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Introduction générale

Introduction

Autrefois I'Algérie tronait parmi les plus grandsoducteurs de raisins destinés a la
vinification, avec un intérét économique considéggRobinson, 1986). Actuellement la
réalité est toute autre, I'agriculture Algérienriesartout la viticulture est en proie a des
problémes, d’ordre naturels (climat, maladies etagaurs) et techniques (opérations
culturales inadéquates, diminution des superfigigie aux opérations de reconversion).

Aujourd’hui, la grande majorité des vignobles Aigés sont sujets a des maladies
dégénératives, telles que l'eutypiose, la maladid’sca, le court noué et le virus de

I'enroulement foliaire qui risquent d’aggraver lauation présente.

Le court noué est une maladie principalement capaé deux népovirus (virus
poylhédrique transmis par nématodes) : le GFLV'AtMV. Ces derniers causent des
dégats considérables aussi bien en termes de pi@d@n raisin qu’en termes de plant
détruits (Martelli et Boudon-Padieu, 2006).

Contrairement aux maladies virales affectant lepéess annuelles, les recherches
consacrées a celles touchant aux cultures péregtnestamment a la vigne sont peu
nombreuses. Néanmoins, des études touchant aseattaleurs aspects ont étés menées a

I'école nationale supérieure agronomique. Parniiesei :

Les travaux de Benchiha (1976), surXiphinema index COBB, vecteur de la
dégénérescence infectieuse de la vigne dans lanrégi Mostaganem ; et ceux de Labdelli

(1989) sur les nématodes phytophages sur vigpé@niére et en plein champ.

L’étude de Bousalem (1981) qui a visée la redieiu virus du court noué de la vigne

(GFLV) au niveau de quelques pépinieres dans la atéroise.

D'autres recherches ont été menées sur les métheddmgnostic et de lutte contre le
virus du court noué de la vigne, telles celles Beneddra (1978), de Gherbi (1990), de
Haddadj et Haddou (1994) et de Morsli (1995) .

Benfreha-Zemouli en 1983, montrent les modifiaaialtrastructurales entrainées par les

virus de la vigne, et en autres le GFLV.
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Plusieurs autres travaux ont eu comme objetli@rein vitro de quelques cépages de
vigne ,et son utilisation dans le cadre de la pctido de matériel végétal indemne de virus
(Jellali , 1996 ; Amrarene, 1997; Nacef, 2003; Ieg2D04; Ameziane,2005 ; Bourenane,
2007) une techniques qui a de trés bonne réseitatsrme de méthodes de lutte contre les

maladie virale et surtout pour les cépages endeidisparition.

Enfin, Lehad en 2008 et 2012 ; et Mousselmal &dl1Xe sont intéressés a la maladie de

I'enroulement des feuilles de la vigne.

Suite a ces travaux, nous avons décidé danglte da cette étude de nous intéresser a la
distribution du virus du court noué au niveau demebles algériens, permettant une
meilleure conception des stratégies de lutte. dlgsctifs que nous nous sommes fixés

sont les suivants :

1. La réalisation d’échantillonnages dans les diff&@enrégions viticoles du nord
algérien, I'observation des symptémes, et la mtatles techniques culturales

appliguées ;

2. L'exécution d'un screening des échantillons prégea I'aide du test vis-a-vis du

virus du court noué ;

3. la caractérisation biochimique du virus du cowtidisolé a partir des échantillons

révélés positifs par le test immuno-enzymatique.
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I. Synthése bibliographique :
[.1. Généralités sur la vigne :

La vigne appartient a la famille des ampélidacédsitacées). Les vitacées sont
considéréees, en général, comme des lianes, s’atthéhdes supports variésage a des
vrilles oppositifoliees, simples ou le plus souvearifiées. Cette famille comprend dix-
neuf genres (Galet, 2001 ; Burgral, 2009), parmi lesquels , le genviis lui-méme est
divisé en trois groupes en fonction de leur origg#mgraphique (Huglin et Schneider,
1998):

- Les vignes américainesV.( riparia, V. labrusca, V. berlandierj V rupestris..),
introduites en Europe au début du XIXeme siécléitra de curiosité dans les jardins
botaniques ou chez les amateurs,elles sont redpensde l'introduction de I'Oidium
(1845), du Phylloxéra (1868), du Mildiou (1878)det Black rot (1885) dans la région
méditerranéenne . Ces vignes d'origine américasmd utilisées aujourd’hui comme

porte-greffe pour leur résistance aux maladies @snlAmérique.

- Les vignes asiatiques : malgré leur sensibiliséavvis les maladies d’origine américaine
(Oidium, Mildiou, Black-rot...), elles sont parfoistilisées dans les programmes de

croisement interspécifique pour leur résistancéad (Vitis amurensip

- La vigne européenne ne comprend que I'espéiie viniferacultivée gativg et sauvage
(sylvestrig.

En termes d’histoire, la vigne est si ancienne ltpr'se confond avec I'histoire de
I’'homme. On ne peut déterminer avec précision oguahnd on a commencé a cultiver la
vigne. (Prince et Nesbitt, 2005 ; Toussaint-Sarp@09). Des témoignages assurent que
depuis l'antiquité, I'Afrique du Nord était connymar la production des vins qu'elle
exportait vers les territoires bordant la méditegéea De petites amphores de terre cuite,
datant de 3.000 a 4.000 ans avant J.-C, et ayateruo des traces de vin furent retrouvées.
Ainsi donc, comme le prouvent l'archéologie etuasix auteurs, la vigne était cultivée
couramment dans les pays qui forment aujourd’hutluaisie, I'Algérie et le Maroc
(Belhout , 1990).
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Apres 1492, la culture de la vigne et la fabricatie vins se sont développés en Amérique
du Nord et du Sud puis ont gagné de nouveaux dieet comme I'Afrique du Sud,
I'’Australie (Prince et Nesbitt, 2005).

La vigne est I'arbre fruitier le plus cultivé dalessmonde (Murcet al, 1995), elle couvre
pres de sept millions d'hectares , avec une pramugui dépasse 67 millions de tonnes

seulement pour le raisin de table (Fig.s 1 et 2jof#dyme, 2012)

Algérie Monde

80000
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40000
30000
20000
10000

Superficie (ha)

Figure 1 : Evolution des superficies viticoles danke monde et en Algérie
entre 1961 et 2011 (Source : faostat.org)
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Figure 2 : Evolution de production de raisin dansé monde et en Algérie
entre 1961 et 2011 (Source : faostat.org)
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Si la production en raisin (aussi bien de table dgieuve) en Algérie reste importante, elle
a une tendance a baisser depuis l'indépendance kEsse est due en majeure partie a la
politique de 'autogestion et a I'arrachage de eigmu cours des années 1970. Tandis que
la production de raisin ne cesse de diminuer eyeré (Bensafir et Bouziane, 2008,
Imacheet al.,2011), la production mondiale continue a s’améliogeace a I'application

de nouvelles méthodes culturales, et a I'utilisatie molécules plus efficaces pour la lutte
contre les maladies et les ravageurs (Fig. 3) (A&mm 2013).

Algérie Monde
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Figure 3 : Evolution des rendements en raisin darle monde et en Algérie
entre 1961 et 2011 (Source : faostat.org)

[.2. Les principaux ennemis de la vigne :

Malgré sa rusticité, la vigne est sensible a plusienaladies ainsi qu’a certains ravageurs.
Les principaux ennemis de la vigne appartiennepliudieurs groupes, ainsi pour les

ravageurs on trouve des insectes, et des arashnpet pour les maladies, divers agents
sont impliqués, tels des némathelminthes, des cigmops et des organismes similaires,

des bactéries, des virus, des viroides et des plagioes.

[.2.1. Les Ravageurs de la vigne :

Le phylloxéra de la vigneDactylosphaera vitifolii SHIMER, synonyme:Phylloxera

vastatrixPLANCHON) est probablement I'un desectegphytophages les plus connus du

fait de sa responsabilité dans la destruction daoble francais a la fin du XIXe siecle

(Powell et al, 2007). Le greffage des cépages autochtones appatta I'especk¥itis

vinifera L. trés sensible au parasite, sur des porte-graffeus d'espéces ameéricaines
5
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résistantes a permis de reconstituer rapidementige®bles détruits et constitue l'un des
plus grand succes de la lutte génétique contrepseasites et ravageurs des plantes
cultivées (Granetét al.,2001). D’autres ravageurs peuvent s’'attaquer dgaevcausant

des dégats dont I'importance differe selon I'esp@g€prédatrice, le cépage de la vigne et

les conditions pédoclimatiques (Tableau 1).

Tableau 1 : Les principaux ravageurs de la vigne

Ravageur | Nom scientifique Dégats Références

Phylloxéra| Dactylosphaera | Galle sur les espéces américaines uniquement Powellet al.,
vitifoliae Fitch (porte-greffe) 2013.

Nodosité sur racine des espéces européennes

Tordeuse | lepidoptera : Destruction des bourgeons floraux par les larvg Von Arx et

dela Lobesia botrana CE qui gngend(rje des ?(uverturgs libres pour Ies’ al., 2011

grappe - c amp!gnons e stockage et des pertes en qua g Lol ot
Eupoecilia de raisin | 1904
ambiguella al,
Cryptoblabes \{\5/9)2/3380“ etal.,
gnidiella

Puceron | Aphis gossypii Chute de rachis de grappe Koo, 2014.
Glover Nécrose, déformations sur les grains de raisin

L’apparition de fumagine sur les miellats secrét
par les pucerons

Guépe Polistes gallicus | Piqure sur les grains de raisins Toledo, 2007.
L. Les blessures constituent une porte d’entrée pour
Vespula les maladies (pourriture grise, pourriture
germanicaF secondaire ...etc)

Acarien Tetranycus Zone vert-jaune avec des points nécrosés sur | Minakuchiet

jaune urticaeKoch. feuilles al., 2006.

commun Vieillissement rapide des feuilles (senescence

Exuvie blanchétre
Acarien Panonychus ulmi| Zones nécrosées entourées d’une décoloration Marshall et
rouge Koch I'’ensemble du limbe des feuilles. Lester, 2001
Un mauvais aoutement des sarments et une
mauvaise alimentation des bourgeons.

Acariose | Calepitrimerus Croissance ralentie de I'ensemble du plant, Rae Cheet al.,
vitis Nal. Syn. : | Feuilles ondulées et gonflées, entre-nceuds coy 2013.
Ehyl/llocoptes vitis Avortement des fleurs et mal formation des bai

al.
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[.2.2. Les Maladies de la vigne :
[.2.2.1. Maladies dues a des champignons et dgganismes similaires :

La vigne peut étre attaquée par différentes esp@Eregques ou des especes similaires
occasionnant des maladies qui sont dommageablasrécolte. Les principales sont le
Mildiou, I'Oidium et le Botrytis. Seuls les cépageserspécifigues sont peu ou pas
sensibles au mildiou et a I'oidium. Ces maladieagitaires sont liées a des especes qui ne
se développent qu'en conditions humides, les régsathes sont donc peu concernées
(Tableau 2).

Tableau 2 : Les principales maladies fongiques da Vigne

Maladie Nom scientifique Dégats Références
Mildiou Plasmopara Taches huileuses caractéristiques sur la fac| Boso, et al,
viticola Berl. Et supérieure des feuilles en regard des quelle| 2014.
Toni (sur la face inférieure) une poussiére blanch
qui peut apparaitre aussi sur les grappes si
temps est humide
Oidium Erysiphe necator | Poussiére blanchatre ou grisatre sur la face| Debieuet al.,
Schwein inférieure ou supérieure des feuilles, des tig 1995 ; Délye
et des grappes. et al 1998
Ethypiose Eutypa lataPers | Raccourcissement des entrenceuds ; Amborabéet
Chlorose des feuilles ; al., 2001
Inflorescences a port érigé
Esca Phaeomoniella coloration internervaire, jaune sur cépages | Pierronet al,
chlamydospora, | blancs, et rouge sur cépages noirs, qui évol{ 2015.
Phaeoacremonium progressivement vers un dessechement ;
aleophilumet Des necrose sur le bois.
Fomitiporia
mediterranea
Pourriture Botrytis cinerea | Nécroses étalées sur les bords des feuilles| Zhenget al,
grise Pers. des sarments leurs donnant un aspect brulé| 2011
Mauvais aoutement des sarments.
Pourriture caractéristique sur les grains de
raisin, avec développement de moisissure
grisatre typique.
Anthracnose| Elsinoe ampelina | Lésions caractérisées par la présence d'une Gaoet al.
maculée Shear zone centrale blanchéatre auréolée de noir s| 2012
les organes verts de la plante.
Black rot Guignardia Sur les feuilles, taches blanches et/ou grisey Buckelet al.,
bidwellii Viala et | qui virent au rouge brique, entouré d'une fin{ 2013
Ravas bande noire.
Sur les grains de raisin, taches allant du grig
violet suivies par un dessechement complet
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Excoriose Phomopsis Sur les feulilles, taches sombres au niveau d Perazzolliet
viticola Sacc nervures principales. al., 2008

Sur les grappes, une mauvaise nouaison, V(¢
un dessechement de la grappe.

Pourriture Armillaria mellea | Pourriture humide des racines. Pertotaet al.,
des racines | Vahl Sous I'écorce, des plagues nacrées en form| 2008
d'éventail (fructification)

|.2.2.2. Maladies bactériennes

Peu d’especes bactériennes dont les dégats somstdtaurs, sont décrites chez la vigne
(Tableau 3). Cependant une espeégrobacterium spp peut causer des pertes
considérables aussi bien en terme de productigaisin qu’en terme de nombres de plants
détruits (Otteret al.,2008).

Tableau 3: Les principales espéces bactériennes pathogenetapagne

maladie Agent causal Symptome Références

Nécrose Xylophilus ampelinug Avortement des bourgeons et débourrem SERFONTEI
bactérienne| Panagopoulos, difficile N et al.,1997.

Willemsetal. ,
Nécroses sur les sarments avec le conto

généralement humide ou huileux, voire d
fissurations longitudinales libérant un gra
nombre de bactéries.

Taches angulaires rougeatre ou sombres
les feuilles

Nécroses sur les rafles des grappes.

Crown-gall | Agrobacterium spp. | Tumeurs lisses ou rugueuse, isolées ou | Tolba et Zaki,
Smith et Townsend, | regroupées sur le collet, les racines et leg 2011

Conn (Biotype 3) sarments entrainant un développement
réduit de I'ensemble de la plante.

Maladie de | Xylella fastidiosa Chlorose sur les feuilles Buzkanet al,

pierce Wellset al. Petite taille et malformation des feuilles 2005

Sur les grappes, dessechement des graif
de raisin

Développement irrégulier et mauvais
aoutement des sarments
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1.2.2.3. Nématodes :

Les nématodes parasites des plantes sont des sirgemnifiliformes, microscopiques, non
segmenteés, qui se nourissent des racines des @antercant et sucant le contenue des
cellules avec leurs stylets. Parmi les nématode®ctds dans les vignobles, les
Melodogyne, Trichodorus, Xiphinema sont les gemessplus important (Tableau 4). Le
genre Xiphinema, connu sous le nom du némtode paig{Dagger nematod), cause chez
la vigne des dégats primaires directs (dus au pu@se de la séve de la plante) et des

dégats secondaire indirects en transmettant des dir genre Nepovirus.

Tableau 4: Les principaux nématodes affectant la vigne.

Ordres Agent causal Symptdmes Références

Tylenchides | Meloidogyne arenaria| Hypertrophie des cellules de I'écorce dg Mervatet al.,

Chitwood; racines 2012.

M. incongnita Galle sur le systeme racinaire

Chitwood Croissance ralentis du fait de

M. haplaChitwood. I'affaiblissement du systéme racinaire.

Dorylamides | Xiphinema Dégats directs peu importants allant de | Demangeaét

Trichodorus I aspe(it coralllformg des racm'(\as au al. 2004;
symptéme de "Balais de sorcieres"” sur l{ Martelli et

Longidorus tiges. Uyemoto,

2008.

Dégats indirectes d'importance majeur ¢
ils transmettent des virus dangereux tell
le virus du court noué (GFLV).

1.2.2.4. Maladies a virus et les affections sifaires :

Ce groupe comprend les maladies causées par les las viroides et les phytoplasmes.
Plus que 58 virus ont été décrit sur la vigne,llgp@rt d’entre eux sont des virus circulant
dans le phloeme (Martelli et Boudon-Padieu 2006n@Giooet al, 2010). Le court noué et
I'enroulement sont les principales maladies virajas affectent la vigne partout dans le
monde la ou la vigne est cultivée (Rowhanal., 1997 ; Engekt al, 2010 ; Coetzeet al,
2010). Le tableau ci-dessous, englobe les prinegpataladies a virus et les affections

similaires qui touchent la vigne dans le monde.
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Tableau 5 :Les maladies virales et les affections similairesadvigne.

maladie Agent causal Symptéme Vecteurs Références
Court GFLV, ArMV Raccourcissent des entre Nématodes: | Valatet al 2000 ;
noué noeuds. Xiphinema | Agrios, 2005
Jaunissement des feuilleg index, X.
Les feuilles avec un aspe| italiae
d’éventalil
Réduction en qualité ains
gu’en quantité de la
production en raisin.
Enrouleme| Grapevine leafroll- | Enroulement des feuilles| Certains Constable et Rodoni
nt de la associated viruses 1| vers le bas insectes du | 2011;
vigne 9 (GLRaV-1 a9) Rougissement ou genre JarugulaZet al,
jaunissement des tissus | Pseudococcy 2010.
foliaires entre les S
nervures.
Mauvais aoutement.
Incompatibilité entre le
greffe et le porte-greffe.
Complexe| Grapevine rupestris | Présence de rugosités su Martelli et Gallitelli,
du bois | stem pitting-associateq |es sarments 2008; Ryojiet al,
strié virus (GRSPav), Un mauvais aoutement 2008.
Grapevine virus A Détachement de I'écorce
(GVA), GVB, GVC, des sarments chez certai
GVD p
cépages (Kober 5BB).
Complexe| Grapevine fleck virus | Eclaircissement des Haenni et Dreher,
Fleck (GFkV) nervures secondaire des 2008.
feuilles.
La Une souche Des nécroses sur les Gombinoet al,
nécrose | spécifique du nervures principales et 2010.
des GRSPaV. secondaires
nervures
Vein Complexe de deux | Sur les feuilles, marbrure Hajizadehet al,
banding | viroides: Grapevine | jaunatre au tour les 2012.
de la yellow speckle viroid| nervures principales.
vigne 1 (GYSVd-1) et
GYSvd-2
flavescen | Phytoplasme : Jaunissement de Cicadelle : | Cousin et Boudon-
ce dorée | Flavescence dorée | I'ensemble du feuillage. | Scaphoideus| Padieu, 2002 ;
(FD) phytoplasma titanus Narayanasamy,
2011.
Bois noir | Phytoplasme : Jaunissement de Hyalesthes | Maixner, 1994 ;
Candidatus I'ensemble du feuillage. | obsoletus Sforzaet al, 1998.

phytoplasma solani
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[.3. La maladie du court noué :
[.3.1. Les virus responsables

La maladie du court-noué est répandue partout ldam®nde la ou la vigne est cultivée, et
est 'une des maladies a virus les plus dommagegimar la viticulture (Mekurizt al,
2009 ; Andret-Linket al,, 2004a). Elle fut rapportée pour la premiére fms Casalis-Allut
en 1865. En 1883, Rathay a rapporté que la tras@mige la maladie était d’origine
tellurique. (Hewitt, 1950). En Algérie, avec le pdiétudes réalisées sur la maladie du

court noué, l'incidence de ce dernier reste inegiim

Seize espeéces virales peuvent causer la maladiewdtrnoué chez la vigne, dont quinze
Nepovirus et un Sadwavirus (Walter, 2000 ; Martati Boudon-Padieu, 2006). Le
Grapevine fanleaf virus (GFLV) est le principal ageesponsable de cette maladie, il est
répandu mondialement et transmis de vigne a vigr@usivement par le nématode
ectoparasiteXiphinema indeXFuchs, 2008). L’association entre GFLV)etindexa été
prouvée en 1958 par Hewitt et ses collaborateursl®¥3 Dias et Harrison ont pu isoler
les particules virales de GFLV a partir de plargsviine présentant les symptéomes de la
maladie du court noué. Quelques années plus tatih €t ses collaborateurs ont proposeée
une autre espéce vectrice du GFLX/, italiae, sans qu’elle soit confirmée par d’autres
travaux. Par conséquent, X. index est considérénwre vecteur naturel exclusif du
GFLV.(Martelli et Taylor, 1990).

