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Résume :

Le court noué ( Grapevine Fanleaf Nepovirus, ( GFLV), le virus le plus répandu
dans le monde et I’'un des plus dommageable sur vigne . Il est transmit par Xiphinema
index et X italiae . L’objectif de cette étude était la détection du virus de la vigne, la
recherche les nématodes vecteurs et 1’évaluation de ’efficacité de la transmission du
GFLYV par les nématodes présents dans les vignobles algériens. Des prospections ont été
effectuées au niveau de 8 stations : station Chiffa , station Médea, station expérimentale
d’agronomie de Blida, station de Hamr Ain (Tipasa) , station El Affroun et la station de
Hoceinia ( Ain Defla). Le controle par le test biologique ( inoculation mécanique) et le test
immuno-enzymatique a porté sur tous les échantillons prélevés de chaque station.
Seulement 45.40 % des plantes testés ont répondu positif au GFLV en Double antibody
sandwich Elisa ( DAS- ELISA). Plusieurs especes du genre Xiphinema a été identifi¢ (X
mdex , X italiae, X . americanum , X mediterranum , X turicum et X reversi ). Les
résultats de la transmission du virus par le vecteur (Xiphinema index et X italiae) sur les
cinq variétés ( Sultane, Dattier de Beyourth, Musat d> Hambourg, Cardinal et Golnoir)
sont variables , le taux d’infection obtenu était de 36 %.

Mot clé : Vigne , GFLV, Nématodes, Xiphinema index, X italiae, Transmission ,
DAS-ELISA, Test biologique, Algérie

Abstract :

Grapevine fanleaf (GFLV) is a Nepovirus that causes severe damage, it is
transmitted by Xiphinema index et X italiae.. The object of this study is the detection of
virus affected Grapevine Fanleaf virus ( GFLV) , with mostly identify and characterize its
vectors which are the nematodes and evaluation the efficacy of the transmission of GFLV
by nematodes inventoried in grapevine algeriens. Prospecting were has been effected at 8
stations : station Chiffa , station Médea, station institut agronomic de Blida, station de
Hamr Ain (Tipasa) , station d” El Affroun et station de Hoceinia ( Ain Defla) .The control
by test biological and Double antibody sandwich-Elisa (DAS-ELISA) effected on all
samples taken in 8 stations . Only 45,40 % of samples tested were has been positives.
Most species of Xiphinema have been identify (X index, X italiae, X. americanum , X
mediterranum , X turicum et X reversi ). The transmission of virus by vectors
(Xiphinema index et X italiae) on fife variety ( Sultane, Dattier Beyrouth, Muscat
d’hambourg, Cardinal et Golnoir) were infected , this is average of incidence 36 %.

Mot clé : Grapevine , GFLV, Nématodes, Xiphinema index, X italiae,
Transmission , DAS-ELISA, Test biological, Algérie
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INTRODUCTION

La vigne est connue depuis longtemps, c’est une vieille culture consommée par
I’homme, son origine se confond avec ’histoire des végétaux . La viticulture est répartie

dans le monde entier ( Europe, Afrique, Asie, et en Amérique ).

En Algérie , elle occupe une place trés importante ; non seulement sur le plan
économique mais aussi sur le plan social. Elle a marqué une réduction du rendement et de
superficie de manicre graduelle et réguliere depuis 1962 [ 1 ], a cause des arrachages des
vignes de cuves pour les substituer par des cultures stratégiques , 1’dge de cépages,
mauvais entretien , et surtout les maladies fongiques, bactériennes et virales . Les
malades a virus sont non négligeables , car elles sont en mesure de limiter le rendement et
la longévité des vignobles qui sont parfois catastrophiques, et méme lorsque 1’infection est

apparemment peu grave. Elle peut souvent diminuer la quantité et la qualité de la récolte .

Les viroses de la vigne tiennent leurs gravité de leur caractére chronique chez les
plantes ayant été contaminées une premiere fois, le virus se généralise et se transmet a tous
les descendants végétatifs (bouture, greffon , porte greffe). Elles sont répandues partout
avec I’extension de cette culture a travers toutes les régions du monde a climat tempéré et

méditerranéen et a la faveur des échanges commerciaux et scientifiques [ 2 ]

Certains d’eux elles se propagent par inoculation mécanique , voies végétatives
( greffes , graines) , et d’autres se transmettent par vecteurs qui peuvent étre des insectes ,
champignons, plantes parasites et par nématodes. Ces derniers sont les plus répandues

dans le monde et causent des dégats considérables [ 3 ].
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Parmi les maladies transmises par nématodes , le court- noué est la virose la plus
importante des maladies virales de la vigne; du fait de sa large répartition dans lemonde ,
en agissant a la fois sur le rendement et sur la longévité des ceps ; son infection peut
produire une destruction rapide des ceps atteints , ou un dépérissement lent s’étendant sur

plusieurs années [ 4 ].

En Algérie, les travaux de recherche sur ce sujet sont restreints et peu d’études sur le
terrain ont été conduites d’une maniere rigoureuse , elles se sont limitées a des études de
vérification de I’absence du GFLVdans les vignobles . Par conséquent , ce probléme ne
peut donc laisser indifférent les viticulteurs et toutes personnes qui s’intéressent au progres

de la viticulture.

L’objectif de cette recherche était :

- La bio- et la séro- détection du GFLV par la technique DAS-ELISA, des
¢chantillons des feuilles et des rameaux provenant des différents prospections effectués
dans les stations viticoles a savoir 2 parcelles dans la station de Chiffa , 2 parcelles de la
station de Médea, une parcelle de la station experimentale d’agronomie de Blida, une
parcelle de la station d’ El Affroun et une autre de la station Bouroumi, une parcelle dans
la station Hamr EI Ain et enfin une parcelle dans la station de Hoceinia.

- L’éfficacit¢ de la transmission du GFLV par X index et X italiae , des
¢chantillons de sol provenant des différents prospections effectués dans les stations a
savoir 2 parcelles dans la station de Chiffa , 2 parcelles de la station de Médea, une

parcelle de la station experimentale d’agronomie de Blida .
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CHAPITRE 1

ETUDE DE LA PLANTE-HOTE VIGNE ( Vitis vinifera)

L’homme cultive la vigne depuis fort longtemps (5000 ans J.C.) pour en
consommer le raisin et les feuilles. Elle est née en orient, environ 7000 ans avant J.C. [ 5].
Elle posséde un rdle économique et social déterminant. C’est une plante sarmenteuse,
vivace, qui peut demeurer plusieurs dizaines d’années dans les conditions normales de
culture. Elle doit assurer chaque année la formation de nouvelles feuilles ainsi que de
nouveaux rameaux qui vont assurer le développement de la souche d’une part et la
formation et le développement des inflorescences ainsi que la croissance des grappes des
braies et des graines d’autre part . Elle se multiplie essentiellement par voie végétative [ 6,
7 1. La vigne comme toute culture est sujette aux attaques de différents agents
phytopathogénes (champignons, bactéries, phytoplasmes, viroides et virus) qui causent
d’importants dégats en affectant non seulement la production, mais aussi la pérennité de la

plante [ 8] .

1.1 - Situation de la viticulture algérienne:

L’évolution du vignoble pendant la période post-coloniale se confond avec un
rétrécissement progressif de la surface plantée et une régression irréversible des
rendements en raisin du cuve . En 1980, la superficie totale occupée par la vigne était de
180 000 hectares environ et en 1986, elle n’était plus que de 154 715 hectares. Toutefois
les séries d’arrachage et de plantation ont permis de modifier quelques peu I’encépagement
si bien que les variétés de table et de raisin sec ont fini par conquérir une superficie
qu’elles n’ont jamais pu atteindre auparavant [ 9 ]. Les superficies de vigne de table étaient
de 5000 hectares en 1962. Actuellement elles arrivent a couvrir 59.000 hectares de surface
agricole utile [ 10 ]. Cependant, il y a lieu souligner que les rendements restent encore
faibles d’une région viticole a une autre a ’intérieur du pays d’une part et par rapport aux
pays producteurs méditerranéens, d’autre part. En Algérie le niveau de consommation est
faible, n’excédant pas 5 kg par habitant; alors que la consommation moyenne enregistrée

dans les pays méditerranéens, est de I’ordre de 15 kg par habitant [ 9 ].
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1.2 - Répartition du vignoble en Algérie:

La carte géographique montre que I’Algérie présente deux caractéristiques
essentielles qui sont , un décalage longitudinal vers le sud en partant de I’Est vers 1’Ouest
et des altitudes plus marquées au centre et a I’Est qu’a I’Ouest. On rencontre la culture de
la vigne en Algérie dans différents niveaux géographiques permettant favorablement son
adaptation. En effet a partir de la zone Maritime, la vigne se cultive dans les régions
cotieres, littorales et sublittorales. Les cépages précoces sont localisés le long de la bande
cotiere de I’Ouest et du centre du pays. Les cépages de table destinés a la consommation en
frais sont placés au centre et a ’Est du pays. Ces cépages précoces sont le Muscat
d’Alexandrie, le Dattier de Beyrouth, I’Italia, I’ Alphonse la vallée et cardinal, alors que les
cépages de table tardifs tel que Valensi, Dattier de Beyrouth, Ahmar Bou Amar et
Guerbez sont plantés au niveau des pieds monts, des coteaux et des montagnes [ 9 ]. Plus
de la moitié des superficies réservées au raisin de table (66% ) est répartie sur six wilayas
(Tlemcen, Médéa, Tipaza, Mostaganem, Boumerdes et Mascara). Le vignoble de cuve est
localisé essentiellement a I’Ouest du pays avec une superficie de 20.000 ha, en 1995. Les
quatres principales wilayas de ’Ouest sont Tlemcen, Ain Temouchent, Mostaganem et
Sidi Belabbes. Elles détiennent ensemble preés de 77 % de la superficie globale de cette
espece. Les espéces a raisin de séchage sont localisées seulement au niveau de cinq
wilayas sur une superficie de 130 ha , Mascara vient en premicre position avec 38 % suivie
de Chlef avec 37 % et Tlemcen avec 22 % . Actuellement, le vignoble de table se
caractérise par un fort déséquilibre au niveau de la répartition qui est de 53 % au centre,

40 % al’Ouestet 7% al’Est [ 11].

1. 3- Diversité biologique des portes - greffes:

A la fin de XIX et au début du XX siecle, a la suite de I’invasion phylloxérique,
puis des dégits causés par le mildiou et d’autres maladies, des variétés issues
d’hybridations interspécifiques étaient plantées pour la cuve [ 12 ]. En revanche, les
variétés de porte- greffe sont presque exclusivement de croisement entre espéces de Vitis
originaires des Etats-Unis. Il s’agit essentiellement de V. riparia, V. rupestris, V.
berlandieri. Quelques porte-greffes cultivés en Europe sont des descendants du croisement
entre V. vinifera et V. berlandieri. Le choix des porte-greffes est fonction de la nature et de
la qualité du sol, ainsi que de la résistance a des parasites du sol. Il existe actuellement une

multitude de porte-greffes francs ou hybrides (Tableau 1.1 ).



Tableau 1.1 : Caractéristiques des principaux porte-greffes [ 12 ]
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RGM 101-14
Porte —greffe 3309C | 1103P | R110 140Rc | SO4 | 240A | 5BB | 161-49C | RSB-1 41B fercal
) MGT
Matériel génétique Vitis Viriparia X V. V. rupestris X V. o o V. vinifera X V.
o , o Viriparia X V. berlandieri o
riparia rupestris berlandieri berlandieri
Résistance aux nématodes
++ ++ + ++ ++ + +++ ++ +++ + + + ++
(Melodogyne)
Résistance au calcaire + + ++ ++ ++ +++ ++ -+ -+ -+ -+ -+ -+
Adaptation & la sécheresse + + ++ -+ -+ -+ -+ ++ ++ ++ +++ +++ ++
Adaptation a I’humidité -+ -+ ++ -+ + + -+ + +++ +++ ++ + ++
Premier développement +++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ + -+ -+ -+ + ++
Vigueurconférée + ++ -+ -+ -+ -+ -+ + +++ ++ -+ -+ -+
Précocité b+ b+ -+ + + + + ++ + ++ + + ++
Légende :
+ : Faible
++ : Moyen
+++ : Modéré
++++: Fort

++++ + : Trés fort
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CHAPITRE 2

ETUDE DE VIRUS DE LA VIGNE : COURT- NOUE (GFLYV)

Les maladies a virus jouent un rdle important en viticulture, car elles sont en
mesure de limiter le rendement et la longévité des vignobles dans des proportions qui sont
parfois catastrophiques. Elles peuvent souvent diminuer suffisamment la qualité et la
quantité de la récolte, peut aller jusqu’a 60 % [ 2 ]. Parmi les nombreuses viroses pouvant
affecter la vigne, le court-noué est certainement le plus répandu et 1'un des plus
dommageables. Il est présent dans tous les vignobles du monde et est provoqué par le
GFLV transmis au niveau des racines par des nématodes. Ce virus provoque la
dégénérescence infectieuse, dans la plupart des vignobles européens, il peut étre

responsable du dépérissement dans les régions Nord en Amérique [ 13 ].

2.1- Taxonomie des virus de la vigne:

Les virus infectant la vigne appartiennent a deux groupes :

- Le premicre groupe est compos¢ de virus appartenant & des genres se regroupant
en cinq familles: Bunyaviridae, Bromoviridae, Closteroviridae, Comoviridae et
Tombusviridae. Ces familles sont constituées d’un ARN simple brin, pour les quatre
familles, de forme soit isométrique ou filamenteuse, et se caractérisent par un ARN simple
brin non enveloppé. Les membres de la famille des Bunyaviridae ont des particules sous

forme Paraspherique avec un ARN moncatenaire enveloppé [ 14 ]

- Le deuxiéme groupe se compose des virus appartenant a cinq genres non-assignés
a des familles. Les particules virales sont soit isométriques, filamenteuses ou en batonnets,

a génome bipartite constitué de deux ARN simples brin sans enveloppe (Tableau 2.1) [15 ].



Tableau 2.1 : Classification de virus de la vigne [ 14 ] .
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Génome Particule Famille Genre
ARNsb enveloppe Paraspherique Bunyaviridae Tospovirus
ARNsb Isométrique et | 7ombusviridae Tombusvirus,

monopatites Carmovirus.
Bipartites Comoviridae Fabavirus,
Nepovirus,
Comovirus
Tripartites Bromoviridae Altamovirus,
Bromovirus,
cucumvirus,
llarvirus.
Filamenteuses Closteroviridae Closterovirus.
Genre non groupés en famille
ARNsb Isométriques Sobemovirus
Filamenteuses Potexvirus,
Trichovirus.
Batonnets Tobavirus,
Isométriques Furovirus.

La plupart des virus de la vigne ne sont pas spécifiques a cette culture sauf: GFLV,
GRLV, GALV, GLPV, GVA et GLBV. Ces virus appartiennent a des familles et des genres
différents (Tableau 2.2).
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Tableau 2.2 : Familles, genres, especes attaquent la vigne et d’autres familles de

plantes [ 16 ]

. Espéce
Retulies SS Virus de la vigne Virus appartenant & d’autres familles
Bunyaviridae Tospovirus + Virus de tache bronzée de la tomate
(TSWY)
Bromoviridae Alfamovirus + Virus de la mosaique de luzerne (AMYV)
Bromovirus + Virus de la mosaique de bratislava (BMV)
Cucumovirus + Virus de la mosaique de concombre
(CMY)
Ilarvirus Grapevine line pattern virus -
(GLPY)
Closteroviridae | Closterovirus | Virus de I’enroulement de -
vigne (GLRYV)
Comoviridae Comovirus - -
Fabavirus + Virus de la flétrissement de la féve
(BBWV)
Nepovirus
+ Virus de tache annulaires noires de tomate
(TBSV)
+ Virus de tache annulaire de la tomate
(TBRYV)
+ Virus de la mosaique de I’arabette
(ARMYV)
Court- nou¢ (GFLYV) -
Tombusvirus
Tombusviridae Virus latent algérien de la -
Carmovirus vigne (GALYV)
Virus de la nécrose du tabac (7NV)
J’_
Genre non groupés en famille
Furovirus Virus labile en batonnet de i
la vigne (GLBY)
. Virus de la mosaique de chénopode
Sobemovirus +
(SMV)
Potexvirus - Virus X de la pomme de terre (P VX)
Tobanovirus * Virus de la Mosaique du tabac (7MV)
Trichovirus Virus A de vigne(GVA) )

(+) Spécifique (-) Non spécifique
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2.2- Virus du Court-noué de la vigne : GFLV

Le GFLVappartient au genre des Nepovirus qui sont les plus répandus dans le monde.
Ils revétent une importance économique considérable. Sur vigne, les Nepovirus provoquent
différents types de symptomes: déformation et réduction de la taille des feuilles,
panachure, irrégularit¢ et raccourcissent des entre-nceuds. Ces virus provoquent des
troubles qui se traduisent par un réduction de la longévité , le dépérissement progressif, et
une perte de récolte pouvant aller jusqu’ a 90% [ 13 ] . Les Nepovirus se transmettent par
voie mécanique (greffage, inoculation mécanique), ils ont été transmis expérimentalement
a 30 especes différentes appartenant a des familles botaniques, comme (les Chénopodes,
les Amarrantes et Cucurbitacae) [ 8 ] . En effet, les nématodes servent de vecteurs et
transmettent le virus d’un pied a un autre. Deux espéces du genre Xiphinema sont connues
comme vectrices du virus du court-nou¢ X index Thorne et Allen (1950) et X italiae Meyl

[13].

