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Abstract

In this study, 300 samples were collected from three departments in the center and seven departments in the west of the
country, on 12 grapevine varieties. The samples were subjected to two serological tests, one using anti-GFLV monoclonal
serum and the other using anti-GFLV/ArMV serum. The results obtained showed that 47% of the samples collected
responded positively to the first serum, while 45% reacted with the second. In a second step, 16 viral extracts were
subjected to an SDS-PAGE to determine the molecular weight of the capsid protein. A protein band with a molecular
weight of 55,559 Dalton has been identified. This molecular weight is close to those of the capsid proteins of GFLV/(56,000
Dalton) and ArMV (54,000 Dalton)
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Résumé

Dans cette étude, Un nombre total de 300 échantillons ont été prélevés de trois wilayas du centre et sept wilayas de I’ouest
du pays, sur 12 cépages de la vigne. Les échantillons ont été sujets a deux tests sérologiques, un premier en utilisant un
sérum monoclonal anti-GFLV,et le deuxieme en utilisant un sérum anti-GFLV/ArMV.Les résultats obtenus ont montré que
47% des échantillons prélevés ont répondu positivement au premier sérum, alors que 45% ont réagi avec le deuxiéme. Dans
un deuxieme temps, 16 extraits viraux ont été soumis a une SDS-PAGE pour déterminer le poids moléculaire de la protéine
capside. Une bande protéique dont le poids moléculaire correspond a 55.559 Dalton a été identifiée. Ce poids moléculaire
est proche de ceux des protéines capsides du GFLV (56.000 Dalton) et de I’ArMV (54.000 Dalton)
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1. Introduction

La vigne (Vitis vinifera L.) appartient a la famille des ampélidacées (vitacées). Les vitacées sont considérées, en général,
comme des lianes, s’attachant a des supports variés grace a des vrilles oppositifoliées, simples ou le plus souvent ramifiées.
Cette famille comprend dix-neuf genres (Burger et al., 2009).

La maladie du court noué est la maladie virale la plus dévastatrice de la vigne partout dans le monde la ou la vigne est
cultivée. Elle est causée par au moins seize (16) virus dont deux sont les plus important : le grapevinefanleaf virus (GFLV)
et I’arabismosaic virus (ArMV). Ces derniers appartiennent au genre Nepovirus de la famille des Comoviridae. Ils ont des
particules virales isométriques constituées d’un seul type de protéine capside de taille variable selon le virus (56 Kda pour
le GFLV et 54 pour I’ArMV). Les dégats occasionnés par la maladie sont variables en fonction de la virulence de I’isolat
virale, la sensibilité du cépage et des facteurs environnementaux (Martelli,2010)

La maladie fut rapportée pour la premiére fois en Algérie en 1913, des études ultérieures ont porté sur la maladie : anonyme
(1951) ; Boussalem (1981) ; Galitelliet al. (1991) et Lekikotet al. (2012). Notre étude s’inscrit dans le contexte d’identifier
deux virus impliqués dans cette maladie sur la vigne en Algérie.

2. Matériel et Méthodes
2.1. Matériel végétal

2.1.1. Zone de prospection

Les lieux d’échantillonnage sont localisés dans le centre et I’ouest de I’Algérie (tableau 1).la plupart des vignobles
algériens se situent dans le littoral ou I’intérieur pour des raisons historiques (la politique coloniale visant a rendre
I’ Algérie, et surtout I’ouest algérien une zone de production potentielle de raisin de cuve).

Tableau 1 : Les wilayas prospectées

Etage climatique Wilaya Nombre d’échantillons
Litoral Blida 40
Alger 7
Oran 31
Mostaganem 17
Boumerdes 35
Ain T'mouchnt 31
Intérieur du pays L’ouest Tlemcen 34
Sidi Belabes 41
Mascara 23
Relizan 41

2.1.2. Echantillonnage et conservation:

Un nombre total de 300 échantillons (feuilles avec ou sans symptémes) ont été prélevés de trois wilayas du centre et sept de
I’ouest du pays, sur 12 cépages de la vigne(Tableau 2).L’échantillonnage a été réalisé dans la période juin-juillet, en
passant sur les deux diagonales de la parcelle, en méme temps, une prospection des symptomes a été réalisée. Les
échantillons sont conservés dans des sacs en papier, avec une étiquette mentionnant I’origine de I’échantillon, le cépage et
la date de prélevement. Au laboratoire, les échantillons sont déshydratés selon la méthode de Bos (De Wijs et Suda-
Bachmann,1979) puis conservés a 4°C.
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Tableau 2 : Les cépages prospectés

N° Cépage Nombre d’échantillons
1 Aberkane 17
2 Ahmar de Mascara 16
3 Alicante Bouchet (4) 81
4 Alphonse Lavallée 16
5 Aneb El Kadi 8
6 Cardinal 31
7 Chaouche Blanc 7
8 Dattier de Beyrouth 17
9 Muscat de Gustave 8
10 RedGlob 25
11 Sabel 9
12 Valencie 65

2.2. Test sérologique:

L’ELISA (Enzyme Linkedlmmuno-SorbentAssay) est une technique sérologique basée sur la réaction anticorps (sérum) —
antigene (virus). L’adjonction d’une enzyme aux anticorps permet de révéler la présence du virus par une réaction colorée
si celui-ci est présent dans I’échantillon a tester. Cette technique est également utilisée pour les analyses de vérification
(Dijkstra et de Jager,1998).