Un autre népovirus qui peut causer la maladie dutamué chez la vigne, c’est I'Arabis
mosaic virus (ArMV). Il est sérologiquement reli@ &FLV et induit chez la vigne une
symptomatologie similaire a celle du GFLV (DiasHarrison, 1963). Il est répandu sur
tout le territoire européen mais également au Mdaydent, en Asie, au Japon, au Canada
et aux USA (Californie). L’ArMV posséde une orgatien génétique similaire a celle du
GFLV. En revanche, il est transmis spécifiguemeartXf diversicaudatummais pasX.
index(Wetzelet al.2006).

[.3.2. Le cycle viral du GFLV :

Les connaissances sur la structure et I'expreshiogenome du GFLV sont tres avanceées.
La majorité des données ont été acquises aveculehed=13 du GFLV, isolée a partir

d’une vigne cultivée dans un vignoble de FrontigearFrance (Serghimit al.,1991). La
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séquence du génome a été déterminée par deux gdeupavail en méme année, celui

Serghini et ses collaborateurs et celui de Ritzdatlet ses collaborateur (1991).

Le génome du GFLV est constitué de deux moléculdRM simple brin de polarité
positive, dont I'extrémité 5’ est liée de maniémvalente & une protéine virale“{T9 et
I'extrémité 3’ est polyadénylée (Andret-Link, 20Q04kne infection systémiqui@ planta
nécessite la présence des deux ARN (¥iral, 1993). Certains isolats, comme la souche
F13 présentent un ARN3 satellite (Serghghial, 1991 ; Fritschat al., 1993, Lamprecht

et al., 2013). Chaque ARN est traduit en une polyprotéilinee ensuite en plusieurs

protéines fonctionnelles (Fig. 4).

RNA 1 (7342 nt
-«| 1A I 1B |1c‘-’r’q D" 1E"® |~(A)n

RNA 2 (3774 nt)
EV3 EV1

._| 2AHP| 2BMP | 20CP l—(A)n

EV8, 9, 11 EV7, 10
Figure 4 : Structure et expression des ARN 1 et@u Grapevine Fanleaf

Virus (GFLV).

Les ORFs sont représenté par les rectangles. gegsées non codantes sont représentées
par des lignes pleines et la VPg par un rond i@hiaque ARN genomique code pour une
polyprotéine, qui est clivée aprées synthése a qlusi protéines fonctionnelles et
constitutionnelles. VPg : protéine virale liée aéngme; Pro : protéinase; Pol : ARN-
polymérase ARN-dépendant; HP : protéine helper; MP®téine de mouvement; CP,
protéine capside. Les ADNc correspondants aux géaeda CP et 'ORF de 'ARN2 sont
représentés par des lignes distinctes avec lescamogspectives utilisées pour la synthese.

Source : Vigneet al., 2005.

L’ARN1, code pour une polyprotéine P1, cette demiest clivée en cing protéines :
hélicase (88 kDa), protéine virale liee au génoth&a), protéase (24 kDa) et 'ARN

polymérase ARN dépendant (92 kDa). Pour la cingeiépnotéine, des études de
comparaison entre le GFLV et des virus proche oggéré qu’elle a un rdle de cofacteur
de la protéase (Demangeat, 2007).

12
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L’ARN2 code pour une polyprotéine P2 (122 kDa), gsi clivée en 3 protéines : la
protéine 2AF (28 kDa) ayant pour fonction présumée de guid&RK-2 vers les
complexes de réplication cellulaire, la"¥B(38 kDa) qui correspond a la protéine de
mouvement, et la Z€ (56 kDa) ou protéine de capside (Ritzenthaéml, 1991 ; Wetzel

et al, 2008).

La 2B"" forme des tubules par oligomérisation de la pnetéd Iintérieur des
plasmodesmes, par lesquels les virions travergeptatoi pectocellulosique des cellules
végetales (Fig. 5). La MP est adressée aux plassnueke par le biais du systéme de
sécrétion (Wetzett al., 2001), et sa fixation se produit via la reconnaissaspécifique
d’'une famille de protéines de plasmodesmes nomm&dsP Plasmodesmata Located
Protein) (Kranz, 2003 ; Ueki et Citovsky , 2006 ; Taliapskt al, 2008 ). La spécificité
d’interaction entre la CP et la MP est nécessairenouvement du virus de cellule a
cellule (Talianskyet al, 2008 ; Thomas et al., 2008).

La protéine capside du GFLV (Fig. 6) est constitdée504 acides aminés (Bol, 2008),
avec un poids moléculaire égal a 56 Kda (Dunez eetGall, 2011). Elle est la seule
protéine structurale du génome, elle peut s’auserabler pour former des virions sans la
présence d’ARN (Gambinet al.,2005). La CP est nécessaire a la transmissiorifisjoé&c
du GFLV parX. index(Maghulyet al.,2006).

L’ARN satellite code pour une protéine de 37 kDaesesielle a la réplication de 'ARN3
(Mandahar, 2006 ; Lamprecét al, 2012).

Le GFLV se réplique au sein de viroplasmes (depsatinclusions périnucléaires)
constitués de prolifération membranaire dérivantréiculum endoplasmique sous forme
de rosette (Hull, 2014). Des études en protoplastésnontré que I’ARN1 est capable de
se répliquer de maniere indépendante de ’ARN2y(¥firal., 1993, Sanfacon, 2010).
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500 nm

Figure 5 : Transport du GFLV a travers la paroi pedo-cellulosique d'une cellule
végétale infectée.
Coupe longitudinale d’'un tubule qui connecte deellutes adjacentes au travers de la
paroi pecto-cellulosique.

Source : Thomaset al., 2008

domain

domain

Figure 6 : Model du virion du GFLV et de la protéine capside.

(A) Représentation en ruban de la protéine casidu GFLV. (B) Model spatial de
la configuration quaternaire de I'icosaedre duovirdu GFLV (en haut) et la protéine
capside en configuration tertiaire (en bas)

Source : Schellenbergeet al., 2010
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[.3.3. Les symptomes :

Le GFLV infecte toutes les variétés de vignes. Bgaptdmes variables sont observés sur
les feuilles, les rameaux et les grappes des vigniestées. L’expression des symptomes
varie en fonction de lisolat viral, du cépage esdconditions pédoclimatiques. Par
exemple, ils seront plus importants sur un cep kardbnnay que sur du Riesling ou du
Pinot noir. De plus, ils ne touchent pas forcénlanilante entiére et peuvent s’exprimer
uniqguement sur un ou deux sarments, bien que lateplantiere soit infectée
(Schellenbergeet al.,2010).

Sur les feuilles, les symptdmes primaires corredpona des décolorations (jaunissement,
panachures réticulées, taches annulaires) ou d&sgnwdions du limbe. Les sinus

pétiolaires sont élargis et les nervures primagest rapprochées. On peut également
observer une déformation des bords de la feuille dennant une forme en éventail d’ou

la dénomination de la maladie en anglais « fanteaf

Sur les sarments, on remarque frequemment un raxissement des entre-noeuds (d’ou le
nom de la maladie du court-noué), des doubles moetides symptomes de fasciations.
Les vignes infectées peuvent subir apres plusigumges une réduction significative de la
végeétation entrainant des difficultés lors de Ihetasurtout lorsqu’elle est mécanisée. Au
niveau des grappes, une réduction de leur nombde deur taille, des symptémes de
coulure (avortement des ovules) et de millerandagiards de la maturation des baies)
sont couramment observés. L'infection virale salumaencore par des altérations du
métabolisme de la plante. Les plus connues congetaephotosynthese, les processus
respiratoires, les activités enzymatiques, lessprarts a longue distance par le phloéme,
les équilibres hormonaux, la nutrition minérale ifiegeatt al, 2005a).

Enfin, la maladie provoque un affaiblissement pesgif de la souche qui réduit ainsi la
longévité de la plante et peut conduire a sa midgnsemble de ces phénomenes
conduisent a des pertes de récolte pouvant dépess80% et altérer la qualité du vin
(Andret-Link et al.,2004a).

[.3.4. Les vecteurs
1.3.4.1. Biologie de Xiphinema index vecteur dGFLV

L’aire d’origine deX. indexest vraisemblablement le Moyen-Orient d’ou I'espgéemble

avoir été disséminée avec la culture de la vigre{@ngeat, 2007). Le némataodeindex
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a une gamme d’héte tres étroite. Il est inféodé aigne qui est aussi I'néte naturel du
GFLV. Le figuier est également une plante hdte ncaite espece végétale n'est pas un
hote du virus (Cooper, 1975 ;El-Borai et DuncanP20 Crozzoli, 2009).X. index
affectionne les sols lourds car il subirait moiaslessiccation a laquelle il est sensible.
Apres éclosion des ceufs pondus isolément dang, Ik s@matode passe par quatre stades
larvaires (Magunacelaya, 2009 ; Hubsclegnal., 2004). Les adultes et tous les stades
larvaires sont capables d’acquérir et de transedttirGFLV (Ziegler-Graff et Brault,
2008). CheZ. index les males sont trés rares et ne participent igseoiccasionnellement

a la reproduction qui est majoritairement de typgh@nogénique (Daijdasso, 1975 ; Hull,
2002). Dans les conditions les plus favorablesytde complet (oeuf a adulte) dure 2 a 3
mois mais il peut étre prolongé par des périodeguiescence a n'importe quel stade de
développement lorsqueX. index rencontre des conditions trés défavorables (Lee,
2002 ;Esmenjaud et Bouquet, 2009).

L’analyse de la distribution verticale de indexa été réalisée dans plusieurs parcelles de
vignes naturellement infectées. Ces analyses omhipede montrer quéX. index est
souvent absent des horizons supérieurs et que fllestifs les plus importants sont
retrouvés dans la rhizosphére des racines en ammissc’est-a-dire entre 50 et 100 cm de
profondeur (Pitcher, 1975 ; Wyss, 2002 ; Abalwyl.,2012 ; Askaryet al,2012).

1.3.4.2. La transmission des Nepovirus
1.3.4.2.1. Caractéristiques générales de la tnamission :

Les népovirus sont des virus non enveloppés icospés, d’'un diametre d’environ 30
nm. Le virion est composé d’une seule protéineapsicde (CP) avec un génome bipartite a
ARN simple brin de polarité positive, la transmissise fait selon un mode semi-
persistant. Le terme « nepovirus » désigne les\vtosaédriques transmis par nématode,
puisque nepovirus provient de I'abréviation de mawde-transmitted polyhedral particles
virus», cependant, la plus part des virus regrodpés ce genre ne sont pas effectivement
transmis par nématode (Schellenbergeaal, 2010 ; Sastry, 2013a).

En effet, beaucoup de nématodes ne transmetten? que3 especes virales différentes.
C’est le cas pouK. diversicaudatungui transmet I'ArMV et le SLRV (Adekunlet al.,

2006). Le niveau de spécificité peut méme allegyieu niveau de l'isolat : les isolats
écossais et anglais du Raspberry ringspot viruR@Rf) sont transmis spécifiquement par

Longidorus elongatustL. macrosomarespectivement (Scagt al.,2000).
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Ainsi, la transmission des Nepovirus par némataidsn le mode semi persistant non
circulant est tres spécifiqgue. Cette particularg@fiete une interaction de haute affinité
entre les virus et les sites de rétention au nivEaliappareil alimentaire du vecteur. La
deuxieme singularité de cette association nepdwviénsatodes est le temps de rétention
extrémement long du virus chez |&$phinema Ces derniers sont capables de rester
viruliferes pendant de longues périodes : neuf rpoig X. americanumdeux ans poux.
rivesi, et probablement au moins quatre ans poundex(Wyss, 1975 ; Sanfacon, 2008 ;
Wilson et Wilson, 2014). Malgré la grande période rétention observée, qui pourrait
suggérer un mode de transmission circulant, il a'jamais eu aucune évidence de
multiplication des virus dans les nématodes. Da,dkl caractére virulifere du nématode

est perdu apres la mue et il N’y a pas de passagsotvarien (Hull, 2014).
1.3.4.2.2. Caractéristiques de rétention des wis :

Les nématodes du genrgphinemasont des vers filiformes ectoparasites, au cogs n
segmenté de 2 a 12 millimetres de long (Ravichand2@14), dont la morphologie de
I'appareil alimentaire (Fig. 7) comporte un odomytes aiguille creuse aux bords non
soudés de 60 a 250n de long qui permet au nématode de se nourrieegtmnt la paroi
végétale pour atteindre le cytoplasme des celkdgetales. Suit 'odontophore, deuxiéme
piece creuse connectant I'odontostyle a I'cesophage.muscles rattachés a la base et aux
cotés de I'odontophore, permettent de rétractepmairacter I'odontostyle du corps du
nématode. L’'ondotophore est prolongé par I'cesoplipgeest un tube flexible et étroit.
L’oesophage se termine par le bulbe cesophagien.ulbe lassure le réle de pompe
refoulante et aspirante. Il est associé a des ghrghlivaires qui déversent leurs
productions dans la lumiére du bulbe cesophagiercotitrole par sa rétraction ou
dilatation, respectivement l'injection de la sald@ns les cellules végétales ou la ponction
du cytoplasme digéré de la cellule. Enfin, I'inbesst la partie la plus longue de I'appareil

alimentaire, il s’étend jusqu’au scrotum.

Les particules virales sont adsorbées en une maobheaa la surface du tractus alimentaire
du nématode, mais le site de rétention differeamtile genre de nématode vecteur (Taylor
et Robertson, 1975). Pour les vecteurs du geangidorus les virus sont retenus dans le
lumen de I'odontostyle, mais également entre I'ddstyle et la membrane guide. Chez les
Xiphinema les virus sont adsorbés depuis le début de I'mghtrore jusqu'a la fin du bulbe
cesophagien, alors que pour Tegchodorus la rétention est faite tous le long de I'appereil
buccal (Fig. 7).
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Site de rétention Site de rétention
Xiphinema Longidorus

in bl gs oe osr mr od mp mg os

Figure 7 : Partie antérieure des Longidoridae

in : intestin ; bl : bulbe musculoglandulaire ;:ggandes salivaires ; oe: oesophage ; osr :
odontostyle de remplacement ; mr : muscle rétractead : odontophore ; mp : muscle
protracteur ; mg : membrane guide ; Os : odontestifaccolade noire indique la
localisation des particules virales chez les Loagid et I'accolade rouge celle chez les
Xiphinema au niveau de I'appareil alimentaire dmatode.

Source: Demangeat, 2007.

Cette adsorption des Nepovirus est un phénomeeeti$étjui implique certainement des
molécules spécifiques du nématode. Dans le caX.ddiversicaudatumil a pu étre
démontré que la capacité du nématode a retenirde peut étre héritée génétiquement. En
1986, une étude a montré que le croisement enwepapulation deX. diversicaudatum
transmettant efficacement 'ArMV et une autre ndrnsmettant qu’'occasionnellement,
générait des nématodes « hybrides » transmettaéktMV avec une efficacité
intermédiaire. La nature biochimique des sites @ention pourrait étre des molécules
polysaccharidiques (Muraet al.,1996 ; Sastry, 2013b).

Chez X. diversicaudatum, le site de rétention detiqules virales répond positivement au
marquage pour les carbohydrates - composé polysadijue -, alors que le méme site
chez L. elongatus, vecteur du RpRSV et du TBRVst'gas marqué, ni dailleurs
I'odontostyle de X. diversidaudatum et de X. indBemangeaet al.,2005b; Demangeat,
2007).
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1.3.5. Epidémiologie

La maladie du court-noué est distribuée au vignaioles forme de foyers de pieds de
vigne malades. Cette répartition des plantes maladiecaractéristique d’une transmission
naturelle par un vecteur souterrain. L'extensioncdde maladie est souvent lente mais

inexorable (Sastry, 2013c).

Cette extension progressive lente est liee au déplant trés faible des nématodes dans le
sol qui est estimé a quelques centimetres par an Byet al., 2002). La dissémination du
nématode se fait de proche en proche par le trandpderre ou avec celle qui adhére aux
instruments de travail du sol. La contamination pascelles situées en aval d’un secteur
contaminé est souvent due a I'érosion du sol etumsellement des eaux (Cadeta et
Albergelb, 1999 ; Hugo et Malan, 2010).