2.2.1- Historique:

Le court -noué est la maladie a virus de la vigne la plus connue et sans aucun doute
celle dont on admet I’existence depuis fort longtemps. Hewit [ 17 ] pense que le virus du
court -noué a une origine dans 1’ancienne Perse . Des le 19°™ siécle, le court-noué était
décrit sous le nom de «Ronct » et ainsi que sous plusieurs noms:

Grapevine Gable virus

Grapevine roncet virus | 18 ].

Grapevine court-noué virus

Grapevine arricciamento virus | 19 ].
Grapevine degenerazione inféttiva virus|[ 20 ] .

Grapevine urticado virus [ 21 ].

2.2.2- Distribution géographique:

Le court- noué est une maladie a répartition mondiale [ 2 ] . En dehors des pays
d’Europe du bassin méditerranéens, le court- noué a été signalé en Afghanistan, Algérie,

Malte, Tunisie et en Turquie [ 13 ].
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2.2.3- Propriétés biochimiques et moléculaires:

Le GFLVest un parasite intracellulaire, la structure des particules est isométrique de
30 nm diametre [ 16 ]. L’acide nucléique est un ARN simple brin, linéaire, en sens positif.
Le génome viral est bipartite. Il est constitué de deux molécules fonctionnelles d’ARN
monocatenaire positif, un ARN-1 long et un ARN-2 court. Le poids moléculaire de I’ARN-
1 et ARN-2 sont de 2.4 x 10° et 1.4 x 10° respectivement [ 22, 23 ] . Il a été démontré que
les caracteres des Nepovirus sont déterminés par I’ARN-1 et d’autres par ’ARN-2 [ 24 ]. 11
a ét¢ montré la présence d’une protéine liée au génome [Virion protein genome linked
(VPg)] composée de 24 nucléotides de poids moléculaire de 2.9 kDa liée de facon
covalente a I’extrémité 5’ terminal de ’ARN-1 et ’ARN-2 [ 23 ], et une queue poly-
adénosine [poly (A)] liée a 'extrémité 3’ terminal (Fig. 2.1) [ 25, 26 ]. Le génome de
I’isolat frangais F13 a été complétement séquencé [ 25, 26 ], ainsi qu’une partie de I’ARN-

2 de I’isolat australien et californien [ 27, 28 ].

ARN-1 : Cet ARN possede une longueur de 7342 nucléotides et contient un seul
cadre ouvert de lecture [Open reading frame (ORF)] de 6855 nucléotides allant de 243 a
7097 nucléotides. La polyproteine codée par cet ORF contient 2284 acides aminés d’un
poids moléculaire de 253000 Da. La structure primaire de la polyproteine, de la région 3’
a 5’ terminal, se compose une protéine de type ARN dépendant ARN polymérase (1E)
ayant un poids moléculaire de 92000 Da [ 29 ], suivie d’une protéase cystéine (1D) de
25000 Da [ 29, 30 ]. Les activités différentielles protéolytiques des précurseurs et des
formes matures de la région 1D protéinase aux sites de clivages Arg /Gly, Cyst /Ala et Gly/
Glu ont été identifiés [ 31 ]. La protéine VPg (1C) avec un poids moléculaire de 29000 Da
[ 30 ] est suivie d’une protéine 1B de 88000 Da contenant une chaine de nuleotides
attachée et une protéinase cofactoriel [ 26 ]. 1A est une protéine de 46000 Da située a la
partie N- terminal [ 31 ].

ARN-2 : La longueur totale est de 3774 nucléotides, codant un seul produit d’un
poids moléculaire 131000 Da (3330 nucléotides). Cette polyproteine possede trois produits
finaux [ 33 ]. A partir de C- vers le N-terminal, la structure primaire de cette polyproteine
inclue: Une protéine capside (CP) 2C produite dans le site de clivage protéolytique Alg/
Gly entre le nucléotide 680 et 681, et contient 504 acides aminés d’un poids moléculaire de

56019) [ 25].
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Figure 2.1 : Diagramme de génome bipartite de GFLVde I’isolat F 13
francais [ 32 ].

En amont de la protéine capside (CP), se situe la protéine 2B d’un poids moléculaire de
38000, ayant une formation nommé P38, correspondant a une protéine de mouvement qui
s’accumule a une forte concentration dans le cytosol des cellules infectées [ 33 ], et se
retrouve aussi en association avec les parois des cellules [ 34 ]. Les neufs acides aminés de
la partie C-terminal de cette protéine sont responsable de la diffusion systémique du virus [
35 ]. Le troisiéme produit de la maturation est la protéine 2A a la partie N-terminal d’un

poids moléculaire de 28000 Da est impliquée dans la réplication de ARN-2 [ 36 ].

L’expression biologique du GFLVn’est possible que lorsque I’ARN-1 et ARN-2
sont inoculés ensemble a des Chenopodes quinoa. Dans ce cas ils sont capables de se
répliquer, de se généraliser dans les plantes et extériorisent des symptomes. Cependant,
I’ARN-1 ayant pu se répliquer dans le protoplasme, mais s’il est inoculé seul a des plantes
hotes, il ne sera pas détecté dans celles-ci [ 37 ]. Pour ’expression de genes, le GFLV
utilise la stratégie de «polyproteine» pour la traduction des 2 ARNs. La polyproteine

synthétisée sera hydrolysée par une protéinase présente dans I’ARN-1 en protéines [ 30 ].



20

Les satellites : L’isolat frangais F13 du GFLVcomporte un ARN satellite linéaire
(satRNA) [ 23 ]. Le satRNA est constitué¢ de 1114 nucléotides codant un grand polypeptide
hydrophile d’un poids moléculaire de 37275 Da. Il présente une structure terminale a ses
extrémités 5 ' et 3 ' identique a celle des 2 ARNs génomiques (méme taille de VPg et de
poly (A) (Fig. 5). La séquence codée est précédée de 14 nucleotides contenant la séquence
consensus UG/ UGAAAAU /AU /AU /A identique a celle décrite dans les ARNs du
génome du virus assistant et dans plusieurs autres Nepovirus. Cette s€quence est suivie de
la région 3 ' terminal non codante constituée de 74 nucléotides. Cette séquence ne présente
aucune homologie avec les ARNs génomiques de cette espéce [ 38 ]. Le satRNA est
incapable de se répliquer. Il est totalement dépendant des 2 RNAs du virus assistant pour
sa réplication et de son encapsidation [ 23, 39 ]. Sa présence modeére 1’expression des
symptome dans C. quinoa [ 40 ]. Le satRNA a été détecté par hybridation moléculaire

dans 5 sur 34 virus isolés dans différents emplacements géographiques [ 41 ].

2.2.4- Modifications sérologiques:

Le virus est un immunogene modéré avec un anticorps polyclonal donnant un titre
jusqu'a 1/1024. Quinze anticorps monoclonaux ont ¢été¢ produits [ 42 ]. Les déchets
corticaux de cannes mires rassemblées au printemps sont de bonnes sources de I’antigéne
pour les essais sérologiques [ 43, 44, 45 ]. Ils peuvent étre utilisés apreés conservation au
froid, sans risque de perte apparente du virus pour plusieurs mois [ 46, 44 ]. La détection
du virus dans des extraits de vigne, se fait régulierement par le test DAS-ELISA qui utilise
un anticorps polyclonal [ 47, 44 ], ou TAS-ELISA a I’aide d’un anticorps monoclonal [ 43
]. Par ailleurs le test ELISA a été utilisé pour détecter le virus dans les extraits des

individus de X index|[ 48, 49 ].

2.2.5- Symptomatologie:

2.2.5.1 -Symptdémes macroscopiques:

En fait, le terme de court-noué: Fanleaf est utilis¢é pour designer la feuille en

¢ventail. Cette désignation se compose de trois groupes de symptomes
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Groupe 1 : Malformations : Le virus provoque une grande gamme de symptomes
sur la vigne : raccourcissement des entre-nceuds; rameaux en zigzag présentant une
fasciation et des bifurcations anormales; asymétrie des limbes foliaires donnant a la feuille
une allure d’éventail; de déformation et la décoloration des feuilles; nervation irrégulicre

(Fig. 2.2 et 2.3) [ 50, 13 ].

Groupe 2 : Panachure ordinaire : Cette appelation désigne un aspect jaune d'or
du limbe qui apparait a la fin du printemps. Sa répartition sur les feuilles est indépendante
du réseau nervaire. Elles se couvrent de tache de couleure jaune a jaune blanchatre et de
forme trés variable, parfois petites et dispersées sur le limbe (Fig. 2.3 ). Sur certains ceps,
les feuilles sont vertes, puis jaunissent progressivement au fur et a mesure de leur
croissance. Seules, les parties ombragées restent vertes, ce qui donne parfois un aspect
particulier de relief au limbe [ 51 ]. Les symptomes sont surtout visibles au printemps et

“estompent durant I’ été.

Groupe 3 : une autre forme de symptome qui est rattaché a la panachure est celle de
la panachure réticulée “Vein banding”. Elle se distingue de la panachure ordinaire par la
fait que le jaunissement se produit le long des nervures principales et secondaires, mais
n’affecte pas les sarments et les grappes. Les symptomes sont plus nets en été et en

automne (Fig. 2.3 ) [ 53,54 ].

Figure 2.2 : Symptomes de malformations des rameaux fanleaf [ 52 ]
1- Raccourcissement des entre- nocuds 2- Double nceuds
3 - Fasciations du rameau
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Figure 2.3 : Symptomes du virus sur les feuilles [ 52 ].

1 : aucun symptomes 2 : Malformation des feuilles
3 : Panachure ordinaire 4 : Panachure réticulaire

2.2. 5. 2- Symptdmes microscopiques :

Les cordons endocellulaires sont les caractéristiques les plus symptomatiques de
la vigne infectée par le court-noué [ 3 ]. Ces cordons sont constitués d’un noyau pectique
entouré par une gaine de cellulose incrustée avec la lignine, la suberine ou la cutine en
rapport avec le type de tissu infecté. Dans les pousses lignifiées, ces structures sont

facilement visibles en particulier dans les entres-nceuds de la partie basale (Fig. 2.4) [ 55 ].
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Figure 2.4 : Symptomes microscopique du
cordon endocellulaire. Bar 4p [ 52 ].

Le virus a été observé dans les cellules des racines de vigne ou les particules sont
rares et alignées dans des paquets courts [ 56, 57 ]. Dans les tissus des hdtes herbacées,
expérimentalement infectés (C. quinoa, C. amaranticolor, N. clevelandii, P. hybrida), les
particules virales sont beaucoup plus abondantes, et souvent rangées dans des lignes
longues et paralleles, ressemblant a des tubules superposés, bien que les particules ne
paraissent pas étre enveloppées [ 56, 58, 59, 60 ]. Les vrais tubules membraneux qui
contiennent les particules en lignes sont connectés aux plasmodesmes, ou ils sont présent
dans les sorties des parois cellulaires . Les particules virales peuvent étre prés , ou a
l'intérieur des inclusions. Le virus se réplique dans les corps des inclusions cytoplasmiques
dont les vésicules membraneuses sont les sites réplication des ARNs et de la synthése de
la polyproteine virale [ 61 ]. Certaines vésicules membraneuses contiennent des fibrilles

fines, les lignes de particules vides sont parfois localisées dans le nucléoplasme [ 58, 60 ].

2.2. 6- Gamme d’hoéte:

Le GFLVa une large gamme de plantes hotes. Ce virus se transmet facilement par
la séve, mais non par le pépins. Le GFLV a été identifiés sur plusieurs especes de Vitis
telque Vitis vinifera et Vitis ruspestris | 62 ]. Des travaux récents ont montré que ce virus

peut attaquer 28 familles de dicotyledones [ 63 ] (Tableau 2.3 ).
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Tableau 2.3 : Principales plantes- hotes du court- noué [ 3 ].

Famille Espéce Symptomes

Amaranthaceae Gomphrena globosa L.L.N.

Chenopodium amaranticolor

Chenopodiaceae Infection est systémique

C. quinoa
) . . Jaunissement
Cucurbitaceae Cucumis sativis ..
Eclaircissement de nervures
L ] - .
cguminosac Phaseolus vulgaris L.L.; M.o.

papilionoideae

.. . .. - LLC, Infection systémique
Solanaceae Nicotiana benthamiana ; N. clevelandii C, Infection sy q

Légende : L.L.N : Iésions locales nécrotiques ; M.o: Mosaique ; L.LC: Lésions locales
chlorotiques.

2.2.7- Transmission du virus :

La premicre étude a été réalisée par Ravez (1960). Cet auteur a décrit la
transmission du GFLV par la greffe. Par la suite, d’autres chercheurs ont réalisé¢ la
transmission, il s’agit de Pétri et Pantenalli, qui ont étudié¢ la maladie sous son nom italien
«d’arriciamento ». Ils l'ont attribue a un virus et ils ont montré que la maladie se
transmettait par le sol. En fait, Hewit [ 64 ], ont élucidé la question en démontrant que le
virus de GFLV¢était transmis par un nématode du sol (X index) [ 53 ]. Les nématodes
servent de vecteurs et transmettent le virus d’un pied a un autre. Les vecteurs de viroses
végétales actuellement connus appartiennent a 3 genres : Longidorus, Xiphinema et
Trichodorus. Les deux premiers genres transmettent les Nepovirus, alors que les

Trichodorus transmettent le virus 7obravirus|[ 65 ].

2.2.7.1- Persistance des Nepovirus:.

En général, les virus transmis par Xiphinema sont retenus pendant une longue
période par rapport a ceux transmis par Longidorus. Malgré que Longidorus vit plusieurs
mois et peut survivre un ans, mais ne retient le virus que pour une période courte. Par
exemple, le virus de mosaique de I’arabette (ArMV) persiste pendant 122 jours dans le
corps X diversicaudattum sur la culture de framboise. Chez L. elangatus, le virus des

taches annulaires du framboisier (RRSV) persiste 2 semaines en cas de plant immun. Les
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mécanisme de survie des Nepovirus est complexe vu que celui-ci se fonde sur une série
de facteurs interagissant constitués par : les vecteurs ou ,méme en absence de la culture

I’inoculum persiste longtemps [ 66 ].

2.2.7.2 - Mode de transmission du GFLV

Les nématodes du genre Xiphinema retiennent les particules virales pendant une
longue période [ 65 ]. Le virus est acquis par le nématode - vecteur aussi bien au stade
larvaire qu’au stade adulte au cours des activités trophiques sur les racines des vignes
infectées. De méme les particules virales sont transmisent de vignes infectées a des vignes
sains par le méme procéde [ 50 ]. L’acquisition du virus est 5-15 minutes [ 67, 68 ] et
persiste pendant 8 a 11 mois dans le nématode en I’absence de la plante hote et pendant

plus de trois mois si le nématode se nourrit sur des hotes immuns au virus [ 69,70 ].

2.2.7.3 - Site du rétention du virus:

Le site de rétention des particules virales est le revétement antérieure de
I’odontophore a la fin du bulbe basal, mais aucune association avec 1’odontostylet n’a été
relevée [24, 71]. Les particules virales s’associent spécifiqueemnt avec de la cuticulaire
I’odontophore, ol une concentration maximale des particules virales occupent ce site [72 ].
Les particules virales ne sont pas transmis par les ceufs, les larves peuvent les transmettre
de méme que les adultes, mais elles perdent leur infectiosite a chaque mue [73]. Dans
Xiphinema, le revétement intérieur de I'esoephage subit des changements dans sa structure
et les particules virales passent dans l'intestin [65]. Aucune replication du virus n’a été
observée bien que certains virus peuvent également y résider de nombreuses semaines

[74].

2.2.7.4 - Mécanisme d’association avec le vecteur :

Il existe une reconnaissance spécifique entre le particules virales et le nématode-
vecteur, ceci implique une interaction vecteur virus et interaction plante-hdte vecteur virus.
Chez les Xiphinema, nématode vecteur du court-noué, un dépot des couches d’hydrates de
carbone enveloppe la surface de ’'odontophore et I’oesophage [ 65 ]. Des travaux ont
montré que les particules virales sont retenues par Xiphinema. Cette rétention est due a une
interaction entre les hydrates de carbone de la membrane du canal alimentaire du nématode

et la lecitine, constituant de la capside du GFLV [ 24 ].
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Figure 2.5 : Localisation des sites de rétention du virus chez les nématodes
vecteurs (Xiphinema) [ 65 ].
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CHAPITRE 3
ETUDE DU VECTEUR

On sait depuis longtemps que beaucoup de virus des plantes sont propagés dans la
nature par des arthropodes, principalement par des insectes piqueurs suceurs au cours de
leurs déplacement alimentaires d’une plante a I’autre. Le role des nématodes a été mis en
¢vidence seulement au cours de travaux réalisés de 1956 a 1958 aux Etats- Unis, que
Hewitt, Raski et Goheen ont établi pour la premiere fois que le nématode Xiphinema index
( Thorne et Allen) était le vecteur souterrain de la maladie du « Fanleaf», produite par un

des virus de la dégénérescence infectieuse de la vigne.

