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De la vigne sauvage... ..a la vigne cultivée ..naissance du vin ..aujourd’hui
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Un peu d’histoire...

Dimitri lvanowsky (1864-1920) : Ultra-filtrat de la séve provenant de plants
contamineés : transmission de la maladie aux plants sains.

Martinus Beijerinck (1851-1931) : L'agent responsable de la mosaique du
Tabac ne peut se répliquer que dans un tissu vivant. "contagium vivum
fluidum ».

1936 Bawden démontre que le virus de la mosaique du Tabac est
constitué : d’ un ac. nucléique + protéine

Virus = (liquide visqueux, poison)

tc—— Filtre de Chamberland
(porcelaine, retient les bactéries)

FILTRAT n°1

Le filtrat n"1 est infectieux
pour une nouvelle plante
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Virus & Chimie 1929-1956

- 1927-1931 : Purification du virus de la mosaique du Tabac
- 1935 : Cristallisation & micrographie électronique du TMV
- 1963 : ARN = information génétique du TMV

Définition de Lwoff (1953)
Le virion ne posséde qu'un seul type d'acide nucléique : soit de I'ARN, soit
de I'ADN;

Le virion se reproduit a partir de son seul acide nucléique; alors que les
autres étres se reproduisent a partir de la somme de leurs constituants;

Le virion est incapable de croitre et de subir des divisions binaires;

Le virion n'a aucune information génétique concernant les enzymes du
métabolisme intermédiaire (susceptibles de produire de I'énergie);

La multiplication des virions implique l'utilisation des structures de la cellule-
héte.




Définition & Virus
Virus ?

Parasite intra-cellulaire obligatoire

(animaux, végétaux, champignons, protistes, bactéries et virus)

Structure spécifique nucléoprotéique

1 type d’ acide nucléique (ARN ou ADN) associé a une protection
protéique (capside) et, parfois, une enveloppe lipidique
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Formes et structures des virus des plantes

2 types majeurs de symeétrie : hélicoidale ou icosaédrique

Potyvirus

, -/_

Geminivirus

Filament Tobamovirus Parasphérique

Unite de structure

Symeétrie helicoidale :

- Répétition de sous-unités protéiques constituant un "manchon”

- Le manchon estrigide — forme tubulaire du virus

- Lemanchon est flexible — structure enroulée sur elle-méme — forme sphérique




DESCRIPTION

Virus ?
Matériel genetique ARN ou ADN protégé par une coque protéique = capside
Capside + Ac.nucléique
Enveloppé ou non

2 types majeurs de symetrie : hélicoidale ou icosaedrique

Spectre d’hote des virus de plantes

Virus peuvent infecter de nombreuses plantes
Ex : « ArMV « Arabis mosaic virus » (court-noué de la vigne), infecte
aussi le houblon, la betterave etc...

Certains infectent une gamme d’héte limitée d’especes vegétales
Ex : « GFLV « Grapevine Fanleaf virus » (court-noué de la vigne)
Premier virus de la vigne identifié en 1960



Virus de la vigne et classification (2000)

Tableau 1. Les virus de la vigne et leur classification systematique (d'aprés [34 modifie)

A.Virus appartenant
a des genres
classés en famille

B.Virus appartenant
a des genres qui ne
sont pas classés en
famille

C.Virus non classés
taxonomiquement

Famille Senre

Ezpece

A.Virus appartenant 3 des genres classés en familles

Bromaoviridze Alfamovirus
Cucumovirus
lNarvirus

Bunyaviridze Tespovirus

ComoviridseF abavirugBeaadbeagtvilt (BBWA)
Hepovinus |

Court-noué

Tombusviridze Tombusvirus

Carmovirus
Necrovirus

Closteroviridae
Enroulement

B. Virus appartenant 3 des genres quinesontpas

Sobemovirus
P otexvirus
Tobamovirus

L] UL

Complexe du bois strié

Capillovirus

Alfalfa mosaic (Al
Cucumber mosaic (

Grapevine line pattern (GLPV)
Tom ato spotted wilt™ (T S

Arabis mosaic (Ar

Artichoke italian |aten g—‘(IL )]
Blueberny leaf mo,ttlef B
Grapevine bulgarian latent (GBLY)
Grapevine chrome mos aic (GChY)
Grapevine fanleaf (GFLY)
Grapevine tunisian rin s%ot GTRW)
Peach rosette mosaic (P
Raspberryringspo'%_g )
Tobacco ringspot( TRSV)

Tomato black ring(TBR

Tomato ringspot(ToR

Stranberny latent ringspot (SLRSV)

Petunia asteroid mosaicEPA
Grapevine algerian latent(GA
Carnation mattle (C arhiV)
Tobacco necrosis D (TNWD)
Grapevine leafrolt associated 1(G
Grapevine leafrolt associated 2 (G
Grapevine leafrolt associated 3 (G
Grapevine leafrolt associated 4(G
Grapevine leafrolt associated S(GLR a3V
Grapevine leafroll associated 6 (GLR a6

Grapevine leafroll associated 7 (GLR a7

classés enfamilles

Sawbane mosaic (SohV)

Potato X (PWVX)

Tobacco mosaic(T

Tomato mosaic ([fom

Grapevine berry internal necrosis( GBINY)
Grapevine A (GVA
Grapevine B(GVB
Grapevine C [(GV
Grapevine D (GVD

pas nommeé

C. Virus quine sont pas classés taconomiquement

Famille : Tymoviridae
Genre : Maculavirus
Grapevine fleck virus

Marbrure

Grapevine fleck (GFkW)

Grapevine asteroid mosaic (GAMY)
Grapevine A{lnashka GAN)

Grapevine stunt(GS

Grapevine labile rod shaped (GLRSV)
Rupestris stem pitting associated (RSPaV)
Unidentified sometric grapevine (UI1GW)

* Caracterisation incertaine

Plus de 64
virus décrits
pour la vigne
+ 10 maladies
de type viral a
I'étiologie
incertaine

Cf. ICTV !
> |
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ICTV 2013 ICTV 2019

— Phylum: Negarnaviricota Realm: Riboviria 2 subphyla

International Committee on Taxonomy of Viruses — Subphylum: Haploviricotina Phylum: Negarnaviricota 4 classes

— Class: Chungiuviricetes Subphylum: Haploviricotina 1 order

VIROLOGY DIVISION - IUMS + Order: Muvirales Class: Chunqiuviricetes 1 family

The ICTV Taxonomy FAQ Flles and Discusslons News and Information ICTV Directory + Order: Serpentovirales Class: Milneviricetes 1 family

—_— 2 orders
Taxa name search: resovrus Search)

+ Order: Jingchuvirales ~ Class: Monjiviricetes 1 family
! Select to search across al ICTV releases 5 ey 5
nvirales  Class: Yunchangviricetes

+ Order: Mononegavirales _Class: Monjiviricetes 11 families
— Class: Yunchangviricetes Subphylum: Haploviricotina 1 order
+ Order: Go 1 family

(28 results found)

Cliek to view Subphylum: Polyploviricotina Phylum: Negarnaviricota 2 classes
T S 3 S = — Class: Ellioviricetes Subphylum: Polyploviricotina 1 order
q + Order: Bunyavirales Class: Ellioviricetes 12 families

(" View genus ) 2012 R >S5 inae>ll — Class: Insthoviricetes Subphylum: Polyploviricotina 1 order
e R % o 5 . + Order: Articulavirales _Class: Insthoviricetes 2 families
+ Order: Nidovirales Realm: Riboviria 7 suborders

,
e T s

+ Family: Picornaviridae Order: Picornavirales 47 genera

+ Family: Polycipiviridae _Order: Picornavirales

Virus Taxonomy: 2013 Release @ How do 1 use the taxonomy tree? — Family: Secoviridae _Order: Picornavirales 1 subfamily, 5 genera, 1 species [ history |

S — Subfamily: Comovirinae _Family: Secoviridae 3 genera [ history |

Emall‘nunallon.ZOM(MSl..'Z!) + Genus: Comovirus  Subfamily: Comovirinae 15 species  history  pisiory
+ Genus: Fabavirus Subfamily: Comovirinae 7species  history history

Order: Caudovirales (3 Families)  history = Genus: Nepovirus Subfamily: Comovirinae 40 species. history history
" o = . = & -
Order: Herpesvirales 3 Families) { history Species: Aeonium ringspot virus  Genus: Nepovirus istory  history
Species: Apricot latent ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history i
© Order: Ligamenvirales (2 Families) 4 history s vt Lang=p! il istory  pistory
Species: Arabis mosaic virus  Genus: Nepovirus history  pistory
© Order: Mononegavirales (5 Families) * history - - - -
Species: Arracacha virus A Genus: Nepovirus history

history

© Order: Nidovirales (4 Families) * history Species: Artichoke Aegean ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history histor;
8 Order: Picornavirales (S Families) * history Species: Artichoke Italian latent virus ~ Genus: Nepovirus history history
Family: Dicistroviridae (2 Genera)  history Species: Artichoke yellow ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history @y
Family: Iflaviridae (1 Genus)  history Species: Beet ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history
Family: Marnaviridae (1 Genus)  history Species: Blackcurrant reversion virus ~ Genus: Nepovirus history
Family: Picornaviridae (26 Genera) ' history Species: Blueberry latent spherical virus  Genus: Nepovirus history E‘ory

= Family: Secoviridae (1 Subfamily and § Genera not in a Subfamily)  history Species: Blueberry leaf mottle virus ~ Genus: Nepovirus history  history
= Subfamily: Comovirinae (3 Genera)  history Species: Cassava American latent virus ~ Genus: Nepovirus history history