1.3.6. Méthodes de lutte :

Il n'existe pas de méthodes curatives efficaces hdter contre les maladies virales, par
conséquent, les principaux efforts doivent étreceatrés sur la lutte contre les vecteurs, la
prévention de l'infection et la résistance varggt@aliogkaet al., 2015). Les méthodes
classiques de lutte contre le court noué sont kamdreles pratiques culturales (rotation et
jachére) pour réduire la source d'inoculum et &uilifation de produits agrochimiques

contre les nématodes vecteurs du virus (Almeida.,2013).
[.3.6.1. Lutte contre le vecteur :

La distribution verticale de X. index, qui est lengipal vecteur du GFLV, dans le sol suit
de pres celle du systéeme racinaire de I'h6te £pdpulations dans les climats tempérés ne
sont pas beaucoup plus affectées par la tempéraiusel (Ali et al., 2014 ; Malherbe et
al., 2015). Dans les sols contaminés, l'utilisatd® fumigénes contre les nématodes
vecteurs ne donne qu'un contréle temporaire dealadie et est de plus en plus remis en
guestion pour des raisons environnementales. ikatibn de substances chimiques
efficaces comme dichlorpropen a actuellement égrdite en raison de la forte toxicité
des produits chimiques et de leurs propriétés cageées (Van Zyl et al., 2012). Il est
fortement recommandé de réaliser de nouvellesailans sur des parcelles indemnes. La
propagation locale du virus est difficile a contdlparce que les pratiques culturales telles
qgue la jachére prolongée, la rotation des cultuedabour et le désherbage n'ont pas
d’effets considérables (Hull, 2014).
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1.3.6.2. La résistance variétale :

Une autre tentative pour limiter la propagation uws est de prévenir l'infection des
plantes par plantation de variétés résistantesvaws. Il existe deux approches pour
introduire les genes de résistance dans les cépalip®s, le choix de I'approche a suivre

dépend essentiellement de la source et de la nédtugene.

1.3.6.2.1. Résistances naturelles chez les Vitacasx virus et a

leurs vecteurs :

Aucune reésistance totale n'a été rapportée cheedpéces américaines de Vitis et leurs
hybrides. Par contre uiV. vinifera du Moyen-Orient, un cultivar déviuscadinia
rotundifolia et un hybrideV. viniferax M. rotundifolia ont révélé une résistance vis-a-vis
du virus du GFLV.Lahogue, 1996 ; Esmenjaud et Bouquet , 2009).

L'étude du comportement vis-a-vis des nématodesdedue plusieurs variétés Wéis et

de Muscadiniasont non hétes d¥iphinema indexvecteur du GFLV. Il a été démontré
gue certaines de ces variétés réagissent aux pigéraématodes par une hypersensibilité
se traduisant par la nécrose et la mort des celhilguées, par exemple : le porte-greffes
Borner {. vinifera x V. cineréa(Sopp et Rihl, 1994).

1.3.6.2.2. Résistance induite par le transfede génes viraux :

Le développement des vignes transgéniques résstantx GFLV par l'intégration d'un
gene viral est une stratégie prometteuse et atéigee jusqu'a présent essentiellement
pour introduire le géne de la protéine capside iduswdans les cépages porte-greffes et
variétés (Jackson, 2014). Dans des conditions erpatales, l'infection retardée ou un
taux inférieur du virus ont été observés dans irertalignées transgéniques de vigne
(Bagewadi, 2014; Cillo et Palukaitis, 2014), maiss crésultats doivent étre encore
réévalués au champ. Bien que les lignées des pldmdacées contenant la séquence
complete de la CP, soit dans l'orientation sensaotisens d’ARN (Spielmann , 2000;
Winterhagen, 2009) ont montré une résistance fedlion par le GFLV, la capacité de
conférer une telle résistance chez les vignes dgéamgues reste encore a étre examinée.
D'autre part, des essais sur terrain ont démoatné&distance des vignes transgéniques
exprimant la séquence compléete de la CP contreHeVGMauro, 1995 ; Valat et al.,
2006 ; Jackson, 2014).
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1.3.6.3. La prémunition :

La prémunition, ou protection croisée, repose Suitisation d'isolats hypovirulents d'un
phytovirus qui, une fois inoculés a une plantepisent chez celle-ci une protection vis-a-

vis d'une surinfection par des isolats hypervirtdelu méme virus (Hull, 2014).

Des isolats hypovirulents d’ArMV et de GFLV ont ésfractérisés et l'effet protecteur de
certains d'entre eux a été déemontré d'abord sunGie herbacé&Chenopodium quinoa
(Valat et al, 2003). Des essais effectués sur vigne, soit editons contrdlées en serre,
soit dans des vignobles atteints de court-noué traaingque la présence d'un isolat viral
hypovirulent peut induire un retard a l'infectioarpn isolat hypervirulent surinfectant
ainsi qu'une atténuation des symptomes et un asemient de la récolte en comparaison
avec des ceps non « prémunis » mais infectés paémee isolat viral hypervirulent (Vigne
et al.,2009).

1.3.6.4. La thermothérapie :

La thermothérapie est I'exposition du matériel valginfecté a la chaleur (humide ou
séche) pendant une certaine période de tempsrirespaux effets sont : un blocage ou
ralentissement de la réplication et la propagasisiémique du virus suite aux dommages
causés par la chaleur sur les protéines CP atd'acicléique et le blocage des ribosomes
en raison d'une concurrence entre 'ARN génomique ¢ ARN viral. En conséquence de
la réduction de la réplication virale provoquée lpatempérature plus élevée, les tissus de
la plante infectée nouvellement formés peuvent@&tempts de virus (Panattoni et Triolo,
2010).

1.3.6.5. La culture in vitro :

La culture in vitro de méristémes pris a partitbdergeons apicaux ou latéraux donne des
explants méristématiques indemnes. L'absence de dans les régions méristématiques
semble due a divers facteurs tels que l'absencepuieexions vasculaires au niveau du
doéme, la vitesse de réplication accrue et l'augatiemt du métabolisme de ces cellules ne
permettent pas la réplication virale. Le succeseatée technique de récupération dépend
des dimensions des explants, du type de virus gédatype de la plante (Torres-Vifiad$

al., 2004 ; Panattoret al.,2013).
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La technique de micro greffage est une solutioeradttive pour les especes végétales qui
ne tolerent pas des tempeératures plus élevéesugbdur lesquelles la régénération in vitro
de bourgeons apicaux est trés difficile. Les explatapex méristématiques de la plante
infectée sont greffés in vitro sur un porte-greff@in et compatible (Wanga, 2003 ;
Spilmontet al.,2012).

La chimiothérapie est la technique la moins udig®dur la récupération en raison de la
mauvaise connaissance des meécanismes de la r@plicatale et de la difficulté de
trouver une substance antivirale qui est économigue efficace et non toxique pour la
plante (Huet al.,2012).

|.3.6.6. Sélection sanitaire :

Stratégie préventive, elle est aujourd’'hui la seud¢hode permettant de limiter la diffusion
des virus et viroses de la vigne. La sélectiontaaaiest complémentaire a la sélection
génétique.

La sélection clonale a pour but de sélectionnelegbropager, pour un cépage donne,
les clones les mieux adaptés aux contraintes qtiaéits et productives (Valat, 1972). La
définition du clone de vigne retenue par I'OIV (Céfinternational de la vigne et du vin)
est la suivante : « un clone est la descendancé&tatége conforme a une souche choisie
pour son identité indiscutable, ses caractéres gtigigues et son état sanitaire ».
(Audeguinet al.,2000).

Parmi les critéres de sélection figure I'état tednai vis-a-vis des agents pathogénes et
des maladies transmissibles par les voies de lépiicdtion végétative et notamment les

virus du court noué.

En Algérie, la sélection sanitaire de la vigneéglementé par le décret exécutif n°
93-284 du 23 novembre 1993 fixant la réglementat@ative aux semences et plants, et
par l'arrété du 7 avril 2004 modifiant et complédtdarrété du 21 mai 1995 fixant les
normes phytotechniques et phytosanitaires a linghon des semences et plants des
especes maraicheres, arboricoles, viticoles etgdasdes cultures. Les virus pris en
considération par ce dernier sont : le GFLV, [&R® let 3, le RSTaV, le GVB, le GVA
et le GFKV (Annexe 1)
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La sélection clonale des variétés de porte-gredfgsuniguement sanitaire puisque ces
variétés sont d'origine récente et monoclonalesalont, pour la plupart, issues d'un semis
unique. Pour les cépages datis vinifera et selon I'Organisation Européenne et
Méditerranéenne pour la Protection des Plantes RDHR sélection clonale est a la fois

sanitaire et pomologique ; elle est réalisée eni@luis étapes:

repérage au vignoble de souches intéressantes «diédes de clones »,
étude sanitaire et pomologique de chaque clonelierdg son agrément,

expérimentation des clones agréés,

w0 NP

conservation et multiplication.

Les analyses sanitaires de I'étape 2 se font abiigenent par indexage biologique ;
d'autres protocoles (Elisa) restent complémentainass néanmoins éliminatoires. La
surveillance des parcelles de pieds-meres et déariglatle multiplication de I'étape 4 peut

se faire par Elisa, comme décrit plus haut.

Cette sélection sanitaire est complétée par Ianfgion des sols a l'aide de nématicides.
Les nématicides les plus couramment utilisés seatfdmigants dont l'efficacité dépend
pour une large part des conditions d'applicatiomleea texture du sol. Les traitements
nématicides restent souvent inefficaces ; de kispnt colteux et peuvent étre a l'origine
de pollutions souterraines. L'élimination des n@ues peut étre obtenue par un repos du
sol sans culture de plantes hotes des nématodéesure@endant 8 ans au moins : cette

mesure est rarement acceptable d'un point de var®Btgque (Anonyme, 2008).
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Matériel et méthodes

Il. MATERIELS ET METHODES

I1.1. MATERIELS

I1.1.1. Matériel végétal

[1.1.1.1. Echantillonnage :

L’échantillonnage a été réalisé dans plusieursorégviticoles du nord algérien. La prise

des échantillons de feuilles est faite en suivastdiagonales de la parcelle sur les plants

présentant des symptdmes de jaunisse, nanisme;reeuds courts ou aspect anormal des

feuilles. Le marquage des plants testés a été&écaliec du ruban adhésif pour des prises

ultérieures d’échantillons. Le nombre d’échantiipteurs origines géographiques et les

variétés sont rapportés dans le Tableau ci-dessus.
Tableau 6 :Les échantillons testés et leurs origines géograjuies.

Wilaya Daira Cépage / vignoble d’élglk?g%:ﬁms
Cardinal 8
. Larbaa Sabel 9
Blida Red Glob 9
Alphonse Lavallée 7
Boufarik Cardinal 7
Sebdou Alicante Bouchet (1 9
Alicante Bouchet (2) 8
Tlemcen Chetouane Alicante Bouchet (3) 9
Mansourah Alicante Bouchet (4 8
Alger Rouiba Chaouche Blanc 7
: Valencie 8
Ain El Berd Alicante Bouchet (1) 9
Sidi Belabes Tessala Alicante Bouchet (2) 7
Valencie (1) 9
Zfizaf Valencie (2) 8
Mostaganem _Sidi Ali Valencig (1) 9
Ain Tadles Valencie (2) 8
Tighenif Valencie (1) 7
Mascara Mohammadia Valencie (2) 8
El Bordj Valencie (3) 8
. Ahmar de Mascara 7
oran Oued Tlilat Red Glob 3
Ain Turk Red Glob . 8
Aneb El Kadi 8
lsser Alphqnse Lavallée 9
Boumerdes Cardinal 8
Thenia Cardinal 9
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Dattier de Beyrouth 9
_ Ain T'mouchant Al?cante Bouchet (1) 10
Ain T’'mouchant Alicante Bouchet (2) 11
Hammam Bouhadjar Alicante Bouchet (3) 10

Dattier de Beyrouth 8

Yellal Aberkane 8
Relizan Muscat de Gustave 8
Relizane Aberkane 9
Ahmar de Mascara 8

Total 300

[1.1.1.2. Conservation :

Les échantillons sont conservés dans des sacspaer,pavec une étiquette mentionnant

I'origine de I'échantillon, le cépage et la datepdélevement.

Au laboratoire, les échantillons sont soit comésr a 4°C (réfrigérateur), déshydratés
selon la méthode de Bos (Planche 1) (Bos, 1969Wipeet Suda-Bachmann, 1979)

[1.1.2. Les tampons et solutions utilisés pour legsts immunoenzymatiques :
[1.1.2.1. Les sera utilisés :

Les tests immunoenzymatiques ont été réalisésdel@e sera, I'un fourni par Agritest®

(sérum et conjugué) l'autre par Bioreba (Kit comiple

[1.1.2.2. Les tampons et autres solutions :

Pour le test mené avec le sérum fourni par Agritesttampons et solutions suivantes

sont préparées par nos soins au laboratoire degieo(ENSA).

v" Tampon de sensibilisation 0,1M et pH=9,6 :

Carbonate de sodium (M2Os) 31,8¢g
Bi carbonate de sodium (hid COs) 58,69
Azide de sodium (Na) 0,29
Eau distillée 800 ml

Ajuster le pH a l'aide de HCI 1 M, puis complétervolume a 1000 ml avec de I'eau

distillée
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v Tampon phosphate salin (PBS) 0,1M et pH=7,4 :

Chlorure de sodium (Na Cl) 8,09
Phosphate mono potassique @Ry) 0,29
Phosphate di sodique (MPO,) 159
Chlorure de potassium (K CI) 0,29
Azide de sodium (Na) 0,29
Eau distillée 800 ml

Ajuster le pH a l'aide de HCI 1 M, puis complétervolume a 1000 ml avec de I'eau

distillée

v Tampon phosphate salin-Tween PBS-T
Tampon PBS a 0,1M pH=7,4 1000 ml
Tween 20 0,5 ml

v" Tampon du substrat 0,1M pH=9,8
Diéthanolamine 97 ml
Azide de sodium 0,29
Eau distillée 800 ml

Ajuster le pH a l'aide de HCI 1 M, puis compléter\olume & 1000 ml avec de I'eau

distillee

v" Le substrat de I'enzyme

Le substrat utilisé est le Para-nitro-phényl-phas@h(PNPP) substrat spécifique de la

phosphatase alcaline, dilué a raison de 0,6 mg daml de tampon du substrat.
11.1.3. Tampons et solutions utilisés pour I'électophorése en gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes :

11.1.3.1. Les protéines marqueuses :

Un mélange de protéine marqueuse a été utiligstitonstitué de plusieurs protéines de
tailles moléculaires différentes allant de 14 Kdi8aKda. (Tableau 7)
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Tableau 7 :Les protéines marqueuses utilisées dans le SDSEPAG

Protéine marqueuse Taille moléculaire Kda
Bovine serum albumin (BSA) 68
Carbonic anhydrase 32
B-lactoglobulin 18
Lysozyme 14,5

[11.1.3.2. Les tampons et autres solutions :

* Solution 1 : Solution Acrylamide —bisacrylamide a 8%

Acrylamide 30g
Bisacrylamide 0,89
Eau distillée guantité suffisante pour 1d0 m

e Solution 2 : Tris—-HCla 1,5M et pH = 8,8
Tris 18,15¢
Eau distillée 40 ml
Ajuster le pH a l'aide de HCI (1M), puis compléfer volume a 100 ml avec de I'eau

distillee.

* Solution 3 : Tris-HCla 0,5M et pH =6,8
Tris 69
Eau distillée 40 ml
Ajuster le pH a l'aide de HCI 1 M, puis compléter volume & 100 ml avec de l'eau

distillee

* Solution 4 : SDS a 1%
SDS 10g

Eau distillée quantité suffisante pour 100 ml

* Solution 5 : Ammonium persulfate de sodium a 1%
APS 10g

Eau distillée quantité suffisante pour 100 ml
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e Solution 6: Tampon Laemmlli (Dilution des protéines marqueuses et des

extraits viraux).5X

Tris — HCI 0,454 g
SDS a 10% 6,00 ml
Glycérol 3,00 ml
Bleu de bromophénol 20,00 ml
Ajuster le PH 6,8
Mercaptoéthanol 50,00 ml a a ajouter juste avant
utilisation.

e Solution 7 : Tampon de migration pH= 8,8 (quantitéour 5 litres)

Tris 0,025M 15,60 g
Glycine 1,92M 144 ¢g
Sodium dodecyl-sulfate (SDS) a 1% 59
Eau distillée 400 ml

Ajuster le pH a l'aide de HCI 1 M, puis compléter yolume a 500 ml avec de l'eau

distillee

Pour l'utilisation diluer 100 ml de cette solutistock dans 900 ml d’eau distillée.
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[I.2. METHODES
[1.2.1. Les tests sérologiques

L’ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) esteuechnique sérologique basée
sur la réaction anticorps (sérum) -—antigéne (yirlsadjonction d’'une enzyme aux
anticorps permet de révéler la présence du virusupa réaction colorée si celui-ci est
présent dans I'échantillon a tester. Cette teclmigt également utilisée pour les analyses
de vérification (Dijkstra et de Jager, 1998, Guesetaal.,1979).

Les échantillons a tester ont été analysés pactmtque immunenzymatique DAS-ELISA
selon les protocoles décrits par Ternynk et Avram@®91). Le choix de la variante

directe de 'ELISA est conditionné par la dispohibides conjugués (planche 2).

Les difféerents échantillons sont broyés dans I8 RBraison de 1g d’échantillon dans 4ml

du PBS, le broyat est filtré a I'aide d’'une étamine

Un autre test a été realisé afin de confirmer éssiltats du premier, est mené a l'aide du
Kit complet Bioreba (GFLV-ArMV) en DAS -ELISA seto le protocole fourni avec le
kit (Annexe).

La lecture des résultats est faite visuellemeragtspectrophotométrie a 405nm (lecteur
de plagues ELISA (Metertech) aprés une incubatien30 minutes puis 1 heure a

température ambiante.

La moyenne de lecture pour chaque échantillon estparée a un seuil de détection

(SD) calculé pour chaque plaque:
SD = Moy. (D.O) témoin + 4 ET (D.O) témoin

Les fréquences d’infection pour chaque wilaya agus pour chaque variété sont calculées

a l'aide de la formule suivant :

Nombre d’échantillons positifs x100
Nombre total d’échantillon analysés

Fréquence d’infection (%) =

29



Partie expérimentale Matériel et méthodes

[1.2.2. L'électrophorése en gel de polyacrylamide

La méthode utilisée est I'électrophorése discomtiren gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes (en présence de SDS)pefimet de séparer les protéines en
fonction de leurs taille moléculaire (Laemmli etoFe®, 1973). Le protocole suivi est celui
de Laemelli (1970) (Planche 3). Seize échantillemst choisis parmi ceux qui ont donné
meilleurs résultat au test ELISA, les feuilles sbrnbyées dans le tampon Laemmelli a
raison de 1g pour 4 ml de tampon. Les extraits s@maturés au bain Marie bouillant
durant 3 mn, puis sont déposés séparément danguies réalisés sur le gel de
concentration (Tableau 8). La migration se faif airant au moins 4 heures, a 150 volts.