3.1- Systématique:

L’identification et la classification des nématodes est délicate: vu leur simplicité
anatomique et I’existence de peu d’ornementation ou de structure particuliere susceptible
de faciliter leur identification. La morpho-taxonomie reste largement utilisée par les
nématologues , en conséquence, il a été identifi¢ presque 1/4 de familles et 1/3 de genres
décrit par Maggenti (1983). Les nématodes vecteurs des virus sont classés dans 1’ordre des
Dorylaimindae; les caractéres distinctifs sont généralement représentés par un
développement de labia, la région céphalique, une région amphidiale de la téte, stoma armé
avec une dent murale, et cesophage mince a la portion antérieure et ¢longation de la partie
postérieure contienant des glandes sécrétrices [ 24, 75 ]. Les vecteurs de Nepovirus
(Xiphinema, Longidorus, Paralongidorus) sont classés dans le Sub-ordre Dorylaiminae,
qui se distingue par un creux dans la partie de la téte qui se compose d’une partie
antérieure (odontostyle) et une partie postérieure (odontophage), un cesophage qui est
étroitement lié a la partie antérieure et développe une grande musculature a la partie
postérieure [ 24 ].

Sur la base de la description morphologique de cette famille, il a été reconnu 93
especes de Longidorus, 205 espéces de Xiphinema et 49 especes de Paralongidorus| 76 ].
Seulement onze espéces de Xiphinema transmettent 13 Nepovirus et 11 especes de
Longidorus transmettent 10 Nepovirus (Fig.3.1) [ 65 ]. Actuellement, d’autres caractéres

nouveaux plus précis ont été¢ mis en évidence par les techniques de biologie moléculaire.
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Celles-ci se basent sur I’amplification des séquences d’ADN. Parmi les méthodes d’étude
utilisées pour la taxonomie des nématodes, la plus utilisée est la technique de réaction en
chaine de polymerase (P.C.R.) Cette méthode permet d’obtenir de I’ADN a partir d’un seul
individu (male, femelle ou larve). La PCR a été utilisée pour I’identification des groupes de
nématodes phytophages économiquement importants comme Xiphinema spp [ 77],

Meliodogyne [ 78 | et Globodera [ 79 ].

Figure 3.1 : Classification des nématodes vecteurs du virus court-nou¢ [ 80, 81 ].
Ordre : Dorylaiminda
Sub ordre:  Dorylaiminae

Super tamille :  Dorylaimoidae

Famille : Longidoridae
Sub Famille : Xiphinematinae
Genre : Xiphinema
Espéce : Xiphinema index,

Xiphinema italiae

3.2-Morphologie :

Les nématodes appartenant au genre Xiphinema sont vermiformes a tous les
stades de leur développement et il n’existe par de différences majeurs entre les adultes et
chaque stade larvaire [ 75 ]. Les espeéces de ce genre se caractérisent par un corps
typiquement allongé, mince et sans anneaux, atteignant une longueur variant de 3 a 5 mm,
a I’état de fixation d’habitus prend la forme d’un « C » [ 24 ]. Le stylet est long et mince
avec un « anneau de guidage » situé au milieu ou apres la base du stylet [ 75 ], tandis qu’on
note I’absence de bulbe média [ 82 ]. Selon les espéces les femelles présentent un ou deux
ovaires, la vulve se situe a 30 % de la longueur du corps. La queue est plus ou moins
arrondie [ 24 ]. Les larves possedent un odontostyle supplémentaire logé plus
postérieurement dans la paroi de 1’cesophage, qui vient remplacer le premier rejet lors de le
mue. La longueur de I'odontostyle varie selon le stade du nématode et selon I’espéce a
laquelle il appartient [ 73 ]. Le dimorphisme sexuel est réduit a quelques caracteres
somatiques primaires ou accessoires, ainsi ’habitus du male est 1égerement different de

celui de la femelle, mais ces variations liées au sexe restent trés limitées [ 75 ].
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3.3 - Biologie:

Les especes de Xiphinema sont des nématodes migrants vivant en ectophyte sur
les racines. Ils puisent leur nourriture dans les racines vivantes, le long des radicelles et
surtout de leur extrémités [ 8 ]. Les déplacements des nématodes dans le sol sont plus
limités dans le sens horizontal , entre 30 a 50 cm / an que dans le sens verticale jusqu’a 2
m / an dans le sol sableux. Le développement des Xiphinema est en moyenne tres lent dans
les conditions naturelles [ 83 ], il passe par cinq stades larvaires avant d’aboutir au stade
adulte ; ces stades coexistent tout au long de 1’année. Coiro et Agostinelli [ 84 ], ont
montré que les nématodes de ce genre completent leur cycle de développement en 10
semaines . Les ceufs éclosent aprés deux a trois semaines ,tous les ceufs s’éclosent a de
larves de deuxiéme stade (L2) apres deux a trois semaines ; ces dernieres se développent a
des larves de troisiéme stade (L3) apreés deux semaines, ou obtient des larves de quatriéme
stades (L4) apres trois a quatre semaines. Aprés la derniére mue , les larves de quatriéme
stades (L4) se transforment en males ou en femelles adultes aprés quatre a cinq semaines .
Les femelles pondeuses pondent les ceufs apres deux a trois semaines.

Les espéces de Xiphinema se reproduisent par le phénomeéne de parthénogenese,
mais ce processus est trés lent car ces nématodes s’éloignent peu des racines. Les males
sont rares et les femelles pondent les ceufs la plupart du temps en avril -mai [ 70 ]. Le
nombre d’individus d’une population varie en fonction du climat, température et du taux
d’humidité , mais surtout en fonction de la présence de la plante nourriciére . On sait que
Xiphinema se maintient sur les racines profondes d’une vigne arrachée. Ce nombre peut
aller d’une a plusieurs dizaines d’individus par kilogramme de terre et les résultats
d’analyses ont démontré bien que les populations ne sont jamais homogenes mais se

repartissent sous forme de foyers groupés autour des racines nourricieres [ 73 ].

3.4- Principaux vecteurs du court- noué :

3. 4-1. Xiphinema index Thorne et allen (1950)
a) Morphologie : (Fig. 3.2)
Chez X index, les femelles mesurent 2,9 a 3,3 mm, les males sont rares. La
région céphalique est non individualisée et ’appendice caudal en petit cone est largement

soud¢ a la queue [ 75, 85 ]. L’utérus est sans organe Z. L’ceuf peut atteind 250 pm [ 75 ].
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b) Cycle de vie :

La dureé du cycle de vie de X index varie d’un pays a un autre. Il est de 27 jours
en Californie a une température 24°C. En Italie, la population de X index Thorne et Allen
(1950) compléte son cycle de vie de 2 a 4 mois en se maintenant sur le figuier en serre a

température 20 a 22°C [ 86 ].

c¢) Distribution géographique :

Cette espéce est la plus connue : Europe (Allemagne, Espagne, France , Gréce,
Italie, Portogal) [ 85 ],en Amérique (Argentine, Chili, Etats-Unis ) [ 87], en Afrique de sud,
Algérie [ 88 ]. En Asie ( Hongrie, Iran, Iraq, Turquie) et Australie [ 85].

d) Gamme d’héte :
Le X index peut s’attaquer au figuier, qu’il utilise comme plante d’élevage

réfractaire au virus du court- noué, rosier, miirier, pommier, agrumes , pistachier [ 70 ].

3.4-2. Xiphinema italiae Mey!:
a) Morphologie : (Fig.3.3)

La taille du corps est de 3,3 a 3,5 mm. La région céphalique est nettement
structurée . Le corps est mince et ¢lancé. La queue est conique et allongée. L’organe Z
dans utérus est absent . Les males sont rares. La longueur de I’odontostyle est de 98 pm [

24,75, 89 .

b) Cycle de vie :

La durée du cycle de vie de X ifaliae sur vigne est de 6 mois a température 28°C

sur vigne, et 12 mois a température de 24°C [ 90 ].

c¢) Distribution géographique :

Cette espece a été identifiée pour la premiere fois en Italie [ 91 ] apres, elle a été
découverte dans tout le bassin méditerranéen : Grece, France, Tunisie, Algérie, Egypte [
90,92,931].

d) Gamme d’héte :
Cette espece a été retrouvée sur plusieurs especes végétales : agrumes, prunier, olivier,

pécher, eucalyptus et la vigne [ 90 ].
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Figure 3.2 : Morphologie de I’espéce Xiphinema index

térieure du male ; D : Forme de la téte de la

A : Femelle X170 ; C : Région pos

; F : Région postérieure de la femelle [ 85 ].

femelle
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Figure 3.3 : Morphologie de I’espece Xiphinema italiae
A : Région antérieure de la femelle ; B : Gonade postérieure de la femelle ;
C-F : Forme de la queue de la femelle ; G : Région céphalique ; H : Région

postérieure du male ; I-J : Taille queue du male [ 90 ].
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CHAPITRE 4
BIO- ET SERO -DETECTION

4.1- Stations prospectées:

Le nombre de stations prospectées était de 8 : Chiffa, , Médéa, Blida , Mouzaia, El
Affroun, Bourroumi, Hamr El Ain, Hoceinia. Les prélévements d’ échantillons ont été
effectués sur 2 parcelles différentes dans la station de Chiffa, Mouzaia, Médéa, et sur
seulement 1 parcelle dans la station d’El Affroun et Bourroumi , Hamr El Ain, Hoceinia et

la station expérimentale d’agronomie de Blida (Tableau 4.1).

Tableau 4.1 : Caractéristiques des stations prospectées

. . A Précédant
N° Stations Parcelle Superficie age cultural
P1 25ans | Vigne
1 | E.A.C. N°7 Ouest de Chiffa les ~0.05ha
7 Chouhada porte greffe .
P2 -13.35ha 25ans | Vigne
) Station de vigne de ITAFV Pl - 1.96 ha 20ans | Vigne
(Medea) P2 -1.35ha 12 ans | Jachere
3 Station expérimentale 1.A. Blida Pl -0.35 ha 10ans | Céréales
EAC N°5 Rebbahnordde ) 5 10 ha 10ans | Céréales
4 Mouzaia
E.AC. N'4 Sidi Ben Aissa Est P2 0.50 ha 07 ans | Céréales
de Mouzaia
E.A.C. Prog. Deve. Ouest o
5 Mitidja El Affroun P1 06 ha 08 ans | Céréales
6 | E.A.U. N°03 privé (Bourroumi) | P1 2.67 ha 08 ans | Céréales
7 | E.A.U. privé sud Hamr El Ain | P1 10 ha 17 ans | Vigne
3 Parcdl@ privée oued Ziboud;j Pl 1,50 ha 27ans | Vigne
Hoceinia
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4.2 . Détection biologique:

Il s’agit de I’inoculation mécanique a des plantes testes herbacées. Le principe
impliqué dans cette transmission consiste a l’introduction d’une seéve infectieuse a

I’intérieur des cellules de la plante test a travers des micro blessures .

4.2.1. Source de virus:

Le matériel végétal utilisé¢ dans ce test provient de trois stations différentes : Chiffa,
station de Ben chicao située a Médéa et la station expérimentale d’agronomie de Blida. Le
témoin malade utilis¢ dans notre test est un plant de vigne infecté par le GFLV et
extériorisant des symptomes typiques . Le témoin sain provient d’une unité de production

viticole, appelée complexe de greffage , situé dans la région de Chiffa .

4.2.2. Matériel végétal :

Pour la détection du GFL Vpar voie mécanique, nous avons utilisé une seule plante
herbacée de disponible: 11 s’agit du concombre Cucumis sativus L. variété super maketer

de la famille des Cucurbitaceae.

4.2.3. Méthode de I’indexage biologique :

Cette méthode permet la mise en évidence et I’é¢tude des virus transmissibles
mécaniquement sur une gamme d’hotes herbacées [ 94 ]. Le semis a lieu directement dans
des pots en plastique. Ces derniers sont remplis d’un mélange (1/3 sable, 1/3 terre et 1/3
tourbe) préalablement stérilis¢ a 120°C pendant 20 minutes. Nous avons préparé 50 pots a
raison de 10 pots par parcelle de chaque station, 10 pots pour le t¢émoin malade et 10 pots
pour le témoin sain . Des feuilles de vigne prélevés du terrain soupgonnées viroses ont été
broyées dans un mortier a raison de 1g dans 4ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 7.3) (
Annexe 1) qui a pour effet de stabiliser le virus, du 2-mercapthoéthanol (0,4 %) qui a un
role d’anti-oxydant et d’une solution aqueuse de nicotine base (2,5 %) qui permet la
neutralisation des tannins et des poly phénols. Le charbon actif et le carborundum sont
additioné au broyat. L’inoculation est effectuée par frottis avec I’'index sur jeunes
cotylédons, apres une minute les feuilles sont rincées a I’eau du robinet. Les plantules sont
placées au phytotron a une température de 25°C. La lecture des résultats a été effectuée 14

jours apres inoculation.
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4.2.4. Résultats :
Les plantules de concombre inoculées ont exprimé des symptdmes pour les trois

stations (Tableau 4.2).

Tableau 4.2 : Expression des plants de concombre a I’inoculation

) Nbre
Stations Parcelle ) Symptomes observés
Echanti. Testés
P1 7% /10 ** - Eclaircissement des nervures
. . - Eclaircissement des nervures.
Station1(Chiffa) P2 5*/10 **
- Jaunissement.
- Eclaircissement des nervures.
P1 4% /10 ** '
- Jaunissement.
Station 2 (Médéa)
P2 7% /10 ** - Eclaircissement des nervures
Station 3 (Blida) P 1* /10 ** - Jaunissement.

10 */ 10 ** | Jaunissement total des plants

Témoin malade o
Eclaircissement des nervures

Témoin sain Absence de jaunissement

Légende : * : Numérateur : Nbre de plants positifs

** . Denominateur : Nbre de plants inoculés

Station 1 ( Chiffa ):

Sur 10 plants inoculés 7 plants uniquement de la parcelle 1 et 5 plants de la parcelle
2, ont extérioris¢ le symptome d’éclaircissement des nervures. Seulement 2 plants de la
parcelle 2 ont montré des éclaircissements de nervures accompagnés d’un jaunissement du

feuillage.

Station 2 (Médéa ):

Concernant cette station quelques plants de concombre ont extériorisés des
symptomes. Dans la parcelle 1, 4 plants sur 10 ont extériorisé des éclaircissements de
nervures suivi d’'un jaunissement de feuilles. Pour la parcelle 2 , uniquement un seul

symptome a été relevé, il s’agit d’un éclaircissement marqué de nervures.
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Station 3 ( Blida ) :

Une plante uniquement a montré le symptome de jaunissement des feuilles

concernant la station de Blida.

4.2.5. Discussion:

Dans les trois stations, le test biologique a révélé des réponses positives, les
symptomes observés sont de type éclaircissement des nervures et le jaunissement des
feuilles. Par ces expressions symptomatologiques la présence du virus est soupgonnée . La
plante utilisée pour la détection biologique du virus du court-noué était le concombre,
celle-ci se caractérise par une forte sensibilité méme a une faible concentration du virus au
niveau de I’inoculum [ 32 ]. Les symptomes observés au cours de notre expérimentation
ont été décrits par [ 3 ], ils correspondent a un jaunissement des feuilles et un
éclaircissement des nervures qui débute par la nervure principale pour atteindre les
nervures secondaires. Les symptdmes de type jaunissement ont été déja signalés par
Boussalem [ 95 ] et Hadji [ 96 ]. Dans le test biologique , d’autres plantes herbacées
peuvent exprimer la présence du virus du court- noué, il s’agit de tabac et des chenopodes
( Chenopoduim amaranticolor et C. quinoa) [ 2, 8 ]. Ces derniers extériorisent les
symptomes de malformations des feuilles et des infections systémiques. Alorsque les
symptomes sur Nicotiana benthamiana et N. clevelanddii sont les malformations et les

marbures sur feuilles .

4.3. Séro- détection

4.3.1. Matériels et méthodes :

4.3.1.1. Méthode d’échantillonnage :

Les prélevements des échantillons ont été effectué sur différents plants de vigne se
localisant dans les stations suivantes : Chiffa, Mouzaia , Blida, Bourroumi, EIl Affroun,
Hamr EI Ain, Hoceinia. L’échantillonnage a eu lieu apres le débourrement de la vigne ; du
mois de mai au mois de juin. Il consiste a prélever des échantillons de feuilles et de
rameaux a partir de plant de vigne présentant les symptomes de la maladie. Le nombre

total d’échantillons prélevés des 7 stations était de 870 échantillons.
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4.3.1.2. Conservation des échantillons :

Les échantillons prélevés des différentes stations prospectées sont mis dans du
papier aluminium ou dans les sachets plastiques, numérotés et conservés a une température

de 4°C afin d’éviter toute altération et /ou desséchement.