- e Species: Cassava green mottle virus Genus: Nepovirus history

e - - - Species: Cherry leaf roll virus  Genus: Nepovirus history
Species: Chicory yellow mottle virus ~ Genus: Nepovirus history  history
Species: Cocoa necrosis virus  Genus: Nepovirus history history
Species: Crimson clover latent virus ~Genus: Nepovirus history pistory
Species: Cycas necrotic stunt virus ~ Genus: Nepovirus history  pistory
Species: Grapevine Anatolian ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history  pistory
Species: Grapevine Bulgarian latent virus  Genus: Nepovirus history history
Species: Grapevine chrome mosaic virus ~ Genus: Nepovirus ory history
Species: Grapevine deformation virus  Genus: Nepovirus history history
Family: Unassigned (2 Genera)  history Species: Grapevine fanleaf virus ~ Genus: Nepovirus history. history
© Order: Tymovirales (4 Families) * history Species: Grapevine Tunisian ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history history
Virus familles not assigned to an order (77 Families) 1 history Species: Hibiscus latent ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history history
Species: Lucerne Australian latent virus ~ Genus: Nepovirus history  pistory
Species: Melon mild mottle virus ~ Genus: Nepovirus hiStOry  pistory
. . Species: Mulberry mosaic leaf roll associated virus ~ Genus: Nepovirus history  pistory
G ra pev' n e F a n Ieaf N e pov' ru S : G F LV spec!es: Mulberry ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history pistory
Species: Myrobalan latent ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history  pistory

. . . p - - = 5

Grapevine leafroll associated virus : GLRaV —~ o
Species: Peach rosette mosaic virus  Genus: Nepovirus history  pistory
. . . Species: Potato black ringspot virus  Genus: Nepovirus history
G ra peVl n e VI ru S A " GVA Species: Potato virus B Genus: Nepovirus ory  history
. . - - . Species: Potato virus U Genus: Nepovirus history history
Rupestris stem pitting-associated virus : RSPaV Fastary thgt v _ e g e sty

Soybean latent spherical virus  Genus: Nepovirus history  pistory

G i F I k V. - G F kV Species: Tobacco ringspot virus ~ Genus: Nepovirus history st
ra p eV I n e e c I ru S - Species: Tomato black ring virus ~ Genus: Nepovirus history i’i

Species: Tomato ringspot virus  Genus: Nepovirus history history



ICTV 2013

International Committee on Taxonomy of Viruses

The ICTV | Taxonomy | FAQ | Files and Discussions
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o Select 32 vearch acrons ol ICTV rebesues

(26 results found)

VIROLOGY DIVISION - 1IUMS

News and Information ICTV Direcrory

search [ Resee)
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Virus Taxonomy: 2013 Release

EC 45, Edinburgh, July 2013;
Email ratification 2014 (MSL #23)

o Order: Coudovirales

o Ovder: Herpesvirafes

& Order: Ligpamenvirales
o Order: Momonegavirales
o Order: Nidoviroles

© Order: Picornavirales

o Order: Tymoviveles

@ How do 1 use the taxonomy tree?

(3 Families)
(3 Fasilies)
(2 Fasilies)
(5 Fasilies)
(4 Fasilies)
(5 Fasilies)

(4 Fasilies)

Bisicey
Bisicey
Bisicey
Bisicey
Bisicey
Bisicey

Bistcey

= Virus families not assigned to an order (77 Fassilies) oy
O Family: Adenoviridae (5 Comara)  history

ICTV 2019

— Realm: Riboviria

+ Phylum: Negarnaviricota Realm: Riboviria

+ Order: Nidovirales Realm: Riboviria

= Order: Picornavirales Realm: Riboviria
+ Family: Dicistroviridae Order: Picornavirales
=+ Family: Iflaviridae Order: Picornavirales
+ Family: Marnaviridae Order: Picornavirales
=+ Family: Picornaviridae Order: Picornavirales
=+ Family: Polycipiviridae Order: Picornavirales
+ Family: Secoviridae Order: Picornavirales

= Order: Tymovirales Realm: Riboviria
+ Family: Alphafiexiviridae der: Tymoviral
+ Family: Betaflexiviridae Order: Tymovirales
+ Family: Deltaflexiviridae Order: Tymovirales
+ Family: Gammaflexiviridae Order: Tymovirales
+ Family: Tymoviridae Order: Tymovirales

+ Family: Alphatetraviridae Realm: Riboviria

+ Family: Alvernaviridae Realm: Riboviria

+ Family: Amalgaviridae Realm: Riboviria

g
o}
13

~N
|
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1 phylum

2 subphyla
7 suborders
6 families
3 genera
1.genus

7 genera
47 genera
3 genera

1 subfamily
5 families

2 subfamilies.
1genus
1genus
3 genera
2 genera

1genus
2 genera

+ Family: Astroviridae Realm: Riboviria
+ Family: Avsunviroidae Realm: Riboviria
+ Family: Barnaviridae Realm: Riboviria
+ Family: Benyviridae Realm: Riboviria
+ Family: Birnaviridae Realm: Riboviria

2 genera
3 genera
1genus
1genus
4 genera

+ Family: Caliciviridae Realm: Riboviria 11 genera
+ Family: Carmotetraviridae Realm: Riboviria 1 genus
+ Family: Chrysoviridae Realm: Riboviria 2 genera
— Family: Closteroviridae Realm: Riboviria 4 genera
+ Genus: i Family: C/ 11 species history
— Genus: C/ i Family: CI 13 species history
Species: Beet yellow stunt virus  Genus: Closterovirus history
Species: Beet yellows virus  Genus: Closterovirus history
Species: Burdock yellows virus ~ Genus: Closterovirus history
Species: Carnation necrotic fleck virus ~ Genus: Closterovirus history
Species: Carrot yellow leaf virus ~ Genus: Closterovirus history
Species: Citrus tristeza virus  Genus: Closterovirus history
Species: Grapevine leafroll-associated virus 2 Genus: Closterovirus history
Species: Mint virus 1 Genus: Closterovirus history
Species: Raspberry leaf mottle virus  Genus: Closterovirus history
Species: Rose leaf rosette-associated virus ~ Genus: Closterovirus history
Species: 'y chlorotic fleck- ié virus  Genus: Cl iru: history
Species: Tobacco virus 1T Genus: Closterovirus history
Species: Wheat yellow leaf virus ~ Genus: Closterovirus history
+ Genus: Crinivirus  Family: Closteroviridae 14 species history
+ Genus: Velarivirus Family: Closteroviridae 7 species history
Species: Actinidia virus 1 Family: Closteroviridae history
Species: Alligatorweed stunting virus  Family: Closteroviridae history
: Blueberry virus A Family: Closteroviridae history
: Megakepasma mosaic virus  Family: Closteroviridae ry
Species: Mint vein banding-associated virus  Family: Closteroviridae history
Species: Olive leaf yellowing-associated virus ~ Family: Closteroviridae history
Species: Persimmon virus B Family: Closteroviridae history

+ Family: Cystoviridae Realm: Riboviria
+ Family: Endornaviridae Realm: Riboviria
+ Family: Flavi
+ Family: Hepeviridae Realm: Riboviria

+ Family: Hypoviridae Realm: Riboviria

+ Family: Kitaviridae Realm: Riboviria

+ Family: Leviviridae Realm: Riboviria

+ Family: Luteoviridae Realm: Riboviria

+ Family: Matonaviridae Realm: Riboviria

+ Family: Megabirnaviridae Realm: Riboviria
+ Family: Narnaviridae Realm: Riboviria

+ Family: Nodaviridae Realm: Riboviria

+ Family: Partitiviridae Realm: Riboviria

+ Family: Permutotetraviridae Realm: Riboviria

jae _Realm: Riboviria

1genus
2 genera
gen
2 genera
1genus
3 genera
2 genera
3 genera
1genus
1genus
2 genera
2 genera
5 genera
1genus

&
3



ICTV 2013 ICTV 2019

Home | Contact G FE —

— Realm: Riboviria 1 phylum
International Committee on Taxonomy of Viruses + Phylum: Negarnaviricota Realm: Riboviria 2 subphyla
VIROLOGY DIVISION - IUMS + Order: Nidovirales Realm: Riboviria 7 suborders
= Order: Picornavirales Realm: Riboviria 6 families
The ICTV Taxonomy FAQ Files and Discusslons News and Information ICTV Directory + Family: Dicistroviridae Order: Picornavirales 3 genera
: Iflaviridae ~ Order: Picornavirales 1genus

Taxa name search: vitvirus ; L . ‘
S select o h across B TV i + Family: Marnaviridae Order: Picornavirales 7 genera
<+ Family: Picornaviridae Order: Picornavirales 47 genera
(13 results found) =+ Family: Polycipiviridae Order: Picornavirales 3 genera

Click to view : :
— Order: Tymovirales Realm: Riboviria 5 families

+ Family: Secoviridae Order: Picornavirales 1 subfamily
2013 i fiexiviridae »\ ﬂ + Family: Alphaflexiviridae Order: Tymovirales 7 genera

e Y T
3 genera
AL . fie - - 9 genera
fm 2009 Tymovirales-»Betaflexiviridae »\itivirus + Genus: Capillovirus  Subfamily: Trivirinae 4 species history
” + Genus: Chordovirus Subfamily: Trivirinae 2 species history
Gt - 2 + Genus: Citrivirus  Subfamily: Trivirinae 1 species history
quenus\ 2005 Unassigned-»Flexiviridae »Vitivirus ) 1 + Genus: Divavirus Subfamily: Trivirinae 3 species history
+ Genus: Prunevirus Subfamily: Trivirinae 3 species
Vi rus Taxonomy: 2 o.l 3 Release OHW do 1 use the taxonomy tree? + Genus: Tef)ov:n..ls Subfamll\r: Tri ‘rl.n‘ae 2. spec!es h{siry
+ Genus: Trichovirus  Subfamily: Trivirinae 7 species history
:;;f'mﬂ';;mz‘:: #28) + Genus: Vitivirus  Subfamily: Trivirinae 15 species history
+ Genus: Wamavirus Subfamily: Trivirinae 1 species history

Order: Herpesvirales 3 Famiies) 4 history + Family: Gammafiexiviridae Order: Tymovirales 1genus
© Order: Ligamenvirales (2 Famibies) 4 history + Family: Tymoviridae Order: Tymovirales 3 genera

+ Family: Alphatetraviridae Realm: Riboviria 2 genera

Order: Caudovirales (3 Families) { history + Family: Deltaflexiviridae Order: Tymovirales 1genus

@ Order: Mononegavirales (5 Families) * history

<+ Family: Alvernaviridae Realm: Riboviria

Ovder: Plcornavirales (S Families) { history + Family: Amalgaviridae Realm: Riboviria 2 genera