La migration est stoppée lorsque le front de mignase situe a environ 3 cm de la base du
gel. Le gel est retiré, fixé durant une nuit, prosoré au bleu de Coomassie (R250) durant
environ une heure, et enfin décoloré avant de eels distances de migration de chacune
des bandes protéiques obtenues (Planche 4). Laés pailéculaires de chacune des bandes
protéigues sont estimés par projection sur unbeétalon établi a partir des logarithmes

des poids moléculaires des protéines marqueusdssetlistances de migrations de ces

mémes protéines.

Tableau 8 :La disposition des échantillons sur le gel d’élmghoreses

N° du puits L’échantillon déposé
1 Mélange de protéines marqueuses
2 Témoin négatif (Bioreba)

3 SBV18

4 BLRg1l

5 OOTAM5
6 RYA2

7 ATATAB39
8 BTDB9

9 MSAV28
10 BIC2

11 RYAM1
12 Sbv17
13 MBV12
14 MMV15
15 MBV13
16 RYAS5

17 MATV24
18 BLAIS
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Apres avoir les distances de migration des proseimarqueuses, une représentation
graphique est nécessaire, les distances de migaiid’'axe des abscisses, et le logarithme
des tailles moléculaires sur I'axe des coordonnkedyoite de régression est tracé et la
formule et obtenu a I'aide de Microsoft Excel©,diéation de la droite de régression est
nécessaire pour avoir la taille moléculaire desgmes correspondant au bande protéine

dans les autre colonnes.
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Planche 1 : Conservation des échantillons végétagelon la méthode de Bos (1969)

v’ Les feuilles débarrassées de leurs nervures soatigées en fines laniéres a l'aide

d’'une lame de rasoir
v Les laniéres sont déposées a l'intérieur d’'unechdét Péri en matiere plastique sur

une feuille de papier filtre couvrant une coucheitieagel ou de chlorure de

calcium
v La boite de Pétri numérotée est scellée a I'aapatafilm puis conservée a 4°C

jusqu’a déshydratation compléete du matériel végétal
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Planche 2

1-

O-

. protocole utilisé en DAS-ELISA (Ternynk et Avrameas, 1991)

Sensibilisation de la plaque
Dépot de l'anticorps spécifique dilué au 1/100hsdie tampon carbonate
bicarbonate (0,1M pH 9,6)
Incubation de la plague
2 heures & 37°C ou une nuit a 4°C.
Lavage
3 fois5 minutes avec le PBS-Tween.
Dépobt de I'antigene
Directemengextrait a raison de 1g/4ml dans le PBS (0,1M pH 7,4
Incubation
2 heures a 37°C.
Lavage
3 fois5 minutes avec le PBS-Tween.
Dépot de I'anticorps spécifique conjugué a la phphatase alcaline
Dilué au 1/1000 dans le PBS (0,1M pH 7,4)
Incubation
2 heures & 37°C.
Lavage

3 fois5 minutes avec le PBS-Tween.

10-Dépobt du substrat

9,8)

PNPP dilué (0,6,mg/1ml) dans du tamg@i@thanolamine (0,1M et pH=

11-Incubation

A température ambiante

12-lecture a 405 nm

1lére lecture au bout de 30 minutes d’incubation

2eme lecture au bout d’'une heure d’incubation

13-Arrét de la réaction
Par addition de NaOH 1N
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Planche 3 : La préparation des gels (Laemelli, 1970

Le gel de concentration a % : quantité suffisante pour 5 ml ;

Tris—-HCla 1M et pH = 6,8 5,00 ml
Acrylamide-bisacrylamide a 30% 2,60 ml
Eau distillée 12,00 ml
SDS a10% 200 pl
APS a 10% 200 pl
Teemed 20 pl

Gel de séparation 12 % guantité suffisante pour 8 ml ;
Tris —HCl & 1,5M et pH = 8,8 12.50 mi
Acrylamide-bisacrylamide a 30% 20,00 ml
Eau distillée 16,50 ml
SDS al10% 500 pl
APS a 10% 500 pl
Teemed 50 pl
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Planche 4 : la visualisation des bandes (Laemelli970) :

Tampon de fixation du gel
Acide acétique a 12% durant 1 heure a tempérambéaate en agitant de temps en temps.

Solution de coloration du gel

Méthanol 50%
Eau 40%
Acide acétique 10%
Bleu de Coomassie (R250) 0,1%
Solution de décoloration
Méthanol 5%
Acide acétique 7,5%
Eau distillée 77,5%
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[ll.Résultats et discussion :
[1l.1. Résultats
[11.1.1. La prospection des vignobles :
[11.1.1.1. Etat général des vignobles prospectés

Les prospections ont été réalisées durant les dwisiai et juin 2014 sur 22 vignobles
dans 10 wilayas du centre et de I'ouest du pays.v@layas produisent 58% du raisin de
table et présentent 55% de la superficie consawémisin de table (MADR, 2011). Les

observations ont permis de différencier deux tygmsymptémes :

= Des anomalies de croissancesur rameaux : entre-nceuds courts, double nceuds,
développement de rameaux latéraux supplémentaifegs @) ; chétivité et
croissance lente (Fig. 9 et 10).
= Des anomalies de coloration sur feuilles : vein-banding (Fig. 11) ; jaunisseinen
(Fig. 12) et mosaique (Fig. 13).
Il faut noter que durant la prospection, il a étdhgtaté que la majorité des vignobles
présente au moins un foyer d’infection (Fig. 10nisnles vignobles de I'ouest semblent

étre plus infectés que ceux du centre.
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Figure 9 : Une plage de plant a croissance lentde$ plants ont été plantés a la méme
période avec ceux a l'arriére) cepage Ahmar de Maara

Figure 11 : symptéme de vein-banding Figure 12 : symptdme de chlorose sur
sur le cepage Alicante Bouschet un sarment de Cardinal
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Figure 13 : symptdme de mosaique sur les feuillesidépage Sabel
[11.1.1.2. L’échantillonnage

Un nombre total de 300 échantillons a été collectant les prospections, les vignobles
ciblés sont de type raisins de table. Les échansilsont prélevés individuellement sur des
vignes présentant des symptdmes de la dégénéresuodnctieuse de la vigne, ou des
vignes sans symptémes se trouvant a cété de vdssntant des symptomes. (Tableau
6).

[11.1.2. Tests immuno-enzymatiques

L’analyse des résultats des tests immuno-enzynegiggalisés a I'aide des deux anti-sera
cités précédemment montre que le virus du couré rsawl ou en complexe avec le virus
de l'arabette, est présent dans toutes les régigitées et sur toutes les variétés testées

(Annexe III).

Sur les 300 échantillons testés 141 sont positifsérum anti GFLV-ArMV et 135 sont
positifs au sérum anti-GFLV, ce qui nous permetlide que méme si le second sérum est

plus spécifique, la sensibilité du premier est @ievée.

De plus sil'on s’intéresse aux variétés les piymndues, Alicante Bouchet et Valencie, il
semble que la variété Alicante Bouchet soit la mosensible puisque sur sur 81
préléevements, 25 sont infectés ; alors que pouentd sur 65 échantillons 31 se sont

révélés positifs soit respectivement 30,86 %7e69 %.
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[11.1.2.1. Fréquences d’infection des échantillonprélevés par la maladie

du court noué:

Les pourcentages d’échantillons infectés par rapgpomombre total prélevé par parcelle
sont calculés et présenté dans le tableau 9, dagme résultats (qui sont détaillés dans
'’Annexe 1ll) on peut constater que tous les vigesbsont infectés par I'un des deux
principaux virus du court noué, outre ces obseowati on peut remarquer qu’'il existe des
échantillons présentant des infections par le wilei$ArMV seul. Cela est constaté par le
fait que ces échantillons réagissent positivemdigréisérum Bioreba ® qui contient des
anticorps polyclonaux détectant la présence du GBLVIArMv, et négativement a
'antisérum Agristest ® qui ne détecte que la pnésedu GFLV.

Tableau 9 : Les résultats des tests sérologiquesatisés par deux antisérums.

Wilaya Codification Nombre Agritest Bioreba
de la parcelle|d’échantillons| GFLV (% +) | GFLV/ArMV (% +)

BLCar 8 50% 25%
BLSak 9 67% 56%
Blida BLRg 9 67% 67%
BLAI 7 71% 71%
BBCai 7 43% 43%
TSAb 9 33% 44%
TCAb1 8 25% 38%
Tlemcen TCAb2 9 22Y% 22Y%
TMADb3 8 13% 25%
Alger ARChb 7 14% 0%
SbAEV 8 13% 25%
SbAEADb] 9 11% 11%
Sidi Belabbes SbTADbZ 7 0% 14%
ShV1 9 56% 67%
SbhzV1 8 38% 38%
MSAV?2 9 44% 44%
Mostaghanem |y, Ty 8 63% 50%
MTV1 7 29% 29%
Mascara MMV1 8 25% 25%
MBV1 8 75% 88%
OOTAM 7 57% 57%
Oran OOTRC 8 75% 75%
OATRG 8 63% 63%
OATAK 8 75% 75%
BIAL 9 89% 89%
. BIC 8 63% 63%
Boumerdes BTC 9 33% 33%
BTDB 9 67% 67%

39



Partie expérimentale Résultats et discussion

ATHBAB1 1C 40% 30%

Ain Témouchant ATHBAB3 11 45% 45%
ATATAB3 1C 40% 40%

RRA 8 38% S50%

RRDB 8 63% 63%

Relizane RYDB 8 25% 25%
RYA 9 33% 33%

RYAM 8 S50% 63%

I11.1.2.2. Fréquences d'infection des échantillonprélevés des vignobles

par wilaya :

La figure 14 montre que tous les vignobles sonedtds, les fréquences d’infection
différent d’'une wilaya a une autre. On observe ples de la moitié des échantillons
prélevés des wilayas Blida, Oran et Boumerdes isbectés par un des deux principaux
virus du court noué. Cependant, les fréquencededlion des wilayas de Mostaganem,
Mascara et Relizane sont proches de 50%. Notorendept qu’aucun échantillon de ceux
prélevés a Alger n'a réagi positivement avec lerséAnti-GFLV/ArMV, et qu’aucun de
ceux prélevés a Sidi Belabbés (Tessala, AlicaoigcBet) n'a répondu avec le sérum anti-
GFLV.

80%
70%
60%

50%
40%
30%
20%
10%
0%
& ™

Figure 14 : Les fréquences d’infection des échanitiins prélevés par wilaya
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l11.1.2.3. Fréquences d’infection des échantillonprélevés par variété :

La variabilité des fréguences d’infection par cépagt trés remarquable (Fig. 15), ainsi
par exemple des cépages telles que Alplonse LavalléAneb El Kadi présentent des
fréequences d’infection supérieurs a 70%, alorslgugoupe des cépages Sabel ; Dattier de
Beyrouth ; Ahmar de Mascara et Red Glob ont degifgces d’infection compris entre 50
et 75%. Des fréquences d’infection inférieurs a28ea 50% ont été obtenu chez les
cépages : Aberkane ; Valencie ; Cardinal ; AlicaBteichet; Muscat de Gustave. Aucun
échantillon du cépage Chaouche Blanc n’a réagitipesient vis-a-vis le sérum Anti-
GFLV/ArMV, cependant un seul a donné une réactiositive a I'antisérum anti-GFLV. ||
faut noter que ces fréquences ne représenteninpaitére de résistance vis-a-vis des virus

du court noué.
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Figure 15 : Les fréquences de réactions positives des éclmnstitiollectés par cépage

[11.1.3. Test biochimique (SDS-PAGE) :

Apres fixation, coloration et décoloration du geh |éger smearing sur la colonne qui
correspond au mélange des protéines marqueuse abgédvé, cependant les bandes
étaient faciles a repérer (Fig. 16). Nous avonsngsurer les distances de migration des
protéines marqueuses, ce qui nous a permis de teadeoite de régression en utilisant la
fonction de régression linéaire de Microsoft Ex2@13 © (Fig. 17), la formule de la droite

est la suivante :
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¥ =—-0.2015x +11.167
Ou :y : le logarithme du poids moléculaire dedat@ine
X : la distance de migration.
Dou :
le poids moléculaire = (702015 x+11.167)

La formule a servi pour déterminer les poids mdiices des différentes protéines

correspondant aux bandes observées sur le gel.

Une bande dont la distance de migration est égal@an a été mise en évidence, ce qui
correspond (selon I'équation de la droite de régoe3 a un poids moléculaire de 55.559
da, un poids proche de celui de la protéine capdidGFLV. La bande est présente dans
les puits correspondant aux échantillons prélevéTdssala (Valencie) ; Larbaa (Red
Glob) ; Oued Tlilat (Ahmar de Mascara) ; Yellal @&kane) ; Sidi Ali (Valencie) et les
Issers (Cardinal), cependant elle est absente anémoin sain (Bioreba®), ce qui

confirme son origine virale.
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Figure 16 : Gel de la SDS-PAGE de la protéine capside: legpres marqueuses (puits
n° 1) et leurs poids moléculaires respectifs, hedié sain (puits 2) et les échantillons

(puits : 3-18), les bandes avec les fleches roagesspondent au poids moléculaire

55,559 Kda.
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Figure 17 :L’évaluation des Log (Poids moléculaire) en fonetdes distances de

migrations.
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[11.2. Discussion
[11.2.1. La prospection des vignobles :

Les symptbmes observés dans les vignobles prospeeidvent étre catégorisés en:
symptéomes de malformation ; symptémes de modiboatie la coloration, et retard de
croissance. Selon Martelli (2010), les trois typesvent étre exprimés selon la souche du
virus, le cépage cultivé et les conditions enviementales. Les souches plus virulentes
causent les malformations des tiges chez les earggnsibles, alors que d’autres souches

moins virulentes n’induisent pas de symptome.

L’éclaircissement inter-nervaire (vein-banding) ele sur le cépage alicante bouchet est,
selon Sokhandan et Hajizadeh (2007), I'un des symes typiques de la maladie du

court noué.

De méme, des symptomes tels que le raccourcissetesnentre-nceuds, les doubles-
bourgeons, et la chlorose sont caractéristiquesodtt noué de vigne (Liebenberg et col.,
2009).

Das et Raski (1969), et Raski et ses collaborat€h¥83) rapportent aussi que les plages
de plants infectés semblables a celles que noussaypo observer, indiquent une
transmission par des agents telluriqgues tels geaenématodes. Plus tard ses plages se

transforment en plage vides (Andret-Liekal.,2004a).

Bien que les symptomes nous aient fournis desrnrdtons essentielles sur la maladie, il a
été nécessaire que l'inspection visuelle des symgsosoit effectuée en conjonction avec
d'autres tests de confirmation pour assurer umdste précis de l'infection par les virus

du court noué.

[11.2.2. Les tests sérologiques :

L’échantillonnage a été réalisé sur feuille a lin de printemps parce que selon de
nombreux auteurs, la concentration en virus esinafe a cette période de I'année. Cette
approche d’échantillonnage est soutenue par plssigavaux : Walter et col.(1987) ;

Sokhandan Bashir et col. (2007) ; Giribaldi et ¢€@011); Sgherri et col . (2013), Lovato et
col. (2014). Krebelj et ses collaborateurs (201B8) pu démontrer que les meilleures
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concentrations du virus sont obtenues dans lefieflew la fin du printemps. En période
hivernale, il est recommandé d'utiliser les sarmatdrmants (Martelli et Boudon-Padieu
,2006).

Les échantillons pris lors de la prospection oétsétumis a des tests sérologiques, vis a vis
deux sera, I'un ne contenant que des anticorps ohamaux Anti-GFLV (Agritest), le
second contenant des anticorps anti-GFLV/ArMV. Lésultats obtenus montrent la

présence du GFLV dans presque la totalité des bigagrospectés.

Nous avons pu noter que certains échantillons agiggent qu’avec I'antisérum Anti-
GFLV/ArMV, ce qui peut signifier gu'ils représentedes cas d’infection simple par
'ArMV, car ils n'ont pas réagi avec I'antiserumtaGFLV. Martelli et Boudon-Padieu

(2006), ont rapporté qu’'une infection simple pariMV est possible bien qu'elle reste
moins fréquente par rapport l'infection mixte ounféction simple par GFLV. Les

symptomes causés par I'ArMV sont les méme que cawsé par le GFLV (Anonyme,
2000a), ce qui montre la nécessité d’utiliser ddgiarps monoclonaux pour confirmer les

résultats obtenus.

Ces résultats confirment des travaux antérieursapbsur la maladie du court noué en

Algérie.

La premiére citation de la présence de la maladi@lgérie date de 1913, on y décrivit
I'état d’infestation des vignobles algériens pamraladie du court noué. Un rapport fut
publié en 1951 sur I'état de I'Agriculture en Algéret dans lequel l'auteur indique la

présence de la maladie en se référant au symptdmeedourcissement des entre-nceuds.

Boussalem (1981), a rapporté que la maladie du camwé dans les pépinieres algéroises

n’existe que dans des cas isolés.

Dans un rapport d’'une inspection realisée en Adgégrar Gallitelli et Martelli (1989), sur
la maladie du court noué, ont montré que dans tldspinfectés par le GFLV et ne
montrant que les symptémes du court noué, un girtre était présent. Le virus a été isolé

plus tard en Italie et nommé GALV (Grapevine Algeriatent virus).

Haddadj et Haddou (1994), lors d’'une étude de gadiht@e de la maladie du court noué,
a pris comme source du GFLV un vignoble dans laoregd’lsser, une région dont les

échantillons ont réagi positivement au test séiglogydans notre étude.
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Digiaro et ses collaborateurs (1999) ont noté &elde I'Algérie parmi les grands pays
viticole dans la région méditerranéenne, toute @anmt qu’'une importante partie de ses
vignobles est sujette a des infections par des diedadégénératives telles que le court

Noué, ce qui risque de la faire reculer dans leselaent.

Une étude menée par Lekikot et col. (2012), sarvieus infectant les vignobles en
Algérie en utilisant les tests biologique (indeXageérologique (ELISA) et biomoléculaire
(RT-PCR), a révélée qu'un tiers (33,3%) des vigastadst atteint par le GFLV. Les 24%
de ces vignobles sont constitués de cépage impa@tés6% sont plantés de cépage
multipliés localement. Des échantillons de porteffigs ont également été testés et aucun
n’était porteur d’aucun des virus testés [GFLV aavine fleck virus (GFkV) ; Grapevine
virus A (GVA); Grapevine virus B (GVB); Grapevineafroll associated virus 1
(GLRaV-1), Grapevine leafroll associated virus 2LRaV-2) et Grapevine leafroll
associated virus 3 (GLRaV-3)].

