tude des especes de

cochenilles farineuses associées a la viticulture Algérienne.

2.3.1 Sites d’étude :

L’étude a été effectué durant la campagne viticole 2020-2021 au Nord-ouest Algérien
dans 10 vignobles appartenant a deux régions différentes ou plusieurs prélevements furent
réalisés (Fig. 10). Le choix des variétés est dicté par leur importance en termes de superficie

cultivée.

o 4
<
wilaya de
5 Mostaganem!' ~ Wilaya de Chlef
N ‘\(\e <
(2 )
1 we' -
o B wilaya d'Oran j
<
We /\./\ &
laya d'A 4 i wilaya de Relizane
wilaya d'Ain “ - =
Témouchent )
- wilaya de
~ Mascara
& [ de Tiaret .
) 7 PR Wilaya de Djelfa
-
<

wilaya de
Sidi Bel Abess

wilaya de Tlemcen wilaya de Saida

MAROC

. Wilaya de Laghouat
Wilaya de Naama Wilaya d'El Bayedh 9

0 40 km

Limite de wilaya

Figure 10 : localisation des régions prospectées au Nord-ouest Algérien.
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La région d’El AMRIA (wilaya d’Ain Témouchent). Cing vignobles faisant 1’objet des
prospections appartiennent aux agriculteurs privés de la région. Les parcelles échantillonnées

se présentent comme suit :

Les parcelle 1 et 2 : sont occupées respectivement par des variétés de vigne de cuves :
Valencie et Alicante Bouschet, de superficies de 2 et 5 ha respectivement. Ces parcelles ont été
plantées en ligne en 2000 dans le cadre de projets P.N.D.A. Les coordonnées géographiques
sont : 35°32'16.5"N 1°01'02.2"W, 133 m élévation pour la parcelle N°01 et 35°32'10.6"N
1°00'59.6"W, 129 m élévation pour la parcelle N°02 (Tableau 6).

Les parcelle 3, 4 et 5 sont occupées respectivement par les variétés de vigne de table :
Muscat d’Italie, Victoria et Cardinal, ayant de superficies de 02 ha chacune agés de 04 ans,
conduit en pergola et irrigué au goutte a goutte. Les coordonnées géographiques des parcelles

sont mentionnées dans le Tableau (6).

La région El Hadjadj est la principale région viticole a Mostaganem. Les prospections
dans cette région ont porté sur cing parcelles plantées avec de trois cépages : deux variétés raisin
de cuve représentés par le Cinsault et Carignan. Alors que le raisin de table est représenté par
la variété Gros noire (Tableau 8).

Tableau 8 : Les coordonnées géographiques des parcelles prospecteés.

Région N° de la Nom du Position aéoaranhiaue Année de | Superficie | Elévation

g parcelle cépage geographiq plantation (ha) (m)
01 Valencie | 35°32'16.5"N 1°01'02.2"W 2000 2,0 133
02 Alicante | 35°32'10.6"N 1°00'59.6"W 2000 5,0 129

El Amria, Muscat
Ain 03 . 35°28'48.7"N 1°01'25.2"W 2018 2,0 97

) d’Italie

Témouchent —
04 Victoria | 35°28'38.4"N 1°01'29.2"W 2018 2,0 88
05 Cardinal | 35°28'35.8"N 1°01'39.5"W 2018 2,0 96
06 Cinsault 36 °05°48°°N 0°18°22’E 2001 2,22 283

- i 6°05°55’N 0°19°06’E

El Hadjad 07 Cinsault 36°05 9 2001 2,01 284
(BOSQUET) 08 Carignan | 36 °05°48°N 0°19°02”’E 2001 2,06 284
Mostaganem 09 Carignan 36 °05°45°N 0°18°23’E 2001 1,01 282
10 Gros noir 36 °06°10°’N 0°19°00’E 2001 1,02 270
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2.3.1.1 Caractéristiques climatiques des régions d’étude :

Sur le plan climatique, EI Amria et Ain EI Hadjadj appartiennent a I'étage mediterranéen
semi-aride avec des précipitations pluviométriques irrégulieres allant de 300 a 350 mm par an.
La période chaude et séche couvre au moins cing mois de I'année. La température annuelle
moyenne des régions prospectées oscillent entre 25 et 30°C en été et de 6 a 13°C pendant I’hiver
(ONM, 2021).

2.3.2 Collecte et conservation des cochenilles

Dans les vignobles échantillonnés, les ceps présentant des signes de présence de
cochenilles ont été examénié avec attention. Selon le stade phénologique de la vigne, les
différentes parties de la plante sont surveillées. Des spécimens sont prélevés avec des petits
morceaux du végeétal. Une fois amenées au laboratoire, les cochenilles sont récoltées
soigneusement avec un pinceau de laboratoire humectée de 1’alcool pour que les espéces ne
soient pas brisées. Plus de 50 femelles de chaque parcelle ont été conservées, jusqu’a leurs

montages, dans de 1’alcool 70°, accompagnés d’une étiquette portant les indications complétes.

2.3.3 Identifications morphologiques des cochenilles

Les cochenilles montées sous la loupe, en vue de les identifier moyennant des clés
spécifiques aux cochenilles farineuses (Cox, 1989). Aussi, des échantillons ont été envoyées au
INRAE centre Alsace de Colmar pour leur identification. La confirmation d’identification des
cochenilles a été faite par Mohamed BICHE Professeur a I’Ecole National Supérieur
d’Agronomie.

2.3.4. ldentification moléculaire des cochenilles

Vue que l'identification morphologique des cochenilles est trés difficile et nécessite une
grande qualification taxonomique. La technique PCR y est efficace, surtout quand il s’agit des

especes morphologiquement trés apparentées.

2.3.4.1. Extraction des acides nucléiques

L'extraction des acides nucléiques des cochenilles a été réalisée selon le protocole de
Demontis et al., (2008). Chaque cochenille est broyée individuellement dans un microtube a
I'aide d'un pilon plastique en présence d'un tampon d'extraction TNES [50mM Tris-HCI, pH

8.0 ; 075M NacCl ; 10mM Ethylene Diamine Tetra Aceticacid (EDTA) ; 2% Sodium Dodecyl
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Sulphate (SDS) et 100ug/ml protéinase K]. L'extrait a été incubé pendant 30min a 65°C, ensuite
les échantillons ont subi une déprotéinisation avec 1 vol : Phénol/Chloroforme/isoamyl alcool
(24:24:1), suivi d'une centrifugation a 10.000 tr/min. pendant 10 min. Le surnageant contenant
les acides nucléiques a été recupéré et précipité dans un volume d'isopropanol froid. Aprés une
centrifugation a 12.000tr/min pendant 30 mn, le culot a été lavé deux fois par I'éthanol 70°
conserveé a froid (-20°C), séché et suspendu dans 50ul de tampon TE (10mM Tris-HCI, pH 8 ;
1mM EDTA) et conservé a -20°C jusqu'a utilisation.

2.3.4.2. Amplification de I'ADN des cochenilles par PCR

2,5 ul d’ADN des cochenilles ont été ajoutés au milieu réactionnel contenant :10mM
Tris-HCI, pH 9.0; 50mM KCI;1.5mM MgCI2, 200uM de chaque dATP, dCTP, dGTP et dTTP
(Promega Corporation, USA) ; 1uM de chaque amorce et 1 unité de I’enzyme taq polymérase.

Ce mélange est ajusté avec I’eau distillée stérile a un volume total de 25ul.

Les amorces choisies pour l'identification de P. ficus et P. citri sont présentées au

tableau (9) suivant :

Tableau 9 : Amorces utilisées pour la détection de P. ficus et P. citri

Espéce | Amorces Séquences Ampl(igic)ation Région cible Reference
p
. , I'ARN .
P ficus | FicusFor3 | 5-GCAATCCCTACTAGAATTAAAATTTT 239 ibosomal | Demontis etal.,
FicusRev3 | 5-CATAGTGAAAGTGAGCTACAACAAA 165 (2007)
. , I'ARN .
P citri | CitriForl | 5-CAGGTTGAACACTTTACCCTCCT 202 ibosomal | Demontis etal.,
CitriRevl | 5-AATTGCTCTTGATAAAATTGGAA 165 (2007)

22

L’identification de P. ficus et P. citri a été réalisée selon les conditions d’amplification
qui consistait en une premiére dénaturation réalisée a 94°C pendant 5 minutes. Elle est suivie
de 35 cycles d’amplification dans les conditions suivantes : dénaturation a 94°C pendant 30
secondes, hybridation des amorces a 63°C pendant 30 secondes, et une élongation a 72°C
pendant 30 secondes. Pour terminer, une élongation finale est réalisée a 72°C pendant 7 minutes
(Fig. 11).
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94C 94C

72C 72C

63C 4c

Figure 11 : Condition de polymérisation des amorces de P. ficus et P. citri.