4.3.1.3. Extraction du virus :

Tous les échantillons prélevés du terrain sont pesés individuellement et uniquement
1 g. de feuille fraiche est broyé séparément a I’aide d’un mortier dans un 5 ml de solution
de broyage qui est composée d’un tampon phosphate (PBS-PVB-T ) (Annexe A). Les
broyats sont clarifiés dans des gazes filtrantes, le jus obtenu est conservé a une température
de 4 °C jusqu’a son utilisation. Les témoins contrdles positif et négatif utilisé dans notre

¢tude proviennent du laboratoire BIO-RAD , France ( AnnexeB )

4.3.1.4. Sérologie :

La découverte des caracteres antigéniques des virus des végétaux a ouvert la voie, a
la mise au point de méthodes d’identification des phytovirus par la sérologie en utilisant
des anticorps polyclonaux . Le test ELISA est un essai sur phase solide ou chaque réactif
agit en succession. D’abord il pi¢ge et ensuite il révele I’antigéne cible .

Il existe deux variantes de la méthode ELISA. La DAS-ELISA (double antibody
sandwich-enzyme linked immuno sorbent Assay) et la TAS-ELISA (triple antibody
sandwich-enzyme linked immuno sorbent Assay). Dans la DAS-ELISA, I’anticorps
spécifique est conjugué a une enzyme, la phosphatase alcaline, en mesure de déclencher la
réaction colorée du substrat. Cette technique permet de détecter de trés petites quantités de
virus, elle est trés sensible, rapide et son travail est simple [ 97 ]. Dans la TAS-ELISA, le
premier réactif (anticorps piegeant) est un anticorps polyclonal produit chez un animal
suivi d’un anticorps spécifique (monoclonal) pour le méme antigéne produit chez un autre
animal, dont la présence est révélée par un anticorps a I’anticorps supplémentaire conjugué
a 'enzyme. L’avantage de cette technique réside dans la possibilit¢ d’employer une
enzyme universelle disponible sur le marché pour la diagnostic de n’importe quel virus [
97 1.

a) Sérum utilisé :
L’identification de virus GFL Vpar le test ELISA nécessite I'utilisation d’un sérum

composé d’un anticorps polyclonal et d’un anticorps couplé & I’enzyme phosphatase
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alcaline. Le sérum utilisé pour le diagnostic du GFLVprovient du laboratoire BIO-RAD

en France.

b) Technique DAS-ELISA :

Dans le contexte de notre expérimentation nous avons retenu la variante du test DAS
-ELISA en double antibody décrite par Clark et Adams [ 98 ], le virus est littéralement pris
en sandwich entre deux couches d’anticorps. Cette méthode est tres sollicitée. En raison
du risque réduit d’apparition de réactions non spécifiques, réaction des protéines végétales

avec le sérum spécifique.

- Fixation des anticorps polyclonaux:

Les anticorps polyclonaux dilués 1/100*™ dans la solution de fixation (Coating
buffer) sont déposés dans les plaques de microtitration a raison de 100 pl par puits. Afin
d’éviter I’effet de bordure, les puits se trouvant au bord des plaques sont remplis d’eau
distillée. Les plaques sont mises en incubation a 37°C pendant de 2 h pour permettre la
fixation des anticorps polyclonaux sur le polystyréne. Elles sont ensuite lavées avec la

solution de lavage PBS-T.

- Dépbt des échantillons a tester :

Les échantillons sont déposés individuellement dans les puits, a raison de 100 pl
avec une répétition. Il en est de méme pour les témoins négatifs et les témoins positifs
admis comme référence. Les plaques sont mises en incubation a 4°C toute la nuit et lavées

avec la solution tampon de lavage PBS-T.

- Dépot du conjugué :

Au cours de cette étape, le conjugué est déposé a raison de 100 ul par puits, les
plaques sont ensuite mises en incubation a une température de 37° C durant 2 heures et
lavées avec la solution tampon de lavage PBS-T.

- Dépot du substrat :

La pastille du substrat est diluée dans 12 ml dans la solution du substrat. Par la suite
le substrat est déposé dans les puits a raison de 100 1, la plaque est mise en incubation a

température ambiante.
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- Lecture des réactions:

Le résultat des réactions de la DAS-ELISA est donné par I’intensité de la coloration
évaluée par lecture photométrique a 405 nm. La premiere lecture est faite apres 30 minutes
d’incubation a température ambiante. L opération est répétée 3 fois, ceci nous permettra de
suivre 1’évolution des réactions, mais les dernicres lectures sont prises en considération.
L’intensité de la coloration est comparée a celle du témoin négatif. Un échantillon est
considéré positif quand sa densité optique (D.O.) est supérieure 2 fois a la D.O moyenne de

celle du témoin négatif. La lecture des plaques a été réalisée a I’'SRPV- Boufarik.

- Solutions tampons:

Les protocoles des solutions tampons sont décrites en annexe A .

4.3. 2. Résultats :

4.3.2.1. SymptOmes observés sur terrain:

Au cours de nos prospections, les symptomes observées rappelent ceux du GFLV/(
Tableau 4.3). Dans les stations de Chiffa et de Mouzaia , les symptomes observés étaient
surtout les malformation des feuilles ( réduction de la surface foliaire) et des rameaux (les
nceuds en zigzag, bifurcation anormale ) sur toutes les parcelles visitées. Curieusement a
Bourroumi , la panachure réticulaire a été trés marquée avec des feuilles a allure
d’éventail accompagnées de déformations et de décolorations des feuillesa nervation
irréguliere. Le symptome le plus marquant dans la station de Hamr-El-Ain était la
panachure ordinaire et raccourcissement des entre- nceuds surtout sur les portes greffes .
Pour les autres stations , des déformations diverses et marbrures chlorotiques sont les

symptomes les plus rencontrés (Fig. 4.1).

La sévérité des symptomes €tait marquée au niveau des stations de Bourroumi et
Hamr EI Ain . Dans ces deux stations , les symptdmes les plus remarquables étaient des
nervations irrégulieres , raccourcissements des entre-nceuds, et des panachures soit
ordinaires ou réticulaires . Ces dernieres sont moins fréquentes dans la station de
Bourroumi et plus abondantes dans la station de Hamr El Ain . Par contre la sévérité des
symptomes ¢était modérée dans les stations de Chiffa et de Mouzaia . En effet les

symptomes relevés étaient des doubles nceuds , des rameaux en zigzag accompagnés de
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fasciations et de bifurcations anormales de rameaux( Tableau 4.3) . Le symptome le plus
fréquent dans ces deux stations était les malformations des feuilles et les bifurcations des
rameaux . Au niveau de la station de Mouzaia , les symptomes les plus spéctaculaires
¢taient des nervations irrégulieres , réduction de la surface foliaire et asymétrie du limbe.
Mais a la station de Chiffa, les symptomes les plus fréquents étaient les malformations des
feuilles, bifurcations des rameaux. Pour la station de I’El Affroun , on a remarqué le
dépérissement de quelques plants( Tableau 4.3). A la station de Hocienia les symptomes
observés étaientt de type feuilles en eventail sans aucune décoloration du feuillage , les

entre-noeuds étaient courts ( Tableau 4.3).

Figure 4.1 : Symptomes observés sur terrain

1- Malformations des feuilles 2- Malformations des rameaux

3- Panachure ordinaire 4- Panachure réticulaire
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Stations

Symptomes observés

Plant
infest. (%)

Observations

Chiffa

- Malformations des feuilles
- Rameaux en zigzag
- Marbrures

- Bifurcation des rameaux

35%

Modéré

Blida

- Asymétrie du limbe

- Feuille en éventail

10 %

Faible

Mouzaia

- Double nceuds

- Rameaux en zigzag

- Nervation irréguliere

- Réduction de la surface foliaire
- Fasciation des rameaux

- Asymétrie du limbe

40 %

Modéré

El Affroun

- Dépérissement de plante
- Malformation des feuilles et décoloration

-Bifurcation anormale des rameaux

67 %

Sévére

Bourroumi

- Panachure ordinaire

- Asymétrie du limbe

- Feuille en éventail

- Malformation des feuilles et décoloration

- Raccourcissement des entre —nceuds

70 %

Sévére

Hamr El
Ain

- Panachure réticulaire

- Raccourcissement des entre-nceuds
- Nervation irréguliere

- Asymétrie du limbe

- Feuille en éventail

60 %

Sévére

Hocienia

- Feuilles en éventail sans aucune
décoloration

- Entre-noeuds courts.

7%

Faible

Legende : 0-25: Faible 26 -50 : Modéré

51 — 80 : Sévere
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4.3.2.2. Résultats de la DAS- ELISA :

Le contrdle sérologique effectué sur 870 échantillons ( feuilles et rameaux) de
vigne prélevés au cours des prospections menées dans différentes stations : Chiffa, Blida,
Mouzaia, El Affroun, Hamr El Ain, Bourroumi et Hoceinia, nous a permis de déceler la
présence du GFLV. Celui-ci a montré une incidence moyenne de 45,40 % . D’apres les
résultats obtenus, il ressort que les échantillons positifs en DAS- ELISA a concerné toutes
les stations prospectées ( Tableau 4.4 ). En effet la station la plus infectée était la station
de Bourroumi avec un taux d’infection de 80,5 % , alors que celui de la station de Blida

était de 20 %, constituant ainsi le plus faible taux d’infection relevé .

Tableau 4.4 : Taux d’infection dans les stations prospectées

Stations échant. Testés échant. Positifs Taux d’infection (%)
Chiffa ( 1) 169 48 28,40
Blida (2) 100 20 20
Mouzaia ( 3 ) 181 57 31,49
El Affroune (4) 90 54 60
Bourroumi (5) 118 95 80,5
HamrEl Ain (6) 114 91 79,82
Hocienia (7) 98 30 20,61
Total 870 395 45,40

Station 1 (Chiffa) :

Dans les deux parcelles, la présence du court- noué a été observée sur quelques
¢chantillons du vignoble prélevé. Sur 109 échantillons testés dans la parcelle 1 , le test
DAS -ELISA a détecté seulement 33 échantillons positifs , soit un taux d’infection de
30,27 % (Annexe C). La DAS- ELISA a été effectué sur 60 échantillons de la parcelle 2
qui est constituée de différentes variétés de vigne. Les valeurs en D.O obtenues ont permis
de repérer 15 échantillons atteints du GFLV(Annexe C ). Le taux d’infection était donc

de 25 %
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Station 2 ( Blida) :
Dans cette station, les valeurs en D.O considérées positives en test DAS -ELISA
pour le virus du court —noué était de 20 réponses positives avec une concentration virale

qualifiée de faible. Le taux d’infection était de 20 % .

Station 3 (Mouzaia ) :

Le nombre d’échantillons testés était de 104 reparti sur la parcelle 1 . Les valeurs
en D.O obtenues en DAS- ELISA ont montré 32 échantillons positifs, donc atteints par le
GFLV avec une faible concentration soit un taux d’infection de 30, 76 % . La DAS-
ELISA a été effectuée sur la parcelle 2 qui est composée de différentes variétés de vigne.
L’analyse des résultats a relevé 25 échantillons atteints du GFLV. Le taux d’infection de

la parcelle 2 était de 32,46 % (Annexe C ).

Station 4 (El1 Affroun) :
Sur un nombre de 90 échantillons testés pour le GFLV] le test DAS- ELISA a revelé
54 échantillons atteints du virus du court- noué avec une faible concentration virale

(Annexe C) et un taux d’infection de 60 % .

Station 5 (Bourroumi) :

Le test DAS- ELISA réalisé sur I’ensemble des 118 échantillons testés pour le
GFLV] a révélé 95 échantillons atteints du GFLV avec un taux d’infection de 80,5 %
(Annexe C)

Station 6 (Hamr El Ain) :
Le nombre total d’échantillons testés dans cette station était de 114 plants de la
variétés Dattier de Beyrouth . Les valeurs en D.O du test DAS-ELISA ont montré 91

¢chantillons positifs (Annexe C ) , soit un taux d’infection de 79,82 % .

Station 7 (Hoceinia ) :
Les résultats en D. O. obtenus en DAS- ELISA, ont montré 30 échantillons infectés
avec une concentration virale trés faible (Annexe C ). Le taux d’infection au niveau de

cette station était de 20,61 %.
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4.3. 3. Discussion des résultats

Lors de nos prospections , on a remarqué que les stations prospectées présentaient
les symptomes typiques du GFL Vprincipalement des cas de raccourcissement des entre —
neeuds , des fasciations et des bifurcations des rameaux et des panachures ( ordinaire et
réticulaire) , les doubles nceuds , les rameaux en zigzag, les nervations irréguliéres , les

réductions de la surface foliaire , les asymétries du limbe .

La sévérité des symptomes était marquée au niveau des stations de Bourroumi et de
Hamr El Ain . On a remarqué que la sévérité était modérée dans les stations de Chiffa et
Mouzaia. Pour la station d’El Affroun , on a constaté un dépérissement de quelques
plants . Les symptomes de panachure réticulaire et ordinaire observés dans les stations de
Bourroumi et de Hamr El Ain ont été déja signalés par Boussalem [ 94 ]. dans la région de
Dhara et en [Italie par [ 99, 51 ]. Les symptomes de fasciations, de bifurcations des
rameaux , rameaux en zigzag, nervation irréguliére , réduction de la surface foliaire ont été

décrites par [ 99 ].

La sévérité des symptomes était varaible d’une station a une autre. On a remarqué
que dans les stations Chiffa et Mouzaia , la sévérit¢ des symptomes était modérée ou nous
avons observé des malformations des feuilles et les rameaux . La sévérité était trés forte
au niveau de la station des Bourroumi et de Hamr El Ain , ou nous avons constaté une
abondance de symptomes de panachure et de malformations des rameaux . Dans la station
d’El Affroun, la sévérité des symptomes était moins forte que celle de la station Chiffa et
de Mouzaia , ou le symptdme le plus fréquant était le déperissement . Bien que nous
n’avons pas observé des symptomes de panachure mais la sévérité était élevée par rapport
aux autres stations. Pour les deux derniéres stations ( Blida et Hoceinia) , la sévérité était

faible. Cette sévérité peut étre diie aux souches du GFL Vprésentent dans les stations .

D’apres les symptomes observés , On a remarqué la presence de deux souches
exteriorisant des symptomes differents . Lorsque les deux souches sont ensemble, elles se
manifestent par des symptomes forts; dans le cas des stations de Bourroumi, de Hamr E1l

Ain et de I’El Affroun . Pour les autres stations , un seul groupe des symptomes a été
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relevé ( malformation des feuilles et des rameaux), cela indique la présence d’une seule

souche du GFLV,

Les prospections effectuées pendant la période de la mi- mai - a la mi- juin étaient
favorables a la détection sérologique du GFLVpar DAS- ELISA a partir des feuilles et des
rameaux de vigne prélevés. Des réactions positives ont été décelées a partir des 870
¢chantillons prélevés sur les 7 stations étudiées ( Chiffa , Mouzaia, El Affroun, Blida,
Bourroumi, Hoceinia, Hamr El Ain) . Les résultats de la DAS-ELISA, nous ont permis de
détecter des plants atteints du court- noué chez les variétés et les portes greffes . D’apres

ces résultats nous pouvons confirmer la présence du court- noué en Algérie.

Le taux d’infection par ce virus dans le vignoble algérien était de 45,40% sur
I’ensemble des échantillon testés . Le taux d’infections du GFLV était variable d’une
station a une autre , nous avons enregistré au niveau des stations de Chiffa et de Mouzaia,
des taux d’infection de 28,40 % et 31,49 % respectivement ou la présence du virus était
modéré . Mais au niveau des stations de Bourroumi et de Hamr El Ain, la présence du
virus se manifeste par des taux d’infection trés élevés de 80,50 % et 79,82 %
respectivement. Le taux d’infection était de 60 % dans la station d’El Affroun . Nos
résultats ont montré que les taux d’infection étaientt de 20 % et 20,61 % dans les stations

de Blida et de Hocienia respectivement.

La variation des taux d’infection entre les differentes stations est due soit aux
vecteurs , ou a ’hommes par les travaux culturaux . D’aprés Bovey [ 52 ], les racines
laissés dans le sol aprés arrachage de vignes infectées peuvent rester vivantes durant de
longues périodes et constituent des sources de contamination pour le nématode vecteur [
100 ]. Cette variation peut étre due egalement a la plantation des ceps a I’ origine infectés

par le virus du court-noué ( de greffons ou de port greffe provenant de vignes infectée ) .