Notons par ailleurs que cette maladie est présemtans les pays du pourtour
méditerranéen comme la Tunisie (Boulila ,2007)Mkeroc (Vidal, 1953) 'Espagne ou
selon Palomares-Rius et ses col. (2012), prés %e & vignobles sont atteints. De plus
méme si la maladie du court noué (GFLV et I'ArM\Aste moins dispersée et que les
dégats occasionnés sont inférieurs par rapport #adie de I'enroulement, elles
commencent a s’étendre et a prendre de 'amplean¢® ,2015).

Des études prospectives ont rapporté des résalfatspos des populations de nématodes
dans les vignobles algériens, étant donné queus du GFLV est transmis pAiphinema

index alors que celui de L’ArMV est véhiculé pérdiversicaudatum

Ali et col., en 2014, notent que les publicatiotgesennes en matiere de nématologie
comme parmi les plus pauvres de la région méditéaane, et que méme le nombre

d’espéeces décrites reste tres limité.

Sur la carte mondial des maladies et ravageursulages réalisée en collaboration entre
CABI et OEPP (2000b), on trouve queindex est noté présent en I'Algérie, et plus
récemment, dans sa base de donné publiée en 2BPE, @pporte la présence Xéndex

en Algérie et en Tunisie.

En réalisant des études analytiques sur les soisgortés, Dalmasso et Cuany (1969) ont

découvert des populations de nématodes, I'esdérdex fut citée.
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Hoceini et al. (2011 puis 2014), ont rapporté la présenceXigdinema indexdans les

vignobles de Sidi Belabbés et Tlemcen, deux wilgyaspectées lors de notre étude.
Berrabah et ses collaborateurs (2014) ont insisté tlu 4éme Meeting International
d’Aridoculture et Cultures Oasisennes sur I'impoda du contréle des sols infestés tout
en rapportant des taux dangereux d’infestationsKdwdex qui ont été obtenu dans la

région de Rouiba et Boumerdes.

Une étude de prospection des nématodes dans le®bleg algériens réalisée par
Bounaceur et col. (2011) a signalé la présenck.dedexdans des vignobles de Mascara,
Oran et Chélif. La présence Heindexdans la région de Mascara a été aussi rapportée pa
Kaddour (2013).

Lehman (1981) a indiqué la présenceXdmdexdans les plus grands pays viticole de la
région méditerranéenne : la France, I'ltalie, '&gpe, Israél, la Gréce ; la Turquie et

'Algérie.

Ainsi donc ces travaux concernant la présenceedteur du GFLV, leX.indexconfirment
de maniére indirecte la présence du virus du GFlansdles régions prospectées
notamment les wilayas d’Oran ; Sidi Belabbes ; dem; Mascara et Boumerdes.

L’especeX.diversicaudatumseul vecteur de I'ArMV, n'a été citée présentAdgérie par
aucune des publications consultées. Ali et sealothteurs (2014), rapportent que.
diversicaudatumest une espece atlantique, et qu’elle ne figure gaErmi les especes

méditerranéennes.

[11.2.3. La caractérisation biochimique :

Le test biochimique (SDS-PAGE) a servi comme au#si bien de confirmation des tests
sérologique que de détermination du poids moléeaulde la protéine capside, puisqu’elle
constitue plus que 90% de la taille des virionsGRLV et de I'ArMV. (Zarghaniet al,
2010)

Le gel obtenu contient 18 colonnes de bande pnaéiga premiere colonne représente les
protéines marqueuses, la deuxieme le témoin samifavec le kit I’ELISA, et les autres
colonnes sont réservées pour 16 échantillons chpimi les échantillons ayant réagi

positivement aux tests sérologiques.
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Dans la colonne des protéines marqueuses, un $igearing est observe, Grabski et
Burgess (2001), expliquent ce phénomeéne par upeation entre les protéines et le gel

en présence d'un excés de Bleu de Bromophénol.

Une bande est observée dans un certain nombrelaenep mais pas dans le témoin sain,
ce qui nous a permis de déduire son origine Viaatlistance de migration de la bande a
permis d’avoir un poids moléculaire de 55.559 Das tproche de celui de la protéine
capside du GFLV (56 Kd) et de I'ArMV (54 Kd). Ceésultats sont viennent confirmer

ceux obtenus par des études antérieures, Serghsasecollaborateur (1990) ; Demangeat
et ses collaborateurs (2001); Wetzel et ses awiabur (2002); Amari et ses

collaborateurs (2010) ; Schellenberger et ses lwmideur (2010) et Terlizzi et ses

collaborateurs (2015).
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Conclusion et perspectives :

Au terme de ce travail mené sur l'identificatiorsderus impliqués dans la maladie
du court noué de la vigne par des critéres sémlEsi et biochimique, nous pouvons

dire que :

Tous les vignobles prospectés, quel que soit layaikt quel que soit le cépage, porte
le signe d‘une infection par les virus impliquésiside syndrome du court noué. Nos
observations ont été corroborées par les résufiegstests sérologiques, et de la
migration électrophorétique.

Ainsi, pres de 47% des échantillons prélevés gmbrrdu positivement vis-a-vis du
premier antisérum (Anti-GFLV), et 45% avec le déme (Anti-GFLV/ArMV)

Par Wilaya, plus de la moitié des échantillons gué$ des wilayas d’Oran et de
Boumerdeés sont porteur d’au moins un des deux \wdwscourt noué, GFLV ou
'ArMV, et prés de la moitié des échantillons deitaya de Mascara, Mostaganem et

Relizane sont porteurs d'un de ces virus.

Les cépages Alphonse lavallée et Aneb El Kadi ssmplus affectés par la maladie
du court noué (en se référant au nombre d’échamsilprélevés), Ahmar de Mascara,
Sabel et le Dattier de Beyrouth ont des fréqueddafection supérieurs a la moitié,

alors que les autres cépages présentent des ficaguiemérieur a 50%.

La difference entre les fréquences d’infection enlies deux tests ELISA, est
expliquée soit par les faux positifs/négatifs, gait la présence d’infection simple qui

cause la réaction positive avec un sérum et némaeif I'autre.

La caractérisation biochimique a permis de déteemle poids moléculaire de la
protéine capside du virus causal de la maladie alut moué, le poids moléculaire
obtenu (55,56 Kda) et proche de celui de la CP Bu\VG(56 Kda) et de la CP de
I'ArMV (54 Kda).

Nous pouvons donc conclure que les résultats obtéans de notre étude sur la
maladie du court noué en Algérie sont en concomlawec les travaux antérieurs

concernant la présence de la maladie, et queaarss tout au moins pour le GFLV
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déterminé la taille de la protéine capside ce quifiome les résultats du test
sérologique.

Enfin il est important de poursuivre ce travail p@onfirmer et mieux exploiter les
résultats obtenus par :

-Utiliser des sérums monoclonaux anti-ArMV pour ¢onér la présence du virus
de la mosaique de I'arabette en Algérie.

-L’analyse des échantillons par des techniquespiécses telles le Western-Blot
ou encore la RT-PCR.

-Effectuer des échantillonnages plus précis et sanignoble de I'Est et du Sud
tout en utilisant des méthodes statistigues vueslamaladie est mal étudiée
en Algérie.

-Réaliser des prises de sol pour chercher les espectices.

-Réaliser des études de résistance variétale &uautides cépages autochtones.

-Et enfin de réfléchir avec les concernés a la rais@lace de méthodes de lutte
pour mieux protéger le vignoble national..
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13 Dhou El Hidja 1425
23 janvier 2005

MINISTERE DE L’AGRICULTURE
ET DUDEVELOPPEMENT RURAL

Arrété du 17 Safar 1425 correspondant au 7 avril 2004
modifiant et complétant I’arrété du 21 Dhou El
Hidja 1415 correspondant au 21 mai 1995 fixant
les normes phytotechniques et phytosanitaires a
I’importation des semences et plants des espéces
maraicheéres, arboricoles, viticoles et des grandes
cultures.

Le ministre de I’agriculture et du développement rural,

Vu le décret présidentiel n® 03-215 du 7 Rabie El Aouel
1424 correspondant au 9 mai 2003, modifié, portant
nomination des membres du Gouvernement ;

Vu le décret exécutif n° 90-12 du ler janvier 1990,
modifié et complété, fixant les attributions du ministre de
I’agriculture ;

Vu le décret exécutif n® 92-133 du 28 mars 1992
portant création du centre national de controle et de
certification des semences et plants ;

Vu le décret exécutif n° 93-139 du 14 juin 1993,
modifié et complété, portant réaménagement des statuts de
I’institut national de la protection des végétaux ;

Vu le décret exécutif n°® 93-284 du 23 novembre 1993
fixant la réglementation relative aux semences et plants ;

Vu le décret exécutif n® 93-286 du 23 novembre 1993
réglementant le controle phytosanitaire aux frontieres ;

Vu larrété du 21 Dhou El Hidja 1415 correspondant au
21 mai 1995 fixant les normes phytotechniques et
phytosanitaires a I’importation des semences et plants des
espéces maraicheres, arboricoles, viticoles et des grandes
cultures ;

Arréte :

Article ler. — Le présent arrété a pour objet de
modifier et de compléter les dispositions de l’arrété¢ du
21 Dhou El Hidja 1415 correspondant au 21 mai 1995,
susvisé, et notamment ses annexes.

Art. 2. — Les normes phytotechniques et
phytosanitaires a I’importation des semences et plants
des espéces maraichéres, arboricoles, viticoles et
des grandes cultures, annexées a 1’original de ’arrété du
21 mai 1995, susvisé, sont remplacées par celles annexées
au présent arrété et seront publiées au Journal officiel de
la République algérienne démocratique et populaire.

Art. 3. — Le présent arrété sera publié au Journal
officiel de la République algérienne démocratique et
populaire.

Fait a Alger, le 17 Safar 1425 correspondant au
7 avril 2004.
Said BARKAT.

ANNEXE 1

NORMES PHYTOTECHNIQUES ET PHYTOSANITAIRES RELATIVES
A L’IMPORTATION DES SEMENCES DES GRANDES CULTURES

1. NORMES PHYTOTECHNIQUES :
1.1- Céréales

Teneur maximale dans un échantillon
de 500 grammes

Semences d’autres espéces Sclérotes
de plantes ou
fragments

Faculté Pureté
germinative
minimale

% grains

Pureté
variétale
minimale
%o grains

Espece Catégorie

% poids

spécifique
minimale

dont

autres
especes
de céréales
céréales

dont espéces de de
plantes autres sclérotes

que de
claviceps
pupurea

Humidité
max

% po s Total

Semences 999 85 99
Pré-base

et base

Blés

3 dont 1 1
Raphanus
raphanistrum ou
Agrostemma
gitagho

15 4 1

Semences 997 85 98

certifiées

Orge et
Avoine

7 dont 3
Raphanus 3
raphanistrum ou
Agrostemma
gitagho

Semences 997 80 99
Pré-base

et base

Triticale

3 dont 1
Raphanus
raphanistrum ou 1
Agrostemma
gitagho

Semences 995 80 98

certifiées

7 dont 3 3
Raphanus
raphanistrum ou
Agrostemma
gitagho

15 10 7
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1-2 Bois de vigne.

PARAMETRES

BOUTURES PEPINIERES | BOUTURES GREFFABLES BOUTURES GREFFONS

Etat général

Avoir un bon état de fraicheur, suffisamment aoutées sur la totalité¢ de leur longueur, non
desséchées, pas de traces de dommages de gréle et de gel, pas de blessures, non écrasées, ni
cassces.

Dimensions

Longueur: 55 a 60 cm Metre greffable : Longueur minimale : 50 cm
avec un minimum de 5 yeux
105 -120 cm

Diameétre : utilisables,

* Au petit bout : 4,5 mm, Bouture greffable : Diamétre :
* . -

Au grand bout : 12 mm | 40 - 45 cm, * Au petit bout: 6,5 4 12 mm
au maximum.
Diamétre : * Au grand bout : 14 mm au
Talon : 5 mm. * Au petit bout : 6,5 a 12 mm, maximum.
* Au grand bout : 14 mm au

maximum.

Talon : 5 mm au minimum.

Conditionnement

Paquets de 100 ou 200 boutures liées par 2 a 3 attaches, identifiés par une étiquette.

Origine et authenticité
variétale

Les bois doivent étre certifiés et étre accompagnés de documents officiels certifiant leur
authenticité variétale, leur origine et leur état sanitaire conformément a la réglementation en
vigueur.

2. NORMES PHYTOSANITAIRES :

Les plants et porte-greffes viticoles doivent étre reconnus indemnes des organismes nuisibles réglementés et de ceux

ci-dessous énuméres.

VIRUS BACTERIES

Grapevine fan leaf virus (GFLV) (court noué). Erwinia vitivora (maladie d’oléron)

Grapevine leaf roll virus (GLRV let 3) (enroulement).

Rupestris Stem Pitting (RSTaV ) (maladie du bois strié)

Corky Bark (GV B)

Grapevine Virus A (GVA)

Grapevine Fleck Virus (GFKV)

Nématodes Cryptogames

Méloidogyne spp

Longidorus spp

Eutypa armeniacae (Eutypiose)

Pour les organismes nuisibles non énumérés et pouvant étre combattus par traitement phytosanitaire, une tolérance

cumulée de 3% est admise.




Annexe |l :

La composition du Kit Bioreba ® ainsi que le protoole fourni.



Product Information: DAS-ELISA
Grapevine fanleaf virus (GFLV)

GFLV is a grapevine pathogen and is spread over medium and long distances in infected propagative
material and soil, and between plants in the field by dorylamoid nematodes. Fanleaf disease is characterized
by malformations of leaves and canes, and by various types of chlorotic discolourations of the foliage.
Bunches are reduced in number and size, ripen irregularly and show shot berries and poor berry setting.
Yellow mosaic is typically characterized by various patterns of brilliant chrome-yellow discolourations of
leaves and shoots. Yellowing is most prominent in spring, fading away as the season progresses (heat
masking). Crop losses range from moderate (5-10%) to very high (up to 90% or more) according to the
virulence of the virus strain and varietal susceptibility. Fruit quality is also affected by a decrease in sugar
content and titratable acidity. American rootstocks suffer a decrease of pruning wood up to 50% and f
show lower rooting ability of cuttings and graft take. \

!
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Specificity and sampling instruction

The DAS-ELISA reagent (1) consists of different antibodies. The antibodies were made against isolates
of GFLV from Central Europe (Colmar, France) and Canada (Vineland Research Station, Ontario). The
coating antibodies are polyclonal, the AP-conjugated antibodies are monoclonal (P. Ellis, personal
communication).

For testing grapevine, a special extraction buffer «Grapevine» (0.2 M TRIS, pH 8.2) (2, modified) is used;
for other plants, the extraction buffer «General» is applied.

Young leaves or sprouting buds and juicy bark are good tissue sources for detecting GFLV in grapevine (2).

The product was developed in cooperation with Phyto Diagnostics Company Limited, North Saanich, BC,
Canada.

References

(1) Clark, M.F., and Adams, A.N. 1977. J. gen. Virol. 34: 475-483.
17) Gugarl, P. 1986. In .U, Bergmeyer: Methods of Fnz. Analyuis. Vol. X!, pp. 472481,
(3) Hewitt, W.B. et al. 1970. Descriptions of plant viruses. No. 28. CMI/AAB. 4 pp.

Ordering Information

Pathogen Abbr. Art. No.  Reagent form Size Assays
Grapevine fanleaf virus GFLY 120412 IgG 0.2ml 1000
120422 Conjugate 0.2ml 1000
120415 IgG 0.1 ml 500
120425 Conjugate 0.1 ml 500
120453 Positive control 2.5ml 12
180043 Negative control 2.5ml 12
120462 Reagent set 960 260
120465 Reagent set 480 480
120472 Complete kit 960 960
120475 Complete kit 480 480

Reagent sets contain: IgG and conjugate, positive and negative controls, and microtiter plates (F-96) for 480 or
960 tests, respectively, for a working volume of 200 pl/test/well.

Complete kits contain: All reagents, controls, microtiter plates (F-96), buffers, and substrate necessary to perform
480 or 960 tests, respectively, for a working velume of 200 ul/test/well.

All buffers as well as equipment for sample preparation and disposables are also available.

For ordering, prices, and further information on any other product from BIOREBA, please contact your local distributor
(see www hioreba.com) or our office in Switzerland.

www.bioreba.com
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Datasheet
ELISA reagents and contrals for the detection of

Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Coating | Art. No. Art. No.

oating IgG ) Positive Control

(Dilute 1000 x in coating buffer) 120415 (*Reconstitute in 2.5 ml dist. water) 120453
120412

Lot No. 211120 Lot No. 254170

Conjugate Art. No. . Art. Na.

IgG conjugated w/AP 120425 Negative Consrol ; 180043

(Dilute 1000x in conjugate buffer) . [*Reconstitute in 2.5 ml dist. water)

Lot No. 221120 Lot No. 251630

*Exp. Date AUG 2016

Store at +4°C
Quality Control .Hbm.coszaqg- o = ~ éomin
Infected: Ch. quinoa > 3.000
Healthy: grapevine < 0.100
Extraction buffer EP-grapevine <0.100
Positive control, Lot No. 254170 > 2.200
Negative control, Lot No. 251630 <0.100

—_——

Reference: E 293-14/E 303-14 Approved by: Kb

* The functionality of the coating and conjugate reagents and of the unopened controls is guaranteed until the expiration date. The
controls, however, should be used immediately after reconstitution; unused portions can be frozen for later use (refer to Product
information «Positive and negative controlss).

** The extinction values were obtained by following the procedure of double antibody sandwich ELISA (DAS-ELISA) as described on
enclosed Technical information «ELISA Procedures. Certified NUNC F-96 Maxisorp microtiter plates were used. Extinction values may
vary according to species, variety, tissue, and physiological age of plant; strain of pathogen; microtiter plate; plate washer; and ELISA
reader. Since these reagents were tested in DAS-ELISA, other procedures or combinations of reagents might not yield optimal results.

Specifity and sampling: See reagent-specific product information.