La Révélation et visualisation des bandes ont été réalisé par €electrophorése sur gel
d’agarose a 2%. L’¢lectrophorése a été réalisée a 100 volts pendant 25 minutes. La visualisation

des bandes a été réalisée par coloration du gel au GelRed et visualisé sous la lumiére UV.
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3. Résultats et discussions

Résultats et discussions

3.1 Prévalence des virus associés a la maladie du bois strié de la vigne en Algeérie

Les résultats de la RT-PCR obtenus pour les 202 échantillons collectés a travers les

différentes régions du pays ont montré que 68,81 % soit 139 échantillons sont infectés au moins

par 1’un des trois virus testés. Alors que seulement 30,69% (62/202) des échantillons sont

indemnes des virus étudiés (Tableaul0). Le GRSPaV était le plus répandu avec un taux
d'infection de 57,9 % (117 sur 202) suivi par le GVA avec un taux d'infection de 36,6 % (74

sur 202). Le GVD a été détecté pour la premiére fois en Algérie dans 6 échantillons sur 202

(taux d'infection de 2,97%).

Tableau 10 : Taux d'infection des échantillons testés par les virus GRSPaV, GVA et GVD

Type de o Echantillons - Taux GVD GRSPaV
raisin Varietes testés Regions d’infection% GVA % % %
Alger,
Gros noir 50 Mascara, 64 (32/50) 38 4 52
Tizi-Ouzou
Alger,
Mascara,
Dattier 35 Ain 62,86 (22/35) 25,71 2,86 57,14
Table .
Témouchent
Boumerdes
Muscat 25 Tizi Ouzou 76 (19/25) 36 68
Cardinal 22 Boumerdes 63,63 (14/22) 22,73 4,55 59,09
Kings Rubi 8 Boumerdes 100 (8/8) 100 0 62,5
Alicante 14 Aln 3571(5/14) 3571 0 3571
Témouchent
Carignan 10 Mascara 90 (9/10) 20 0 80
Ain
Cuve Valensi 8 Témouchent, 76 (6/8) 0 0 75
Mascara
Ain
Merseguerra 7 Témouchent 85,71 (6/7) 71,43 0 57,14
Mascara
Autochtone Autochtone 23 Mascara 78,26 (18/23) 52,17 4,35 56,52
T 68,81 % 36,63% 2,97% 57,92%
otal 202
(139/202) (74/202) (6/202) (117/202)
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Les résultats du test RT-PCR ont montré que les échantillons collectés a travers les
wilayas de Tizi-Ouzou et Boumerdes sont les plus infectés avec respectivement 80,56 et 75%
de taux d’infection, suivi par les échantillons des deux wilayas Mascara et Alger. Cependant
que les échantillons de la wilaya Ain-Temouchent révélent 56% de taux d’infection par les virus
du bois strié (Fig. 12).
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Ain témouchent Alger Boumerdes Mascara tizi-Ouzou

B Taux d’échantillons indemnes de virus m taux d'infection

Figure 12 : Taux d’infections du bois strié dans les wilayas prospectées.

Les résultats d’analyse RT-PCR a permis de montrer que les variétés de la collection
autochtone sont les plus infectées par les trois virus testés (78,26%), suivie les variétés de raisins
de table (67,85%) et les varietés de raisins de cuve (66,66 %). La variété Kings Rubi s’est avérée
étre la plus infectée avec un taux d’infection totale de 100 %, suivie par le cépage Carignan
(85,71 %), le cépage Merseguerra (85,71 %), le cépage Valensi (76%), et le cépage muscat
(76%). Pour les autres variétés le taux d’infection varie de 64% pour le Gros noir a 35.71%
pour Alicante Bouschet (Tableau 10).

Les résultats ont également révelé que sur les 139 échantillons infectés, 41% (57/139)
ont des infections mixtes provoquées par au moins deux virus et 59% (82/139) présentent des
infections simples (Fig. 13). L’infection multiple des virus GVA et du GRSPaV ¢était la plus
élevée avec un taux d’infection de 26,73 %. Cependant, I'infection multiple de GVA et le GVD

a montré un taux tres faible (0,1 %). Un seul échantillon a été signalé dans les infections mixtes
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entre le GVD et le GRSPaV (0,05 %). Nous n‘avons releve aucune infection mixte des trois
virus GVA, GVD et GRSPaV dans tous les échantillons étudiés (Tableau 11).

Tableaull : Taux d’infections mixtes d'échantillons de vigne par les différents virus associés

a la maladie du bois strié

Virus GVD% GRSPaV% GVA%
GVD% / 0,05 (01/202) 0,1 (02/202)
GRSPaV% / / 26,73 (54/202)

GVA% / / /

/ Taux d'infections

mixtes

41%

Taux d' infections }
simples

59%

Figure 13 : Comparaison entre les infections simples et les infections multiples

Le GRSPaV est le virus le plus répandu avec un taux d’infection de 57,92% (117/202).
11 a été détecté chez tous les vignobles prospectés avec des taux d’infections supérieurs a 50%
a I’exception du cépage Alicante, qui a un taux d'infection de 35,71 %. Les variétés Carignan,
Valensi et Dattier sont les plus infectées par le GRSPaV avec respectivement 80%, 75% et 60%
de taux d’infection. La collection des variétés autochtones de ’'ITAFV présente un taux €levé
d’infection dépassant 56% (Tableau 10). Avec 84.38% de taux d’infection les vignobles de la
wilaya de Tizi-Ouzou sont les plus touchés par ce virus suive par les wilayas Boumerdes
(62.5%), Mascara (56.10%) et Alger (51.11%). Notons que la wilaya Ain Témouchent a montré
le taux d’infection (44%) la plus faible par ce virus (Fig. 14).
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Figure 14 : Prévalence de GRSPaV dans les régions prospectées

Le GVA est le deuxiéme virus du point de vue prévalence avec 36,63% d’infection. Il
est détecté chez tous les cépages testés a I’exception de cépage Valensi. Les cépages les plus
infectés par ce virus sont King’s Rubi (100%), Merseguerra (71,43%). La collection des variétés
autochtones de I'I[TAFV présente un taux ¢élevé d’infection dépassant 52%. Pour les autres
cépages le taux d’infection par le GVA est varié entre 20 et 38% (Tableau 10). Les vignobles
de la wilaya d’Ain Témouchent (40,62%) et Boumerdes (40%) sont les plus affectés par ce
virus, suive par les wilayas Tizi-Ouzou (37,50 %) et Mascara (34,15%). Notons que la wilaya
Alger a présenté le taux d’infection (28,89 %) la plus faible (Fig. 15).
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Figure 15 : Prévalence de GVA dans les régions prospectées.
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Avec un taux d’infection de 2,97 %, le GVD s’est révélé etre absent dans les cépages
King’s Rubi et les cépages de cuve Alicante, Carignan, Valensi et Merseguerra. Ce virus a été
particulierement détecté dans les variétés Muscat d’Alexandrie (4%), Dattier de Beyrouth
(2,86%), Cardinal (4,55%) et Gros noir (4%). La collection des variétés autochtones de
I’ITAFV présente un taux faible d’infection (4,35%) (Tableaul0).

3.1.1 Discussion

Au cours de cette étude, nous avons pu prouver que la maladie du complexe du bois
strié de la vigne est présente dans tous les vignobles prospectés avec un taux d’infection globale
de 68,8 %. Les analyses moléculaires par RT-PCR ont permis de détecter les trois virus testés
GVA, GVD et GRSPaV. Le virus GRSPaV était le plus répandu avec un taux d'infection de
57,9 % suivis par le GVA avec un taux d'infection de 36,6 %. Cette étude a permis aussi de

mettre en évidence pour la premiere fois la présence du GVD en Algérie.

En Algérie, la maladie du complexe du bois est tres peu étudiée ; seul le travail
préliminaire a été réalisé par Lekikot et al. (2012) porté sur la prévalence des virus GVA et
GVB en Algérie. Néanmoins, nous avons étudié la prévalence de deux autres virus associés au
complexe du bois strié de la vigne : le GVD et le GRSPaV. Lehad et al. (2015) considérait la
maladie de I'enroulement foliaire comme la maladie de la vigne comme étant la plus répandue
en Algérie avec un taux d'infection de 55,7%. Cependant, nos résultats montrent que la maladie

du bois strié semble étre la plus répandu avec un taux d'infection de 68,8 %.