Deux sera ont été utilisés, un premier monoclonal anti-GFLYV fourni par Agritest® (sérum et conjugué), et le deuxiéme en
utilisant un sérum anti-GFLV/ArMV par Bioreba (Kit complet). Pour le sérum anti-GFLV, Les échantillons a tester ont été
analysés par la technique immun-enzymatique DAS-ELISA selon les protocoles décrits par Ternynk et Avrameas
(Ternynck & Avrameas, 1987). Le choix de la variante directe de I’ELISA est conditionné par la disponibilité des
conjugués. Les différents échantillons sont broyés dans le PBS, a raison de 1g d’échantillon dans 4ml du PBS, le broyat est
filtré & I’aide d’une étamine.Pour le sérum Anti-GFLV-ArMV, I’extraction a été réalisée en utilisant le kitd’extraction
fourni par le sérum.

La lecture des résultats est faite visuellement et par spectrophotométrie a 405nm (lecteur de plaques ELISA (Metertech)
apres une incubation de 30 minutes puis 1 heure a température ambiante.

La moyenne de lecture pour chaque échantillon est comparée 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 ainsi que pour chaque variété sontcalculées a I’aide de la formule suivant :

) . . Nombred’échantillonspositifs
Fréquence d’infection (%) = _ _ X 100
Nombre total des échantillons

Un nombre total de 300 échantillons (Tableau 1) ont été prélevés de trois wilayas du centre et sept wilayas de I’ouest du
pays, sur 12 cépages de la vigne. Les échantillons ont été sujets a deux tests sérologiques (DAS-ELISA), un premier en
utilisant un sérum monoclonal anti-GFLV, et le deuxiéme en utilisant un sérum anti-GFLV/ArMV.
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2.3.Electrophorese SDS-PAGE:

La méthode utilisée est I’électrophorése discontinue en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (en présence de
SDS), elle permet de séparer les protéines en fonction de leur taille moléculaire (Laemmli& Favre, 1973). Le protocole
suivi est celui de Laemmlli(1970) (O’donnell, Shukla& Gough, 1982). Les poids moléculaires de chacune des bandes
protéiques est estimés par projection sur une courbe étalon établie a partir des logarithmes des poids moléculaires des
protéines marqueuses et des distances de migrations de ces mémes protéines.16 extraits viraux ayant réagis positivement
aux tests sérologiques ont été soumis aune SDS-PAGE (tableau 3).

Tableau 3 : La disposition des échantillons sur le geld’électrophoréses

N° du puits L’échantillon déposé
1 Mélange de protéines marqueuses
2 Témoinnégatif (Bioreba)
3 SBV18
4 BLRg1
5 OOTAMb5
6 RYAZ2
7 ATATAB39
8 BTDB9
9 MSAV28
10 BIC2
11 RYAML1
12 Shv17
13 MBV12
14 MMV 15
15 MBV13
16 RYAS
17 MATV24
18 BLAI5

3. Résultats et discussion :
3.1.Etat géneérale des vignobles:

Les symptomes observés dans les vignobles prospectés peuvent étre catégorisés en : symptdmes de malformation (Figure
1); symptémes de modification de la coloration (Figure 2). Selon Martelli (2010), les deux types peuvent étre exprimés
selon la souche du virus, le cépage cultivé et les conditions environnementales. Les souches plus virulentes causent les
malformations des tiges chez les variétés sensibles, alors que d’autres souches moins virulentes n’induisent pas de
symptéme. L’éclaircissement inter-nervaire (vein-banding) observé sur le cépage Alicante Bouchet est, selon Sokhandan et
Hajizadeh (2007), I'un des symptdmes typiques de la maladie du court noué.De méme, des symptomes tels que le
raccourcissement des entre-nceuds, les doubles- bourgeons, et la chlorose sont caractéristiques du court noué de vigne
(Liebenberg et col.,2009).
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Figure 1 : Des anomalies de croissance observées durant la prospection : (a) symptdme de bougeon double, (b) plage de

plant a croissance lente, (c)un plant chétif
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ymptdme de vein-banding, (b) chlorose, (c) :

Figure 2 : Des maodification de couleur observées durant la prospection : (a) s

mosaique
3.2.Test sérologique:

Les résultats obtenus ont montré que 47% des échantillons prélevés ont répondu positivement au premier sérum, alors que

45% ont réagi avec le deuxieme.