Le court- noué est tres repandu dans tous les vignoble algérien, Boussalem
[ 95 ] I’a signalé dans les vignobles du Dahra , les plaines d’Oran , et dans la zone littorale
a I’ouest d’Alger ( Zeralda, Staoueli, Cheraga). A Mascara, Benfreha [ 101 ] a mis en

évidence le court —nou¢ sur plusieurs variétés de vigne .
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Martelli [ 93 ] a signalé des cas tres graves du GFLV'sur plusieurs variétés de vigne ( a
I’ouest du pays Mascara , centre de Mitidja (Tipaza et Médéa ). Au centre dans la Mitija,
Hadji [ 96 ] et Morsli [ 102 ], ont détecté dans la région de Ben chicao , le GFLV avec des

taux d’infectionn de 67,85 % et 77,77 % respectivement .
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CHAPITRE 5
EFFICACITE DE LA TRANSMISSION DE GFLVPAR LES NEMATODES
VECTEURS

5.1- Stations prospectées:

Notre expérimentation s’est déroulée dans trois stations différentes : Médéa, Chiffa
et Blida. Les prélévements des échantillons de sol ont été effectués sur 2 parcelles de la
station de Chiffa, 2 parcelles de la station de Médéa et sur 1 parcelle située a la station

expérimentale d’agronomie de Blida.

5.2- Recherche les nématodes vecteurs

5.2.1. Matériels et méthodes :

L’analyse nématologique est nécessaire pour déceler la présence des nématodes vu
leur part de responsabilité dans les dégats observés. La détermination des especes de
nématodes comprend une série d’opérations qui sont: Echantillonnage, extraction,

fixation, montage et identification.

5.2.1.1. Echantillonnage:

Les nématodes du genre Xiphinema ont une grande longévité, tous les stades sont
présents pendant toute ’année [ 73 ]. L’échantillonnage est particulierement délicat du fait
de la répartition tres inégale des nématodes dans le sol et également de I’évolution tres
rapide de I’effectif de ces populations en fonction des conditions climatiques et des travaux

dusol[ 103 ].
a. Matériel :

Pour le prélévement des échantillons,  divers outils sont utilisés parmi

lesquels figurent : béche, binette, tarriere pédologie, sachets en plastique et étiquettes.



48

b. Méthode :

L’échantillon de terre est prélevé au contact des radicelles vivantes des plantes avec
symptomes de la maladie. Les prélévements d’échantillons de sol ont été effectués a une
profondeur de 50 a 70 cm. En effet, les nématodes ectoparasites du terre sont généralement
localisés a cette profondeur qui correspond a la rhizospheére d’un pied de vigne. Chaque
¢chantillon doit peser environ 2 Kg de terre accompagnés des racines nourricieres. D’apres
Esmenjaud [ 104 ], I’échantillon doit étre au moins de 1,5 a 2 Kg pour méttre en évidence
la présence de X index qui est une espece fragile a population faible (le plus souvent entre
10 et 100 nématodes / Kg de terre ). Dans notre cas, plusieurs échantillons ont été
préleves dans différentes zones du systéme racinaires . Nous avons effectué 5 a 8
¢chantillons par parcelle prospectée. Les échantillons ainsi obtenus sont mis dans des sacs
en plastique accompagnés d’une étiquette comprenant les références permettant leur

identification au laboratoire.

c¢. Conservation des nématodes :

Les échantillons de terre prélevés des différents stations prospectées sont conservés

au froid a une température de 4°C afin d’éviter leur desseéchement.

5.2.1.2. Extraction des nématodes :

Toutes les techniques d’extractions sont basées sur certaines particularités des
nématodes a savoir leur densité et leur mobilité [ 103 ]. L’extraction consiste a séparer les
nématodes du sol et des racines, afin de les identifier et de les compter. La méthode que

nous avons adopté est la méthode des seaux [ 75 ].

a) Matériel : (Annexe D)

b) Méthode :

Les nématodes placés en milieu aqueux, quittent leur site habituel pour se déplacer
vers le bas. Ce procédé utilise la différence de taille et de poids spécifique des nématodes

et des ¢léments du sol suivant cette inégalité : Matiere organique / eau / nématode / matiere

minérale [ 82, 103 ](Fig. 5.1)
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Protocole 1 : Extraction des nématodes par la méthode des seaux [ 75 ].

- Mettre 2 Kg de terre en suspension dans un seau en plastique, sous fort courant d’eau
sur une passoire de 1mm.

- Le contenu est vidé dans un autre seau apres passage sous un courant d’eau fort sur la
passoire (passage permettant 1’¢limination des cailloux, sables grossiers et les débris
organiques de grande dimension).

- Remuer avec agitateur jusqu’a désagrégation compléte des agglomérats de terre

- Laisser reposer de 30 secondes a 1 min.

- Mise en suspension des nématodes dans I’eau

- Décantation trés lente

- Ajouter I’eau dans le 1% seau en mélangeant a ’aide d’un agitateur

- Répéter les opérations 2 a 3 fois la plus grande partie des nématodes se trouve dans

2éme

I’eau du seau.

- Rincer a I’eau les résidus du tamis a grosses mailles en recueillant 1’eau de lavage

2éme

dans le seau afin de récupérer tous les nématodes restants sur le tamis.

- Jeter la terre au fond du 1% seau.

- Verser lentement I’eau contenue dans le 2™ seau sur le tamis fin ou la plus grande
partie des nématodes est retenue par celui-ci.

- Rincer sous un filet d’eau le contenu du tamis afin d’¢liminer les fines particules de
boue.

- Retourner le tamis fin sur un goblet ou entonnoir contenant du papier filtre et rincer
pour entrainer les nématodes sur celui-ci.

- Enrouler le papier filtre sur lui-méme, afin d’entourer la masse de nématodes.

- Mettre le papier filtre contenant les nématodes dans les boites de Pétri disposés sur un
support (un petit carré de grillage plastique)

- Ajouter I’eau dans la boite de Pétri pour en extraire les nématodes actifs traversant le
papier filtre.

- Les nématodes traversent le papier filtre et se trouvent en suspension dans I’eau au

fond de la boites de Pétri.



50

5.2.1.3. Péchage et fixation :

Apres avoir réalisé 1’extraction des nématodes, il serait nécessaire de les fixer puis
de les monter sur des lames en vue de les observer au microscope optique aux
grossissements ( GX 40 et 100 ).

a) Matériel :(Annexe D )

b) Méthode de péchage :

Apres 48 heures, les suspensions obtenues lors des extractions sont versées dans
des boites de Pétri quadrillées. Ils sont péchés sous la loupe binoculaire soit a ’aide d’un
cil, ou d’un éclat de bambou a pointe trés fine fixée sur un porte aiguille et transférés dans

une goutte d’eau dans des coupelles.

¢) Méthode de fixation :

Quelque gouttes de solution de fixation chauffée non bouillie sont déposées dans
les coupelles contenant les nématodes péchés. Le montage ainsi obtenu est déposé dans un
dessiccateur plein d’alcool pendant 24 h. Par la suite les coupelles sont retirées et 1’alcool
en exces est aspiré. Ensuite on dépose quelques gouttes de glycérine 3%, et d’alcoo97%.
Le dépot est répété 3 fois a un intervalle de 30 minutes. Les coupelles sont déposées a
I’étuve a une température de 45°C puis a 60°C, quelques gouttes de glycérine 5% et

lére

quelques gouttes d’alcool 95% sont déposées a 30 minutes d’intervalle entre la goutte

2éme

et le goutte. L’opération doit se répéter 3 fois, ensuite les coupelles sont recouvertes

avec de boites de Pétri pour diminuer 1’évaporation.

5.2.1.4. Montage :

a) Matériel :(Annexe D )
b) Méthode :

La suspension récupérée au bout de 24 h a 48 h est mise dans une boite de Pétri.

Afin que les nématodes ne s’écrasent pas trois brins de laine de verre sont déposés au



51

préalable entre la lame et la lamelle. Au fur et & mesure que I’on péche, les nématodes

sont

mis entre lame et lamelle dans une goutte de glycérine, tout en prenant soin d’éliminer les
bulles d’air en réchauffant un peu la lame. Les lames ainsi obtenues sont lutées a 1’aide
d’un vernis a ongle afin de fixer la lamelle. Chaque lame est accompagnée des

renseignements suivants : date, lieu de prélévement, culture et I’espéce ( Fig. 5.2 ).

5.2.1.5. L’ identification :

L’identification des espéces est basée essentiellement sur la morphologie et la taille
du corps , la position de la vulve , le stylet et la forme de la région caudale .
L’identification des nématodes a été réalisée grace a I'utilisation des clés d’identifications (
CI¢ d’identification des principaux genre de nématodes phytophages) surtout les especes X
index [ 85, X italiae [ 90 ], X americanum [ 106 | et X mediterranum [ 107 ], ainsi

que les clés d’identification de Taylor et Brown [ 24 ].

5.2.1.6 Analyse statistique :

Nous avons utilis¢ I’analyse de la variance classique pour interpréter nos résultats.
Elles consiste a étudier la comparaison des moyennes des populations a partir des facteurs

de variabilité des échantillons [ 107, 108 ].
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Figure 5.1 : Extraction des nématodes a partir du sol [ 75 ].

Légende :

1- Homogénéisation 2- Lavage et tamisage 3- Décantation 4- Tamisage 5-

Concentration
A : Agitateur Bp : Boite de Petri N : Nématode Pp : Papier filtre P : Passoire Ps:

Pissette
R : Robinet S1-S2: Seaux So:Sol Su: Support T : Tamis de 40 pm
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Figure 5.2 : Montage des Xiphinema

a - Prélévement d’un nématode a partir de boiter a Pétri.
b - Déposition sue une lame dans une goutte de glycérine
¢ - Déposition des brins de laine du verre.

d - Mette la lamelle sur la lame avec soin d’élimination des bulbes d’air.

e- Lutre avec la verne a ongle.
f- Détermination I’espéce.
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5.2.2. Résultats :

Les analyses nématologiques faites au laboratoire des différents prélévements
effectués durant la période expérimentale nous ont permis de mettre en évidence la
présence de diverses especes du genre Xiphinema, et autres espéces phytophages et non
phytophages. La nématofaune rencontrée dans tous les échantillons de terre prélevés a
partir des trois stations prospectées, se compose des especes de Xiphinema index, X
1taliae, X americanum, X Mediterranum ( Tableau 5.1 ) . La présence de X américanum
et X mediterranum avec un effectif moyen était considérable dans les trois stations par
rapport a aux autres especes de Xiphinema ( Xiphinema index et X italiae ). On a
remarqué une absence totale dans la station 3 du X index et une faible présence et une

absence de I’espeéce X italiae dans les stations 2 (Médéa) et 3 (Blida ) respectivement

Tableau 5.1: Especes des nématodes identifiées

Stations Parcelles Espéces identifiées

X index

X italiae

X turicum

P1 X americanum
Station 1 X mediterranum
X reversi

X. turcicum

X index

P2 X italiae

X americanum
X mediterranum

X index

P1 X italiae

X americanum
Station 2 X mediterranum
X index

P2 X americanum
X mediterranum

X iltaliae
Station 3 P X americanum
X mediterranum
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5.2.2-1. Dénombrement des population de nématodes observées au niveau d’une

méme station

a-_Station 1 (Chiffa):

Il existe une grande variabilité dans la distribution des différentes populations de
nématodes au niveau des parcelles étudiées. En effet, I’effectif moyen des populations
présente une dominance considérable de la population de X mediterranum 26 et 47
nématodes / 2 Kg de terre dans les parcelles 1 et 2 respectivement . L’effectif moyen de
I’espece X americanum était plus élévé dans la parcelle 2 que dans la parcelle 1 avec un
effectif de 18 et 36 nématodes/ 2 Kg de terre . Concernant X index, son abondance était
remarquable ( 22 nématodes / 2 Kg de terre ) dans la parcelle 1 par rapport a la parcelle 2
(10 nématodes / 2 Kg de terre ) . L’espeéce X 1taliae était présente dans les deux parcelles
avec un effectif moyen de 12 nématodes / 2 Kg de terre dans la parcelle 1 et 10 nématodes
/ 2 Kg de terre dans la parcelle 2 ( Fig. 5.3).

L’analyse de la variance a confirmé ces résultats et nous a permis donc de
constater une différence hautement significative entre les populations obtenues dans les
parcelles (Annexe 5 ). Le test des groupes homogénes ( Newman —Keuls ) nous a permis
de distinguer deux groupes (A et B). Dans le groupe (A), nous avons enregistre les
moyennes des populations les plus ¢élevées dans la parcelle 2 ( X. mediterranumet X.
américanum ), et pour la parcelle X . index et X Mediterranum 1. Le groupe ( B)
représente les moyennes des populations obtenues les plus faibles pour la parcelle 2 ( X

index et X italiae ) et la parcelle 1 ( X italiae ) .

b-_Station 2 ( Médéa) :

Les résultats varient énormément d’une population a une autre . Cependant , nous
avons remarqué que I’effectif moyen de la population la plus élevée dans les deux parcelles
¢tait X mediterranum ( 66 et 22 nématodes / 2 Kg de terre respectivement ) , suivi de X.
americanum avec un effectif moyen variant dans les deux parcelles de 52 et 36 nématodes
/ 2 Kg de terre respectivement . Curieusement , la population X. italiae était absente dans
la parcelle 1 et présente faiblement dans la parcelle 2 avec un effectif moyen de 18
nématodes / 2 Kg de terre . Pour X. index , son effectif était élevé 44 nématodes / 2 Kg

de terre dans la parcelle 2 par rapport a celle de la parcelle 1 avec un effectif de 9
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nématodes / 2 Kg de terre (Fig. 5.4 ). L’analyse de la variance a montré une différence
hautement significative entre les différentes populations observées dans les deux parcelles
(Annexe 5 ) . Le test de Newman —Keuls a décelé deux groupes homogenes ( A et B )
pour les deux parcelles, le groupe (A) correspondant a des moyennes des populations les
plus ¢élévées de 66 et 52 ( X. mediterranumet X. americanum), le groupe B représente

les moyennes des populations les plus faibles ( X. italiae (0) et X index (9 ) .

c- Station 3 (Blida) :

En ce qui concerne la station 3 ( Blida), I’effectif moyen des espeéces de X
mediterranum etait considérable par rapport a d’autres especes. Les résultats obtenus ont
montré un effectif moyen de 44 nématodes / 2 Kg de terre, alors que celle de X
americanum était de 33 nématodes / 2 Kg de terre . Cependant X italiae était faiblement
représentée avec un effectif de 4 nématodes / 2 Kg du terre . Pour X index, on note son
I’absence totale dans cette station (Fig. 5.5). L’analyse de la variance ( Annexe E ) , a
montré une variation trés hautement significative entre les différentes populations
¢tudiées. La comparaison des moyennes a révele la présence de 2 groupes homogeénes du
point vue de la différence de I’effectif moyen des populations. La moyenne la plus élevée

était représentée par le groupe (A) pour les populations X. mediterranum et X .

americanuin.
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Figure 5.3 : Effectif moyen des populations des nématodes infestant les parcelles
de vignes de station de Chiffa
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vigne station expérimentation de ’agronomie de Blida
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5.2.2-2 . Comparaison des populations entre les stations :

D’apres les résultats obtenus , nous constatons que I’effectif moyen des différentes
espeéces inventoriées varie d’une station a une autre . On a remarqué un effectif moyen
plus élevé dans la station 2, 26,5 nématodes / 2 Kg de terre ; et une absence totale de X
index dans la station 3 . La présence de X italiae est faible dans les stations 2 et 3 mais
elle est considérable dans la station 1, 11 nématodes / 2 Kg de terre . Pour les populations
de X americanum et de X mediterranum , la présence de ces dernieres dans toutes les
stations é€tait trés considérable avec un effectif moyen le plus élevé de X americanum , de
40,5 nématodes / 2 Kg de terre dans la station 2. Cependant I’effectif moyen de la
population X mediterranum le plus élevé était enregistré dans les stations 2 et 3 . Dans
toutes les stations confondues, nous avons remarqué que la présence des especes vectrices

du court- noué était trés faible par rapport aux espéeces non vectrices (Fig.5.6).