Le virus GRSPaV peut étre considéré comme le virus de la vigne le plus prédominant
signalé jusqu'a présent en Algérie avec un taux d'infection de 57,92%. La forte incidence du
GRSPaV dans le vignoble algérien n'est pas surprenante puisque c¢’est I'un des virus les plus
répandus dans de nombreux pays viticoles du monde. En effet il est le plus important du point
de vue distribution dans les vignobles du Portugal (44 %) (Digiaro et al., 1999), Espagne (49
%) (Fiore et al., 2016), Italie (74 %) (Digiaro et al., 1999), Kosovo (80,4 %)(Dida et al., 2012).
L'infection élevée des vignobles du monde par ce virus pourrait étre attribuée essentiellement a
la transmission par le matériel végétal de multiplication et aussi a leurs contributions avec
d’autre virus a la création de plusieurs maladies virales telle que Grapevine veinnecrosis (GVN)
et Syrah decline (SD). Par conséquent, la detection de GRSPaV avec un taux élevé d’infection
dans les vignobles prospecté suggére l'existence d’autres maladies qui n'ont pas encore été

signalées en Algérie. Les mécanismes de transmission naturelle du GRSPaV sont encore
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inconnu, bien que le GRSPaV soit présent avec une incidence élevée dans les régions viticoles
du monde entier et méme chez les vignes sauvages dans le bassin méditerranéen(Pacifico et al.,
2016).

Le deuxieme virus associé au bois strié en Algérie est le GVA, qui est présent avec une
prévalence de 36,63%, une valeur est plus élevée par rapport aux études précedentes de Lekikot
et al. (2012) (19%). Cette différence de valeurs peut étre expliqué par la sensibilité des tests
RT-PCR qu’on a utilisé par rapport aux tests sérologique utilisé par Lekikot et al. (2012). Le
virus GVA est tres répandu dans de nombreux pays viticoles. En effet il est important dans les
vignobles de la Tunisie (taux d'infection : 47,9 %) ( Selmi et al., 2017), au Maroc (plus de 80%)
(Digiaro et al., 1999), au Liban (32,4 %) ( Haidar et al., 1996), en Italie (41 %)(Digiaro et al.,
1999), en Turquie (55 %)(Digiaro et al., 1999), en Palestine (66,1 %) (Alkowni et al., 1998) et
en Egypte (67,9 %) (Ahmed et al., 2004). D'autres études ont révélé une faible prévalence de
GVA en Afrique du Sud (19,3%)(Jooste et al., 2015), Malte (12 %) (Digiaro et al., 1999),
Kosovo (11,1 %) (Dida et al., 2012), Portugal (6 %) (Digiaro et al., 1999), Russie (6 %)
(Porotikova et al., 2016), et la Chine (4,7 %) (Fan et al., 2013). Le taux éleve d'infection par
GVA dans le vignoble Algérien est essentiellement da a la propagation par le matériel végétal
infecté et par les cochenilles. Le P. ficus (Signoret, 1875), une cochenille signalée comme
vectrice des virus du bois strié, a été signalé en Algérie (Bissaad et al, 2017). La présence de
cet insecte peut expliquer la grande distribution de cette maladie en Algérie.

Dans ce travail, le GVD a été détectée avec un taux d'infection tres faible0.2 %, une
prévalence tres faible a été rapporté par Abou-Ghanem et al., (1997). Cependant plusieurs
auteurs ont signalé la présence de ce virus, mais avec des taux d'infection plus élevés. En
Tunisie, le virus a été détecté avec un taux d'infection de 31,5 % (Selmi et al., 2017) en Italie,

un taux d'infection de 31 % a été documenté (Boscia et al., 2001).

Les résultats du test RT-PCR ont montré que I’infection mixte par le GVA et le GRSPaV
était assez considéerable, avec un taux d'infection de 26,73 %. Cette infection mixite a été
observé aussi dans plusieurs pays viticoles. En Tunisie, I’infection mixte par ces deux virus a
été révéle avec un taux d'infection de 56,8 % (Selmi et al., 2017). En Italie et en Espagne,
I’infections mixtes parle GVA et le GRSPaV a également été signalées (Fioreet al., 2016;
Sabella et al., 2018). Ces résultats suggérent qu’il y a une corrélation positive de prévalence

entre ces deux virus.
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3.2 Etude de la diversité génétique du GRSPaV

3.2.1 Comparaison nucléotidique

Dans le but d’étudier les relations nucléotidiques existantes entre les isolats séquencés,
nous avons réalisé une matrice de similitude nucléotidique par le logiciel MEGA X version 10.
Ainsi, sur la base d’un alignement de 662 nucléotides du géne de la protéine capsidiale, nous
avons realisé une comparaison nucléotidique entre les isolats algériens séquences et les
séquences représentatives des groupes phylogénétiques décrits par Selmi et al., (2020). Les
résultats obtenus montrent que le pourcentage de similitude entre les séquences est variée de 76-
99%. L'isolat Algérien DZ-GRSPaV-N18 a montré une similitude plus importante dans cette
¢tude avec l’isolat CG1 (99% d'identité). Alors que la plus faible valeur de similitude est
enregistrée entre les deux isolats Algériens DZ-GRSPaV-N15 et DZ-GRSPaV-N17 avec un
taux de 76%. On note que la comparaison nucléotidique entre les 09 isolats algériens a révélé

un pourcentage de similitude variant de 76-97% (Tableau 12).

L’analyse de de similitude entre les séquences des isolats DZ-GRSPaV-NQ9, DZ-
GRSPaV-N10, DZ-GRSPaV-N14 et DZ-GRSPaV-N15 montrent un pourcentage allant de 91a
96%. Ces isolats présentent 92% d’identité avec I'isolat représentatif du groupe IV strain syrah,
par contre ils ne présentent que 83.5 % avec l'isolat représentatif du groupe ICG1, 85 % avec
I'isolat représentatif du groupe Il MG et 83 % avec l'isolat représentatif du groupe Il BS
(Tableau 12).

Les séquences des isolats DZ-GRSPaV-N16 et DZ-GRSPaV-N18 révélent des
pourcentages de similitude respectivement de 1’ordre de 79-94% et 77-99% avec tous les isolats
analysés lors de cette ¢tude. L’isolat DZ-GRSPaV-N16 présentent une d’identité importante
avec l'isolat représentatif du groupe 1l MG (94%) alors que I’isolat DZ-GRSPaV-N18 montrent
une d’identité importante avec l'isolat représentatif du groupe de groupe | CG1(99%). La
comparaison nucléotidique a révélé que les isolats GRSPaV-N16 et GRSPaV-N18 présentaient
une identité de 1’ordre de 90% (Tableau 12).
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Tableau 12 : Pourcentage d’identité entre les isolats algériens et les isolats représentatifs des groupes phylogénétiques du GRSPaV.

DZ-_

DZ-_

DZ-_

DZ-_

DZ-_

DZ-_

DZ-_

DZ-_

Dz-

GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | GRSPaV | CG1 | MG | Bs | SN | by | orRPN24b | LSL | Avog
-N9 -N10 -N11 -N13 -N14 -N15 -N16 -N17 -N18 _Syrah
DZ-_GRSPaV-N9 | 100
DZ- GRSPaV-N10 | 96 100
DZ- GRSPaV-N11 | 85 87 100
DZ- GRSPaV-N13 | 83 85 92 100
DZ- GRSPaV-N14 | 90 01 89 87 100
DZ- GRSPaV-N15 | 93 03 82 79 87 100
DZ-_GRSPaV-N16 | 83 84 83 83 87 80 100
DZ-_GRSPaV-N17 | 80 82 90 97 84 76 80 100
DZ- GRSPaV-N18 | 80 82 80 80 84 78 90 77 100
CG1 80 82 80 80 85 78 90 78 99 100
MG 81 82 80 81 84 78 94 78 89 90 | 100
BS 80 82 90 95 84 76 80 96 79 78 | 79 | 100
Strain_Syrah 94 95 86 84 92 92 85 81 82 82 | 83 | 80 | 100
PN 81 83 86 88 81 77 79 87 79 80 | 77 | 86 | 81 |100
ORPN24b 82 84 83 83 83 79 81 83 79 79 | 78 [ 84 | 82 | 80 100
LSL 82 83 83 83 83 79 82 82 80 80 | 82 | 82| 83 |81 82 100
AV99 81 82 82 82 83 77 82 81 81 82 | 81 | 79| 8 |81 79 81 | 100

CG1(AF057136.1)

(AY368590.1) : isolat représentatif du groupelV ; PN (AY368172.2) : isolat représentatif du groupeV ; ORPN24b (FJ943356.1) :
LSL(KR054735.1) : isolat représentatif du groupeVII ; AV99(LT855243.1) : isolat représentatif du groupeVIIl.
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La comparaison nucléotidique entre les séquences des isolats DZ-GRSPaV-N11, DZ-
GRSPaV-N13 et DZ-GRSPaV-N17 montrent un pourcentage de similitude variant de 92-97%.
Ces isolats présentent une d’identité moyenne de 94% avec l'isolat représentatif du groupe II1
BS, par contre ils ne présentent que 82 % avec l'isolat représentatif des groupes | CG1 ; 82 %
avec l'isolat représentatif du groupe 11 MG et 86 % avec I'isolat représentatif du groupe IV strain
syrah (Tableau 12). Cependant la comparaison nucléotidique entre les séquences des isolats
représentatifs des groupes V, VI, VIl et VIII (PN, ORPN24 b, LSL et AV99) montre que le
pourcentage similitude est de I’ordre de 80-89% avec tous les isolats algériens.