Order: Nidovirales (4 Families) * history

P Aphafiitides
= Famt: Setcvindos

<+ Family: Birnaviridae Realm: Riboviria 4 genera
+ Family: Botourmiaviridae Realm: Riboviria 4 genera
<+ Family: Bromoviridae Realm: Riboviria 6 genera

<+ Family: Caliciviridae Realm: Riboviria 11 genera

<+ Family: Carmotetraviridae Realm: Riboviria 1genus

= G

@ Virus families not assigned to an order (77 Families) * history + Family: Flaviviridae Realm: Riboviria 4 genera




ICTV 2013 ICTV 2019

Home | Contact

— Realm: Riboviria 1 phylum
International Committee on Taxonomy of Viruses + Phylum: Negarnaviricota Realm: Riboviria 2 subphyla

+ Order: Nidovirales Realm: Riboviria 7 suborders
VIROLOGY DIVISION - IUMS
— Order: Picornavirales Realm: Riboviria 6 families
<+ Family: Dicistroviridae ~Order: Picornavirales
Taxa name search: orapvinefleck virus | <+ Family: Iflaviridae Order: Picornavirales 1 genus
7 Select to search across all ICTV releases + Family: Marnaviridae Order: Picornavirales 7 genera

<+ Family: Picornaviridae Order: Pi i 47 genera

| Taxonomy | FAQ | Files and Discussions | News and Information | ICTV Directo:

No matching results <+ Family: Polycipiviridae Order: Picornavirales 3 genera
Virus Taxonomy: 2013 Release @ Tiom o | uze the teanarny free? + Family: Secoviridae Order: Picornavirales 1 subfamily

— Order: Tymovirales Realm: Riboviria 5 families
EC 45, Edinburgh, July 2013; o Py "
Email ratification 2014 (MSL #28) + Family: Alphafiexiviridae Order: Tymovirales 7 genera
<+ Family: Betaflexiviridae Order: Tymovirales 2 subfamilies
Order: Caudovirales (3 Families) * history + Family: Deltaflexiviridae Order: Tymovirales 1genus
Order: Herpesvirales (3 Families)  history + Family: Gammaflexiviridae Order: Tymovirales 1genus
Order: Ligamenvirales (2 Families)  history — Family: Tymoviridae Order: Tymovirales 3 genera
Order: Mononegavirales (5 Families)  history [="Genus: A Vil “Family: T3 e - - - - - - - - - Tspecies  history
Ordee:] Midovirales (T o e R RO, Species: Grapevine fleck virus ~ Genus: Maculavirus history
& Order: Pi iral 5 Famili h
FlcenusMararrisIFamy Tmoviiaas 10 species 5
= Order: Tymovirales (4 Families) * history . = = " o
B s soe i e
Family: Alphafiexiviridae (6 Genera)  history ; ; . = RO
Species: Bombyx mori latent virus ~ Family: Tymoviridae history
Family: Betaflexiviridae (7 Genera)  history —

Family: Gammafilexiviridae (1 Genus)  history Species: Poinsettia mosaic virus  Family: Tymoviridae history
e ST
Genus: Marafivirus (7 Species)  history
Genus: Tymovirus (27 Species)  history
& Genus: Unassigned (2 Species)  history

Virus families not assigned to an order (77 Families) * history

2 genera

1 genus



I_ES CENTR ES |N RA DINFORMATION

COLMAR

RECHERCHER

Les vignes frangaises sont touchées par de nombreuses maladies causées par différents virus. Le
Grapevine Pinot gris virus (GPGV) et le Grapevine Red globe virus (GRGV) ont été découverts pour la
premiére fois en France, par deux équipes de recherche de I'lnra @ Bordeaux et & Colmar. Ces virus
pourraient étre associés a des pathologies affectant les vignes frangaises, en particulier pour le GPGV,
qui semble étre associé a la symptomatologie rappelant celle du court-noué.

Pinot gris W Ul GPGV est fortement
Al W présent en France (65 %
des échantillons analysés)
dans les différents bassins
viticoles et ce quel que soit

I'age des parcelles.

Acarien Colomerus vitis

Les symptémes sont
Traminer ' \ parfois francs avec une

X Vot : , végetation rabougrie, des

\ ' feuilles asymétriques, un
sinus pétiolaire largement
ouvert, des feuilles
déformées et "gaufrées" et
des décolorations
sectorielles ou ponctuelles.
Parfois, ces symptoémes
sont beaucoup plus légers.

Grapevine Pinot gris virus (GPGV) : Court-noué
Grapevine Red globe virus (GRGV) : Marbrure



http://licvg.org/

International Council for the
Study of Virus and Virus-ike
Diseases of the Grapevine

About Members Resources Meeting Proceedings

20th conference of the International
Council for the Study of Virus and
Virus-Like Diseases of the Grapevine
to be held in 2021 in Thessaloniki,
Greece

, .

V\gqlcome to the Iriter a |onal cQuncn fqr
 the Study of Viruses and Virus-like

ABOUT US MEMBERS RESOURCES GENERAL ASSEMBLY
History of our organization, Become a member or Virus Collections, View the minutes and
media information and view our member recommendations and proceedings our our
contact information. database. useful links. organization by year.

1 Shields Avenue, Davis CA 95616 | Email: dagolino@ucdavis.edu

f \‘% Contact: Dr. Deborah Golino | Foundation Plant Services | University of California, Davis
o 4



VIROSES DE LA VIGNE

Plus 80 virus ont été identifiés appartenant a 15 familles et 30
genres varies (2019)

Deux groupes :

- Pathogenes pour différentes espéces végétales cultivées mais
curiosité pour la vigne (rarement trouvés ou dommages
négligeables)

- Pathogenes responsables de maladies de la vigne

NB : possibilité d’infections par plusieurs virus
VIROSES les plus répandues et plus dommageables !

Grapevine Fanleaf Nepovirus : GFLV Court-noué
Grapevine leafroll associated virus : GLRaV L’en r0u|ement Viral
Grapevine virus A : GVA Le complexe du bois strié

Rupestris stem pitting-associated virus : RSPaV

Grapevine Fleck Virus : GFkV Marbrure



VIROSES & VIGNE

Virus les plus dommageables par ordre d'impact !

Nepovirus : Court-noué

(répandue dans la quasi-totalité des vignobles du monde)

Closterovirus : Enroulement

Vitivirus : Complexe du bois strié

Maculavirus : Marbrure

Outre les viroses historiques connues comme préjudiciables (court noué et
enroulement), certaines viroses émergentes pourraient étre inquiétantes pour
la filiere. Le RedBlotch (GRBaV) identifié pour l'instant uniquement sur le
territoire nord-américain et du virus du Pinot gris (GPGV) identifié depuis 2012
dans plusieurs pays européens et en France en 2015.



TRANSMISSION des Phytovirus

- par des organes ou tissus nécessaires a la reproduction
végeétative (bouture, greffon, bulbe) ou sexuée (pollen, graine)

- par des vecteurs animaux :
présents dans le sol : nématodes transmettent le virus
au niveau des racines (diffusion lente de la maladie)

vecteurs aériens : insectes et acariens (cf. épidémies)

- par contact : suite aux blessures (frottements entre feuilles)



TRANSMISSION & VIGNE

Pour la vigne (espece vegetale: multiplication végétative le
plus souvent utilisée)

1- Les bois et les plantes atteintes : source de contamination
importante

2- Vecteurs sous-terrain peuvent constituer un réservoir

Ex : nématodes vecteur des virus du court-noué des sols viticoles



DEVELOPPEMENT

Néecessite de rompre la paroi pecto-cellulosique :

- par blessure mécanique
- par le stylet d’ un insecte ou nématode

A partir du centre primaire d’infection :

1. Diffusion d’une cellule a I'autre : (prot de diffusion) via canaux
de communication inter-cellulaires : plasmodesmes
- soit migration de I'ac.nucléique associé a la protéine de diffusion viral

apres multiplication dans les cellules primo-infectées
- soit via la formation de nouvelles particules virales

2. Mouvement a longue distance via tissus conducteurs

- soit infection systémique (le plus souvent)
- soit progression limitée (réaction de défense)



DEVELOPPEMENT suite...

Mouvement d’un virus dans la plante
2 types de mouvements :
===p De cellule a cellule : lent (mm/jour)

==mp Systeémique : rapide (cm/hr) par les tissus vasculaires.
Le virus envahit la plante.



DEVELOPPEMENT suite ...

Perturbations physiologiques

- Symptoémes externes (organes de la plante)
- Symptomes internes (cellule)

Préjudices pour la plante

- Soit quantitativement : baisse de la production et/ou
rendement

- Soit qualitativement : baisse des caracteres visuels
et/ou organoleptiques



DEVELOPPEMENT suite ...

Symptomes externes de viroses

Racines : dégénérescence ou faible développement des racines

Tiges : nécroses, striures, cannelures, déformation, éclatement du bois

raccourcissement de I’ entre-nceuds, incompatibilité entre greffon et porte-
greffe

Feuilles : mosaique, panachure, taches chlorotiques ou nécrotiques,
gaufrage, marbrure, nervures jaunes, flétrissement, enroulement des
feuilles

Fleurs : décoloration, panachure, nécrose

Fruits : déformation, réduction de taille, tiches chlorotiques ou
nécrotiques, rugosite, verrues

Graines : réduction de taille, taches

Observations insuffisantes pour déterminer ’'origine
virale de l'infection, Infections latentes, infections par
de multiples virus ...



DEVELOPPEMENT suite ...

Symptomes internes de viroses

Inclusions : accumulation de particules virales ou de protéines virales

Moyen de diagnostic : virus de la mosaique du dahlia

Type d’ inclusions caractéristiques d’ un groupe de phytovirus : Potyvirus

Modifications des organites : hypertrophie du RE, des
mitochondries, agregations des chloroplastes ou des mitochondries



DOMMAGES...

Maladies a virus de plantes : persistantes et
Incurables

Pas de systeme immunitaire capable d’éliminer le virus

Aucun moyen de lutte chimique contre ces virus



DOMMAGES...