L’étude statistique basée sur ’analyse de la variance a montré une différence tres
hautement significative entre les différentes parcelles de toutes les stations confondues et
¢galement entre les stations étudiées .Le test des groupes homogenes ( au seuil de 5 % )
fait ressortir un effet comparable entre les stations . Le test de Newman —Keuls a révéle la
présence de deux groupes homogenes (A et B) du point de vue de la comparaison des
moyennes, le groupe (A) représente les moyennes les plus €élévées qui correspondent aux
stations 2 et 3 pour les espeéces X americanum et X mediterranum , et la station 1 et 2
pour ’espéce X italiae, et la station 2 pour I’espece X index. L’effectif moyen le plus
faible est obtenu au niveau de la station 1 et 2 pour 'espéce X index et X italiae

respectivement .
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Figure 5.6 : Dénombrement des especes de Xiphinema dans les différentes stations

prospectées

5.2.3- Discussions :

L’étude de la nématofaune des différentes stations ( Chiffa, Médéa et Blida ) a
relevé la présence des deux vecteurs potentiels du court- noué, il s’agit de X index et X
italiae , avec des effectifs moyens différents d’une station a une autre. D’autres espéces de
genre Xiphinéma ont été identifiées ( X. americanum, X mediterranum, X turicum et X
reversi). Le genre de Xiphimena a été identifi¢ dans toutes les stations prospectées , il est
adapté aux différents sols , et au climat aglérien qui semble étre particulierement
favorable . Les espeéces X . americanum et X . mediterranum sont présentent dans toutes
les stations étudiées avec des effectifs moyens tres élevés par rapport aux espeéces de X
index et X 1taliae). La présence des especes vectrices de la maladie du court noué est
enregistrée dans toutes les stations étudi€es , nous avons constaté un effectif moyen le plus
¢levé de X index dans la parcelle 1 et 2 de la station let dans la parcelle 1 de la station 2 .
On a remarqué une absence totale de cette espeéce au niveau de la station 3. Cependant X
1taliae a été présente dans les stations 1, 2 et 3 avec un effectif moyen le plus faible que les
especes X index, X americanumet X mediterranum . L’effectif moyen le plus élevé de
cette espéce était 18 nématodes / 2 Kg de terre dans la parcelle 1 de la station 2 et une
absence totale dans la parcelle 2 de la méme station. Les deux especes vectrices sont

enregistrées avec des effectifs moyen des populations plus faible que les espeéces non
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vectrices (X americanumet X mediterranum). Ces derniers ont présenté une dominance
non négligeable au niveau des stations étudiées . L’effectif moyen de la population X
americanum le plus élevé était obtenu dans la parcelle 1 de la station 2 et le plus faible
¢tait enregistré au niveau de la parcelle 1 de la station 1 . Pour X mediterranum, on a
constaté que I’effectif moyen était de 66 nématodes / 2 Kg de terre était observé au niveau
de la parcelle 1 de la station 2 et le plus faible était enregistré dans la méme station mais au
niveau de la parcelle 2 . On a remarqué un considérable effectif des populations de X
index et X italiae dans les stations étudiées, de 44 et 18 nématodes/ 2 Kg de terre dans la
parcelle 1 de station 2 ( Médéa) respectivement. Cette abondance des deux espéces de
Xiphinema peut étre due a I’ancienneté des cépages, la structure et la texture du sol
convenantt bien au développement de ce genre . Une absence totale de Xiphinema italiae et
un faible nombre d’individus de X. index était registré au niveau de parcelle 2 de la
région de Médéa ( station 2 ). Cette situation peut étre due au bon entretien de la parcelle
surtout a I’utilisation des traitements, aux travaux culturaux et a I’irrigation, ou soit que
cette parcelle était restée trés longtemps en jachérere, d’ou une absence totale de la plante
hote pour le maintien de ces especes . Cependant , la présence des deux especes vectrices
du court nou¢ ainsi que I’age des vignobles expliquent le grand nombre et la dispersion de

ceps malades dans les deux parcelles de la région de Chiffa ( station 1) .

La présence X indexet X italiaea été déja mentionné dans les vignobles algériens
[ 88 ]. En 1981, Boussalem a signalé la présence de 4 especes du genre Xiphinéma qui sont
X .index , X .mediterranum , X turicum , X italiae , lors de son étude portant sur
I’importance de la transmission par le sol de la dégénérescence infectieuse en Algérie. On
a remarqué une forte densité des espéces non vectrices de GFLV (X americanum et X
mediterranum) par rapport aux especes vectrices de la maladie dans toutes les stations
prospectées ( Chiffa , Blida et Médea ). Cette situation a montré que ces especes sont des
especes polyphages et se maintiennent sur plusieurs plantes hotes secondaires en absence
de la plante hote primaire . La présence X mediterranum a été signalée dans la Mitidja
par Mekhoukh [ 109 ]. Curieusement la présence de X americanum n’a jamais été
signalée dans nos vignobles. Cette espece affiche une abondance non négligeable et était
présente dans la région de Médéa, Chiffa et de Blida. La présence de X index et X italiae

dans les régions infectées par le GFLV explique que ces derniers sont les vecteurs de cette
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maladie , Kadda Benchiha [ 110 ] avait réalisé une étude relative des espéces vectrices du
court — noué de la vigne dans la région de Mostaganem.

La variation des espeéces vectrices de la GFLV d’une station a une autre est
probablement due a I’anciennée des vignobles et aux conditions climatiques des régions
ainsi qu’a la texture des sols qui sont favorables au développement de ces especes et de
leur maintien. D’aprés Esmenjaud [ 106 ], la répartition trés inégale des nématodes dans
le sol ainsi que D’évolution trés rapide de I’effectif de ces populations est fonction des
onditions climatiques , des travaux du sol et les fertilisants . Selon Quraishi [ 111 ], les
fertilisants azotées provoquent I’augmentation des populations de Xjphinema alors que les
fertilisants potassées réduisent les populations . D’aprés Coiro [ 112 ], la densités des

Xiphinenm index sur vigne s’¢élévent sur sol sableaux , et baissent en sol argileux .

5.3- Transmission du GFL Vpar les nématodes vecteurs:

5.3.1. Matériels et méthodes:

5.3.1.1. Matériel végétal:

Afin de réaliser la transmission du GFL Vpar les nématodes vecteurs, des plants
sains de vigne ont été utilisés. Ces plants proviennent d’une unité de production viticole,
appelée complexe de greffage, située dans la région de Chiffa. Seulement quelques
variétés du genre Vitis ont été utilisé dans notre étude, il s’agit de Sultane, Dattier de

Beyrouth, Muscat, Cardinal, Gros-noir.

5.3.1.2. Obtention de nématodes viruliféres :

Les témoins positifs sont des plants de vigne infecté par le GFL Vet extériorisant
des symptomes caractéristiques de celui-ci. Ils sont plantés dans un sol infesté de
nématodes vecteurs du GFLV. Afin de permettre une acquisition optimale du virus par le
nématode vecteur, le contact entre les radicelles des plantes hotes infectées doit se

maintenir pendant 4 jours.
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5.3.1.3. Méthode biologique :

Cette méthode consiste a déposer des plants sains de vigne dans un sol infesté de
nématodes reconnus vecteurs du GFLV. Aprés mélange homogene du sol infesté, celui-ci
est réparti en 30 sacs a raison de 2 Kg de sol infesté de nématodes vecteurs par sac. Ces
sacs sont utilisés pour les 5 variétés de vigne a raison de 5 sacs par variété. Les témoins
sains sont plantés dans un sol indemne de nématodes vecteurs. Ensuite les plants de vigne
sont placés au phytotron a une température de 25°C. Le lecture des résultats a été effectuée

8 semaines apres inoculation.

5.3.1.4 . Obtention de sol infesté :

Le sol utilisé dans notre essai provient des prospections effectuées sur terrain .
Nous avons utilisé uniquement les échantillons de terre de la station 1 , Chiffa (parcelle 1
et parcelle 2) et de la station 2, Médéa (parcelle 2) vu leur contenance considérable de

nématodes X indexet X 1taliae; qui sont les vecteurs potentiels du GFLV.

5.3.2. Résultats :

5.3.2.1. Sévérité du GFLVsur différentes variétés de vigne :

L’analyse des résultats de la transmission du GFLVpar les nématodes inventoriés
pour chaque variété étudiée sont consignés dans le tableau ( 5.2 ). Les observations
effectuées aprés 8 semaines d’inoculation, ont montré nettement 1’apparition des
symptomes de la maladie du court-noué¢ . Ils sont généralement caractérisés par un
raccourcissement des entre- nosuds, doubles noeuds, déformation des feuilles, fasciation des
rameaux, asymétrie du limbe. Aucun symptome de panachure n’a été pas observé. On a

remarqué que sur 25 plants infestés 10 plants seulement ont extériorisé¢ des symptomes.

Sur la variété Sultane :

Uniquement un plant avait extériorisé les symptomes typiques du GFLV qui sont
des double nceud et rétrécissement du limbe par diminution des écarts angulaires.
Sur la variété Cardinal :

Les symptomes relevés sur cette variété étaient des nervations irrégulieres sur le

feuillage accompagnées d’une asymétrie du limbe.



Sur la variété Dattier de Beyrouth :

Seulement deux plants ont extériorisé des fasciations des rameaux et des

raccourcissements des entre- nceuds. La coloration du feuillage était vert clair .

Sur la variété Muscat :

Les symptomes extériorisé par cette variété étaient des raccourcissements des

entres nceuds et les asymétries du limbe .

Sur la variété de Gros-noir :
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Sur cette variété, les symptomes observés étaient des double nceuds accompagnés

par des feuilles a des bordures trés dentellée

Tableau 5.2 : Expression relative de différentes variétés de vigne a 1’inoculation par

les nématodes vecteurs du GFLV.

Variétés | Nbre plants Symptomes observé
- Double nceuds.
Sultane 1/5 - Rétrécissement du limbe par diminution des écarts
angulaires (forme palmettes)
- Rétrécissement du limbe par diminution des écarts
‘ angulaires (forme palmettes)
Dattier de )
2/5 - Raccourcissement des entres nceuds
Beyourth o
- Fasciation des rameaux
- Coloration vert clair
- Limbe asymétrique
Muscat 3/5 .
- Raccourcissement des entres nceuds
- Rétrécissement de limbe par diminution des écarts
‘ angulaires (forme palmettes)
Cardinal 2/5 ' '
- Limbe asymétrique
- Nervation irréguliere
Gros-noir - Double nceuds.
2/5

- Feuilles & bordure dentellée .
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5.3.2.2 — Résultats du test DAS-ELISA :

Les analyses des valeurs des D. O des differents échantillons testés en DAS-
ELISA, il ressort que les variétés : Dattier de Beyrouth, Muscat, Sultane, Cardinal, Gros

noir sont atteint du GFLV (Tableau 5.3 )

Tableau 5.3 : Valeurs en D.O4g5 1m du GFLVobtenues en DAS- ELISA

Variétés Echantillons D.O. en DAS- ELISA
886 0.165
887 0.154
Sultane 888 0.148
889 0.218
890 0.168
871 0.201
. 872 0.158
Dattier Beyrouth 73 0.143
874 0.206
875 0.154
876 0.109
877 0.210
Muscat 878 0.225
879 0.200
880 0.103
891 0.214
892 0,122
Cardinal 893 0.207
894 0.141
895 0.122
881 0.154
Gros-nior 882 0.108
883 0.124
884 0.199
885 0.136
Témoin sain / 0.087
Témoin malade / 0.320
Total 25 09

Les valeurs en D.O obtenues sur la variété Sultane ont révéle un seul échantillon
positif en test DAS-ELISA, impliquant ainsi la présence du GFLV. Sur cinq échantillons
testés de la variété Dattier de Beyrouth par le test DAS- ELISA, deux échantillons
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seulement ont affichée des D.O positives . Ils sont donc atteint par le virus GFLV . Sur la
variété Muscat , le test DAS-ELISA a révélé trois échantillons positifs . Sur la variété
Cardinal , deux échantillons seulement sur cinq avait enregistré des D.O. positives . Ce
résultat vérifie la présence du virus GFLV. Egalement , la présence du court- nou¢ a été

détectée par la DAS- ELISA sur la variété Golnnoir . Seul un échantillon sur cinq a révélé

une D.O positive .

5.3.3- Discussion :

L’étude de la transmission du virus par les nématodes vecteurs a donné des
résultats positifs. Les résultats ont confirmé 1’ inoculation des plantes saines de vigne par le
GFLV par l'intermédiaire des espéces de nématodes vecteurs ( Xiphinema index ,
Xiphinema 1taliae ). La sévérité du GFLV est plus marquée sur la variété Muscat par
rapport aux autres variétés infestées. Ces dernicres ont présenté les symptomes typiques
qui sont des raccourcissements des ente- nceuds avec un limbe asymétrique. Pour les
variétés Dattier de Beyrouth , Sultane et Cardinal, nous avons observé des rétrécissements
des limbes par diminution de 1’écart angulaire des feuilles. Le symptome de fasciation des
rameaux a ¢té obtenu seulement sur la variété Dattier de Beyrouth, mais les doubles nceuds
ont été observé sur les variétés de Sultane et de Golnnoir. Toutes les variétés testées ont
extériorisé les symptomes typiques du GFLV, ceci implique qu’elles sont des plantes hotes
favorables au virus et au nématodes X indexet X italiae . Ces symptomes sont les mémes
que ceux décrits par [ 50, 52, 113 ]. On a remarqué I’absence totale des panachures soit
réticulaire ou ordinaire. Cette absence peut étre due a I’élévation de la température [ 4 ],
ou a la présence d’une seule souche du virus dans le nématode vecteur [ 113, 114 ].
L’apparition des symptomes s’explique par I’interaction entre la plante et le nématode
vecteur.

Le test DAS- ELISA a confirmé les observations directes des symptomes de la
maladie, d’ou la présence du virus recherché . Nous avons enregistré des réponses
positives sur toutes les variétés testées . Le test DAS-ELISA a donc révélé 9 réponses
positives sur les 25 plantes saines a 1’origine . Le taux d’infection des plantes par le virus

du court- noué par intermédiaire des nématodes était de 36 % . Tous les plantes présentant



66

les symptomes ont repondu positifs au test DAS-ELISA . Ce résultat a bien montré que
les plantes étaient atteintes par le GFLV . Donc les nématodes présent dans le sol
provenant des differents stations étaient viruliféres et ont pu transmettre le virus aux
différentes variétes de vignes inoculées. En effet au cours de leur prise de nourriture , les
nématodes vecteurs X /ndex et X italiae ont injecté les particules du GFLVa I'intérieur
des plants de vignes saines au préalable. Les particules virales du GFLVse sont repliquées
et propagées dans les plantes qui ont exteriotisé des symptdmes. D’aprés ces résultats , il
ressort qu’il a y une efficacité de la transmission du GFLV par nématodes vecteurs X
index et X italiae . La vérification de la transmission du GFLVpar les X index et X
italiae a été entrepise soit en plantant des vignes saines dans des vignobles infectés [ 115
] ; ou dans des pots de terre provenant de vignobles contaninés [ 64 | les plantes saines au

prealable ont exteriorise des symptomes caracteristique de la maladie
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CONCLUSION

Le virus du court noué est classé parmi les maladies de quarantaine. 11 appartient au
genre des Nepovirus, il se transmet par X index et X italiae. En Algérie, les travaux de
recherche sur ce sujet sont restreints et limités a des études de vérification de ’absence de

la maladie dans les vignobles algériens.

Les prospections effectuées sur vignoble algériens dans différentes stations : 2
parcelles de la station de Chiffa , 2 parcelles de la station de Médéa, une parcelle de la
station expérimentale d’agronomie de Blida, une parcelle dans la station d’ El Affroun et
une parcelle dans la station Bouroumi, une parcelle dans la station Hamr El Ain et enfin
une parcelle dans la station de Hoceinia. Les symptdmes sur terrain correspondent a des
malformations des rameaux (fasciations, raccourcissement des entre nceuds, bifurcation
anormal) ; des malformations des feuilles (nervation irréguliére, des panachures réticulées
et ordinaires). La sévérité des symptomes était trés marquée au niveau des stations de
Bourroumi et de Hamr El Ain . On a remarqué que la sévérité des symptomes était
modérée dans les stations de Chiffa et de Mouzaia. Pour la station d’El Affroun , on a
constaté un dépérissement de quelque plants , avec une sévérité des symptdmes moins

forte que celle de la station de Bourroumi et de Hamr EI Ain.

L’étude de la nématofaune des différentes stations ( Chiffa, Médéa et Blida ) a relevé la
présence de deux especes de nématodes reconnus comme des vecteurs potentiels du court-
nou¢ X index et X italiae. Cette présence était enregistrée dans toutes les stations
¢tudiées . D’autres especes non vectrices du genre Xiphinéma ont été identifiées ( X .
americanum , X. mediterranum , X turicum et X reversi). Seulement X. americanum et
X . mediterranum étaient présente dans toutes les stations prospectées avec des effectifs
moyens tres élevés par rapport aux especes de X imndex et X 1taliae). On note que la
présence de X americanum n’a jamais été signalée dans nos vignobles. Cette espece
affiche une abondance non négligeable et était présente dans la région de Médéa, Chiffa et

de Blida.
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Les résultats obtenus en DAS- ELISA étaient positifs pour toutes les station
confondues, ce qui confirme la présence du GFLV dans notre vignoble . Le taux
d’infection par ce virus dans le vignoble était de 45,40% sur I’ ensemble des échantillons
testés. Nous avons enregistré au niveau des stations de Bourroumi et de Hamr El Ain, des
taux d’infection trés élevés 80,50 % et 79,82 % respectivement. Le taux d’infection était

faible 20 % dans la station de Blida .

La présence du GFLV est confirmée sur vigne en Algérie, ainsi que celle des
vecteurs du GFLV. 1l s’agit des nématodes du genre Xijphinema qui sont connues de part le
monde comme étant des vecteurs potentiels du court- noué. La présence de X index et X
1taliae dans les stations infectées (Chiffa et Médéa ) par le GFLV était variable. Cette
variabilité était due a I’anciennée des vignobles et aux conditions climatiques des régions
ainsi qu’a la texture des sols qui sont favorables au développement de ces especes et de
leur maintien. ou au non respect de la rotation .Dans la station de Blida, les tests
biologiques et immunoenzymatiques ont confirmé la présence de la maladie , cependant ,
I’analyse nématofaune a montré une absence totale de X index et un nombre tres faible de
X italiae, alors que la propagation de la maladie peut étre due a un autre vecteur , soit

I’homme, ou que les ceps utilisés ont été¢ déja infectée parle GFLV.