Les fréquences d’infection sont différentes d’une wilaya a une autre (Figure 3). On observe que plus de la moitié des
échantillons prélevés des wilayas de Blida, Oran et Boumerdes sont infectés par un des deux principaux virus du court

noué. Cependant, les fréquences d’infection des wilayas de Mostaganem, Mascara et Relizane sont proches de 50%.
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Figure 3 : fréquence d’infection des échantillons prélevés par wilaya prospecté.
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La variabilité des fréquences d’infection par cépage est tres remarquable (Figure 4), ainsi par exemple des cépages telles
que AlplonseLavallée et Aneb El Kadi présentent des fréquences d’infection supérieurs a 70%, alors que le groupe des
cépages Sabel ; Dattier de Beyrouth ; Ahmar de Mascara et RedGlob ont des fréquences d’infection compris entre 50 et
75%. Des fréquences d’infection inférieurs a de 25 a 50% ont été obtenu chez les cépages : Aberkane ; Valencie ; Cardinal
; Alicante Bouchet; Muscat de Gustave. Aucun échantillon du cépage Chaouche Blanc n’a réagi positivement vis-a-vis le
sérum Anti-GFLV/ArMV, cependant un seul a donné une réaction positive a I’antisérum anti-GFLV. Il faut noter que ces

fréquences ne représentent pas un critére de résistance vis-a-vis des virus du court noué.
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Figure 4 : fréquence d’infection des échantillons prélevés par cépage.

Nous avons pu noter que certains échantillons ne réagissent qu’avec I’antisérum Anti- GFLV/ArMV,ce qui peut signifier
qu’ils représentent des cas d’infection simple par I’ArMV, car ils n’ont pas réagi avec I’antisérum anti-GFLV. Martelli et
Boudon-Padieu (2006), ont rapporté qu’une infection simple par I’ArMV est possible bien qu’elle reste moins fréquente par
rapport I’infection mixte ou I’infection simple par GFLV. Les symptomes causés par I’ArMV sont les méme que ceux
causé par le GFLV (Anonyme, 2000), ce qui montre la nécessité d’utiliser des anticorps monoclonaux pour confirmer les

résultats obtenus.
Ces résultats confirment des travaux antérieurs portant sur la maladie du court noué enAlgérie.

La premiére citation de la présence de la maladie en Algérie date de 1913 (Trabut, 1913), on y décrivit I’état d’infestation
des vignobles algériens par la maladie du court noué. Un rapport fut publié en 1951 par les services de I’Agriculture en
Algérie et dans lequel I’auteur indique la présence de la maladie en se référant au symptdme du raccourcissement des entre-

nceuds.

Boussalem (1981), a rapporté que présence de la maladie du court noué dans les pépinieres algéroises n’existe que dans des

cas isolés.

Dans un rapport d’une inspection réalisée en Algérie, par Gallitelli et Martelli (1989), sur la maladie du court noué, a

montré que les plants infectés par le GFLV ne montrent que les symptémes du court noué, un autre virus était présent. Le
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virus a été isolé plus tard en Italie et nommé GALV (Grapevine Algerian latent virus).

3.3. Electrophorese (SDS-PAGE) :

Le gel obtenu de la SDS-PAGE (Figure 5) a montré la présence une bande suspecte d’étre d’origine virale, sur 6 extraits :
Tessala (Valencie) ; Larbaa (RedGlob) ; Oued T’lilat (Ahmar de Mascara) ; Yellal (Aberkane) ; Sidi Ali (Valencie) et les

Issers (Cardinal).

La distance de migration de la bande en question correspond a 55,559 Kda, un poids moléculaire proche de celui de la
protéine capside du GFLV (56 Kda) et celle de I’ArMV (54 Kda).

La SDS-PAGE a servi comme outil aussi bien de confirmation des tests sérologique que de détermination du poids
moléculaire de la protéine capside, puisqu’elle constitue plus que 90% de la taille des virions du GFLV et de I’ArMV.
(Zarghaniet al., 2014)

Ces résultats viennent confirmer ceux obtenus par des études antérieures, entre autres : Wetzel et ses collaborateur (2002);

Schellenberger et ses collaborateur (2010) et Terlizzi et ses collaborateurs (2015).

115
11 %
10.5
10
9.5 e

y =-0,2015x+11,167

Log (poids moléculaire
(da))

0 2 4 6 8 10
Distance de migration (cm)

Figure 5 : le gel de la SDS-PAGE. 1 : protéines marqueuses ; 2 : témoins négatif ; 3 a 18 : extrait viraux des échantillons

2. Conclusion

Cette étude vient d’appuyer les études portant sur I’actualisation de la maladie du court noué dans les régions Centre et
Ouest de I’Algérie. En utilisant deux anti-sera : un anti-GFLV et un Anti-GFLV/ArMV, les tests sérologiques ont permis
d’obtenir des fréquences d’infection des échantillons de plus 45%. Dans un deuxiéme temps, une protéine avec un poids
moléculaire de 55.559 Kda a été identifiée par la technique de SDS-PAGE. En se référant a la bibliographie, ce poids est
proche de celui des protéines capside du GFLV et de I’ArMV.
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