MECANISMES D’INTERFERENCE ARN

X

L'interférence ARN

L'ARN interférence existe dans le cytoplasme
de toutes les cellules humaines, animales et végétales

A ' Virusa ADN
S Virus a ADN
| VirusaARN | ; |
Réplication - Geminivirus

Le dogme central de la biclogie p I ‘
DCL4 ' | Ce)
. . T— .\ .
substitution J Q-
¢ @ Transcription %
Réplication ‘ RiRp - /i g E. S l
ARN double brins pris en charge + virale 22nt P ARA
, ARNdb P
par la protéine Dicer B .
viral - i
A Dico, ~— HENL -~ MetAlg::l/tlon
l \ qui clive FARN double brins [ \ . o —— 24nt -_— oy ADN |
DUCTION toutes les 21 & 295 paires deo bases '\M/ pCL2 histone?
Protéine 2 HEN1 ) "
HENL * g 8 .
‘% / e CH = el P E ’
CH3 21nt o2 Pararétrovirus
« A1se ST 2
"
Dicer transfére un des brins ARN et * - Tr:ms:ri;;i;n
frrrerro’ au complexe multiprotéique RISC
(RNA-Induced Silencing Complex) @
.o .
A ok
passager @
Z RISC
antiviral
Le complexe RISC clive 'ARNm cible Inhibition de \J -
qui est alors dégradé et n'est donc la traduction 1 ~ Sivigy
i - plus traduit en protéine ~% 4 « T
Le brin ARN dirige le ‘g_ ARA r@:M
complexe RISC ) @5 L
vers los ARNM possédant S £ e i l L/
une séquence "
complémentaire au brin ™ - " |
[y L 54 & ' 4
LAY . i L4
P. Dunoyer, 2009.

Le géne est inhibé



DOMMAGES...

Nature et sévérité des dégats : les parametres

- Virus ou les virus

- Virulence de l'isolat

- Espece et variété de la vigne

- Age de la vigne

- Interaction avec d’autres pathogenes

- Interaction avec les conditions agro-climatiques
- Diffusion des virus par des vecteurs



VIROSES DE LA VIGNE

Cout!
Une étude réalisée aux Etats-Unis a estimé que I'impact économique de la
maladie de I'enroulement de la vigne sur le profit des entreprises viticoles se
situe entre 25 000 et 40 000 dollars par hectare pour les vignobles ayant une

durée de vie de 25 ans

ATALLAH, S.S.; GOMEZ, M.l.; FUCHS, M.F.; MARTINSON, T.E. Economic impact of grapevine leafroll disease on Vitis vinifera cv.Cabernet
franc in Finger Lakes vineyards of New York. American Journal of Enology and Viticulture, Davis, v.63, n.1, p.73-79, 2012.

Les viroses de la vigne
constituent une partie des maladies de la vigne les plus
dommageables et les plus difficiles a maitriser



VIROSES DE LA VIGNE

Colt ! Avantage du dépistage

Colts et les avantages d'un programme de dépistage du virus de
I'enroulement de la vigne (GLRaV-3) dans la région de la cdéte
nord de la Californie. Les avantages eéconomiques du programme
de test et de nettoyage du GLRaV-3 se sont avéres étre
supérieurs a 50 millions de dollars par an pour la région et

dépassent largement ses couts.

The Economic Benefits from Virus-Screening: A Case Study of Grapevine Leafroll in the North Coast of California
*May 2015 American Journal of Enology and Viticulture 66(2)



https://www.researchgate.net/journal/American-Journal-of-Enology-and-Viticulture-0002-9254

VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE !ndexage
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VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

1.TEST BIOLOGIQUE :

INDEXAGE BIOLOGIQUE

Consiste a placer un greffon d'un clone a tester sur
une bouture d'une variéte dite «indicatrice»
capable d'extérioriser des symptomes typiques de 1]
la virose recherchée. |

L'indexage peut se réaliser par greffage ligneux (3
ans) ou herbaceé (6 a 12 mois).

Méthode de référence pour l'‘agrément des
clones.




VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

Variétés indicatrices Viroses

1. Vitis rupestris St George Dégénérescence
Marbrure

Rupestris stem pitting
2. Vitis vinifera Cabernet franc,
Pinot noir ou autres cépages rouges Enroulement

3. Kober 5BB Kober stem grooving

4. LN33 (Lloyd's number 33) Ecorce liégeuse
LN33 stem grooving

5. V. riparia Gloire de Montpellier Mosaique des nervures

6. V. rupestris x V. berlandieri 110R Nécrose des nervures




VIROSES DE LA VIGNE

Pépiniére d’indexage pour le dépistage de virus et maladies de type
viral dans le cadre de la sélection sanitaire de la vigne



VIROSES DE LA VIGNE

Ecorce liégeuse Témoin

-

L Ay e R it i,
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Dépistage de maladies de type viral par la technique de la greffe bouture herbacée :

A) Assemblages échantillons/variété indicatrice piqués dans un pain de laine de roche

B) Reévélation de symptdmes de la maladie de I'écorce liégeuse sur la variété

indicatrice LN33 quelques semaines aprés le greffage ; a droite assemblage-témoin
échantillon non infecté/LN33



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

2. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES

- ELISA (« Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay ») :

Meéethode immuno-enzymatique baseée sur la réaction anticorps -
antigéne. Le test ELISA est utilisé comme technique de contrdle pour le
suivi sanitaire de la filiere de multiplication.

{i ample Dilve” g, Man ™™
! 20w P Mo

i Il =
‘ MicroGeneS)l 10 m

)

ed

s
_ = !i' S
\ t, : ‘h

Sensibilité 1 a 10ng/ml
Rapidité, codlt faible, automatisation,
Standardisation possible



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Méthode immuno-enzymatique basée sur la réaction anticorps - antigene.

Utilisation d’anticorps

http://www.bioreba.com/

ELISA sandwich

Sandwich direct
O> -

|
o i1
Sandwich indirect A

Our ELISA Tests for Grapevine samples
GRBV* Grapevine red blotch virus A (samples: leaves’, petioles?, canes®)
Group A ) o . 5 GVA* Grapevine virus A (samples: leaves', petioles?, canes?)
ArMV Arabis mosaic virus (samples: leaves', canes®) GVB Grapevine virus B (samples: leaves”, petioles?, canes?)
GFLV Grapevine fanleaf virus leaves!, canes® RSPaV* Rupestrs stem pitting assoc. virus (samples: leaves”, petioles?, canes?)
e . : . 1 2 FD Flavescence dorée phytoplasma (samples: leaves’, petioles?, canes?)
ArMV+GFLV Arabis mosaic virus + Grapevine fanleaf virus (samples: leaves', canes?) . »
BN Bois noir phytoplasma (samples: leaves', petioles?)
GPGV Grapevine pinot gris virus (samples: leaves', canes®)
RpRSV-ch Raspberry ringspot virus-ch (samples: leaves', canes?)

RpRSV-g Raspberry ringspot virus-g (samples: leaves', canes?)
TBRV Tomato black ring virus (samples: leaves', canes?)

TRSV Tobacco ringspot virus (samples: leaves', canes®)

ToRSV Tomato ringspot virus (samples: leaves', canes®)
ToRSV-Ch Tomato ringspot virus-Ch (samples: leaves', canes?)
SLRSV Strawberry latent ringspot virus (samples: leaves', canes?)

Potato DNA/RNA
Rapid Extraction Set
procuct catalogue

e Product Flyer
e User Guide
o movie

New Product

Our PCR Tests for Grapevine samples

Group B
GLRaV-1 Grapevine leafroll-assoc. virus 1 (samples: leaves', petioles?, canes®)
GLRaV-1+3 Grapevine leafroll-assoc. virus 1+3 (samples: leaves', petioles?, canes?)
GLRaV-2 Grapevine leafroll-assoc. virus 2 (samples: leaves', petioles?, canes?)

GLRaV-3 Grapevine leafroll-assoc. virus 3 (samples: leaves', petioles?, canes®)

GLRaV-4-9 Grapevine leafroll-assoc. virus generic 4-9 (samples: leaves1, petioles?, canes®?)
GLRaV-6 Grapevine leafroll-assoc. virus 6 (samples: leaves', petioles?, canes®)

GLRaV-7 Grapevine leafroll-assoc. virus 7 (samples: leaves', petioles?, canes?)

GVA Grapevine virus A (samples: leaves', petioles?, canes?)

GFKV Grapevine fleck virus (samples: leaves’, petioles?, canes®)

Your Partner in Agro-Diagnostics



Institut francais de la vigne et du vin

Tests ELISA pour les organismes techniques, les pépiniéristes et les
viticulteurs

Détection des virus de la vigne :

« Court-Noué (CNa),

* Enroulement type 1, 2 et 3 (GLRaV-1, 2, 3),

» Marbrure (GFkV),*Grapevine Virus A (GVA).

* Au printemps (mi mai - fin juin) sur jeunes feuilles pour CNa - GFKV —
GVA

* A l'automne (mi septembre - fin octobre) sur feuilles agées pour
GLRaV-1, 2, 3

« En automne et hiver (mi septembre a fin mars) sur bois pour toutes les
viroses.