L’étude de I’efficacité de la transmission du virus par les nématodes vecteurs X
indexet X italiaea donné des résultats positifs. Les résultats ont confirmé
I’ inoculation des plantes saines de vigne par le GFLVpar I'intermédiaire des espéces de

nématodes.

Le test DAS- ELISA a confirmé les observations directes des symptomes et la
présence du virus recherché . Nous avons enregistré des réponses positives pour toutes les
variétés testées . Le test DAS -ELISA a donc révélé 9 réponses positives sur les 25 plants
saines a l’origine . Le taux d’infection des plantes par le virus du court- noué par
I’intermédiaire des nématodes était de 36 % . La transmission du GFLV par Xiphinema

indexet X italiae a confirmé que ces nématodes sont les vecteurs potentiels du GFLV.
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En Algérie , dans le cadre de la lutte contre les virus du court noué, la combinaison
judicieusement la rotation , le repos et les traitement du sol est nécessaire. Cette
combinaison repose sur des pratiques culturales qui consistent ; a extraire le plus grand
nombre de racines lors de 1’arrachage et éviter tout transport de terre par I’homme ou le
matériel, & maintenir le sol en jachéré pendant un a 2 ans et ne replanter qu’avec des plants
indemne de GFLV , et enfin a désinfecter par la voir chimique afin de réduire les
nématodes vecteurs. A ’avenir , il serait intéressant d’encourager ’emploi des variétés
présentant des caractéres de résistance au GFLV d’une part et a la transmission par le

nématode vecteur .

Les nématode vecteurs du genre Xijphinema sont difficiles a éliminer du sol,
I’enracinement profond de la vigne les rend plus difficiles a atteindre par voie chimique .
Les solutions biologiques telles que l’utilisation de champignons nématophages ou des
bactéries antagonistes ont connu quelques succés encourageant mais elles restent
difficilement applicables a grande échelle.

Actuellement, la lutte conte le court noué repose sur la sélection sanitaire et sur la
désinfection des sols a 1’aide des nématicides . Outre le colt de la sélection sanitaire et les
risques de pollution des eaux souterraines par les nématicides, produits fortement toxique ,
cette stratégie n’est pas toujours efficace. Jusqu’a présent , aucune variétés résistant au

court noué et a sa transmission par nématode vecteur Xiphinema n’a été mise au point .
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ANNEXE A

Tampon utilisé :

Pour la réalisation de I’inoculation mécanique nous avons utilise : le tampon, phosphate 0,1 M pH
7,3. - Phosphate monopotassique KH,PO4 a 0,1 m 13,60 g/l d’eau distillée.

- Phosphate dissodique Na,HPO, a 0,1 M 14,60 g/ 1 d’eau distillée
Pour ajuster le pH entre 7,0 et 7,5 , il faut additionner un volume de KH,PQO,, & deux volumes de

Na,HPO..

Les solutions tampons

Les solutions qui ont été préparée pour la réalisation du test ELISA sont fournies dans le kit BOI -

RAD sous formes de concentré.

Solutions pH Composition Role
Na Cl 84¢g
Phosphate KH,PO, 02¢g Solution de base permettent la
buffer saline 7,4 Na,HPO,, 12H,0O 29¢ réparation d’autres solutions
(P.B.S) KClI 02¢g tampons
NaN; 02¢g
Eau distillée 1000 ml
Solution de 7,4 PBS 1000 ml Lavage des plaques de
lavage Tween 20 0,5 ml microtitrations
Diéthanolamine 97 ml
Solution du 8,0 NaNj; 02¢g Dilution du substrat de I’enzyme
substrat Eau distillée 1000 ml paranitorphenyl-phosphate
Solution de PBS 1000 ml
broyage 9,8 Poly-vinyl-pyrolidone 20 g | Extraction et conservation des virus
Tween 20 0,5 ml
PBS 1000 ml
Solution du Poly-vinyl-pyrolidone 20g Solution de conjugue permet sa
conjugue 7,4 Ovalbumine 02¢g dilution
Tween 20 0,5 ml
Solution de Na2CO3 I,5N Solution de sensibilisation permet
fixation 9,6 NaHCO3 293 ¢ la dilution des anticorps et leur
NaN3 02¢g fixation aux plaques
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ANNEXE B

Protocole — DAS- ELISA :

Etape 1 : Fixation des anticorps
Diluer les anticorps au 1/100 ™ dans le tampon de fixation.

Pour une plaque diluer avant utilisation

Tampon fixation 10 ml

Anticorps 100 z1

Incubation : 2 h a 37°C

Lavage : 3 lavages avec du PBS-Tween.

Etape 2 : Dépdt des échantillons

Selon les échantillons a broyer au 1/3, 1/5 ou 1/10 dans un tampon de broyage
adapté . Les jus peuvent se conserver 12 h +2-8 °C. Préparation des témoins : ils sont
lyophilisés et doivent étre réhydratés dans 1 ml d’eau distillée. Aprés hydratation, les
témoins doivent étre conservés a + 2 a 8 °C et utilisés dans la journée.

Incubation : 1 nuit a +2-8 °C

Lavage : 2 lavages PBS-TWEEN avec 3 min d’incubation du tampon lavage .

Etape 3 : Dépot des anticorps conjugués
Diluer les anticorps conjugués au 1/100*™ dans le tampon du conjugué.

Pour une plaque diluer juste avant utilisation :

Tampon conjugué 10 ml

Anticorps conjugués 100 21

Incubation : 2 ha 37°C

Lavage : 3 lavages avec du PBS-Tween.



Etape 4 : Dépot du substrat

Dissoudre le PNPP juste avant utilisation dans le tampon de substrat

Pour une plaque diluer juste avant utilisation :

Incubation : 15 min a 37 °C puis a température ambiante

Tampon substrat

PNPP

10 ml

100 mg

Lecture : 30 min, 1h et 2h aprés dépot du substrat

1.6- Lecture et Interprétation :

81

Les densités optiques (DO) sont lues avec un lecture de plaque a la longueur d’onde

de 405 nm. Pour calculer les absorbances, les valeurs de DO des tampons, témoins et

échantillons sont les valeurs brutes diminuées de la DO du substrat.

DO échantillon = DO brute — Moyenne des puits substrat

1 2 3 4 5 o6 7 8 9 0 11 12

A

B | Substrat | TP 1 4 7 0| 13 | 16 | 19 | 22 | 25
C | Substrat | TP 1 4 7 10 | 13 | 16 | 19 | 22 | 25
D | Substrat | T+ 2 5 8 11 4 | 17 | 20 | 23 | 26
E | Substrat | T+ 2 5 8 11 4 | 17 | 20 | 23 | 26
F | Substrat | T- 3 6 9 2\ 15 | 18 | 21 | 24 | 27
G | Substrat | T- 3 o6 9 2\ 15 | 18 | 21 | 24 | 27
H

TP : Tampon

T+ : Contrdle positif

T- : Controle négatif

1,2,..... échantillon
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ANNEXE C
Tableau 1: Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de de sation 1
NCEch. Groupe et variété Organe teste DO DAS-ELISA GFLV

Témoin sain 0.094 -

Témoin malade 0.320
01 0.115 -
02 0.178 -
03 0.167 -
04 0.228 ]
05 0.225 ]
06 0.167 -

07 0.218
08 0.132 -
09 0.148 -
10 0.282 ]
11 0.304 [
12 0.300 ]
13 0.125 -
14 0.123 -
15 0.154 -
16 Rameaux 0.310 B
17 0.118 -
18 0.227 ]
19 0.135 -
20 0.129 -
21 0.222 ]
22 0.187 -
23 0.158 -
24 0.249 ]
25 0.165 -
26 0.125 -
27 0.128 -
28 0.158 -
29 0.233 ]
30 0.138 -
31 Porte-greffe SO4 0.149 -

32 0.225
33 0.157 -
34 0.128 -
35 0.149 -
36 0.340 ]
37 0.310 ]
38 0.111 -
39 0.128 -

40 0.401
41 0.167 -
42 Feuilles 0.139 -
43 0.220 [ |
44 0.144 -
45 0.164 -
46 0.339 ]
47 0.186 -
48 0.164 -
49 0.309 ]
50 0.149 -
51 0.341 ]
52 0.131 -
53 0.236 ]
54 0.122 -
55 0.266 ]
56 0.279 ]




Tableau 2 : Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de de sation 1
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NCEch. Groupe et variété Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.320
57 0.168 -
58 0.157 -
59 0.112 -
60 0.280 ]
61 0.308 ]
62 0.321 ]
63 0.175 -
64 0.133 -
65 0.360 ]
66 0.166 -
67 0.280 ]
68 0.127 -
69 0.182 -
70 0.319 ]
71 0.315 ]
72 0.183 -
73 0.176 -
74 0.289
75 0.128 -
76 0.130 -
77 0.168 -
78 0.159 -
79 0.187 -
80 0.200 ]
81 0.110 -
82 0.260 ]
83 0.109 -
84 Porte-greffe SO4 Feuilles 0.146 -
85 0.128 -
86 0.122 -
87 0.152 -
38 0.145 -
89 0.251 i
90 0.129 -
91 0.140 -
92 0.134 -
93 0.157 -
94 0.164 -
95 0.170 -
96 0.160 -
97 0.125 -
98 0.138 -
99 0.158 -
100 0.129 -
101 0.136 -
102 0.144 -
103 0.154 -
104 0.168 -
105 0.159 -
106 0.101 -
107 0.121 -
108 0.110 -
109 0.145 -
110 0.171
112 0.199 ]
113 0.181 -
114 0.161 -




84

Tableau 3:Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour I’échantillon de parcelle 2 de station

N° Ech. Groupe et Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
varietes
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.320 +
115 0.186 ;
116 0.171 ;
117 0.131 ;
118 0.175 _
119 0.154 ;
120 0.166 ;
121 0.190
122 0.172 ;
123 0.133 ;
124 0.200 ¥
125 0.199 +
126 0.132 ;
127 0.101 ;
128 0.201
129 0.104 ;
130 0.115 ;
131 0.126
132 0.163 ;
133 0.109 _
134 0.198 ¥
135 0.203 +
136 0.157 ;
137 0.199 ¥
138 0.139 ;
139 0.122 ;
140 0.143 ;
}i é Différentes variétés | T CUles 8: } ;g :
143 0.147 _
144 0.200 | |
145 0.150 ;
146 0.166 ;
147 0.173 _
148 0.134 ;
149 0.174 _
150 0.208 +
151 0.154 ;
152 0.144
153 0.184 ;
154 0.157 _
155 0.204 +
156 0.198 +
157 0.124 ;
158 0.199 +
159 0.174 _
160 0.140 ;
161 0.130 ;
162 0.166
163 0.152 ;
164 0.158 ;
165 0.197 +
166 0.194 +
167 0.143 ;
168 0.157 _
169 0.114 ;
170 0.115 ;
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Tableau 4 : Valeurs en D.O. de GFLV obtenues en DAS- ELISA pour [’échantillon de P2 de stationl

(suite)
N° Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.320 +
171 0.168 -
172 0.339 +
173 0.118 -
174 0.138 -
175 0.122 -
176 Differents variétés Feuilles 0.129 -
177 0.167
178 0.132 -
179 0.163 -
180 0.224 +
181 0.238 +
182 0.301 +
183 0.109 -

Tableau S : Valeurs en D. O de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’ échantillon de station 2

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS- ELISA GFLV
Témoin sain 0.097 -
Témoin malade 0.663 +
184 0.162 -
185 0.167 -
186 0.133 -
187 0.190 -
188 0.155 -
189 0.151
190 0.187 -
191 0.177 -
192 0.218 +
193 0.220 +
194 0.136 -
195 0.149 -
196 0.127 -
197 0.177 -
198 0.154
199 Feuilles 0.168 -
200 0.166 -
201 Variétés 0.260 +
202 0.207 +
203 0.130 -
204 0.158 -
205 0.149 -
206 0.122 -
207 0.121 -
208 0.167 -
209 0.158 -
210 0.206 +
211 0.146 -
212 0.168 -
213 0.192 -
214 0.179 -
215 0.155 -
216 0.189 -




Tableau 6 : Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon station 2 (Suite )

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.097 -
Témoin malade 0.663 +
217 0.189 -
218 0.301 +
219 0.210 +
220 0.321 +
221 0.190 -
222 0.157 -
223 0.148 -
224 0.139 -
225 0.152
226 0.181 -
227 0.190 -
228 0.229 +
229 Variétés 0.233 +
230 0.241 +
231 0.132 -
232 0.160 -
233 0.168 -
234 0.122 -
235 0.158 -
236 0.145 -
237 0.167 -
238 0.133 -
239 0.117 -
240 0.251 +
241 0.157 -
242 0.164 -
243 0.259 +
244 Feuilles 0.127 -
245 0.150 -
246 0.146 -
247 0.157 -
248 0.132 -
249 0.122 -
250 0.263 +
251 0.158 -
252 0.180 -
253 0.123 -
254 0.121 -
255 0.135 -
256 0.163 -
257 0.137 -
258 0.164 -
259 0.161
260 0.128 -
261 0.170 -
262 0.209 +
263 0.272 +
264 0.150 -
265 0.154 -
266 0.183 -
267 0.137 -
268 0.190 -
269 0.164 -
270 0.122 -
271 0.156 -
272 0.203 +
273 0.238 +
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Tableau 7 : Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de P1 de station 3

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.097 -
Témoin malade 0.320 +
274 0.209 +
275 0.152 -
276 0.145
277 0.155 -
278 0.218 +
279 0.226 +
280 0.214 +
281 0.160 -
282 0.155 -
283 0.240 +
284 0.250 +
285 0.294 +
286 0.191 -
287 0.183 -
288 0.175 -
289 0.171 -
290 0.156 -
291 0.259 +
292 0.230 +
293 0.132 -
294 0.148 -
295 0.167 -
296 0.231 +
297 0.158 -
298 0.219 +
299 0.178 -
300 0.260
301 Feuilles 0.136 -
302 0.185 -
303 Variétés 0.154 -
304 0.307 +
305 0.251 +
306 0.300 +
307 0.188 -
308 0.167 -
309 0.158 -
310 0.269 +
311 0.124 -
312 0.290 +
313 0.134 -
314 0.164 -
315 0.200 +
316 0.152 -
317 0.187 -
318 0.167 -
319 0.177 -
320 0.132 -
321 0.111 -
322 0.222 +
323 0.133 -
324 0.110 -
325 0.226 +
326 0.157 -
327 0.173 -
328 0.236 +
329 0.160 -
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Tableau 8: Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour I’échantillon de P1 de station 3
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(suite)
N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV

Témoin sain 0.097 -
Témoin malade 0.320 +
330 0.140 -
331 0.271 +
332 0.170 -
333 0.168 -
334 0.212 +
335 0.173 -
335 0.131 -
336 0.136 -
337 0.158 -

338 0.220
339 s 0.159 -
340 Varictes 0.150 -
341 0.236 +
342 0.248 +
343 0.125 -
344 0.135 -
345 0.140 -
346 0.270 +
347 0.256 +
348 0.170 -
- o[ :
351 0.136 -
352 0.121 -
353 0.118 -
354 0.146 -
355 0.122 -
356 0.125 -
357 0.270 +
358 0.150 -
359 0.158 -
360 0.176 -
361 0.136 -
362 0.154 -
363 0.160 -
364 0.149 -
365 0.123 -
366 0.147 -
367 0.187 -
368 0.134 -
369 0.177 -
370 0.120 -
371 0.113 -
372 0.225 +
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Tableau 9 : Valeurs en DO de GFL Vobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de parcelle 2 de station
3

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS- ELISA GFLV

Témoin sain 0.097 -
Témoin malade 0.663 +
374 0.152 -
375 0.148 -
376 0.132 -
377 0.120 -
378 0.155 -
379 0.213 +
380 0.218 +
381 0.208 +
382 0.230 +
383 0.128 -
384 0.212 +
385 0.107 -
386 0.144 -
387 0.156 -
388 0.138 -
389 0.135 -
390 0.147 -
391 0.121 -
392 0.135 -
393 0.158 -
394 0.301 +
395 0.157 -
396 0.310 +
397 0.308 +
398 0.124 -
399 0.158 -
400 Muscat 0.216 +
401 0.220 +
402 0.160 -
403 0.122 -
404 0.210 +
405 0.122 -
406 0.221 +
407 0.229 +
408 0.133 -
409 0.250 +
410 0.160 -
411 0.158 -
412 0.154 -
413 0.245 +
414 0.233 +
415 0.206 +
416 0.230 +
417 0.118 -
418 0.132 -
419 0.144 -
420 0.141 -
421 0.233 +
422 0.112 -
423 0.209 +
424 0.300 +
425 0.299 +
426 0.135 -
427 0.147 -
428 0.201 +




Tableau 10 : Valeurs en DO de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour I’échantillon de P2 de station 3
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(suite)

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS- ELISA GFLV

Témoin sain 0.097 -

Témoin malade 0.663 +

429 0.222 +

430 0.158 -

431 0.221 -

432 0.159 -

433 Muscat 0.141 -

434 0.224 +

435 0.324 +

436 0.127 -

437 0.134 -

438 0.131 -

439 0.125 -

Tableau 11: Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour I’ échantillons de station 4
N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS- ELISA GFLV