Cette analyse suggére que les isolats algériens obtenus appartiennent au minimum a
4groupesphylogénétiques. Pour confirmer cette constatation, nous avons réalisé un arbre

phylogénétique.

3.2.2 Etude phylogénétique

L’analyse phylogénétique des séquences CP des isolats du GRSPaV algériens et des
séquences d'autres pays extraits de la base de données GenBank révele la présence de neuf
groupes distincts. Dont le groupes Il représentent le groupe le plus importants de cette
population (Fig. 16). La distance intra-groupe variait entre 99,4% et 94,2%. Cependant, la
distance entre les groupes variait entre 77, 9% et 89,6% (Annexe 03). Les 09 séquences
algériennes ont été réparties en quatre groupes : | ; Il, 111 et IV, dont quatre séquences ont été
regroupées dans le groupe 1V, trois dans le groupe I11, une séquence dans le groupe | et une

autre sequence dans le groupe II.

Une analyse de la similitude entre les isolats de chaque groupe et entre les groupes a été
menée a I’aide du logiciel MEGAX 10. Les résultats du pourcentage de la similitude intra
groupe a montré que les groupes | et VII présentent 99% d'identité. Les Groupes VI et Il
présentent respectivement 97%et 95% d'identité. Les groupes Il et IV présentent une identité
de 94%. Ces résultats indiquent les relations importantes existant entre les isolats de chaque

groupe (Tableau 13)

Tableau 13 : Pourcentage de similitude moyen au sein du groupe (%) pour le géne CP du
virus GRSPaVv

Groupes Groupe | | Groupell | Groupe lll Groupe IV | Groupe VI | Groupe VIl | Groupe VIII
Pourcentage de 99 95 94 94 07 99 96
similitude
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Figure 16 : Arbre phylogénétique des isolats du GRSPaV, construit avec les séquences d'un
fragment de 662 nt du gene de la protéine de la capside virale (CP)avec un pourcentage de
support d'amorgage (>50%) etl 000 bootstrap. ASPV (KF321967.1) a été utilisé comme

outgroupe et séquence représentative du groupe (m).
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L’étude de la similitude des nucléotidiques entre groupes a permis de montrer que les
deux groupes | et Il ont présenté le pourcentage le plus important avec 89,6% d’identité. Alors
que la similitude la plus faible a été enregistré entre les groupes Il et V avec un pourcentage de
77,9% d’identité. Le groupe | présente une similitude avec les autres groupes variant entre 79
et 89,6%, de 77.9 a 89,6% pour le groupe Il, 79-83,7%et 80,8-82,5%respectivement pour
groupe 11 et IV. On note que les autres groupes V, VI, VIl et VIII ont présenté respectivement
une similitude avec les autres groupes de 77,9 - 86,6%, 78,4-82,4%, 80,1-82,7% et 79,9-81,6%.
Ces résultats montrent que les groupes définis dans cette étude présentent des différences

nucléotidiques considérables (Tableau 14).

Tableau 14 : Pourcentage de similitude moyen entre groupe pour le géne CP du virus

GRSPaV.
Groupes Grolupe Grcl):Jpe GrlollIJpe Grlo\l/Jpe Gr('il/,lpe Gr\o/ulpe Gr\c;lIJIpe G\r/olllJIpe Out?)r(oup
Groupe | 100
Groupe Il 89,6 100
Groupe 11 79 80,1 100
Groupe IV 81,4 82,5 81,7 100
Groupe V 79,3 77,9 86,6 80,8 100
Groupe VI 81,6 78,9 83,7 82,4 80,3 100
Groupe VII 80,1 81,4 82,7 82,2 80,5 81,3 100
Groupe VIII 81,6 81,7 81,4 81 81,1 81 81 100
Outgroup IX 4,9 4,5 8,1 9,1 7,6 3,8 8,7 8,2 100

3.2.3 Discussion

L’¢tude des relations nucléotidiques pour le gene CP entre les isolats du GRSPaV
montre que le pourcentage de similitude entre les séquences varie de 80 a 99%. L'isolat Algérien
DZ-GRSPaV-N18 a montré une similitude la plus élevée dans cette étude avec I’isolat
GRSPaV-CG1 (99% d'identité). L’analyse montre que certains isolats sont fortement liés.
Ainsi, les isolats DZ-GRSPaV-N09, DZ-GRSPaV-N10, DZ-GRSPaV-N14 et DZ-GRSPaV-
N15montrent une similarité nucléotidique élevée et présentent des différences considérables
par rapport aux isolats isolatsDZ-GRSPaV-N11, DZ-GRSPaV-N13 et DZ-GRSPaV-N17 qui
présentent une identité allant de 92-97%. Les deux isolats DZ-GRSPaV-N16 et DZ-GRSPaV-

N18présentent une faible identité entre eux et avec les autre isolats Algeriens. Ces résultats
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rejoignent completement ceux rapportes par plusieurs auteurs. Selmi, et al., (2020) révelent une
grande variabilité des isolats tunisiens pour les genes CP, avec une identité nucléotidique
variant de 71% a 100%. Hu et al. (2015) révelent également une grande variabilité des isolats
chinois avec une identité nucléotidique variant de 82 % a 98%. Alabi et al., (2010) montrent
une variabilité génétique importante des isolats américains pour les deux génes CP et RdRp du

GRSPaV, avec une identité nucléotidique variant de 79% a 100%.

Une étude phylogénétique du géne CP a été réalisé pour les isolats séquencés lors de
cette étude et des isolats téléchargés a partir de la banque de génes GenBank. L’arbres
phylogénétique construit confirme les résultats obtenus lors de la comparaison nucléotidique
des isolats algériens. L’analyse révéle la présence de neuf groupes distincts. Les séquences
algériennes du GRSPaV obtenu a partir des cépages de cuve et de table ont été réparties en
quatre groupes : I ; 11, 111 et IV, dont la majorité (07) des séquences ont été regroupées dans le
groupe 111 et V. Nos résultats concordent avec plusieurs auteurs. En Tunisie, Selmi et al.,
(2020) ont rapporté que les séquences tunisiennes ont été réparties en quatre principaux
groupes: 1 ; 11, Il et IV, dont le groupe 111 qui contient essentiellement les isolats issus de vignes
commerciales. Cependant cette étude a révélé deux nouveaux groupes constitués d'isolats
tunisiens issus de vignes cultivées, spontanees et autochtones. Ceci suggére I’hypothése que les

habitats naturels confinés pourraient constituer une nouvelle source de diversité.

Plusieurs auteurs ont étudié la distribution des variants du GRSPaV. Meng et al., (2006)
indique que les isolats provenant de cépage de table et de cuves des trois pays Etats-Unis,
Canada et I’Italie sont réparties dans quatre groupes : I, 11, III et IV. IIs rapportent que 68% des
GRSPaV sont des variants du groupe | et 1l et 24 % sont des variants du groupe 111, alors que
seulement 08% sont des variants du groupe IV. Une autre étude récente réalisée par Hooker
(2017) rapporte que plus de 50 % des variants des Etats-Unis sont regroupés au groupe 1V et

23% des variants sont regroupés au groupe I.

Cette distribution peut étre due a la grande commercialisation du matériel végétal infecté
par ces variants. D'autres études supplémentaires sur le taux d'infection des variétés autochtones
et de vigne sauvage sont nécessaires pour comprendre la distribution et I'évolution de ce virus
dans différentes régions en Algérie. Une enquéte plus approfondie sur la transmission du
GRSPaV s’avere nécessaire pour comprendre son epidémiologie et la présence de nouvelles

variantes génétiques dans d'autres environnements naturels.
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3.3 Inventaire des cochenilles farineuses potentiellement vectrices des virus de la vigne

La recherche des cochenilles farineuses a permis de montrer que la plupart des vignobles
prospectés sont attaqués par les cochenilles. Ce sont des insectes polyphages a appareil buccal
du types piqueurs suceurs, qui se nourrissent du phloeme. Elles sont actuellement considérées
comme un parasite principal responsable de nombreux deégats et notamment dans la

transmission des virus du bois strié de la vigne.

3.3.1 Prospections

La détection des cochenilles était trés difficile en raison la nature cryptique de cet
insecte. Plusieurs signes nous ont permis de détecter cette cochenille dont le premier signe
visible est la présence de fourmis car ces derniéres sont souvent associees aux cochenilles en
raison de leur attraction pour le miellat. Cependant, certains signes visibles peuvent aussi mettre
en évidence leur présence telle que les masses cotonneuses de cire blanche sous 1’écorce (Fig.
17).