Warranty and Liability

BIOREBA AG guarantees that the delivered product has been thoroughly tested in order to ensure that its properties
specified herein and/or in the corresponding product information are fulfilled. No further warranties are given. BIOREBA
AG is unable to accept liability for any damage which results from a non-appropriate use of this product.

printed 01.09.2014

BIOREBA AG Your Partner in Agro-Diagnostics
Christoph Merian-Ring 7

CH-4153 Reinach BL1 phone 4
Switzerland fax +41
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Information produit

Kit complet

Composition des kits

Composant 480 tests 960 tests
1g9G 01 ml 0.2ml
Conjugué 0.1 ml 0.2ml
Témoin positif 2.5ml 2.5ml
Témoin négatif 2.5 ml 2.5ml
Tampon d'extraction (10x/5x)* 250 ml/500 ml 500 ml/2x500 ml
Tampon de coating 1 tablette (0.1 1) 2 tablettes (0.2 1)
Tampon conjugué (10x) 10 ml 20 ml
Tampon substrat (5x) 20 ml 2x20 ml

Tampon de lavage

1sachet (5 1)

2 sachets (101)

Substrat (pNPP) 5 tablettes (0.1 1) 10 tablettes (0.2 1)
Albumine d'ceuf** 25g 50g
Urge*** 150 g 300g
Microplagues 5 x F96 plagues 10 x F96 plaques

Mode opératoire et fiches de données

Les fiches de contréle qualité des réactifs et des témoins
Les modes de préparation des tampons

Le mode opératoire du test ELISA

Lutilisation des témoins positifs et négatifs

Conservation et stabilité

Les composants des kits sont stables jusqu'a leur date de péremption s'ils sont conservés a +4°C. Une courte
période 3 température ambiante, pendant le transport notamment, n'affecte pas la péremption et la qualité des
produits. Une fois dilué, selon le protocole, le tampon de lavage doit étre utilisé rapidement (idéalement dans
la journée) alors que les autres tampons se conservent bien plusieurs semaines a +4°C (max. 2 mois). Exception
faite du tampon d'extraction spécifique pour les bulbes et les tubercules auquel on rajoute de |'albumine d'ceuf et
qui doit &tre préparé extemporanément. || est conseillé d'attendre que les tampons aient atteint la température
ambiante avant utilisation dans les microplaques. A noter: Les tablettes de substrat se conservent plusieurs mois
a +4°C, mais peuvent étre mises a ~20°C pour une tres longue conservation.

Utilisation

Tous les composants du kit sont prévus pour étre utilisé en laboratoire in vitro pour la détection de pathogénes
de plantes par la technique ELISA. lls ne sont pas destinés a I'usage pour I'homme ou |'animal.

Risque pour la santé

Les tampons contiennent 0.02 - 0.2 % d'azide de sodium (NaN,) qui est toxique s'il est avalé et irritant au contact
de la peau, des yeux ou des muqueuses. Cependant, ces produits ne sont pas considérés dangereux s'ils sont
utilisés selon le protocole et dans le cadre des Bonnes Pratiques de Laboratoire. Les déchets doivent étre évacués
selon la réglementation en vigueur.

* Pour les virus de la vigne, une quantité double de tampon est fournie puisque la concentration est x5.
**  Fourni uniquement avec le tampon d'extration spécifique des «Bulbes & Tubercules» et «Caulimoy.
***  Fourni uniguement avec le tampon d'extration «Caulimon.

www.bioreba.com BICRERA AG - = o Yeur Partner
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Information technique
Préparation des tampons

Tampon de coating: 1 ou 2 tablettes dans les kits. Disponible aussi individuellement (Réf. 110110).

"BIOREBA

Dissoudre une tablette dans 100 ml d'eau distillée pour obtenir un tampon bicarbonate (50mM carbonate,
pH 9.6) contenant 0.02 % de NaN

I

Tampon de lavage: Les kits contiennent des sachets de 50 g en poudre (Réf. 110152).

Dissoudre un sachet dans 5000 m| pour obtenir un tampon phosphate (10 mM carbonate, pH 7.4) contenant
140 mM NaCl, 3 mM KCl et 0.05 % de Tween 20 (PBST). Ne contiens pas de NaN,. A utiliser dans les deux jours
apres reconstitution (ajouter un conservateur — azide de sedium- pour éviter les contaminations microbiennes
au dela de 2 jours). Le contenu d'un sachet peut aus dissous dans 500 ml pour obtenir une solution
concentrée 10 fois et stable & température ambiante 15-25°C. Cette solution doit étre diluée x10 juste avant

A

utilisation

Tampon d'extraction «general»: 250 ml ou 500 ml concentré 10 fois (x10) fournis dans les kits complets. Disponible
aussi individuellement (Réf. 110120).

100 ml de solution concentrée x10 sont ajoutés a 200 ml d'eau distillée pour former 1000 ml de tampon Tris
{20 mM, pH 7.4) contenant 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 % PVP 24kD, 0.05 % Tween 20 et 0.02 % NaN,. Colorée
en vert avec E102 et E131

Tampon d'extraction spécial «bulbes et tubercules»: 25 g ou 50 g d'albumine d'ceuf en poudre fournie dans les
kits complets. Disponible aussi individuellement (Réf. 110122).

Pour préparer 1 litre de tampon, dissoudre 10 g d'albumine a’ceuf en poudre dans 20 ml de tampon. Compléter
ensuite jusgu'a 1000 ml avec du tampon d'extraction «géné ser juste aprés |a préparation!
Tampon d'extraction spécial «Caulimo»: Voir Information produit «Cauliflower mosaic virus»,

Tampon d'extraction spécial «vigne»: 500 ml ou 1000 m| concentré 5 fois (x5) fournis dans les kits complets.
Disponible aussi individuellement (Réf. 110123).

200 ml de solution x5 sont ajoutés a 800 ml d'eau
pH B.2 a 25°C) contenant 137 mM NaCl, 2 % PVP 24
Colorée en orangé c E102 et E127. A noter: La f
de la conservation. |l n'affecte pas
celui-ci se réchauffe.

¢ SO
ur former 1000 ml de tamp

b PEG 6kD, 0.05 %

Tween

t en général quand

. €1 aispar

Tampon de conjugué: 10 ml ou 20 ml concentré 10 fois (x10) fournis dans les kits complets. Disponible aussi
individuellement (Réf. 110140/110142).

10 ml de solution concentrée x10 sont ajo
{20 mM, pH 7.4) contenant 137 mM NaC
BSA et 0.02 % de NaN,. Colorée en vio
Tampon de substrat: 20 ml ou 2 x 20 ml concentré 5 fois (x5) fournis dans les kits complets. Disponible aussi
individuellement (Réf. 110130/110132).

20 ml de solution concentrée x5 sont ajoutés a 8
diethanolamine (1M, pH 2.8) contenant 0.02 % de N
tampon de substrat 15 minutes avant utilisation.

20 ml d'eau distillée pour former 100 ml de tampon Tris
VIl KCI, 1 mM MgCl,, 2 % PVP 24kD, 0.05 % Tween 20, 0.2 %
avec E127 et E137

0 ml d'eau distillée pour former 100 ml de tampon
aN.. Ajouter 1 ta te de pNPP (20 mg) dans 20 ml de

Tablettes de substrat (pNPP): 5 ou 10 tablettes conditionnées individuellement contenant chacune 20 mg de pNPP
(para Nitro-Phhenyl-Phosphate) fournis dans les kits complets mais aussi disponible séparément (110080/110180).
Pour une meilleure conservation stocker a -20° C.

Ouvrit 'emballage individuel sans toucher la

pastille et |a faire dissoudre dans 20 ml de tampon substrat
reconstitué pour obtenir une solution concentrée

a 1 mg/ml. A utiliser juste aprés la pré,

Risques pour la santé

L'azide de sodium NaN, est un conservateur utilisé dans certains de nos tampons. C'est un produit qui peut étre
toxique s'il est ingéré ou mis au contact de |a peau, des yeux et des mugueuses. Cependant, ce produit ne présente
pas de danger pour la santé ou I'environnement s'il est utilisé conformément aux régles de bonnes pratiques de
laboratoire. Les déchets doivent étre évacués selon la réglementation en vigueur.

111
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Information du produit

Utilisation des témoins positifs et négatifs

Description générale

Les témoins positifs et négatifs sont utilisés pour valider I'analyse ELISA. Les témoins positifs sont fabriqués a partir
d'extraits de plantes infectées pour utilisation en ELISA et ne peuvent pas étre utilisés pour d'autres applications,
comme l'inoculation de plantes ou les tests rapices AgriStrip. Les témoins négatifs sont des extraits de plantes
saines. Le poids net des contrles est de 50 - 100 mg.

A noter: les témoins positifs peuvent contenir plus d'un agent pathogéne; donc certains témeins positifs provoquent
une réaction positive avec plusieurs réactifs.

Conservation

Les témoins lyophilisés se conservent & +4°C. L'activité antigénique du témoin positif peut légérement diminuer
au cours du temps, mais son utilisation en tant que témoin de réaction est garantie au moins jusqu'a la date
indiquée.

Utilisation

Avant utilisation, ajouter 2,5 ml d'eau distillée dans le flacon et mélanger jusqu'a disparition du lyophilisat; Cet
extrait reconstitué est 3 utiliser immédiatement. La solution en excés peut étre aliguotée au volume de votre choix
et congelée (-20 °C) pour étre utilisée ultérieurement. Elle se conserve ainsi plusieurs mois, cependant au cours du
temps une réponse plus faible peut &tre observée. A décongeler juste avant I'usage et éviter les cycles répétés
de congélation / décongélation.

Détermination du seuil de détection

Les témoins positifs et négatifs sont utilisés pour valider le bon déroulement de 'analyse. Ainsi, les témoins positifs,
comme les échantillons infectés, doivent se colorer en jaune alors que les témoins négatifs, comme les échantillons
sains, restent incolores. Pour déterminer précisément le seuil 3 partir duquel un échantillon doit &tre considéré
comme infectd, il faut utiliser des témoins d'analyse préparés dans les mémes conditions que |'(les) échantillon(s)
3 analyser. C'est a dire, si possible, méme partie de plante, méme stade physiologique, méme espéce et méme
méthode d'extraction. Se reporter a notre fiche ,analyse de données ELISA” en cas de besoin.

Sécurité biologique

Linfectiosité résiduelle, qui peut étre présente dans les témoins positifs, se perd rapidement aprés la reconstitution.
Méme si la structure antigénique est préservée afin de provoquer une réaction dans les tests ELISA, cela ne
représente pas un danger réel si I'on utilise selon les précautions habituelles de laboratoire.




Information technique

Mode opératoire du test ELISA

Sauf exception, nos réactifs ELISA sont optimisés pour étre utilisés dans un test en double sandwich (DAS-ELISA)
sur des microplagues de titration Nunc certifiées avec un volume utile de 200 pl par puit. Lorsque une autre
procédure est utilisée, celle-ci est clairement spécifiée a |z fiche de données du réactif.

Le principe des tests ELISA de BIOREBA correspond au protocole généralement utilisé dans les laboratoires de I
certification réalisant de nombreuses analyses en routine. C'est une procédure «robuste» qui a largement fait ses |8 N
preuves et qui optimise la fiabilité des résultats. Ainsi les clients utilisent un protocole identique et fiable pour S

toutes les combinaisons plantes/pathogénes.
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1. Coating: Sensibilisation des microplaques avec un anticorps spécifique
Diluer au 1/1000 les anticorps de coating (/gG) dans le tampon de coating ; i.e. 20 pl IgG dans 20 ml

de tampon. Ajouter 200 pl de la solution ootenue dans chaque puit de la microplaque.
Couvrir les plagues et placer les dans une étuve humide.
Incuber 4 h a 30°C ou une nuita +4°C.

1a. Lavage : Vider les plagues et laver les au moins 3 fois avec le tampon de lavage. Eliminer
tout le liquide en tapant les plaques sur du papier absorbant. Le laveur de microplaque
BIOREBA «EASY WASH 2000» permet un lavage optimum.

2. Echantillon: Incubation de l'extrait de plante (antigene)

Diluer Fextrait végétal au 1/20 dans e tampon d'extraction (la nature du tampon d'extraction
ainsi que le taux de dilution peut varier selon les échantillons; se reporter a la fiche
«information produit» du réactif).

Ajouter 200 yl par puit.
Couvrir les plagues et placer les dans une étuve humide.
Incuber une nuit & +4°C.

2a. Laver comme en 1a.

3. Conjugué: Incubation avec les anticorps conjugués a l'enzyme (conjugate)
Diluer au 1/1000 les anticorps conjugués dans e tampon de conjugué.

Ajouter 200 yl de la solution obtenue par puit.

Couvrir les plagues et placer les dans une étuve humide.

Incuber 5h a 30°C.

3a. Laver comme en 1a.

4, Substrat: Une réaction colorée indique la présence d'un échantillon infecté
Diluer les pastilles de substrat pNPP & 1 mg/ml dans le tampen de substrat.
Ajouter 200 pl de la solution obtenue par puit.

Incuber & température ambiante (18-25°C) a l'obscurité.

Observez la réaction et notez le développement de la coloration entre 30 et 120 min,
soit visuellement soitavec un photométre 3 405 nm. Les photométres a double lecture
405/492 nm permettent de réduire les effets de bruits de fond.

BIOREBA AG Your Partner in Agro-Diagnostics et ﬂ
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Annexe |l :

Les lectures des DO du test ELISA obtenues



Plague

Codification

ELISA | (AGRITEST serum)

ELISA (BIOREBA kit)

lecture | Moyenne | LSD |lecture| Moyenne | LSD

BLCarl 0,259 0,244 | 0,179 0.138 0,169
0,141 0,2 0,244 | 0,097 ’ 0,169

BLCar2 0,193 0,244 | 0,134 0.129 0,169
0,177 0,185 0,244 | 0,123 ’ 0,169

BLCar3 0,243 0,244 | 0,168 0.200 0,169
0,335 0,289 0,244 | 0,232 ’ 0,169

BLCar4 0,229 0,244 | 0,145 0.092 0,169
0,293 0,261 0,244 | 0,039 ’ 0,169

BLCar5 0,519 0,244 | 0,359 0.411 0,169
0,669 0,594 0,244 | 0,463 ’ 0,169

BLCar6 0,093 0,244 | 0,064 0.076 0,169
0,127 0,11 0,244 | 0,088 ’ 0,169

BLCar7 0,075 0,244 | 0,052 0.038 0,169
0,035 0,055 0,244 | 0,024 ’ 0,169

BLCar8 0,294 0,244 | 0,204 0.141 0,169
0,212 0,253 0,244 | 0,078 ’ 0,169

BLSab1l 0,341 0,244 | 0,236 0.199 0,169
0,233 0,287 0,244 | 0,161 ’ 0,169

BLSab2 0,425 0,244 | 0,294 0.347 0,169
0,577 0,501 0,244 | 0,400 ’ 0,169

BLSab3 0,291 0,244 | 0,202 0.167 0,169
0,189 0,24 0,244 | 0,131 ’ 0,169

BLSab4 0,242 0,244 | 0,168 0.225 0,169
0,306 0,274 0,244 | 0,281 ’ 0,169

BLSab5 0,396 0,244 | 0,274 0.296 0,169
0,458 0,427 0,244 | 0,317 ’ 0,169

BLSab6 0,096 0,244 | 0,066 0.132 0,169
0,086 0,091 0,244 | 0,198 ’ 0,169

BLSab7 0,218 0,244 | 0,082 0.139 0,169
0,282 0,25 0,244 | 0,195 ’ 0,169

BLSab8 0,291 0,244 | 0,202 0.234 0,169
0,383 0,337 0,244 | 0,265 ’ 0,169

BLSab9 0,235 0,244 | 0,163 0.132 0,169
0,145 0,19 0,244 | 0,100 ’ 0,169

BLRgl 0,707 0,244 | 0,490 0.522 0,169
0,799 0,753 0,244 | 0,553 ’ 0,169

BLRg2 0,066 0,244 | 0,046 0.066 0,169
0,122 0,094 0,244 | 0,085 ’ 0,169

BLRg3 0,124 0,244 | 0,086 0.066 0,169
0,065 0,0945 0,244 | 0,045 ’ 0,169

BLRg4 0,115 0,244 | 0,080 0.141 0,169
0,191 | 0,153 | 0,244 | 0,202 ’ 0,169

BLRg5 0,326 0,244 | 0,226 0.212 0,169
0,284 0,305 0,244 | 0,197 ’ 0,169

BLRg6 0,294 0,244 | 0,204 0.257 0,169
0,448 0,371 0,244 | 0,310 ’ 0,169

BLRg7 0,203 0,244 | 0,141 0.210 0,169
0,401 0,302 0,244 | 0,278 ’ 0,169

BLRg8 0,224 0,244 | 0,155 0.222 0,169
0,416 0,32 0,244 | 0,288 ’ 0,169

BLRg9 0,344 0,244 | 0,238 0.177 0,169
0,168 0,256 0,244 | 0,116 ’ 0,169

BLAI1 0,318 0,244 | 0,220 0.204 0,169
0,272 0,295 0,244 | 0,188 ’ 0,169

BLAI2 0,213 0,244 | 0,148 0.205 0,169
0,377 0,295 0,244 | 0,261 ’ 0,169




e s ELISA | (AGRITEST serum ELISA (BIOREBA kit
Plague Codification lecture (Moyenne LSD)l lecture I\sloyenne L)SD2
BLAI3 0,515 0,295 | 0,199 0183 | 0114
0,433 | 0474 | 0,295 | 0,167 ’ 0,114
BLAI4 0,171 0,295 | 0,105 0.068 0,114
0,079 0,125 0,295 | 0,031 ’ 0,114
BLAI5 0,976 0,295 | 0,377 0.379 0,114
0,986 0,981 0,295 | 0,381 ’ 0,114
BLAI6 0,253 0,295 | 0,098 0.112 0,114
0,327 0,29 0,295 | 0,126 ’ 0,114
BLAI7 0,356 0,295 | 0,138 0164 L0114
0,490 0,423 0,295 | 0,189 ’ 0,114
BBCarl 0,261 0,295 | 0,101 0.084 0,114
0,171 0,216 0,295 | 0,066 ’ 0,114
BBCar2 0,252 0,295 | 0,097 0.074 0,114
0,130 0,191 0,295 | 0,050 ’ 0,114
BBCar3 0,445 0295 | 0172 [ ;4c9 | 0114
0,375 0,41 0,295 | 0,145 ’ 0,114
BBCar4d 0,357 0,295 | 0,138 0.120 0,114
0,265 0,311 0,295 | 0,102 ’ 0,114
BBCar5 0,188 0,295 | 0,073 0.094 0,114
0,294 0,241 0,295 | 0,114 ’ 0,114
BBCar6 0,291 0,295 | 0,112 0.116 0,114
0,311 0,301 0,295 | 0,120 ’ 0,114
BBCar7 0,111 0,295 | 0,043 0.074 0,114
0,171 0,141 0,295 | 0,105 ’ 0,114
TSAb1 0,216 0,295 | 0,083 0.096 0,114
0,280 0,248 0,295 | 0,108 ’ 0,114
TSAb2 0,292 0,295 | 0,113 0.143 0,114
0,248 0,27 0,295 | 0,173 ’ 0,114
TSAb3 0,183 0,295 | 0,071 0.056 0,114
0,107 0,145 0,295 | 0,041 ’ 0,114
TSAb4 0,537 0,295 | 0,208 0279 |0114
0,645 | 0,591 | 0,295 | 0,249 ’ 0,114
TSAb5 0,029 0,295 | 0,011 0.021 0,114
0,077 0,053 0,295 | 0,030 ’ 0,114
TSAb6 0,044 0,295 | 0,017 0.023 0,114
0,072 0,058 0,295 | 0,028 ’ 0,114
TSAb7 0,239 0,295 | 0,092 0.116 0,114
0,361 0,3 0,295 | 0,140 ’ 0,114
TSAbS 0,305 0,295 | 0,118 0093 L0114
0,173 0,239 0,295 | 0,067 ’ 0,114
TSAb9 0,400 0,295 | 0,155 0.163 0,114
0,442 0,421 0,295 | 0,171 ’ 0,114
TCAb11 0,326 0,295 | 0,126 0.130 0,114
0,348 0,337 0,295 | 0,134 ’ 0,114
TCAb12 0,291 0,295 | 0,112 0.108 0,114
0,267 0,279 0,295 | 0,103 ’ 0,114
TCAb13 0,319 0,295 | 0,123 0.154 0,114
0,379 0,349 0,295 | 0,185 ’ 0,114
TCAb14 0,195 0,295 | 0,075 0.070 0,114
0,165 0,18 0,295 | 0,064 ’ 0,114
TCAb15 0,193 0,295 | 0,036 0.066 0,114
0,247 0,22 0,295 | 0,095 ’ 0,114
TCAb16 0,083 0,295 | 0,231 0.220 0,114
0,125 0,104 0,295 | 0,209 ’ 0,114
TCAb17 0,187 0,295 | 0,072 0.101 0,114
0,337 0,262 0,295 | 0,130 ’ 0,114