%

INSTITUT FRANCAIS
DE LA VIGNE ET DU VIN

O

INSTITUT FRANGAIS
DE LA VIGNE ET DU VIN

Fiche de demande de détection de virus
Méthode ELISA

PARTIE A COMPLETER PAR ENT
Demandeur Eacturationl(slidlfferentidiicemandets) PROTOCOLE DE PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS DE VIGNE
Organisme : Organisme :
Nogm' Nogm 2 POUR DETECTER LES VIROSES PAR LA METHODE ELISA
Ad . Ad . ‘Remarque : Protocole valide au jour de sa diffusion- Susceptible d’évolution Edition N° 3 du 10 novembre 2012
resse : resse :
Viroses [6] Janv | Fev | Mars | AvR | Ma | Jun | Jui [ Aout Nov | Dec
Tel : Tel : Les enroulements (GLRaV)
E-Mail : i o O La cannelure associée au GVA
Vgt Copie des résultats PERIODE Le court-noué (ArMV / GFLY) FEUILLES e
Informations Demandeur a reporter sur le rapport OPTIMALE"., La marbrure (GFKV) (EEDECETD
Toutes les viroses détectées au
laboratoire
PPy 7 RACINES
Détails des analyses demandées
RACINES PROPRES

. - i 1) PROPRES
O Court-noué associé (GFLV + ArMV)® O Enroulement 1+3 associé® CEnroulement 2 (GLRaV-2)® FEUILLES (TaveritstioyerisaTachwslr6IEV6ss)
O Court-noué (ArMv)® O Enroulement 1 (GLRaV-1)¥ O Marbrure (GFkV)? ORGANES . SARMENTS

@ @ PRELEVES e LT é et Marbrure

P 1 A u X o
O Court-noué (GFLV) O Enroulement 3 (GLRaV-3) O Cannelure (GVA) Feuiliss odos vos pétices ‘,au;,;é "?:,g:;i:;:cso p:::::)s Greffés-soudés
1 Détection selon la méthode VV/04/05. 2 Détection selon la méthode interne PRO/LAB/08. (iU AU
O Autre : GROUPAGE 10 souches Souche par 20 souches Souche par 4 paquets

* 3 # 10 souches max Souche par souche
(voir la Liste des prestations réalisées E1//MAQ ou nous contacter) POSSIBLE maximum souche maximum souche de 25 plants
Objet de la demande Nombre d’échantillons
O Autocontréle VMG - VMPG [ Export CAutre : ] ; 1 fragment / souche 10 fragments / souche ;
O] Conservatoire O Anzlyse ponctuelle [ECHANTILLONNAGE 1 feuille / erodfi?fl::-I:Lf:(s 1 feuille / sf?dfﬁiuélyee:(s 15? cm environ ; différents rameaux et 15 C:nr:fg;gégﬁg”;‘cyen
souche souche diamétre moyen diamétre moyen
rameaux rameaux
Protocole de préléevement suivi Date de prélévement Type d’échantillons
OIFv OFranceAgriMer [ Autre g:;:'!i;iiz‘s. / Sg:ueints S:::nes D Autre : Sachet de 10 maximum Sachet de 20 maximum Sachet de 10 maximum Sachet de 4
e - ” n . —— 5 o . tous les préle tituant I'é de dans un sachet plastique en veillant & ne pas les comprimer.
Codification des échantillons: compléter la fiche de codification et I'adresser au laboratoire avec cette demande, par e-mail a « Identifier chaque sachet ou ppe avec la réf del : utiliser des codes simples !
laboratoire@vignevin.com ou avec vos échantillons (Possibilité d’envoyer un fichier Excel®). N —— . .
+ Avant tout prélévement, prévenir le laboratoire afin de s'assurer qu'il est en mesure d’'analyser vos échantillons.
Délai de réponse souhaité Transmission anticipée des résultats d'analyse EXPEDITIO:IOI:iS ;éll\atilzr;t:;?éi:io:ous voulez expédier vos échantillons par courrier ou par transporteur, effectuer les prélévements en début de semaine pour tenir compte du

Avant le : O par téléphone | par e-mail + Joindre la fiche de demande d'analyses & votre envoi.

Si le délai ne peut &tre honoré, il vous sera proposé une autre date.

Les résultats ainsi communiqués n’ont aucun caractére officiel. Seule la
version papier du rapport d’essai signé fait foi.

Autres destinataires du rapport d’analyse

Société, Nom

Adresse :

Société, Nom

Adresse :

Faita: le:

[ Je déclare avoir pris connaissance et accepte les conditions générales de vente

Signature / Cachet




VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

2. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES

- WB (« Western Blot)
Ex : Détection du GLRav-7 (sensibilité)

MW MW
kDa M 1 2 kDa M Jizi2
97— 07~
67— 67-
43 - p38
43— - = B
38 ¢ A
S— _<[ 3 ) \ p‘\ /
29— p37
\ B

PROTEINE
ETUDIEE

Monis, J. 2000. Development of monoclonal antibodies reactive to a new grapevine leafrollassociated
closterovirus. Plant Dis. 84:858-862.

Ac. Polyclonaux et monoclonaux disponibles pour la détection des Nepovirus, des
Closterovirus (GLRaV-1 a -7), des Vitivirus GVA, GVB et du Maculavirus GFkV. (Ac
dirigés contre la protéine de capside)



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

2. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES
Western Blotting

e
e” ® & 2  $DS-coated proteins
>

$ > e
O §
Placo mixture of proteins on gel,
V’\:;)DIV electric field
L - Crossilinked
f E polyacrylami
Partially ) S gel
:(;gg;\t:d ] '2: e;\é ‘8?) Direction of migration 4 . z -
 OdC Etape 1 : séparation des protéines

L

selon leur poids moléculaire

Stain to visualize
separated bands

LB
2222 SDS-PAGE :
e s Sodium Dodécylsulfate-

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

2. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES
Western Blotting

Etape 2 : Transfert des protéines sur un support
solide (membrane de nitrocellulose)




VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

2. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES

Western Blotting

Etape 2 : Transfert des protéines sur
(a) ELECTROTRANSFER (b) ANTIBODY DETECTION .
Incubate with un support solide (membrane de

Ab,{Y) and then wash excess Ab,

L B nitrocellulose)

Electric Ak

current
2 s CATHODE
N — ‘ i

/ 7 /
SDS-polvacrylamide gel Incubate with enzyme-linked
PeRCYMIEND Porous Ab, (Y) and then wash excess Ab,, i GEL
membrane c
| and then activate color reaction =
sheet | P
Detaction zignal (col onmetnc or chemilumingzcant ‘ﬂ ’ DEVELOPMENT g_ PR Ry MEM BRANE
f,zéifif;’,.i‘:.‘?-"’:::m,v o / e ERERa R sLate pagiers imbibés
secondary antibo oy Add 5] tampon
<t primary
S ey substrate ANODE
1‘;{ dy{ly0) \“
[primary h dy)

PROTEINE
ETUDIEE

/,//i'////

/n'tbl

Tangst proten

Etape 3 : Incubation avec les anticorps
et révélation



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Identification d’ARN double brin :

Les ARNs double brin sont des formes réplicatives des virus ARN simple
brin (accumulation dans les tissus infectieux)

Extraction et purification complexe des ARNs double brin
a partir d'une quantité importantes de tissus (2 a 10g)

Caractérisation des ARN double brin : migration sur gel

pa

4 y
! @ /
iz, - € 08
® .
!
N
ol
sl

S
—

Aucune spécificité !!
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3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Hybridation moléculaire
Utilisation de sondes spécifiques

N Extraction de
Prélevement I'ADN total

enzyme de restriction

1
e —
i _—
Migration sur
Transfert du gel

d'aragose

Traitement par sonde
marquée et
autoradiographie




VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Hybridation moléculaire
Utilisation de sondes spécifiques

Parameétres de I’ hybridation :
Hybridation = élement essentiel

Température et concentrations en sel déterminent la stringence que |’ on
peut faire varier selon le degré de spécificité voulu

Réalisation :
Sonde nucléique préalablement marquée / composé radioactif

Sondes nucléiques fluorescentes, chimioluminescentes, immuno-
enzymatiques, colorimétriques.




VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Hybridation moléculaire
Utilisation de sondes spécifiques

A partir des acides nucléiques extraits et dénaturés : cas le plus fréquent

-Dot-blot : acides nucléiques immobilisés sur une membrane
Peut étre semi-quantitative mais peu sensible.

-Southern-blot : Digestion de I ADN par des enzymes de restriction, puis
Electrophorése pour séparer les fragments obtenus en gel d’ agarose puis
transfert sur membrane

-Northen-blot : méme chose pour détection des ARNs extraits
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3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux
Amplification enzymatique : PCR et PCR en temps réel

RT- (Reverse transcription +Quantitative real time PCR pour les virus ARN)
A l'aide de marqueurs moléculaires (amorces) spécifiques, détection des

virus par amplification génique aprés transcription inverse (RT - PCR).

RT random 6 mers % : oligo d(T),.
oligo d(T), =
M1234567C M1:23248567C M12345617C
A - Préparation de ia réaction d'amplification
Amorces (A1, A2 20 4 25 bases) GLRaV-1
Nucléotides (dCTP, dATP, dGTP,
o + dTTP ou dUTF")
1 . Tag polymérase
Reverse Transcrlptase - | o e e E E E
7 - ARN ADN
ADN polymérase ARN dépendante w2
cADN c ADN GLRaV-3
double brin ~ double brin b
|—‘—=]]I[nmmm11 L J e
ARM’ —' ADN- —’ ADN+ Mébrge rgﬁc{bnne' o ; - - n
- + B - Principe el réalisation de I'ampliification - ——
ADN double brin
& T GV
g e
naturation (1) ',:-/ ) . Elongation {t°3)
sirple & 3.\ & GRSPaV
E i i—
) [T \ S
5 3
/'/’ o : ; E =
GFLV
)

RT + Sensibilité 100 a 1000 a fois sup /ELISA



La PCR traditionnelle et ses limites

amplification/ PCR
analyse sur gel

d’ agarose
|
Extraction : —
ADN génomique — > —
ou ARN total ; —
I—V c DNA /\'/ —

RT §$

Analyse en « point terminal » : variabilité, manque de reproductibilité
Basée sur la détermination de la taille du fragment amplifié : peu précise
Faible résolution : 5 < facteur > 10

Amplitude de détection : 2 log



Cinétique d’ une PCR...

une analyse en « point terminal » est limitante

Analyse
classique

Plateau

Linear
Log |[DNA]

/ Variable vield

FECCCCEECEEEEEEEEEE e R R EEE R e e e R e e EE e e e e C R F e Fe e Ce PR ey
Cycle #
phase exponentielle:
efficacité, spécificité et précision maximales

@ nrhase lineaire:
vitesse ralentie, grande variabilité

@ rhase stationnaire:
reaction stoppee, risque de dégradation des produits



Comparaison des deux techniques :
Quantitative Real Time-PCR / point terminal

—

- Aet B en quantites -
équivalentes 29

- # quantites de Aet B

TSR REER T
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3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Amplification enzymatique

« PCR en temps réel ou quantitative Real Time PCR RT-PCR : test le

plus utilisé
Attention ici RT-PCR (Reverse transcription + PCR pour les virus ARN)

Les méthodes de PCR en temps réel mesurent la quantité de molécules
d’ ADN fabriquées pendant le début de la phase exponentielle de la
réaction de PCR.