Témoin sain 0.097 -

Témoin malade 0.663 +

440 0.111 -

441 0.290 +

442 0.280 +

443 0.299 +

444 0.161 -

445 0.161 -

446 0.158 -

446 0.132 -

447 0.279 +

448 0.122 -

449 0.150 -

450 0.154 -

451 0.155 -

452 0.265 +

453 0.173 -

454 Feuilles 0.265 -

455 Dattier Beyrouth 0.219 +

456 0.113 -

457 0.220 +

458 0.223 +

459 0.235 +

460 0.119 -

461 0.143 -

462 0.233 +

463 0.213 +

464 0.203 +

465 0.146 -

466 0.110 -

467 0.220 +

468 0.243 +

469 0.253 +

470 0.177 -

471 0.173 -

472 0.264 +

473 0.261 +

474 0.254 +

475 Valenci noir Feuilles 0.176 -

476 0.135 -
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Tableau 12: Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’ échantillons de station 4 (Suite)

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.097 -
Témoin malade 0.663 +
477 0.215 +
478 0.216 +
479 0.133
480 0.183 -
481 0.244 +
482 0.170 -
483 0.263 +
484 0.266 +
485 0.256 +
486 0.186 -
487 0.251 +
488 0.164 -
489 0.263 +
490 0.214 +
491 0.184 -
igg Muscat Feuilles 8552 1
494 0.154 -
495 0.241 +
496 0.237 +
497 0.233 +
498 0.173 -
499 0.233 +
500 0.150 -
501 0.245 +
502 0.219 +
503 0.221 +
504 0.158 -
505 0.139 -
506 0.266 +
507 0.267 +
508 0.251 +
509 0.233 +
510 0.234 +
511 0.247 +
512 0.253 +
513 0.251 +
514 0.151 -
515 0.163 -
516 0.237
517 0.158 -
518 0.163
519 0.170 -
520 0.118 -
521 0.209 +
522 Dattier Beyrouth Rameaux 0.282 +
523 0.169 -
524 0.153 -
525 0.248 +
526 0.144 -
527 0.305 +
528 0.156 -
529 0.170 -
530 0.292 +
531 0.214 +
532 0.284 +
533 0.118 -




Tableau 13: Valeurs en D. O. de GFLVobtenues en DAS -ELISA pour 1’échantillon de station 5
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N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV

Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.663 +
534 0.211 +
535 0.201 +
536 0.251 +
537 0.248 +
538 0.168 -
539 0.110 -
540 0.183 -
541 0.159 -
542 0.179 -
543 0.228 +
544 0.210 +
545 0.249 +
546 0.209 +
547 Dattier Beyrouth Feuilles 0.233 +
548 0.206 +
549 0.216 +
550 0.299 +
551 0.156 -
552 0.299 +
553 0.146 +
554 0.260 +
555 0.209 +
556 0.220 +
557 0.238 +
558 0.176 -
559 0.270 +
560 0.299 +
561 0.163 -
562 0.216 +
563 0.220 +
564 0.207 +
565 0.224 +
566 0.236 +
567 0.263 +
568 0.236 +
569 0.337 +
570 0.390 +
571 0.109 -
572 0.261 +
573 0.287 +
574 0.242 +
575 0.209 +
576 0.224 +
577 0.243 +
578 0.214 +
579 0.227 +
580 0.108 -
581 0.242 +
582 0.207 +
583 0.145 -
584 0.208 +
585 0.210 +
586 0.185 -
587 0.216 +
588 0.218 +
589 0.300 +
590 0.291 +




Tableau 14: Valeurs en D. O. de GFLVobtenues en DAS -ELISA pour 1’échantillon de station 5 (Suite)
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N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.663 +
591 0.282 +
592 0.154 -
593 0.230 +
594 0.239 +
595 0.241 +
596 0.133 -
597 0.268 +
598 0.291 +
599 0.263 +
600 0.265 +
601 0.310 +
602 0.349 +
603 0.174 -
604 0.359 +
605 0.178 -
606 0.315 +
607 0.158 -
608 0.299 +
609 0.240 +
610 0.249 +
611 0.314 +
612 0.319 +
613 0.394 +
614 0.302 +
615 0.299 +
616 0.307 +
617 , 0.186 -
618 Dattier Beyrouth Rameaux 0.300 T
619 0.263 +
620 0.288 +
621 0.223 +
622 0.234 +
623 0.177 -
624 0.217 +
625 0.173 -
626 0.219
627 0.173 -
628 0.116 -
629 0.244 +
630 0.254 +
631 0.250 +
632 0.331 +
633 0.299 +
634 0.144 -
635 0.218 +
636 0.220 +
637 0.244 +
638 0.230 +
639 0.266 +
640 0.144 -
641 0.220 +
642 0.232 +
643 0.178 -
644 0.203 +
645 0.300 +
646 0.309 +
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Tableau 15 : Valeurs en D. O. de GFLVobtenues en DAS -ELISA pour [I’échantillon de station 5 (Suite)

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.663 +
647 0.155 -
648 0.311 +
649 0.319 +
650 0.350 +
22 é Dattier Beyrouth Rameaux 8;?3 I
653 0.320 +
654 0.341 +
655 0.291 +
656 0.354 +
657 0.389 +
658 0.372 +

Tableau 16: Valeurs en D. O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’ échantillon de station 6

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.663 +
659 0.163 -
660 0.365 +
661 0.288 +
662 0.437 +
663 0.536 +
664 0.485 +
665 0.289 +
666 0.179 -
667 0.362 +
668 0.313 +
669 Feuilles 0.320 +
670 0.355 +
671 0.183 -
672 0.366 +
673 0.340 +
674 0.441 +
2;2 Dattier Beyrouth 84114212 ;
677 0.433 +
678 0.335 +
679 0.551 +
630 0.502 +
680 0.147 -
682 0.351 +
683 0.539 +
684 0.521 +
685 0.541 +
686 0.490 +
687 0.175 -
688 Rameaux 0.499 +
689 0.438 +
690 0.441 +
691 0.466 +
692 0.436 +
693 0.180 -
694 0.118 -




Tableau 17 : Valeurs en D. O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’ échantillon de station 6 (Suite)
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N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV

Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.663 +
695 0.431 +
696 0.389 +
697 0.163 -
698 0.443 +
699 0.261 +
700 0.443 +
701 0.476 +
702 0.185 -
703 0.340 +
704 0.356 +
705 0.378 +
706 0.399 +
707 0.158 -
708 0.445 +
709 0.431 +
710 0.185 -
711 0.420 +
712 0.388 +
713 0.318 +
714 0.179 -
715 0.396 +
716 0.361 +
717 0.153 -
718 0.393 +
719 0.383 +
720 0.355 +
721 0.399 +
722 Dattier Beyrouth Feuilles 0.149 N
723 0.356 +
724 0.462 +
725 0.381 +
726 0.163 -
724 0.378 +
725 0.341 +
726 0.379 +
727 0.392 +
728 0.145 -
729 0.400 +
730 0.420 +
731 0.388 +
732 0.418 +
733 0.282 +
734 0.291 +
735 0.360 +
736 0.184 -
737 0.240 +
738 0.312 +
739 0.309 +
740 0.289 +
741 0.260 +
742 0.255 +
743 0.351 +
744 0.354 +
745 0.290 +
746 0.292 +
747 0.237 +




Tableau 18 : Valeurs en D. O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’ échantillon de station 6 (Suite)
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N. Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS-ELISA GFLV
Témoin sain 0.094 -
Témoin malade 0.663 +
748 . 0.244 +
729 Dattier Beyrouth Rameaux 0.132 -
750 0.263 +
751 0.245 +
752 0.123 -
753 0.253 +
754 0.236 +
755 0.220 +
756 0.182 -
757 0.177 -
758 0.244 +
760 Feuilles 0.266 +
761 0.271 +
;gg Porte-greffe 41B (O)ggg _;_
764 0.239 +
765 0.280 +
766 0.158 -
767 0.238 +
768 0.239 +
769 0.394 +
770 Rameaux 0.181 -
771 0.173 -
772 0.298
Tableau 19 : Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de station 7
N°Ech. Groupe et variétés | Organe teste DO DAS-ELISA GFLV

Témoin sain 0.096 -

Témoin malade 0.620 +

773 0.132 -

774 0.145 -

775 0.148 -

776 0.167 -

777 0.157 -

778 0.296

779 0.131 -

780 0.122 -

781 0.134 -

782 0.293 +

783 Variété Muscat Feuilles 0.271 +

784 0.246 +

785 0.252 +

786 0.243 +

787 0.164 -

788 0.182 -

789 0.248 +

790 0.251 +

791 0.260 +

792 0.279 +

793 0.233 +

794 0.124 -

795 0.132 -




Tableau 20: Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de station 7 (Suite)
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N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS- ELISA GFLV

Témoin sain 0.096 -
Témoin malade 0.620 +
796 0.145 -
797 0.148 -
798 0.167 -
799 0.157 -
800 0.296 +
801 0.131 -
802 0.122 -
803 0.134 -
804 0.293 +
805 0.271 +
806 0.246 +
807 0.252 +
808 0.123 -
809 0.164 -
810 0.182 -
811 0.248 +
812 0.251 +
813 0.260 +
814 0.279 +
815 0.233 +
816 0.124 -
817 0.165 -
818 0.225 +
819 0.243 +
820 Variété Muscat Feuilles 0.298 T
821 0.273 +
822 0.263 +
823 0.251 +
824 0.135 -
825 0.115 -
826 0.254 +
827 0.212 +
828 0.167 -
829 0.296 +
830 0.140 -
831 0.167 -
832 0.111 -
833 0.129 -
834 0.237 +
835 0.190 -
836 0.158 -
837 0.154 -
838 0.140 -
839 0.167 -
840 0.150 -
841 0.256 +
842 0.120 -
843 0.112 -
844 0.106 -
845 0.135 -
846 0.137 -
847 0.234 +
848 0.166 -




Tableau 21: Valeurs en D.O. de GFLVobtenues en DAS- ELISA pour 1’échantillon de station 7 (Suite)
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Extraction de nématode :

Matériel :

= Deux seaux en plastique de 10 litres de contenance.
— Une passoire dont les mailles sont de 1mm

= Un agitateur ou autre instrument de mélange.

= Un tamis de 40 pm.
- Une pissette.

- Boite de Pétri.

— Un morceau d’un grillage de petites mailles en plastique servant de support.

— Tissus et papier filtre.

Pechage et fixation :

Matériel :

— Coupelles.

N°Ech. Groupe et variétés Organe teste DO DAS- ELISA GFLV
Témoin sain 0.096 -
Témoin malade 0.620 +
849 0.164 -
850 0.166 -
851 0.177 -
852 0.187 -
853 0.184 -
854 0.125 -
855 0.167 -
856 0.148 -
857 0.216 +
858 ) ) 0.134 -
859 Variété Muscat Feuilles 0153 ;
860 0.136 -
861 0.173 -
862 0.120 -
863 0.124 -
864 0.138 -
865 0.153 -
866 0.190 -
867 0.181 -
868 0.124 -
869 0.123 -
870 0.134 -
ANNEXE D
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Une peche.
Une pince a bois.
Dent aiguisée a pointe trés fine ou avec un cil fixe dans un porte aiguille.
Dessiccateur a alcool.
Etude a 45°C et 60°C.
Boite de Pétri.
Une loupe binoculaire.

- Solution de fixation :

— Eaudistillée ...... oo, 99 ml
= Acide actique .........ocoiiiiiiiiiiiie I ml
= Formolad40% ...ccoiieiieiiieiiiiiiiiiiaainn.. 10 ml
Montage :
Matériel :

Loupe binoculaire.

Lames et lamelles.

Un cil montée sur un support.

Glycérine.

Morceaux de laine de verre de la taille des nématodes.

Du «Zut », «Glyceel » ou «Vernis a ongle » pour luter les montages sur
lame.

ANNEXE E

1.Dénombrement des populations de nématodes observées au niveau dune méme

Station

1.1 Station 1 ( Chiffa) :

Tableau : Différence des populations dans la parcelles 1

SCE DDL C.M Test F Proba E.T C.V
Var. totale 1991,00 19 104,97
Var. F1 935,00 3 311,6 3,42 0,0025
Var .residuelle 1456,00 16 91 13,4 48 %
Proba = 0,0025 différence significative
Tableau : Différence des populations dans la parcelles 2
SCE DDL C.M Test F Proba E.T C.V
Var. totale 7814,21 19 411,27
Var. F1 5262,80 3 1754 ,27 11,00 0,0004
Var .residuelle 2551,40 16 159,46 11,63 49,8 %

Proba = 0,0004 différence hautement significative




Test de NEWMAN — KEULS

Tableau : Classement des groupes homogenes de facteur : population obtenus

100

Espéce GROUPES HOMOGENES
Libelles 1 7
X mediterranum 26 (A) 47 (A)
X. americanum 18 (B) 36 (A)
X .index 22 (A) 10(B)
X. italiae 12 (B) 10 (B)

1.2 Station 2 ( Médea ) :

Tableau : Différence des populations dans la parcelles 1

SCE DDL CM Test F Proba E.T CV
Var. totale 4823,92 19 253,89
Var. F1 2155,29 3 718 ,43 4,31 0,0208
Var .residuelle 2668,68 16 166,79 12,91 90,3 %

Proba = 0,0208 différence significative

Tableau : Différence des populations dans la parcelles 2

SCE DDL CM Test F Proba E.T CV
Var. totale 11212,00 19 590,11
Var. F1 6100,00 3 2033,33 6,36 0,0049
Var .residuelle 5112,00 16 319,50 17,87 39,1 %

Proba = 0,0049 différence hautement significative
Test de NEWMAN — KEULS
Tableau : Classement des groupes homogenes de facteur : population obtenus
Espéce GROUPES HOMOGENES

Libelles Pl 7
X mediterranum 22 (A) 66 (A)
X. americanum 36 (A) 52 (A)
X .index 09(B) 44 (A)
X. italiae 00(B) 18 (B)
1.3 Station 3 ( Blida ) :
Tableau : Différence des populations dans la station de Blida

SCE DDL CM Test F Proba E.T CV
Var. totale 9317,72 19 490,41
Var. F1 7023,07 3 2341,82 16,32 0,0000
Var . résiduelle 2294,65 16 143,41 11,98 59,0 %

Proba = 0,0000 différence trés hautement significative



Test de NEWMAN — KEULS

Tableau : Classement des groupes homogenes de facteur : population obtenus
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Espéce GROUPES HOMOGENES
Libelles
X. mediterranum 44 (A)
X. americanum 33 (A)
X .index 00(B)
X. italize 04(B)

2. Comparaison des populations entre les stations

Tableau : Variation de X index dans les trois stations

Analyse de variance SCE DDL | CM Test F Proba E.T C.V
Var. totale 8739,40 24 364,14
Var. F1 3146,13 1 3146,13 19,28 0,0000
Var. F2 2166,50 2 1083,25 6,639 0,0020
Var . résiduelle 3426,37 21 136,16 12,39 39,7 %
Proba pour le facteur 1 = 0,0000 différence trés hautement significative
Proba pour le facteur 2 = 0,0020 différence hautement significative
Tableau : Variation de X staliae dans les trois stations
Analyse de variance SCE DDL CM Test F Proba E.T C.V
Var. totale 2257,80 24 94,07
Var. F1 725,33 1 725,33 14,74 0,0000
Var. F2 528,66 2 264,33 | 5,46 0,0072
Var . résiduelle 1015,81 21 48,37 11,90 30,1 %
Proba pour le facteur 1 = 0,0000 différence trés hautement significative
Proba pour le facteur 2 = 0,0072 différence hautement significative
Tableau : Variation de X americanumdans les trois stations
SCE DDL C.M Test F Proba E.T C.V
Var. totale 7591,52 24 316,3
Var. F1 4083,5 1 4038,5 74,74 0,0000
Var. F2 2360,64 2 1180,3 21,60 0,0000
Var . résiduelle 1147,38 21 54,63 18,02 45,6 %

Proba pour le facteur 1 = 0,0000 différence trés hautement significative

Proba pour le facteur 2 = 0,0000 différence trés hautement significative



Tableau : Variation de X medietrranum dans les trois stations
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SCE DDL C.M Test F Proba E.T C.V

Var. totale 11068,56 24 461,94
Var. F1 4589,20 1 4589,20 30,10 0,0000
Var. F2 3617,00 2 1808,5 12,40 0,0000
Var . résiduelle 3062,36 21 145,82 10,60 17,1 %

Proba pour le facteur 1 = 0,0000 différence trés hautement significative

Proba pour le facteur 2 = 0,0000 différence trés hautement significative
Test de NEWMAN — KEULS
Tableau : Classement des moyennes pour le facteur 2 : station

Espéce GROUPES HOMOGENES

Libelles X index X italiae X americanum X mediterranum
Station 1 16 (B) 11 (A) 27(B) 36,5( B)
Station 2 26,5(A) 09 (A) 40,5(A) 44,1 (A)
Station 3 00(B) 04 (B) 385(A) 44 (A)