e s ELISA | (AGRITEST serum ELISA (BIOREBA kit
Plague Codification lecture (Moyenne LSD)l lecture I\sloyenne L)SD2
TCAb18 0,169 0,274 | 0,173 0.243 0,280
0,305 0,237 0,274 | 0,312 ’ 0,280
TCAb21 0,162 0,274 | 0,166 0.248 0,280
0,122 0,142 0,274 | 0,329 ’ 0,280
TCAb22 0,265 0,274 | 0,271 0.269 0,280
0,261 0,263 0,274 | 0,267 ’ 0,280
TCAb23 0,123 0,274 | 0,126 0.112 0,280
0,095 0,109 0,274 | 0,097 ’ 0,280
TCAb24 0,320 0,274 | 0,327 0.270 0,280
0,208 0,264 0,274 | 0,213 ’ 0,280
TCAb25 0,240 0,274 | 0,245 0.215 0,280
0,180 0,21 0,274 | 0,184 ’ 0,280
TCADb26 0,252 0,274 | 0,258 0.303 0,280
0,340 0,296 0,274 | 0,347 ’ 0,280
TCAb27 0,185 0,274 | 0,189 0247 |0.280
0,297 0,241 0,274 | 0,304 ’ 0,280
TCAb28 0,281 0,274 | 0,287 0.291 0,280
0,317 0,299 0,274 | 0,295 ’ 0,280
TCAb29 0,056 0,274 | 0,057 0.123 0,280
0,184 0,12 0,274 | 0,188 ’ 0,280
TMAb31 0,255 0,274 | 0,261 0.241 0,280
0,215 0,235 0,274 | 0,220 ’ 0,280
TMADb32 0,170 0,274 | 0,174 0.208 0,280
0,236 0,203 0,274 | 0,241 ’ 0,280
TMAb33 0,307 0,274 | 0,314 0.251 0,280
0,183 0,245 0,274 | 0,187 ’ 0,280
TMAb34 0,083 0,274 | 0,085 0.100 0,280
0,113 0,098 0,274 | 0,115 ’ 0,280
TMAb35 0,168 0,274 | 0,172 0.218 0,280
0,258 0,213 0,274 | 0,264 ’ 0,280
TMAb36 0,199 0,274 | 0,253 0.287 0,280
0,313 0,256 0,274 | 0,320 ’ 0,280
TMADb37 0,212 0,274 | 0,217 0.170 0,280
0,120 0,166 0,274 | 0,123 ’ 0,280
TMADb38 0,373 0,274 | 0,381 0.467 0,280
0,541 0,457 0,274 | 0,553 ’ 0,280
ARCb1 0,149 0,274 | 0,152 0.134 0,280
0,113 0,131 0,274 | 0,115 ’ 0,280
ARCb2 0,276 0,274 | 0,180 0.273 0,280
0,358 0,317 0,274 | 0,366 ’ 0,280
ARCb3 0,263 0,274 | 0,269 0.211 0,280
0,149 0,206 0,274 | 0,152 ’ 0,280
ARCb4 0,207 0,274 | 0,212 0.248 0,280
0,277 0,242 0,274 | 0,283 ’ 0,280
ARCb5 0,199 0,274 | 0,203 0.124 0,280
0,143 0,171 0,274 | 0,044 ’ 0,280
ARCb6 0,266 0,274 | 0,272 0.252 0,280
0,226 0,246 0,274 | 0,231 ’ 0,280
ARCb7 0,181 0,274 | 0,185 0.190 0,280
0,191 0,186 0,274 | 0,195 ’ 0,280
SbAEV1 0,228 0,274 | 0,233 0.194 0,280
0,152 0,19 0,274 | 0,155 ’ 0,280
SbAEV?2 0,264 0,274 | 0,270 0.206 0,280
0,138 0,201 0,274 | 0,141 ’ 0,280
SbAEV3 0,182 0,274 | 0,186 0.206 0,280
0,220 0,201 0,274 | 0,225 ’ 0,280




e s ELISA | (AGRITEST serum ELISA (BIOREBA kit
Plague Codification lecture (Moyenne LSD)l lecture I\sloyenne L)SD2
SbAEV4 0,136 0,292 | 0,205 0.344 0,440
0,320 0,228 0,292 | 0,482 ’ 0,440
SbAEV5 0,142 0292 | 0214 | ,,,, |0.440
0,084 | 0,113 [ 0,292 | 0,127 ' 0,440
SbAEV6 0,349 0292 | 0,526 | cne | 0,440
0,455 0,402 0,292 | 0,686 ’ 0,440
SbAEV7 0,198 0,292 | 0,512 0.476 0,440
0,292 | 0,245 | 0,292 | 0,440 ' 0,440
SbAEV8 0,224 0292 | 0338 | ,q; |0.440
0,162 0,193 0,292 | 0,244 ’ 0,440
SbAEAb11 0,199 0,292 | 0,300 0168 0,440
0,123 0,161 0,292 | 0,035 ’ 0,440
SbAEAb12 0,175 0,292 | 0,264 0.150 0,440
0,123 0,149 | 0,292 | 0,035 ’ 0,440
SbAEAb13 0,235 0,292 | 0,354 0256 0,440
0,105 0,17 0,292 | 0,158 ' 0,440
SbAEAb14 0,468 0,292 | 0,705 | ccg | 0,440
0,372 0,42 0,292 | 0,410 ’ 0,440
SbAEAb15 0,250 0,292 | 0,377 0.374 0,440
0,246 | 0,248 [ 0,292 | 0,371 ' 0,440
SbAEAb16 0,255 0292 | 0384 | ,5,, |0440
0,165 0,21 0,292 | 0,249 ’ 0,440
SbAEAb17 0,225 0,292 | 0,339 0262 0,440
0,123 0,174 0,292 | 0,185 ’ 0,440
SbAEAb18 0,158 0,292 | 0,238 0.228 0,440
0,144 0,151 | 0,292 | 0,217 ’ 0,440
SbAEAb19 0,198 0,292 | 0,298 0223 0,440
0,098 0,148 0,292 | 0,148 ’ 0,440
SbTAb21 0,275 0292 | 0,414 | ,,., [0440
0,125 0,2 0,292 | 0,490 ' 0,440
SbTAb22 0,179 0,292 [ 0,270 | 55, [0,440
0,115 0,147 | 0,292 | 0,173 ’ 0,440
SbTAb23 0,238 0,292 | 0,359 0.296 0,440
0,154 0,196 0,292 | 0,232 ’ 0,440
SbTAb24 0,234 0,292 | 0,353 0.297 0,440
0,160 0,197 0,292 | 0,241 ’ 0,440
SbTAb25 0,187 0,292 | 0,282 0.290 0,440
0,197 0,192 | 0,292 | 0,297 ’ 0,440
SbTAb26 0,243 0,292 | 0,366 0.332 0,440
0,197 0,22 0,292 | 0,297 ’ 0,440
SbTAb27 0,128 0,292 | 0,193 0159 0,440
0,082 0,105 0,292 | 0,124 ’ 0,440
Sbv11l 0,308 0,292 | 0,496 0.481 0,440
0,382 0,345 0,292 | 0,465 ’ 0,440
Sbv12 0,354 0,292 | 0,533 0.627 0,440
0,478 0,416 0,292 | 0,720 ’ 0,440
Sbv13 0,055 0,292 | 0,083 0.092 0,440
0,067 0,061 0,292 | 0,101 ’ 0,440
Sbv14 0,027 0,292 | 0,241 0.251 0,440
0,173 0,1 0,292 | 0,261 ’ 0,440
SbV15 0,064 0,292 | 0,096 0.075 0,440
0,036 0,05 0,292 | 0,054 ’ 0,440
SbV16 0,255 0,292 | 0,484 0.465 0,440
0,295 0,275 0,292 | 0,445 ’ 0,440
Sbv17 0,610 0,292 | 0,919 0.925 0,440
0,684 0,647 0,292 | 0,931 ’ 0,440




ELISA | (AGRITEST serum)

ELISA (BIOREBA kit)

Plague Codification lecture | Moyenne | LSD 1 |lecture | Moyenne | LSD2
Sbv18 0,498 0,377 | 0,407 0.454 0,308
0,612 0,555 0,377 | 0,500 ’ 0,308

Sbv19 0,463 0,377 | 0,378 0.434 0,308
0,599 0,531 0,377 | 0,489 ’ 0,308

Sbzvi1l 0,591 0,377 | 0,483 0.498 0,308
0,627 0,609 0,377 | 0,512 ’ 0,308

Sbzv12 0,342 0,377 | 0,279 0.281 0,308
0,346 0,344 0,377 | 0,283 ’ 0,308

Sbzv13 0,425 0,377 | 0,347 0.396 0,308
0,543 0,484 0,377 | 0,444 ’ 0,308

Sbzv14 0,227 0,377 | 0,185 0.222 0,308
0,317 0,272 0,377 | 0,259 ’ 0,308

Sbzv15 0,413 0,377 | 0,501 0.424 0,308
0,423 0,418 0,377 | 0,346 ’ 0,308

SbzV16 0,047 0,377 | 0,038 0.033 0,308
0,033 0,04 0,377 | 0,027 ’ 0,308

SbzV17 0,039 0,377 | 0,032 0.025 0,308
0,021 0,03 0,377 | 0,017 ’ 0,308

Sbzv18 0,096 0,377 | 0,078 0.067 0,308
0,068 0,082 0,377 | 0,056 ’ 0,308

MSAV21 0,463 0,377 | 0,378 0.383 0,308
0,475 0,469 0,377 | 0,388 ’ 0,308

MSAV22 0,264 0,377 | 0,297 0.235 0,308
0,210 0,237 0,377 | 0,172 ’ 0,308

MSAV23 0,098 0,377 | 0,080 0.066 0,308
0,062 0,08 0,377 | 0,051 ’ 0,308

MSAV24 0,470 0,377 | 0,384 0395 |0.308
0,496 0,483 0,377 | 0,405 ’ 0,308

MSAV25 0,133 0,377 | 0,109 0.143 0,308
0,215 0,174 0,377 | 0,176 ’ 0,308

MSAV26 0,545 0,377 | 0,445 0.473 0,308
0,613 0,579 0,377 | 0,501 ’ 0,308

MSAV27 0,137 0,377 | 0,112 0.113 0,308
0,139 0,138 0,377 | 0,114 ’ 0,308

MSAV28 0,719 0,377 | 0,587 0.539 0,308
0,601 0,66 0,377 | 0,491 ’ 0,308

MSAV29 0,058 0,377 | 0,047 0.104 0,308
0,196 0,127 0,377 | 0,160 ’ 0,308

MATV21 0,135 0,377 | 0,110 0148 | 0308
0,227 0,181 0,377 | 0,185 ’ 0,308

MATV22 0,450 0,377 | 0,368 0.396 0,308
0,518 0,484 0,377 | 0,423 ’ 0,308

MATV23 0,159 0,377 | 0,130 0.074 0,308
0,022 0,0905 0,377 | 0,018 ’ 0,308

MATV24 0,692 0,377 | 0,565 0.517 0,308
0,574 0,633 0,377 | 0,469 ’ 0,308

MATV25 0,168 0,377 | 0,137 0.107 0,308
0,094 0,131 0,377 | 0,077 ’ 0,308

MATV26 0,648 0,377 | 0,529 0.501 0,308
0,578 0,613 0,377 | 0,472 ’ 0,308

MATV27 0,412 0,377 | 0,044 00sg | 0308
0,395 0,4035 0,377 | 0,127 ’ 0,308

MATV28 0,391 0,377 | 0,319 0.381 0,308
0,541 0,466 0,377 | 0,442 ’ 0,308

MTV11 0,188 0,377 | 0,154 0.092 0,308
0,136 0,162 0,377 | 0,029 ’ 0,308




ELISA | (AGRITEST serum)

ELISA (BIOREBA kit)

Plague Codification lecture | Moyenne | LSD 1 |lecture | Moyenne | LSD2
MTV12 0,203 0,403 | 0,095 0.060 0,188
0,151 | 0,177 | 0,403 | 0,024 ’ 0,188

MTV13 0,231 0,403 | 0,108 0.068 0,188
0,259 0,245 0,403 | 0,028 ’ 0,188

MTV14 0,180 0,403 | 0,084 0.078 0,188
0,152 0,166 0,403 | 0,071 ’ 0,188

MTV15 0,410 0,403 | 0,191 0.170 0,188
0,318 0,364 0,403 | 0,148 ’ 0,188

MTV16 0,442 0,403 | 0,206 0199 |0.188
0,410 0,426 0,403 | 0,191 ’ 0,188

MTV17 0,638 0,403 | 0,298 0.280 0,188
0,562 0,6 0,403 | 0,262 ’ 0,188

MMV11 0,159 0,403 | 0,074 0.060 0,188
0,099 0,129 0,403 | 0,046 ’ 0,188

MMV12 0,120 0,403 | 0,056 0.032 0,188
0,018 0,069 0,403 | 0,008 ’ 0,188

MMV13 0,106 0,403 | 0,049 0.036 0,188
0,048 0,077 0,403 | 0,022 ’ 0,188

MMV14 0,123 0,403 | 0,057 0.090 0,188
0,261 0,192 0,403 | 0,122 ’ 0,188

MMV15 0,601 0,403 | 0,280 0.301 0,188
0,689 0,645 0,403 | 0,321 ’ 0,188

MMV16 0,588 0,403 | 0,274 0.257 0,188
0,514 0,551 0,403 | 0,240 ’ 0,188

MMV17 0,017 0,403 | 0,008 0.023 0,188
0,079 0,048 0,403 | 0,037 ’ 0,188

MMV18 0,031 0,403 | 0,014 0071 L0188
0,057 0,044 0,403 | 0,027 ’ 0,188

MBV11 0,344 0,403 | 0,188 0.190 0,188
0,412 0,378 0,403 | 0,192 ’ 0,188

MBV12 0,664 0,403 | 0,310 0.302 0,188
0,628 0,646 0,403 | 0,293 ’ 0,188

MBV13 0,605 0,403 | 0,282 0.300 0,188
0,681 0,643 0,403 | 0,318 ’ 0,188

MBV14 0,565 0,403 | 0,264 0.287 0,188
0,663 0,614 0,403 | 0,309 ’ 0,188

MBV15 0,506 0,403 | 0,236 0.256 0,188
0,592 0,549 0,403 | 0,276 ’ 0,188

MBV16 0,315 0,403 | 0,147 0156 |0.188
0,351 0,333 0,403 | 0,164 ’ 0,188

MBV17 0,451 0,403 | 0,210 0.218 0,188
0,483 0,467 0,403 | 0,225 ’ 0,188

MBV18 0,431 0,403 | 0,201 0.235 0,188
0,577 | 0,504 | 0,403 | 0,269 ’ 0,188

O0OTAM1 0,446 0,403 | 0,205 0.192 0,188
0,484 0,465 0,403 | 0,179 ’ 0,188

OO0TAM?2 0,049 0,403 | 0,023 0.014 0,188
0,009 0,029 0,403 | 0,004 ’ 0,188

OOTAM3 0,038 0,403 | 0,018 0.010 0,188
0,002 0,02 0,403 | 0,001 ’ 0,188

OOTAM4 0,484 0,403 | 0,226 0254 |0.188
0,604 0,544 0,403 | 0,282 ’ 0,188

OOTAMS5 0,737 0,403 | 0,344 0.321 0,188
0,639 0,688 0,403 | 0,298 ’ 0,188

OOTAM6 0,290 0,403 | 0,093 0.135 0,188
0,378 0,334 0,403 | 0,176 ’ 0,188




ELISA | (AGRITEST serum)

ELISA (BIOREBA kit)

Plague Codification lecture | Moyenne | LSD 1 |lecture | Moyenne | LSD2
OOTAM7 0,534 0,120 | 0,954 0.954 0,205
0,558 | 0,546 | 0,120 | 0,953 ’ 0,205