Schématiquement, I'ADN fabriqué pendant la PCR est quantifié par
incorporation d’ une molécule fluorescente ou hybridation de deux
sondes spécifigues émettant une fluorescence. Ces thermocycleurs
particuliers sont équipés pour la lecture continue (en temps réel) de la
fluorescence émise.

Quantification ABSOLUE : détermination d’ une charge virale
détermination exacte du nombre de copies par étalonnage !
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3.TESTS MOLECULAIRES : détection des génomes viraux

Amplification enzymatique :
PCR en temps réel

Technique permettant de suivre, en
temps réel, cycle par cycle, la formation
des produits amplifiées grace a des
sondes fluorescentes, hybridées et
activées simultanément a I’ amplification.
Amplification et détection en méme
temps, pas de traitement post-PCR

Durée d’ amplification < 1h

Le nombre de cycles détermine la
concentration.

Courbe standard : pente liée a I'efficacité
de la PCR

Travail dans la zone exponentielle de la
courbe et non point final



L’analyse en temps réel nécessite un reporter fluorescent

Différentes sondes disponibles

Methods of fluorescence detection

Molecular Light

Taqman
SYBR Green q B Cycler

SYBR Green Sondes TaqgMan « Balises » Sondes hybridantes
Agent liant PADN hydrolysables Light Cycler
double brin exonucléasique
de la polymérase




a SYBR Green |

Annealing phase

Emission en fin
Extension phase (Il) ,d'élongation

@
E S S = 4
® @
B S 3 = 3

®
End of PCR cycle

E SF S S S S
o
<00 o

SYBR Green
(Agent intercalant)

Marquage non spécifique de 'ADN double brin

Quand |> ADN est dénaturé les molécules
SYBR Green sont libérées et la fluorescence
réduite

Au cours de la polymérisation, le SYBR Green
se lie aux acides nucléiques : émission de la
fluorescence

Le complexe ADN/SYBR Green absorbe la
lumiére bleue (497 nm) et émet de la lumiere
verte (520 nm)

- Fluorescence non spécifique
Excitation 497 nm; émission 520 nm
- Spécificité liée aux amorces



L’analyse en temps réel nécessite un reporter fluorescent

Différentes sondes disponibles :

Methods of fluorescence detection

Molecular Light

Taqman
SYBR Green q B Cycler

SYBR Green Sondes TaqgMan « Balises » Sondes hybridantes
Agent liant I’ ADN hydrolysables Light Cycler
double brin exonucléasique
de la polymérase




Principe de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

L'énergie émise par un fluorochrome Reporter est absorbée par un Quencher.
Pour que cette adsorption fonctionne = proximité entre R et Q

Hydrolyse de sondes :
Technologie TaqMan

fluorophore suppresseur voisin par principe du FRET

DNA Polymerase
5' exonuclease
activity

(a) Taq polymerase

TOooa]
» L]

(b) i
Fluorescence emission < R
o

douioourorortiuod
> JUULIOOOO0 000000700

Target gene

_—

TRENDS In Molecwiar Mealcing

. le fluorophore émetteur transfert son énergie au

Emission lors de la
polymeérisation



L’analyse en temps réel nécessite un reporter fluorescent

Différentes sondes disponibles :

Methods of fluorescence detection

Molecular Light

Taqman
SYBR Green q B Cycler

SYBR Green Sondes TaqgMan « Balises » Sondes hybridantes
Agent liant I’ ADN hydrolysables Light Cycler
double brin exonucléasique
de la polymérase




Balises moléculaires : molecular beacons
(sondes en épingle a cheveu)

Balise en solution = énergie quenchee, hybridation = eloignement
donc émission de fluorescence

(a)

Seacon probe
o JULLUU AN IO OO QAN 5
Target gene
(b) Fluorescence
enission Emission lors de I’hybridation
yO'g

Target gene

TRENDS in Molecwlar Medicine




L’analyse en temps réel nécessite un reporter fluorescent

Différentes sondes disponibles :

Methods of fluorescence detection

Molecular Light

Taqman
SYBR Green q B Cycler

SYBR Green Sondes TaqgMan « Balises » Sondes hybridantes
Agent liant I’ ADN hydrolysables Light Cycler
double brin exonucléasique
de la polymérase




Sondes LightCycler : deux sondes. Une premiére contenant un Reporter
Donneur et une deuxieme un accepteur réémettant dans une autre longueur
d’ onde et dont les deux sites d” hybridation sont proches sur la séquence.

(a) Probes R2

annealing %

R

T

3 %
Target gene
(b) 5%
Fluorescence
enussion R2
Light Fluorescence
excitation Energ emission
transrer
vf -4
I\ ‘
55 \
3 %

Target gene



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE

3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux
Amplification enzymatique

Low density array

Microplaque de 384 cupules

Variante de la technique de PCR en temps réel

Utilisation TagMan primers et de sondes
lyophylisées B amananan e s

PR R 2R REREEREREE N

----------------

Ajouter cDNA + PCR master mix o o ols o o's o o'e o

llllllllllllllll

BB 3 8 & 5 F R R FRERAREEDS



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : détection des génomes viraux

co s B e haEnn
§ 33§33 883833

Cette méthode va chercher a détecter une séquence spécifique du génome du virus recherché.
Cette méthode est plus sensible que le test ELISA, permet aussi de rechercher un plus grand
panel de virus. Elle est aussi plus onéreuse. Etant donné sa plus grande sensibilité par rapport
aux tests ELISA, elle peut étre utilisée toute I’année sur bois ou feuilles pour détecter la quasi-
totalité des virus.

Dans le cas de la sélection sanitaire, elle est utilisée en amont pour I’'agrément des clones en
complément de I'indexage et des tests ELISA avant toute diffusion du matériel initial. Elle peut étre

aussi utilisée pour vérifier I'état sanitaire de plants présentant ou non des symptémes



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Amplification enzymatique

Nucleic acid sequence based amplification (NASBA)

Technique NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) développée par
J. Compton en 1991 (Nature. 1991,350(6313):91-2).

La NASBA : technique isotherme d'amplification d'ARN inspirée du processus
transcriptionnel observé chez les virus et les cellules.

Un ARN cible est recopié en son ADN complémentaire a l'aide d'une
transcriptase inverse. Une RNase H permet ['élimination de I'ARN, puis 'ADNc
est transcrit en ARN a l'aide d'une ARN polymérase.

Ce processus aboutit en quelques cycles a une amplification d'environ 100 a
1000 fois la quantité d'ARN présente dans I'échantillon. Cette méthode peut étre
rendue quantitative par l'introduction de contréles internes dans I'échantillon. Le
fait qu'elle soit isotherme (généralement utilisation d’ une température constante
de 41° C) la rend plus rapide et plus économique que la PCR classique



NASBA

N AN Cyclic Phase
Primer 1 1
5. 3 o_ 73
’\/W\/\S'/': 3' PPN 5'
RT l o) ‘ Primer 2 \ RT
3 5’\/\/\/\/\/\ 3 o) 3
N H ' 33"\:\/\/\;\’\/\/\’\’\/\55' 3' ANSNNANAN 5‘
lase l 5 3' AAnAAA B RNase H
rimer 2 , 3' A~~~ B l .
5 - 3 3' AN B Primer 1
I B —— 3
3 -
RT | 2 ¥ N5
[ — / RT
3 ; T7 RNA 3' - ;
Polymerase




Nucleic acid sequence based amplification (NASBA)

Lyse, extraction

T7 ARN polyrérase

Armorces promoteur T7
ARN polymérase
Transcriptase reverse
*  (activité RT, RNaseH et ADN pol)

l
‘' 3

Transcription ARN

ARN MNuzléotides
Tarrpon
ADN fADNc
ADN fADN
[T --— ARN fADNc
1 1

Révélation par

» Capture » Hybridation » chimielurminescence

Quantification par référence
ades contréles intemes

Détection des amplicons :

- Migration sur gel d’ agarose
+ bromure d’ éthidium

- Migration puis transfert sur
membrane + sondes
chimioluninescentes etc...

- Migration et détection ELGA
(enzyme linked gel assay)

Contréle interne (utilisation indispensable de contrble interne)



Nucleic acid sequence based amplification (NASBA)

Molecular
Beacon

SO?
Fluorophore Quencher

P2 +

41°C 1

ﬁ

R

Amplification —
Process

= ——

Light

: Reverse RNase H
Sense RNA Oligo P1 Transcriptase Primer P2
wWA\aIAANAAS S\ N \IANNAS VA I IAIAIAAS -
RNase H
Oligo P1
S\ ANAS
—\ Reverse Transcriptase
Reverse Transcriptase
J-VVW
\\ Primer P2
[ T7 RNA Polymerase
S\ A NN
ANANANS Anit-sense RNA
S IS

IVAVAVAVAV A o

Reverse
Transcriptase

ﬂ

T7 RNA Polymerase



Nucleic acid sequence based amplification (NASBA)

La technique de NASBA est utilisée :

- pour le diagnostic médical de nombreux virus : VIH-1, Virus de la
grippe, SARS etc

- pour la détection d’ agents pathogénes dans les aliments et I’ eau :
Campylabacter spp, Crypstosporodium parvum, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Hepatitis A Virus, Rotavirus, Etc ...