Figure 17 : Fourmis et masse cotonneuse de cire blanche sous I’écorce.
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Les prospections realisées dans les différentes zones viticoles des régions d’étude ont
révelé la prédominance des especes de cochenilles farineuses par rapport aux autres types de
cochenilles. Alors que nous avons constaté 1’absence de ces cochenilles farineuses chez les

parcelles de vigne de table récemment cultivées.

La détection realisée dans différentes parcelles prospectées ont permis de collecter plus
de 250 femelles de cochenilles appartenant essentiellement a la famille des Pseudococcidae.
Les cochenilles farineuses ont été trouvées sur toutes les parties de la plante racine, tronc,

rameaux et feuilles et dans tous les vignobles prospectés (Fig. 18).

Au travers des prospections qui ont été réalisées au champ sur des parcelles de
Mostaganem et d’Ain Témouchent, Il a été observé que la cochenille farineuse de la vigne
redémarre son activité apres une phase d’hibernation et au printemps elles commencent a se
multiplier et s’alimenter de nouveau. Entre fins mars et début avril, nous avons observé la
naissance des premieres générations dont les individus ont commencé a migrer le long de la
tige de la plante, en restant protégés sous 1’écorce. Entre mai et la premiere décade de mois
d’aout, les cochenilles ont été observées principalement sur le tiers supérieur du tronc, sur les
rameaux et des bourgeons. Durant cette période les conditions deviennent favorables a leur
développement (25 a 36 °C et humidité dépasse généralement les 60%) le taux d’infestation
augmente avec des symptdmes de suintement de miellat a été observeé sur le long des ceps. Entre
fin d’aout et septembre il été constaté que le développement les cochenilles est diminué de

facon remarquable.
3.3.2. Identification morphologique

L’identification morphologique des cochenilles s’appuie sur des caractéristiques
morphologiques spécifiques a chaque espéce. Elle est réalisée par observations a la loupe
binoculaire. La plupart des caractéres étudiés sont externes base sur la forme de la face

postérieurs de I’insecte.
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Figure 18 : Infestation du tronc, rameaux et feuilles par les cochenilles farineuses

Planococcus spp.
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L’observation sou la loupe binoculaire des cochenilles a permis de caractériser un corps
de consistance molle, de forme ovale, aplati et distinctement segmenté. Sur la bordure latérale
du corps se situent les filaments caudaux, qui s’étirent horizontalement et deviennent
progressivement plus courts vers la téte. La taille de la femelle adulte des cochenilles observés
varie entre 2,5 et 4 mm de long, elle ne possede pas de division marquée entre téte, thorax et
abdomen. Son corps orange clair est recouvert d’une cire pulvérulente blanchatre qui lui donne

I’aspect farineux (Fig. 19).

Antennes

Des paires defilamentscireux, courts
situéstout autour ducorps

Pattes

Paire terminale de filaments
plus longue

Figure 19 : Observation sous la loupe de Planococcus sp.

A : Cochenille de forme aplati B : Cochenille de forme ovale
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La caractérisation morphologique ainsi que les préparations microscopiques des
femelles adultes ne permettent de reconnaitre que le genre Planococcus. L’identification des
espéces était d’autant plus délicate que les vignes peuvent étre attaquées par les deux especes
morphologiquement tres apparentées P. ficus et P. citri. La distinction entre les deux especes
nécessite 1’expertise d’un taxonomiste et se fait sur la base de critéres morphologiques
microscopiques qui requiérent une coloration et un montage entre lame et lamelle d’une femelle
adulte .La technique moléculaire PCR est nécessaire pour faciliter la discrimination des especes

morphologiquement trés similaires.

3.3.3. Identification moléculaire

L’identification moléculaire des deux espéces P. ficus et P. citri, a été réalisée par une
amplification PCR d’un fragment spécifique de chacune des deux espéces (FicusFor3 et
FicusRev3 et CitriForl et CitriRevl) et a permis de confirmer la présence P. ficus en Algérie.
L’amorce utilisée pour la détection du P. ficus a amplifié une bande de 239pb observée apreés

une migration sur gel agarose a 2% (Fig. 20).

500pb

239pb

200pb

Figure 20 : Analyse électrophorétique sur gel d’agarose des produits de la PCR de

cochenilles farineuses analysée.
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3.3.4. Discussion

L’étude de I’inventaire des populations des cochenilles a permis de montrer que les
cochenilles farineuses ont été rencontré sur toutes les parties de la plante et dans tous les
vignobles prospectés a I’exception des parcelles de vigne de table récemment cultivée. Nos
résultats concordent avec plusieurs auteurs, qui confirment qu’en Algérie, les cochenilles
farineuses sont I’un des groupes d’insectes qui constituent les bioagresseurs les plus importants
sur de nombreuses essences fruitieres et forestieres (Hoceini 2015 ; Bissaad, et al., 2017et
Arouaet al., 2019).

Les différentes prospections menées au cours de I’année 2020 dans les régions d’étude,
ont révélé I’existence d’une espéce de cochenilles farineuses P. ficus. Elle a pu s’installer sur
les toutes les variétés de vignes examinées. Cette dominance peut étre attribuée a son potentiel
biotique, notamment, en présence de son hote préféré, qui est la vigne. Ben-Dov, (1994) indique
que P. ficus est I’'une des cochenilles les plus nuisibles sur le bassin méditerranéen ou son
attaque sévit intensivement sur une panoplie d’espéces hotes, la vigne constitue 1'un de ses

principaux hotes.

L’importance des pullulations des espéces de cochenilles varie d’un pays a un autre mais
d’une fagon générale, P. ficus demeure la cochenille la plus abondante sur vigne (Ben-Dov
1993 et Cox, 1989). Sa prédominance a été notée en Algérie (Bounaceur et al., 2018),en
Californie (Daane et al., 2004), en Italie (Duso et al. 1990), Iran (Fallahzadeh et al., 2009)et en
Afrique du Sud (Walton & Pringle, 2004). Par contre en Tunisie P. citri était plus abondant
dans tous les sites inspectés (Mahfoudhi 2008). Plusieurs auteurs rapportent aussi que P. ficus
est actuellement I’especes la plus dominante dans plusieurs pays viticoles au monde, en
particulier en Californie, au Canada, I’Europe, le Moyen-Orient, I’Amérique du Sud, I’ Afrique
du sud et les pays méditerranéens (Ben-Dov, 1994; Cox, 1989).

Les cochenilles rencontrées sur les ceps dans les régions d’étude, ont présenté une
activité intense durant la période entre mai et la premiére décade de mois d’aout. Cette forte
contamination est également observée sur les vignobles de Mitidja par Bounaceur et al.,
(2018)durant trois mois juillet, aott et septembre. D’autres recherches ont mentionné que le pic
d'infestation par les cochenilles farineuses sur vigne s’observe au cours de la période
estivale(Daane et al., 2004; Mahfoudhi & Dhouibi, 2009; Mansour et al., 2009; Walton &

Pringle, 2004).Ce décalage de mois observé dans notre étude peut étre attribué aux variations
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climatiques des régions d’étude. L’influence des facteurs climatiques notamment les
températures et le taux d’humidité relative exercent une tres forte influence sur les cochenilles
farineuse(Sforza, 2000).

Plusieurs études ont montré le role de P. ficus dans la transmission des virus associés a
la maladie du bois strié(Boscia et al., 1993; Le Maguet et al., 2012; Rosciglione et Castellano,
1985). Les premiers travaux sur son implication dans la transmission du GVA et GVB datent
des années 1980(Rosciglione & Castellano, 1985).Des études de transmission des virus GVA
et GRSPaV par la cochenille farineuse P. ficus sous les conditions controlées devrait étre

entreprise dans les prochaines années.
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Conclusion

La maladie du bois strié de la vigne est causée par un complexe viral composé de six
virus appartenant aux deux genres de la famille Betaflexiviridae. En Algérie, la maladie du
complexe du bois est tres peu étudiée, alors que toutes les données sur cette maladie sont d'une
grande importance pour tous les programmes de protection. Notre travail avait pour objectif
d’étudier ’¢tiologie de la maladie du bois strié de la vigne en Algérie.

Plusieurs études sur la prévalence des virus du bois strié de la vigne ont été menées a
travers le monde et ont révélé une grande propagation de ces virus ce qui les rendent comme
étant les virus les plus répandus a travers le monde. En Algérie, peu de travaux leurs ont été
consacrés. L’étude de prévalence menée au cours de cette thése nous a permis d’avoir une vue
d’ensemble sur la maladie du bois stri¢ de la vigne en Algérie. Ainsi, les résultats d’analyses
moléculaires RT-PCR montrent clairement que la maladie du bois strié est présente chez tous
les vignobles prospectés avec un taux d’infection globale de 68.8%. L’étude a permis de mettre
en évidence ’existence de trois virus associés a cette maladie GVA, GVD et GRSPaV.
L’analyse moléculaire nous a permis d’étudier la prédominance de chaque virus. Les résultats
montrent que le GRSPaV est le virus le plus répandu en Algérie suivi par le GVA puis du GVD
et réveéle que I'infection mixite du GVA et du GRSPaV est plus importante avec un taux
d'infection de 26,73 %. Le GVD a été détecté pour la premiére fois en Algérie dans 6
échantillons sur 202.