OO0TRG1 0,282 0,120 | 0,482 0.610 0,205
0,432 0,357 0,120 | 0,738 ’ 0,205

OOTRG2 0,080 0,120 | 0,137 0.130 0,205
0,072 0,076 0,120 | 0,123 ’ 0,205

OOTRG3 0,251 0,120 | 0,429 0.426 0,205
0,247 0,249 0,120 | 0,422 ’ 0,205

OOTRG4 0,509 0,120 | 0,870 0.917 0,205
0,623 0,566 0,120 | 0,964 ’ 0,205

OOTRG5 0,323 0,120 | 0,552 0.672 0,205
0,463 0,393 0,120 | 0,791 ’ 0,205

OOTRG6 0,352 0,120 | 0,601 0.468 0,205
0,396 0,374 0,120 | 0,335 ’ 0,205

OOTRG7 0,048 0,120 | 0,082 0.091 0,205
0,058 0,053 0,120 | 0,099 ’ 0,205

OOTRGS8 0,426 0,120 | 0,728 0.694 0,205
0,386 0,406 0,120 | 0,659 ’ 0,205

OATRG1 0,542 0,120 | 0,926 0.865 0,205
0,470 0,506 0,120 | 0,803 ’ 0,205

OATRG2 0,655 0,120 | 0,919 0.900 0,205
0,515 0,585 0,120 | 0,880 ’ 0,205

OATRG3 0,298 0,120 | 0,509 0.542 0,205
0,336 0,317 0,120 | 0,574 ’ 0,205

OATRG4 0,071 0,120 | 0,121 0.149 0,205
0,103 0,087 0,120 | 0,176 ’ 0,205

OATRG5 0,380 0,120 | 0,649 0.596 0,205
0,318 0,349 0,120 | 0,543 ’ 0,205

OATRG6 0,045 0,120 | 0,077 0.135 0,205
0,113 0,079 0,120 | 0,193 ’ 0,205

OATRG7 0,149 0,120 | 0,255 0.178 0,205
0,059 0,104 0,120 | 0,101 ’ 0,205

OATRGS8 0,408 0,120 | 0,697 0.682 0,205
0,390 0,399 0,120 | 0,666 ’ 0,205

OATAK1 0,115 0,120 | 0,196 0.149 0,205
0,059 0,087 0,120 | 0,101 ’ 0,205

OATAK?2 0,188 0,120 | 0,321 0.376 0,205
0,252 0,22 0,120 | 0,431 ’ 0,205

OATAK3 0,449 0,120 | 0,767 0839 | 0205
0,591 0,52 0,120 | 0,910 ’ 0,205

OATAK4 0,339 0,120 | 0,579 0.714 0,205
0,397 0,368 0,120 | 0,849 ’ 0,205

OATAKS 0,359 0,120 | 0,313 0.310 0,205
0,379 0,369 0,120 | 0,306 ’ 0,205

OATAKG 0,388 0,120 | 0,663 0807 | 0205
0,350 0,369 0,120 | 0,940 ’ 0,205

OATAK7 0,490 0,120 | 0,837 0.914 0,205
0,638 0,564 0,120 | 0,990 ’ 0,205

OATAKS8 0,014 0,120 | 0,024 0.014 0,205
0,002 0,008 0,120 | 0,003 ’ 0,205

BIAL1 0,324 0,120 | 0,554 0.539 0,205
0,306 0,315 0,120 | 0,523 ’ 0,205

BIAL2 0,649 0,120 | 0,909 0.944 0,205
0,573 0,611 0,120 | 0,979 ’ 0,205

BIAL3 0,232 0,120 | 0,396 0.407 0,205
0,244 0,238 0,120 | 0,417 ’ 0,205




e s ELISA | (AGRITEST serum ELISA (BIOREBA kit
Plague Codification lecture (Moyenne LSD)l lecture I\sloyenne L)SD2
BIAL4 0,500 0,325 | 0,405 0.330 0,263
0,514 0,507 0,325 | 0,254 ’ 0,263
BIALS 0,499 0,325 | 0,404 0,263
0,365 0,432 0,325 | 0,295 0,350 0,263
BIAL6 0,497 0,325 | 0,402 0,263
0,461 0,479 0,325 | 0,535 0,469 0,263
BIAL7 0,436 0,325 | 0,353 0,263
0,500 0,468 0,325 | 0,405 0,379 0,263
BIALS 0,015 0,325 | 0,012 0,263
0,043 0,029 0,325 | 0,035 0,024 0,263
BIALS 0,410 0,325 | 0,332 0,263
0,376 0,393 0,325 | 0,304 0,318 0,263
BIC1 0,392 0,325 | 0,317 0,263
0,354 0,373 0,325 | 0,448 0,383 0,263
BIC2 0,597 0,325 | 0,483 0,263
0,703 0,65 0,325 | 0,569 0,526 0,263
BIC3 0,333 0,325 | 0,350 0,263
0,381 0,357 0,325 | 0,227 0,289 0,263
BIC4 0,069 0,325 | 0,056 0,263
0,157 0,113 0,325 | 0,127 0,092 0,263
BIC5 0,328 0,325 | 0,265 0,263
0,434 0,381 0,325 | 0,351 0,308 0,263
BIC6 0,562 0,325 | 0,455 0,263
0,510 0,536 0,325 | 0,413 0,434 0,263
BIC7 0,265 0,325 | 0,214 0,263
0,275 0,27 0,325 | 0,223 0,219 0,263
BIC8 0,179 0,325 | 0,145 0,263
0,191 0,185 0,325 | 0,155 0,150 0,263
BTC1 0,152 0,325 | 0,123 0,263
0,258 0,205 0,325 | 0,209 0,166 0,263
BTC2 0,093 0,325 | 0,075 0,263
0,199 0,146 0,325 | 0,161 0,118 0,263
BTC3 0,490 0,325 | 0,397 0,263
0,472 0,481 0,325 | 0,382 0,390 0,263
BTC4 0,342 0,325 | 0,277 0,263
0,194 0,268 0,325 | 0,157 0,217 0,263
BTCS 0,547 0,325 | 0,443 0,263
0,579 0,563 0,325 | 0,469 0,456 0,263
BTC6 0,215 0,325 | 0,174 0,263
0,273 0,244 0,325 | 0,302 0,238 0,263
BTC7 0,355 0,325 | 0,287 0,263
0,489 0,422 0,325 | 0,396 0,342 0,263
BTCS8 0,077 0,325 | 0,062 0,263
0,049 0,063 0,325 | 0,040 0,051 0,263
BTC9 0,014 0,325 | 0,011 0,263
0,090 0,052 0,325 | 0,073 0,042 0,263
BTDB1 0,636 0,325 | 0,515 0,263
0,492 0,564 0,325 | 0,398 0,457 0,263
BTDB2 0,549 0,325 | 0,444 0,263
0,415 0,482 0,325 | 0,336 0,390 0,263
BTDB3 0,420 0,325 | 0,340 0,263
0,368 0,394 0,325 | 0,298 0,319 0,263
BTDB4 0,267 0,325 | 0,216 0,263
0,365 0,316 0,325 | 0,295 0,256 0,263
BTDB5 0,282 0,325 | 0,309 0,263
0,208 0,245 0,325 | 0,168 0,239 0,263




e s ELISA | (AGRITEST serum ELISA (BIOREBA kit
Plague Codification lecture (Moyenne LSD)l lecture I\sloyenne L)SD2
BTDB6 0,581 0,322 | 0,227 0,143
0,539 0,56 0,322 | 0,211 0,219 0,143
BTDB7 0,598 0,322 | 0,234 0,143
0,616 0,607 0,322 | 0,241 0,238 0,143
BTDB8 0,219 0,322 | 0,086 0,143
0,345 0,282 0,322 | 0,018 0,052 0,143
BTDB9 0,662 0,322 | 0,259 0,143
0,678 0,67 0,322 | 0,187 0,223 0,143
ATHBAB11 0,451 0,322 | 0,176 0,143
0,397 0,424 0,322 | 0,155 0,166 0,143
ATHBAB12 0,061 0,322 | 0,024 0,143
0,029 0,045 0,322 | 0,011 0,018 0,143
ATHBAB13 0,156 0,322 | 0,061 0,143
0,060 0,108 0,322 | 0,023 0,042 0,143
ATHBAB14 0,076 0,322 | 0,030 0,143
0,224 0,15 0,322 | 0,088 0,059 0,143
ATHBAB15 0,426 0,322 | 0,166 0,143
0,292 0,359 0,322 | 0,114 0,140 0,143
ATHBAB16 0,085 0,322 | 0,033 0,143
0,007 0,046 0,322 | 0,003 0,018 0,143
ATHBAB17 0,532 0,322 | 0,208 0,143
0,516 0,524 0,322 | 0,202 0,205 0,143
ATHBAB18 0,452 0,322 | 0,177 0,143
0,514 0,483 0,322 | 0,201 0,189 0,143
ATHBAB19 0,119 0,322 | 0,046 0,143
0,115 0,117 | 0,322 | 0,045 0,046 | 0,143
ATHBAB110 0,207 0,322 | 0,081 0,143
0,063 0,135 0,322 | 0,025 0,053 0,143
ATHBAB31 0,070 0,322 | 0,027 0,143
0,100 0,085 0,322 | 0,039 0,033 0,143
ATHBAB32 0,197 0,322 | 0,077 0,143
0,201 0,199 0,322 | 0,000 0,039 0,143
ATHBAB33 0,364 0,322 | 0,142 0,143
0,420 0,392 0,322 | 0,164 0,153 0,143
ATHBAB34 0,255 0,322 | 0,021 0,143
0,235 0,245 0,322 | 0,092 0,057 0,143
ATHBAB35 0,017 0,322 | 0,007 0,143
0,043 0,03 0,322 | 0,017 0,012 0,143
ATHBAB36 0,385 0,322 | 0,150 0,143
0,257 0,321 0,322 | 0,100 0,125 0,143
ATHBAB37 0,490 0,322 | 0,191 0,143
0,484 0,487 0,322 | 0,267 0,229 0,143
ATHBAB38 0,469 0,322 | 0,183 0,143
0,427 0,448 | 0,322 | 0,167 0,175 | 0,143
ATHBAB39 0,278 0,322 | 0,109 0,143
0,154 0,216 0,322 | 0,060 0,085 0,143
ATHBAB310 0,651 0,322 | 0,293 0,143
0,593 0,622 0,322 | 0,232 0,263 0,143
ATHBAB311 0,539 0,322 | 0,211 0,143
0,625 0,582 0,322 | 0,244 0,228 0,143
ATATAB31 0,574 0,322 | 0,224 0,143
0,598 0,586 0,322 | 0,234 0,229 0,143
ATATAB32 0,487 0,322 | 0,151 0,143
0,551 0,519 0,322 | 0,215 0,183 0,143
ATATAB33 0,052 0,322 | 0,020 0,143
0,102 0,077 0,322 | 0,040 0,030 0,143




ELISA | (AGRITEST serum)

ELISA (BIOREBA kit)

Plague Codification lecture | Moyenne | LSD 1 |lecture | Moyenne | LSD2
ATATAB34 0,237 0,380 | 0,020 0,207
0,233 0,235 0,280 | 0,123 0,072 0,207

ATATAB35 0,301 0,380 | 0,159 0,207
0,311 0,306 0,380 | 0,165 0,162 0,207

ATATAB36 0,452 0,380 | 0,239 0,207
0,454 0,453 0,380 | 0,240 0,240 0,207

ATATAB37 0,109 0,380 | 0,058 0,207
0,081 0,095 0,380 | 0,043 0,051 0,207

ATATAB38 0,326 0,380 | 0,173 0,207
0,206 0,266 0,380 | 0,109 0,141 0,207

ATATAB39 0,689 0,380 | 0,365 0,207
0,661 0,675 0,380 | 0,350 0,358 0,207

ATATAB310 0,034 0,380 | 0,018 0,207
0,044 0,039 0,380 | 0,023 0,021 0,207

RRA1 0,335 0,380 | 0,177 0,207
0,359 0,347 0,380 | 0,190 0,184 0,207

RRA2 0,536 0,380 | 0,284 0,207
0,654 0,595 0,380 | 0,346 0,315 0,207

RRA3 0,433 0,380 | 0,229 0,207
0,583 0,508 0,380 | 0,309 0,269 0,207

RRA4 0,332 0,380 | 0,176 0,207
0,400 0,366 0,380 | 0,212 0,194 0,207

RRAS 0,364 0,380 | 0,193 0,207
0,262 0,313 0,380 | 0,139 0,166 0,207

RRA6 0,235 0,380 | 0,261 0,207
0,361 0,298 0,380 | 0,224 0,243 0,207

RRA7 0,092 0,380 | 0,049 0,207
0,032 0,062 0,380 | 0,017 0,033 0,207

RRA8 0,480 0,380 | 0,254 0,207
0,400 0,44 0,380 | 0,212 0,233 0,207

RRDB1 0,413 0,380 | 0,219 0,207
0,285 0,349 0,380 | 0,151 0,185 0,207

RRDB2 0,113 0,380 | 0,060 0,207
0,123 0,118 0,380 | 0,065 0,063 0,207

RRDB3 0,508 0,380 | 0,269 0,207
0,654 0,581 0,380 | 0,346 0,308 0,207

RRDB4 0,644 0,380 | 0,341 0,207
0,558 0,601 0,380 | 0,242 0,292 0,207

RRDB5S 0,588 0,380 | 0,311 0,207
0,612 0,6 0,380 | 0,324 0,318 0,207

RRDB6 0,490 0,380 | 0,259 0,207
0,556 0,523 0,380 | 0,294 0,277 0,207

RRDB7 0,177 0,380 | 0,094 0,207
0,161 0,169 0,380 | 0,085 0,090 0,207

RRDB8 0,514 0,380 | 0,272 0,207
0,450 0,482 0,380 | 0,238 0,255 0,207

RYDB1 0,625 0,380 | 0,331 0,207
0,613 0,619 0,380 | 0,324 0,328 0,207

RYDB2 0,428 0,380 | 0,227 0,207
0,366 0,397 0,380 | 0,194 0,211 0,207

RYDB3 0,181 0,380 | 0,096 0,207
0,075 0,128 0,380 | 0,040 0,068 0,207

RYDB4 0,140 0,380 | 0,074 0,207
0,152 0,146 0,380 | 0,080 0,077 0,207

RYDB5 0,244 0,380 | 0,129 0,207
0,184 0,214 0,380 | 0,044 0,087 0,207




Plague

Codification

ELISA | (AGRITEST serum)

ELISA (BIOREBA kit)

lecture | Moyenne | LSD 1 |lecture | Moyenne | LSD2
RYDB6 0,157 0,347 | 0,084 0,185
0,313 0,235 0,347 | 0,167 0,126 0,185
RYDB7 0,339 0,347 | 0,181 0,185
0,181 0,26 0,347 | 0,096 0,139 0,185
RYDB8 0,140 0,347 | 0,075 0,185
0,020 0,08 0,347 | 0,011 0,043 0,185
RYA1 0,223 0,347 | 0,119 0,185
0,249 0,236 0,347 | 0,133 0,126 0,185
RYA2 0,675 0,347 | 0,360 0,185
0,689 0,682 0,347 | 0,367 0,364 0,185
RYA3 0,254 0,347 | 0,135 0,185
0,226 0,24 0,347 | 0,227 0,181 0,185
RYA4 0,292 0,347 | 0,156 0,185
0,270 0,281 0,347 | 0,144 0,150 0,185
RYAS 0,572 0,347 | 0,305 0,185
0,708 0,64 0,347 | 0,377 0,341 0,185
RYA6 0,124 0,347 | 0,013 0,185
0,190 0,157 0,347 | 0,101 0,057 0,185
RYA7 0,615 0,347 | 0,328 0,185
0,517 0,566 0,347 | 0,276 0,302 0,185
RYAS8 0,085 0,347 | 0,045 0,185
0,091 0,088 0,347 | 0,049 0,047 0,185
RYA9 0,022 0,347 | 0,012 0,185
0,146 0,084 0,347 | 0,078 0,045 0,185
RYAM1 0,661 0,347 | 0,352 0,185
0,657 0,659 0,347 | 0,350 0,351 0,185
RYAM2 0,455 0,347 | 0,296 0,185
0,393 0,424 0,347 | 0,210 0,253 0,185
RYAM3 0,550 0,347 | 0,293 0,185
0,606 0,578 0,347 | 0,323 0,308 0,185
RYAM4 0,019 0,347 | 0,010 0,185
0,081 0,05 0,347 | 0,043 0,027 0,185
RYAMS5 0,117 0,347 | 0,062 0,185
0,017 0,067 0,347 | 0,009 0,036 0,185
RYAM6 0,287 0,347 | 0,260 0,185
0,289 0,288 0,347 | 0,154 0,207 0,185
RYAM7 0,098 0,347 | 0,052 0,185
0,030 0,064 0,347 | 0,016 0,034 0,185
RYAMS 0,362 0,347 | 0,300 0,185
0,388 0,375 0,347 | 0,207 0,254 0,185




Résumeé
Identification des virus impliqués dans la maladiedu court noué de la vigne par des criteres
sérologiques et biochimiques
Cette étude s’inscrit dans le contexte de détenndes virus impliqués dans la maladie du court
noué de la vigne en Algérie. Un nombre total de &€lantillons ont été prélevés de trois wilayas
du centre et sept wilayas de I'ouest du pays, &uépages de la vigne. Les échantillons ont été
sujets a deux tests sérologiques, un premier éisamti un sérum monoclonal anti-GFLV, et le
deuxiéme en utilisant un sérum anti-GFLV/ArMV. L@ésultats obtenus ont montré ti®o des
échantillons prélevés ont répondu positivementramper sérum, alors que 45% ont réagi avec le
deuxieme. Plus que la moitié des échantillons péslales wilayas d'Oran et de Boumerdés et
pres de la moitié de ceux des wilayas de Mascamstddanem et Relizane sont porteur d’au
moins un des deux virus du court noué, GFLV ouNA:
Dans un deuxiéme temps, 16 extraits viraux onsetémis a une SDS-PAGE pour déterminer le
poids moléculaire de la protéine capside. Une bapdeéique dont le poids moléculaire
correspond a 55.559 Dalton a été identifiee. Cdguiolécualire est proche de ceux des proteines
capsides du GFLV (56.000 Dalton) et de '’ArMV (5d00Dalton), un résultat confirmant celui des
tests sérologiques et ceux des travaux antérieurs.
Mots clés: Vigne, court noué, GFLV, ArMV, ELISA, SDS-PAGRotéine capside, Algérie.

Summary
Identification of viruses involved in the grapevinefanleaf disease by serological and

biochemical criteria
This study is part of the context of searchingwimases that are involved in the grapevine fanleaf
disease in Algeria. A total of 300 samples werdectéd from three provinces of the center and
seven provinces of the west, over 12 varietieh®fgrapevine. The samples were subjected to two
serological tests, a first using a monoclonal seamti-GFLV, and the second using an anti-
GFLV/ArMV serum. The results obtained has shown #¥&6 of samples responded positively to
the first serum, whereas 45% reacted with the seddore than half of the samples taken from of
Oran and Boumerdes and nearly half of ones tal@n vlascara, Mostaganem and Relizane are
carrying at least one of the two major viruses Ingd in the disease (GFLV ; ArMV).
In a second step, 16 viral extracts were subjetde@DS-PAGE to determine the molecular
weight of the coat protein. A protein band with emllar weight of 55 559 Dalton was identified.
This molécualire weight is close to that of the GFtoat protein (56.000 Dalton) and ArMV coat
protein (54,000 Dalton), a result confirming thdttlee serological tests and those of the prior
works.
Key words : grapevine, fanleaf, GFLV, ArMV, ELISA, SDS-PAGEgat protein, Algeria.
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