- pour la détection de virus de plantes
Ex: Potato virus Y, NASBA + Northern blot + Molecular beacons (Szemes
et al., 2001)

Amplification sans changement de température (T7 ARN pol, RT)
Rendement supérieur / PCR, mais parfois amplifications parasites



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Détection des génomes viraux par la technique des puces a ADN

Microarray-based detection and genotyping of viral pathogens

T
Y

-1

Aminoallyl
Nucleotides

YUy

Aqueous
*  Phase
v Phenol
Phase

cDNA

Cy Dyes
wtor .t ‘
CrsCyd
labelled cDNA

Marquage

eeeeee

cDNA

Echantillon Purification Retro-transcription

Hybridation et

N

" intensity
ratio
-

Scanner de fluorescence Normalisation et analyse

lavage

- Carte contenant des sondes ADN spécifiques d

es micro-organismes recherchés

- Ajout des acides nucléiques extraits a partir de I'échantillon
- Présence de I'hybridation révélée par lecture informatisée de la puce

- Détection simultanée de plusieurs virus



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Permet de séquencer tous les acides nucléiques
d'un échantillon :

- ADN (information génétique ou génome)

- ARN (expression du génome ou transcriptome)

- toutes autres organismes (micro ou macro)
présents au sein de I'échantillon (champignon,
bactérie, virus, le reste de I'environnement vigne ...)

Séquencage a haut-deébit

e (o) )
(@7 g™ /§
-
y o -
Transcription
ARN messager
RIS [RA1Y VR URUTR. RNt

Traduction

Protéine
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3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Séquencage a haut-débit (Next generation sequencing)

2010 2019

OUTIL DE DIAGNOSTIC

Utilisation pour détecter des
pathogenes chez les plantes

eTranscriptomique

eMétagénomique Environmentale:
- microbiote humain
- métagénome marin...

—

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015




VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Séquencage a haut-débit (Next generation sequencing)

2001, la ligne de production
automatique pour le séquencage
du génome humain au Whitehead
Institute, Center for Genome
Research.

Capacité de séquencgage : environ
1500 nucléotides par poste en
quelques jours.

en 2016, un séquenceur lllumina.

Capacité de séquencage :

5 milliards de lectures x [300
paires de bases] = 1500 miliards
de nucléotides en quelques
heures.

B s o -
Le séquenceur ultra-
portable MinlON (Oxford
nanopore technology) -
dit de 3& genération -a
été utilisé en temps réel
sur le terrain lors de la
crise Ebola de 2015 et de
la crise Zika en 2016



http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_instruments/hiseq-4000.html
https://www.nanoporetech.com/products/minion
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/9ModulGenFoncVeg/5MethEtudGenFonc/1MethodeSEQUENGAGE/1SEQUENGAGE.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/5TDBioCellL1/1TDComparProEucar/3Figures/3InfectionVirale/1InfectionBacVirus.htm

VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE
3.TESTS MOLECULAIRES : detection des génomes viraux

Séquencage a haut-debit (Next generation sequencing)

Ces techniques permettent le séquencage d'un nombre colossal de nucléotides (jusqu'a 102

nucléotides séquencés par expérience) a un cout nettement moindre qu'avec la méthode de

Sanger.
Séquencage en un temps record : ces technologies de séquencage permettent d'amplifier
spécifiguement un fragment d'ADN isolé, en évitant les étapes de clonage bactérien

particulierement longues.

Ces méthodes sont parallélisées : des millions de réactions ont lieu en méme temps dans des
barettes qui contiennent des puits minuscules en fibre optique.

Les fragments séquencés sont courts : actuellement de 30 a environ 250 paires de base selon la
technologie. La petite taille et le nombre trés élevé des fragments séquencés induit un travalil

d'analyse bioinformatique colossal.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/9ModulGenFoncVeg/5MethEtudGenFonc/1MethodeSEQUENGAGE/1SEQUENGAGE.htm

VIROSES DE LA VIGNE
& DEPISTAGE & LIMITES

1. TEST BIOLOGIQUE : INDEXAGE BIOLOGIQUE

L'indexage biologique permet d’identifier la maladie, mais ne
permet pas d’identifier le virus spécifique responsable des
symptomes.

Exemple : L'enroulement viral peut correspondre a |’ infection
par 'un des 9 « Grapevine Leafroll associated Virus » or,
chacun de ces 9 différents virus entraine les mémes
symptdmes sur la variété indicatrice Vitis vinifera cv. Cabernet
Franc.

Autres limitations : le temps et I'espace



VIROSES DE LA VIGNE
& DEPISTAGE & LIMITES

2. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES : ELISA/WB

Bien que cette méthode (ELISA) soit reproductible et sensible elle
présente certains désavantages :

- Incapacité de détecter le virus lorsque la charge virale est faible (Cf.
virémie variant suivant la période de I'année, en fonction de I'échantillon :
feuilles, le bois etc.)

- Absence de source d’ anticorps spécifiques et difficulté d’en produire.



VIROSES DE LA VIGNE & DEPISTAGE & LIMITES

3.TESTS MOLECULAIRES
PCR classique : 100 a 1000 fois plus sensible que I’ ELISA

Il peut toutefois exister des probléemes en particulier liés a la
détection sur gel d’agarose

> Perte de spécificité et efficacité.

gRT-PCR (temps réel) : technique permettant de palier les
problémes de la PCR classique. Quantification absolue du nombre
de copies d'un géenome viral, pas de probleme concernant la
concentration de virus dans I'échantillon

Low Density Array (LDA, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) :
Méthode issue de la TagMan PCR. Utilisation de microplaques de
384 puits. Oligos et sondes déshydatés.

Détection de 13 virus de la vigne différents.




VIROSES DE LA VIGNE & LUTTE

1. SELECTION SANITAIRE :

Stratégie préventive. Seule méthode permettant de limiter la diffusion des
virus et viroses de vigne. La selection sanitaire est dans la sélection
clonale complémentaire a la sélection génétique. La seélection
clonale a pour but de sélectionner et de propager, pour un cépage
donné, les clones les mieux adaptés aux contraintes qualitatives et
productives.

Définition retenue par I’ OIV (Office international de la vigne et du vin) :

« un clone est la descendance végétative conforme a une souche choisie
pour son identité indiscutable, ses caracteres phénotypiques et son
« état sanitaire » .



VIROSES DE LA VIGNE & LUTTE

Certification Réglementaire Francaise (en application d’ une directive
européenne 68/193 du 9 avril 1968) :

Prise en compte les viroses : court-noué et enroulement (pour tous
cultivars), marbrure (pour les porte-greffes).

Depuis peu, prise en compte des résultats pour le complexe du bois strié
(rupestris stem pitting, Kober stem grooving et corky bark)

La sélection clonale des variétés de porte-greffes est uniquement
sanitaire puisque ces variétés sont d’ origine récente et monoclonale
(issues pour la plupart d’ un semis unique)



VIROSES DE LA VIGNE & LUTTE

Pour les cépages de Vitis vinifera : sélection sanitaire et génétique

1) Repérage au vignoble des R i
souches intéressantes dites |
« téteS de C|OneS » Etabli;sem_ents INRA
de sélection | ENTAV™
1) Etude sanitaire et pomologique de ajde i ajde
pomologique sanitaire
chaque clone en vue de son sl et
agrement — *
(indeXage bi0|Ogique ObligatOire + ICloneinfectéI |Clonenon infectél
éventuellement ELISA) I
Microgreffage |_ Conservatoire
Thermothérapie Entav
3) Expérimentation des clones 1 |
ag réees péritE)lcii;gues Prémultiplication
ArMV-GFLV
\
4) Conservation et multiplication Muttiplication]
(ELISA) v v

Entav : Etablissement national technique pour -
I'amélioration de la viticulture Vignoble

Sélection clonale de la vigne en France
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2. THERMOTHERAPIE
Croissance des plantes a des températures croissantes (35 a 38° C)

Technique efficace en particulier pour les virus localisés dans les tissus
paranchymatiques (tissus constitués de cellules vivantes a paroi pecto-cellulosique
perforée par des plasmodémes permettant la communication intra-cellulaire,
Nepovirus) : RNA silencing induction ?

3. CHIMIOTHERAPIE

Administration in vitro de composants chimiques possédants une activité anti-virale
Ex : Ribavirine

Mécanisme : réplication du virus ? Pb toxicité pour la plante

4. CRYOTHERAPIE
Congélation des cellules, tissus ou organes dans du nitrogéne liquide (-196° C)
GVA (Grapevine virus A, Bois strié)

5. ELECTRO-THERAPIE
Application d’'un courant électrique continu sur les tissus des plantes GLRaV1,
GLRaV3 (Closteroviridae, enroulement), GVA (Grapevine virus A, Bois strié).



VIROSES DE LA VIGNE & LUTTE

6. RESISTANCES NATURELLES chez les Vitaceae a des virus et leurs vecteurs.

- Vitis américains et leurs hybrides multiplient moins les closterovirus

que les Vitis vinifera

- Espéces américaines de Vitis immunes aux nepovirus américains ( PRMV,
TRSV, ToRSV)

- Résistance au GFLV pour le cultivar Muscadinia rotundifolia

(hybride V.vinifera x M. rotundifolia et un V.vinifera du Moyent- Orient)

+/- abandonné !

7. PROTECTION INDUITE PAR PREMUNITION

Utilisation d’isolats hypovirulents d'un virus. Inoculation a la plante = protection
vis a vis d’ une surinfection par des isolats hypervirulents du méme virus.
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8. PROTECTION INDUITE PAR TRANSFERTS DE GENES VIRAUX

Démonstration de la protection pour un grand nombre de couples virus-plantes

Transfert de génes d’” ArMV, GFLV, GCMV, ToRSV, GVA, GVB, GLRaV-2, GLRaV-3
dans des hoétes herbacés de ces virus.

-Nicotiana tabacum Xanthi nc trasngéniques : expression de la protéine de capside
d’ ArMV = diminution des symptdmes et de la réplication virale

- Nicotiana benthamania transgéniques : expression de la protéine de capside du
GFLV = infection retardée, diminuée voir absente

Cépages de Vitis vinifera et porte-greffes transgéniques : genes codant pour la
capside intacte ou modifiée du GFLV, de I’ ArMV ou du GCMV = ? Pas de résistances
Autres essais ...
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9. LALUTTE CONTRE LES VECTEURS DE VIRUS
Traitement nématicides (attention contrat « EcoPhyto2018 »!!)

Lutte contre les cochenilles vectrices des virus : traitements spécifiques contre
les cochenilles de la vigne sont rares. Application en cas exceptionnels de pullulation.

Utilisation de bactérie (rhizobacteria) pour contréler les nématodes (X. index)
Utilisation des Cryptoloemus montrozieri Mulsant pour contréler les cochenilles

10. PLANTICORPS
Cf. Schéma diapositive suivante

11. RNA SILENCING
Mécanisme permettant d’induire les défenses innées de la plante : activation du RNA

silencing.