Une comparaison au niveau nucléotidique a été réalisée pour le GRSPaV. Les résultats
obtenus montrent que le pourcentage de similitude entre les séquences varie de 80- 99%.
L’analyse révele des similitudes importantes entre certains isolats. Une étude phylogénétique a
été réalisée pour mettre en évidence la structure de la population du GRSPaV et la distribution
des isolats analysés dans les différents groupes phylogénétiques. L’analyse des sequences de la
capside virale (CP)du GRSPaV a permis de révéler la distribution des isolats algérien dans
quatre groupes phylogenétiques, dont la majorité des séquences ont été regroupées dans le
groupe Il et IV.

L’étude des cochenilles a permis de montrer que les cochenilles farineuses ont été
rencontre sur toutes les parties de la plante et dans tous les vignobles prospectés a 1’exception

des parcelles de vigne de table récemment cultivée. La présence de fourmilieres prés du
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vignoble et/ou de fourmis sur la plante peut étre un signal indiquant des foyers de contamination
par la cochenille farineuse. L'identification morphologique de P. citri et P. ficus est tres difficile
et nécessite une grande qualification taxonomique. L’analyse par PCR a permis d’identifier une
espéce de cochenille farineuse P. ficus dans les vignobles prospectés. Cette étude a permis de
signaler que les cochenilles farineuses sont tres répandues. En tant que ravageurs, leur effet est

certain

Pour une meilleure compréhension de la prédominance des virus étudiés, il est
nécessaire de réaliser des recherches sur les modes de propagation de ces virus en Algérie par
la mise au point de 1’état sanitaire des parcs a bois et le circuit du matériel végétal a travers le
territoire national ainsi que sur les différents vecteurs et leur réle dans la dissémination des

Virus.

Le séquencage d’une partie du génome des isolats algériens a permis de les répertorier
dans des bases de données internationales et fournira des données précieuses sur I’appartenance
phylogénétique des différents variants. D’autres travaux sont nécessaires, notamment sur la
recherche des autres virus associés a cette maladie pour une compréhension globale de cette
maladie en Algérie. Les résultats permettront de mettre en place des programmes de prévention

et proposer des méthodes de lutte efficaces.
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Annexes

Annexe 1 : cépage Autochtones de la collection ITAF

N° cepage Autochtones
1 Ahmar machtras
2 Tiziounine
3 Ahchichene
4 Farana noir
5 Aberkane
6 Tadelith
7 Kabylie aldebert
8 Raisin de bouni
9 Adadi des bibans
10 Ahmar de mascara
11 Ain el couma
12 Ain el kelb
13 Farana Muscat noir
14 Muscat d’adda
15 El awali
16 Toutrisin
17 Sid ahmeddraaelmizane




Annexe 02 :

1- Tampon RT-PCR

1- Tampon d’extraction des acides nucléique totaux (TNA)

a- Tampon de broyage (pour 50 ml)

- 23,65 gr thieosanate Guanidine (4M)

- 1,36 gr NaOAc (0,2 M) Ph : 5,2-5,5

- 0,465 gr EDTA 25mM

4,9 gr KOACc 1,0 M

- 50 ml d’eau distill¢ stérile (ajouter lentement et avec attention)
- 1,25 gr PVP-40, 2,5 % (ajouter aprés avoir fait la stérilisation)
- 1,2 ml CH3COOH pour ajuster le Ph (5,6- 5,8).

2- Tampon de lavage (pour 10ml)
e 100 pltrisHCIIMpH 7,4
e 100ul EDTA 0,5M
e 10ul NaCl 5M
e 5 mld’eau distillé

o Stérilisé le tout puis ajouter :

5ml éthanol absolu (la concentration finale doit étre 50% éthanol).
3 - Préparation du TBE (pour 1 L)

o 121 grtris

e 61,3 gracide borique

e 37grEDTA
4 - Préparation du Nal

e 1,875 gr Na2Sos distillé dans 30ml

e 90 gr Nal distillé dans 50ml



e Apres dissolution compléter a 100ml puis mettre dans 1’autoclave a 120°C

pendant 30 minutes

6 - préparation du grinding buffer, pH=5,8. Pour un volume de 500ml.

236,4 gr Guanidine thiocyanate (4M) dans 100ml I—
e 8,203 gr NaOAc (0,2 M) Anhydre dans 100ml Il —*
e 4,653 gr EDTA (25mM) -11049,07 gr KOAC (1IM) It—>
e Meélange des composés -1- et -11- jusqu'a dissolution puis ajouter lecomposeé -I11
e Ajuster le pH a 5,2 avec de I’acide acétique.
e Ajuster le volume jusqu'a 500ml
e Mettre a I’autoclave 120°C pendant 20min
e Ajouter 2,5% de Polyvinylpyrrolidone 40 (PVP 40)
7 - Préparation du silica (silica dioxyde).
e 060 gr de Silica dans 500ml d’eau distillé
e Laisser 24 heures en température ambiante
e Jeter 470ml du surnageant
e Compléter le reste (30ml) jusqu'a 500ml avec de I’eau distillé
e Agiter jusqu'a dissolution du culot
e Déposer pour décantation pendant 5 heures
e Jeter 440 ml du surnageant
e Ajuster les 60 ml restants a un pH de 2,0 avec du HCI

e Autoclave a 120°c pendant 20min puis stockage a 4°C



Annexe 03 :

Tableau : Nom, origine et numéro d’accession des séquences des isolats du GRSPaV téléchargé a

partir de GenBank utilisées dans 1’étude phylogénétique.

N° N° accession Isolat Groupe Origine
1. AY881627.1* BS i Canada
2. KX274277 1 SK30 i Slovakia
3. KX958435.1 CS-BR i Brazil
4, MG938298.1 isolate 29 clone 3 complete I France

genome

5. MG938347.1 MBES I France
6. KX274274.1 SK704 i Slovakia
7. KT948710.1 VF1 T Brazil
8. MG938313.1 AMME Il France
9. MN228487.1 Regent-BE Il Belgium
10. AY368172 2% RSPaV-PN v USA
11. MG938328.1 EVB47 Il France
12. MG938296 1 isolate 29;elggﬁ1i complete Il France
13. KR054734.1 GRSPaV-JF Il China
14, KT948710.1 VF1 Il Brazil
15. L T855245.1* AV157 VI Tunisia
16. FJ943356.1* ORPN24b VI USA
17. KFE731969 1 LN-PTYHH-3 I China
18. MG938323.1 BS53 Il France
19. MW401838.1 GRSPaV-C5 T India
20. F3943311.1 ORPNS i USA
21. KT008376.1 VVSY1 T Brazil
22. KFE731969 1 LN-PTYHH-3 I China
23. HO396742.1 MSAS1-1 T Italy
24, KRO54735.1* GRSPaV-LSL VIl China
25. KX274277 1 SK30 I Slovakia
26. LT855243 1% AV99 Vi Tunisia
27. MW401836.1 GRSPAV-B2 Viil India




28. MT454064.1 TS GRSPaV VIl India
29. LT855232.1 VS56 1 VIl Tunisia
30. FR691076.1* GRSPaV-MG I Italy
31. MG938347.1 MBES I France
32. MG938341.1 EVC60 I France
33. KX035006.1 SGMi I France
34. KX035003.1 SGM4 I France
35. AF057136.1* GRSPaV-CG1 | USA
36. clone 1 complete genome I France
MG925334.1
37. AF026278.1 GRSPaV-CG | USA
38. HE591388.1 PG ! Italy
39. IX513892.1 GRSPAV 1050-02 | Canada
40. AY368590.1* strain Syrah v USA
41. MG938312.1 AMME v France
42. KX034997.1 SWT6 v France
43. KX034988.1 SWT1 v France
44, MW246585.1 TGB v USA

* Séguence de référence




Annexe 04 :

Tableau 01 : Distance intra-groupe.

Groupe Groupe VII | Groupe IV | Groupe Il Groupe 1l Groupe | Groupe VI G\rzt:lloe
Distance 0,00607 0,05782 0,05598 0,04618 0,01471 0,03091 0,04214
Tableau 01 : Distance entre les groupes.
groupe_VII | groupe_IV | outgroup_IX | groupe_Ill | groupe_Il | groupe_l | groupe_VI | groupe_VIII | groupe_V
groupe_VII
groupe_IV 0,178
outgroup_IX 0,913 0,909
groupe_ll1 0,173 0,183 0,919
groupe_lI 0,186 0,175 0,955 0,199
groupe_| 0,199 0,186 0,951 0,210 0,104
groupe_VI 0,187 0,176 0,962 0,163 0,211 0,216
groupe_V11I 0,190 0,190 0,918 0,186 0,183 0,184 0,201
groupe_V 0,195 0,192 0,924 0,134 0,221 0,207 0,197 0,189
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Rugose wood disease constitutes one of the major grapevine disease complexes causing
significant economic damage worldwide. It is widely distributed in all grapevine growing areas
of the world and com- prised of four individual syndromes, which may be caused by different
viruses. These syndromes are Corky bark, LN 33 stem grooving, Kober stem grooving and
Rupestris stem pitting (RSP). The present study focuses on the prevalence of three viruses
associated with rugose wood complex (RWC) in Algeria.

Field inspections and collection of symptomatic samples were conducted on autumn
2012 in the table wine and autochthone accession in the western and central regions of Algeria.
A total of 202 samples were tested by RT-PCR using specific primers for Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus D (GVD) and Grape- vine rupestris stem pitting associated virus
(GRSPaV).

The results of RT-PCR indicated the presence of the viruses GVA, GVD and GRSPaV
with 68,81% (139 out of 202 infected samples) total average infection rate. The results also
indicated the predominance of GRSPaV compared to the prevalence of GVA and GVD with an
infection rate of 57,92% vs. 36,63% (74 out of 202) and 2,97% (6 out of 202), respectively.
Mixed infections of these three viruses were not observed in any of the samples analysed,
however the mixed infection of GVA and GRSPaV was noted with a high rate of 26.73%. The
grapevine cultivars; Kings Rubi, Carignan and Merseguerra were the most infected, while the
Alicante Bouschet cultivar presented the lowest infection rate. To the best of our knowledge,
the present study reports for the first time on the presence of GVD in Algeria.

Keywords: GRSPaV, GVA, GVD, RT-PCR.

Rugose wood complex (RWC) is one of the most widespread graft-transmissible
diseases of grapevines (Martelli, 1993), it is comprised of several disease syndromes (Grapevine
Rupestris stem pitting, Kober stem grooving, Corky bark, LN33 stem groov- ing) (Martelli,
2014, 2017). 1t is caused by a complex composed of six viruses belong- ing to the familly of
Betaflexiviridae; Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D
(GVD), Grapevine virus E (GVE), Grapevine virus F (GVF) and Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus (GRSPaV) (Nakaune et al., 2008; Maher Al Rwahnih et al., 2012; Alabi
etal., 2013). It causes a delayed bud opening in spring, after a few years of planting some grapes

decline and die and others present a
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swelling (Martelli, 2014). Some of these viruses were found to be transmissible by mealy- bugs
(La Notte et al., 1997).

In several cases, plant material infected by viruses is the most effective way of dis- ease
propagation at short and long distances. Indeed, the vegetative propagation of shoots taken from
infected cultivars plays an important role in the spread of the RWC disease. For this reason, it
is important to use healthy mother vines, rootstocks and grafts (Galet, 1977).

In addition, studies on the vectoring of rugose wood disease in vineyards have led to the
identification of several species of mealybugs, insects which belong to the families of
Pseudococcidae and Coccidae and involved in the transmission of GVA, GVB and GVE : GVA
and GVB are transmitted by Phenacoccus aceris, Planococcus citri, Plano- coccus ficus (Tanne
et al., 1989; Rosciglione and Castellano, 1985), Pseudococcus affinis, Pseudococcus
longispinus (Rosciglione et al., 1983; La Notte et al., 1997) Pseudococcus viburni (Garau et al.,
1994). Pseudococcus comstocki, Heliococcus bohemicus (Zorloni et al., 2006),
Parthenolecanium corni (Coccidae) (Hommay et al., 2008), and Neopulvinaria innumerabilis
(Coccidae) (Zorloni et al., 2006). Often, GVA, GVB and GVE transmission occurs
simultaneously with Grapevine leafroll-associated virus-1 and Grapevine leaf- roll-associated
virus-3 (GLRaV-1 and GLRaV-3) (Herrbach et al., 2016). No vector has been identified for
GVD, GVF and GRSPaV (Le Maguet et al., 2012).

Some vectors of GVA and GVB were described in Algeria in several vineyards. Thus,
the dynamics of Planococcus ficus was studied in vineyards from the west of Alge- ria (Bissaad
etal., 2017)

Few studies were focused on the importance and widespread of this disease. It is essential
to know whether this disease is prevalent in Algeria, in order to set up research on the diversity
of the causal viruses and their vectors in Algeria. Viruses associated with the rugose wood
disease were reported previously in Algeria, based on analyses of samples collected from a
limited geographical area (Lekikot et al., 2012). Thus the main objective of this study is the
description of the occurrence of several viruses implicated in the RWC disease (GRSPaV, GVA
and GVD) and the search of the presence of additional RWC- associated viruses.

Materials and Methods

Field surveys and sample collection

In order to study the occurrence of Rugose Wood virus in Algeria, a total of 202 samples
were used to study the occurrence of GVA, GVD and GRSPaV. Sample collection was
conducted during the autumn of 2012 from the center and western regions of Algeria containing
commercial and autochthonous cultivars (Table 2).

Molecular analyses
Total nucleic acid extraction

Total nucleic acids (TNA) were extracted using 0.2 g of phloem tissues (cortical
scrapings) from each sample according to Foissac et al. (2001). The samples were ground in 1
ml extraction buffer (4 M guanidine thiocyanate, 0.2 M NaOAc pH 5.2, 25 mM EDTA, 1.0 M
KOACc pH 5.0 and 2.5% w/v PVVP-40) and mixed with 2% sodium meta- bisulfite as antioxidant.
The mixture was transferred into an Eppendorf tube containing 100 pl Sodium Lauryl Sarkosyl
(NLS 10%) and incubated at 70 °C for 10 min, then placed on ice for 5 min. After centrifugation
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at 13,000 rpm for 10 min, 300 pl of superna- tant were transferred to an Eppendorf tube to which
150 pl absolute ethanol, 300 pl 6 M Nal and 50 pl SiO2 (12% with PH 2) were added. The
mixture was stirred for 30 min at room temperature and then centrifuged at 6,000 rpm for 1 min.
The pellet was recovered and washed with 500 pl of washing buffer (50% STE 1X with PH 7,5,
50% absolute eth- anol), re-suspended in 120 pl of sterile distilled water, incubated for 3 min at
70 °C and then centrifuged at 13,000 rpm for 3 min. The supernatant containing the total nucleic
acids was transferred to new Eppendorf tubes and stored at -20 °C.

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) was performed for the
detection of Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus D (GVD) and Grapevine rup- estris
stem pitting-associated virus (GRSPaV) by using the specific sets of primers listed in (Table 1).

Table 1
Primers used for the detection of the viruses associated with rugose wood disease
Virus Primers Sequences Reference
Amplifiedproduct (bp)
GVA H7038 AGGTCCACGTTTGCTAAG 236 Mackenzie (1997)
C7273 CATCGTCTGAGGTTTCTACTAT
GVD CP7V CTTAGGACGCTCTTCGGGTACA 474 Abou-Ghanem et al.,
CP471C CTGCTCTCCAACCGACGACT (1997)
GRSPaV  RSP-H48 AGCTGGGATTATAAGGGAGGT 331 Limaetal., (2006)

RSP-C49  CCAGCCGTTCCACCACTAAT

Reverse transcription and amplification

TNA (10 pl) of each sample was mixed with 1 pl random primers (1 pg/pl) and 1.5 pl of
sterile water and denatured at 95 °C for 5 min. Reverse transcription was run for 1 h at 39 °C in
1 pl M-MLV (200 u/pl) (In- vitrogen Corporation), 4 pl buffer (5X Fs), 2 pI DTT (0.1 M) and
0.5 pl dNTPs (10 mM) and adjusted to a final volume of 25 pl with sterile distilled water. A
volume of 2.5 pl of the synthesized cDNA was used for PCR amplification using a mixture
containing 2.5 pl 10X Taq polymerase buffer, 1 pl MgCI2 (50 mM), 1 pl dNTPs (10 mM), 0.5
pl of each primer (20 pM) and 0.25 pl Taq polymerase (5 u/pl) (Invitrogen Corporation, CA,
USA\) and adjusted to a final volume of 25 pl with sterile distilled water. PCR reactions consisted
of one cycle at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles: denaturation at 95 °C for 30 s, annealing
at (52 °C/45 s, 54 °C/45 s, and 52 °C/45 s for GVA, GVD and GRSPaV, respectively) and
elongation at 72 °C for 1 min, and a final extension step at 72 °C for 7 min. The PCR products
were analyzed by electrophoresis in 1.2% agarose gels in 1XTBE buffer and visualized under
UV light after staining with Ethidium bromide.

Results

Virus detection and distribution

All samples collected from the central and western regions of Algeria were tested by RT-
PCR for the presence of GVA, GVD and GRSPaV. Results revealed the presence of the three
viruses in Algerian vineyards. Out of 202 samples, 139 (68.81%) were in- fected by at least one
of the above mentioned viruses. GRSPaV was the most prevalent with an infection rate of 57,9%
(117 out of 202) followed by GVA with 36,6% (74 out of 202) infection rate. GVD was detected
for the first time in Algeria in 6 samples out of 202 (2.97% infection rate). Furthermore, cultivar
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Kin’s Rubi was found totally infected by GRSPaV, followed by Carignan with 90%. The lowest
rate of GRSPaV infection was found in the cultivar Alicante Bouschet (35.7%).

The highest infection rate was found in the autochthonous grapevine collection of the
Institut Technique de 1’ ArboricultureFruitiere et de la Vigne (ITAF) with 78,3% fol- lowed by
the wine and table grapes which presented approximately equal prevalence. The table grape
King’s Rubi was most infected (100%) followed by the wine cultivar Carignan with 90%. The
wine cultivar Alicante Bouschet was the least infected (35,7%).

Results also revealed that the mixed infection of the GVA and GRSPaV viruses was the
highest with a rate of 26.73%. However, the mixed infection GVA and GVD showed a very low
rate (0.1%). Only one sample was reported in mixed infections between GVD and GRSPaV
(0.05%). We did not record any mixed infections of the three viruses GVA, GVD and GRSPaV
in all samples studied (Table 3).

Discussion

Only a few studies have addressed the presence of the Rugose Wood Complex (RWC)
virus disease in Algeria, although GVA and GVB have been reported previously by Lekikot et
al. (2012). Therefore, the present study focused on the prevalence of two other grapevine
viruses, GVD and GRSPaV. Thus, this is the first study that shows the presence of these two
viruses associated with RWC in Algeria.

Previously, Lehad et al. (2015) considered the grapevine leafroll disease (GLD) as the
most prevalent grapevine disease in Algeria with an infection rate of 55,7%. However, our
results highlight that RWC seems to be more prevalent than GLD with an infection rate of 68.8%
(Table 2). The three prospected viruses (GVA, GVD and GRSPaV) were found to occur with
different infection rates, with GRSPaV being the most prevalent.

Results obtained revealed the presence of GRSPaV, GVA and GVD in Algeria with
differences in their prevalence. For GVD, 6 out of 202 samples in the cultivars Gros Noir,
Dattier de Beyrouth, Muscat, Cardinal and the autochtonous grapevine germplasm collection of
ITAF were found to be infected (2.97 % infection rate). Up to now, no insect vectors for GVD
were reported. Several countries have reported the presence of this virus (GVD) but with higher
infection rates. In Tunisia, the virus was found to occur with an infection rate of 31.5% (Selmi
et al., 2017), in Italy, an infection rate of 31% was docu- mented (Boscia et al., 2001). On the
other hand, the GRSPaV was found in this study to be
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Table 2
Infection rates of samples tested for the presence of GRSPaV, GVA and GVD
Cultivar No. Regions Infection % GVA % GVD%  GRSPaV %
ofsamples
Table cultivars ~ Gros noir 50 Algiers,  Mascara, 64 (32/50) 38 4 52
Tizi-Ouzou
Dattier 35 A|gier5’ Mascara, 62,86 (22/35) 25,71 2,86 57,14
Ain  Temouchent,
Boumerdes
Muscat 25 Tizi Ouzou 76 (19/25) 36 4 68
Cardinal 22 Boumerdes 63,63 (14/22) 22,73 4,55 59,09
Kings Rubi 8 Boumerdes 100 (8/8) 100 0 62,5
Wine cultivars  Alicante 14 Ain Temouchent 35,71(5/14) 35,71 0 35,71
Bouschet
Carignan 10 Mascara 90 (9/10) 20 0 80
Valensi 8 Ain  Temouchent, 76 (6/8) 0 0 75
Mascara
Merseguerra 7 Ain Temouchent 85,71 (6/7) 71,43 0 57,14
autochthones autochtone 23 Mascara 78,26 (18/23) 52,17 4,35 56,52
Total 202 68,81% 36,63% 297%  57,92%
(139/202) (74/202)  (6/202)  (117/202)
Table 3
Rates (%) of the mixed infections of vine samples by the different viruses associated with rugose wood disease
Vitivirus GVD GRSPaV GVA
GVD / 0.05% (1/202) / 0.1% (2/202)
GRSPaV 26.73% (54/202) /

GVA

the more prevalent virus in Algeria with an infection rate of 68,8%. In Tunisia, this virus
(GRSPaV) was found to be also prevalent with an infection rate of 51.3%, while for South
Africa an infection rate of 36.8% was reported (Jooste et al., 2015). In addition, infection rates
for GRSPaV previously documented for different countries are as follows: Portugal (44%)
(Digiaro et al., 1999), Spain (49%) (Fiore et al., 2016), Italy (74%) (Digiaro et al., 1999),
Kosovo (80.4%) (Dida et al., 2012). Thus the virus (GRSPaV) may be considered as the most
predominant grapevine virus reported up to now in Algeria (infection rate: 68,8%.). In contrast,
Lehad et al. (2015) reported that in Algeria GLRaV-3 has a preva- lence (infection rate) of only
44%.

GVA was reported to be significantly prevalent in Tunisia (infection rate: 47.9%) (Selmi
etal., 2017), Lebanon (32.4%) (Haidar et al., 1996), Italy (41%) (Digiaro et al., 1999), Turkey
(55%) (Digiaro et al., 1999), Palestine (66.1%) (Alkowni et al., 1998) and Egypt (67.9%)
(Ahmed et al., 2004). On the other hand, the virus was reported to be less prevalent in other
countries, e.g. in South Africa (infection rate: 19.3%) (Jooste et al., 2015), Malta (12%) (Digiaro
et al., 1999), Kosovo (11.1%) (Dida et al., 2012), Portugal (6%) (Digiaro et al., 1999), Russia
(6%) (Porotikova et al., 2016) and China (4.7%) (Fan et al., 2013).

Importantly, the mixed infection by GVA and GRSPaV was quite considerable with an
infection rate of 26.73%. Similarly, previous research has reported the association of GVA and
GRSPaV in several other countries. For example, in Tunisia, this mixed infection was found to
occur with an infection rate of 56.8% (Selmi et al., 2017). In Italy and Spain mixed infections
between these two viruses were also reported (Fiore et al., 2016 Sabella et al., 2018). These
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results showed that there is a positive correlation of preva- lence between these two viruses.

The mealybug Planococcus ficus (Signoret, 1875) reported as a vector for RWC viruses
was signalled in Algeria (Bissaad et al., 2017). The presence of vectors of this disease may
explain the large distribution of this disease in Algeria.
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Etiologie de la maladie du bois strié de la vigne en Algérie

Résumé

La maladie du bois stri¢ de la vigne est I'une des principales maladies affectant la vigne a
travers le monde. Une étude étiologique et épidémiologique a éte réalisee en vue de déterminer 1’agent
causal de la maladie du bois strié de la vigne rencontré sur la majorité des vignobles algériens. Une
analyse RT-PCRsur 202 échantillons a été réalisée pour déterminer la prédominance du GVA, GVD et
le GRSPaV. Les résultats obtenus montrent que les trois virus sont présents dans les vignobles algériens
avec des degrés différents. Sur la base des séquences obtenues, une étude phylogénétique a été menée
pour le GRSPaV. Les résultats ont montré que les isolats algériens du GRSPaV se regroupent dans
quatre groupes phylogénétiques. L’¢étude de I’inventaire des especes des cochenilles a permis
d’identifier une seule espéce de cochenille farineuse Planococcus ficus. Cette derniére a été rencontré
dans tous les vignobles prospectés a 1’exception des parcelles de vigne de table récemment cultivée.

Mots  clés: Vigne, bois  strie, prévalence, RT-PCR, diversité  génétique,
séquencage, GRSPaV et Planococcus ficus.
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Abstract

Rugose wood disease constitutes one of the major grapevine disease complexes causing
significant economic damage worldwide. An etiological and epidemiological study was carried to
determine the agents of the Rugose wood disease of the vine found in the majority of the Algerian
vineyards. 202 samples were analyzed by RT-PCR to determine the predominance of GVA, GVD and
GRSPaV. The results obtained show that the three viruses are present in Algerian vineyards with
different degrees. Based on the sequences obtained, a phylogenetic study was conducted for GRSPaV.
The results showed that Algerian GRSPaV isolates cluster into four phylogenetic groups. The study of
the mealybug population inventory allowed the identification of a single species of mealybug
Planococcus ficus. This species was found in all the vineyards surveyed, except for the recently
cultivated table grapevine plots.

Keywords: Grapevine, Rugose wood, prevalence, RT-PCR, genetic diversity, sequencing, GRSPaV
et Planococcus ficus.