Planticorps

infection par A. tumefaciens
promoteur

signal

insertion VH ,
du géne

dans
I’ADN-T
1 bactérie
fumefaciens

ligison :
peptidigue ﬂ'
scFv q ’
(___-' cellule
tronsformee
V0L \

domomeS/ \\/H / \

variables |
Vi CH]
chcune
CL legere
=~ chaine
CHB. I lourde
molécule danficorps plant de tabac transgénigue

Exemple : production de plantes transgéniques de pomme de terre exprimant
un fragment d’anticorps recombinant dirigé contre une protéine du PVY
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12. PLANTES TRANSGENIQUES
Porte-greffe transgénique de vigne

L'Inra a obtenu, le 28 juin 2005, l'autorisation du Ministre de I'Agriculture
d'implanter un essai de porte-greffe transgénique de vigne a Colmar. Cet essai,
qui avait obtenu l'avis favorable de la Commission du génie biomoléculaire en
mai 2004, a pour objectif d'acquérir des connaissances sur le phénoméne de
resistance de la vigne au virus du court-noué, maladie mortelle pour la vigne et

sans traitement
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12. PLANTES TRANSGENIQUES

Vandalisme - Des porte-greffes transgéniques saccagés a I'INRA de Colmar
(Publié le 08/09/2009 a 09h10 http://www.viti-net.com/)
Un ou plusieurs inconnus ont coupé en fin de semaine 70 porte-greffes transgéniques dans l'unité de

Colmar de I'Institut national de recherche agronomique (Inra) qui a annoncé lundi un dépét de plainte.

Des porte-greffes détruits (© Terre-net Média)
L'INRA souligne que l'expérimentation « a fait lI'objet d'une démarche participative associant chercheurs,

vignerons, syndicats agricoles, enseignants, élus et associations ».

Le court-noué est une maladie virale présente dans la quasi-totalité des régions viticoles du monde ou elle
provoque la mort des vignes et rend les terres impropres a la viticulture. Le virus est transmis de cep a cep par un
nématode (ver du sol) qui s'alimente au niveau des racines. Les méthodes de lutte actuelles font appel a des
produits chimiques trés polluants et inefficaces.



COURT-NOUE




COURT-NOUE

Longtemps « maladie poubelle » : toutes les affections d’ origine
iInconnue étaient rassemblées sous ce nom

Une des premieres viroses dans le monde
& symptomes séveéres

Savoir différencier entre une carence en bore, aux gelées, a
'influence de I'humidité etc... de ce qui fait la part de vrais
symptomes de viroses

Les consequences sont importantes : diminution de la vigueur,
de la fertilité et de la production et la dégénérescence pouvant
conduire a la mortalite.




COURT-NOUE & SYMPTOMES

Sarments :

- Raccourcissements et déformation entre nceuds

- Double nosuds Jaunlssement Marbrure Entre-noeuds courts
- Fasciations L e = S |
Feulilles :

- Déformation et réduction
- Nervures primaires rapprochées aspect d’éventail (cf. »Fanleaf »)
- Limbe asymétrique avec dentelure acéréee

- Couleur de la limbe modifiée : jaunissement total ou taches

-Rendements
’ " \

Grappes : )
- Diminution du nombre et de la taille }:3
- Coulure &

- Retard a la maturation - s

Racines : racines noires développées




COURT-NOUE & SYMPTOMES

Panachure sur Chardonnay Millerandage sur Gamay Déformation de feuilles sur Chasselas.

o0 2 -
‘ #——

Bifurcation anormale Déformation foliaire Entre-noeuds courts (court-noué)
sur indicateur V. rupestris

St-George




COURT-NOUE

Symptémes de panachure et de dépérissement caractéristiques du court-
noué dans un vignoble de Chardonnay



COURT-NOUE & SYMPTOMES
-

Nature & intensité de symptéomes en fonction :

- Cépage
- Isolat viral

- Conditions climatiques
- Porte-greffe

i G Y R

Cramant, Champagne, France

Les ceps atteints se repartissent « en ronds » si la
contamination s’ est faite de proche en proche dans la
parcelle par les nématodes.



COURT-NOUE & SYMPTOMES

Perturbation du métabolisme de la plante :
- Photosynthese

- Processus respiratoires

- Activités enzymatiques

- Transport a longue distance par le phloeme
- Equilibres hormonaux

- Nutrition minérale



COURT-NOUE & DEGATS

Pertes provoquées par GFLV « Grapevine Fanleaf Virus »

Pertes de récoltes

/7% Muscat a petits grains (Boubals et al., 1964)
/5% Chardonnay (Legin, 1970)

40 a 94% Traminer (Rudel, 1984)

/8% Chasselas (Bovey, 1970)

87% Merlot (Bovey, 1970)

98% Pinot noir (Bovey, 1970)

Altéerations de la qualite des vins



COURT-NOUE & VIRUS IMPLIQUES

Les virus responsables appartiennent au genre Nepovirus

++++ « Grapevine Fanleaf Nepovirus » (GFLV) :
Sous -famille Comovirinae, Genre nepovirus
Présent dans tous les vignobles du monde
Transmis par un nématode « Xiphinema index » g

£"#€ En France, en plus du GFLV on trouve également :
.. . 48 « Arabis Mosaic Virus » (ArMV)
g ' %4 Sous-famille Comovirinae, Genre nepovirus

== «Autres : AILV, GBLV, RRV, SLRSV, TBRV (Europe), BBLMV (USA) Tomato blackring virus
(TBRV) Grapevine chrome mosaic virus (GCMV) Strawberry latent ringspot virus (SLRV)
Raspberry ringspot virus (RpRSV) Tomato ringspot virus (ToRSV) Tobacco ringspot virus
(TRSV) Blueberry leaf mottle virus (BBLMV) Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV) Artichoke
Italian latent virus (AILV) Grapevine tunisian ringspot virus (GTRV) Peach rosette mosaic virus
(PRMV) Cherry leaf roll virus (CLRV) Grapevine tunisian ringspot virus (GTRV) Grapevine
anatolian ringspot virus (GARSV)



COURT-NOUE & GFLV

GFLV :

e Particule virale icosaedrique, 28 nm de diamétre

e 60 sous-unités de protéine de capside

« Génome segmenté : 2 molécules d” ARN de polarité positive

ARN1 =7342 nt & ARN2 = 3774 nt

e Chacune des deux molécules est traduite en polyprotéines qui sont
ensuite maturées :

- P1 (253 kDa) : polyprotéine clivée en 5 protéines

- P2 (122 kDa) : polyprotéine clivée en 3 protéines

B9
g
#* - !
e




COURT-NOUE & GFLV

Organisation génomique du GFLV

I . — Poly (A)

1A :
1B :
1C :

1D

1E :
2A -
2B :
2C:

46kDa fonction inconnue

88 kDa hélicase putative

VPg « viral genome linked protein »

: 24 kDa protéinase

903 kDa ARN polymérase ARN dépendante putative

28 kDa fonction inconnue (formation du complexe viral ?)
38 kDa protéine de mouvement

56 kDa proteine de capside



COURT-NOUE & ArMmV
ArMV :

e Génome également entierement séquence
e Organisation genétique identique a celle du GFLV

e Fortes homologies de séquences avec GFLV

Structure tridimensionnelle de la
particule d’ArMV. Les axes de
symétrie sont indiqués (2, 3 et 5).
La zone encadrée pourrait
correspondre au site d’interaction
avec le nématode (INRA Colmar).




COURT-NOUE & EPIDEMIOLOGIE

Transmission :

- soit par matériel (boutures de greffons, porte-greffes)

- soit par des nématodes a stylet (Xiphinema index pour
GFLV, Xiphinema diversicaudatum pour I” ArMV) -



COURT-NOUE & EPIDEMIOLOGIE

Xiphinema index ne transmet que le GFLV et le GFLV n’est transmis
que par Xiphinema index

-Tres présent en Provence, Languedoc-Roussillon, basse et moyenne
vallée du Rhéne

- Présence fréquente : Champagne, Bourgogne et Alsace
- Et aussi : dans le Sud-Ouest, Vallée de la Loire, Jura, Corse

‘71 - "h
|

1a3 mmde
longueur
pour 50 um de
diamétre.

Xiphinema diversicaudatum pour |” ArMV
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COURT-NOUE & EPIDEMIOLOGIE

Transmission :

- soit par matériel (boutures de greffons, portes-greffes)

- soit par des nématodes a stylet (Xiphinema index pour
GFLV, Xiphinema diversicaudatum pour I” ArMV)

La contamination a lieu si :

- Les nématodes sont présents au moment de la plantation
- Les nématodes sont apportés ultérieurement (eaux de ruissellement,
inondation, ravinement)

Contamination de jeunes plantes trés rapide
Ex: replants de Pinot noir sur des parcelles infectées

44% sont contaminés apres 1 an
100% sont contaminés aprés 3 ans



COURT-NOUE & DEPISTAGE

1. Indexage :

Greffage sur Vitis rupestis St George = indicateur pour tous les nepovirus
européen (sauf GCMV, utiliser dans ce cas Pinot noir Jubileum 75)

2. Inoculation mécanique herbacés (Utilisé pour GFLV et
ArMV):

Extrait de GFLV et ArMV:
- broyat de feuilles dans un mortier dans un milieu contenant de la nicotine

- broyat de radicelles dans un mortier contenant des sels de phosphate

Hobtes utilisés pour GFLV:
- Chenopodium amaranticolor et C. quinoa

- Gomphrena globosa
- Nicotiana benthamiana



COURT-NOUE & DEPISTAGE

3. Immunologie :
ELISA GFLV et ArMV (bourgeons, racines, feuilles, bois)

Feuilles = le mieux ! jeunes feuilles prélevées au printemps!

Bois = copeaux obtenus en raclant avec un scalpel apres avoir
détaché I’ écorce des sarments récoltés ou conservés au froid

Toujours effectuer plusieurs prélévements

4. Hybridation moléculaire :

Existence de sondes pour GFLV = Northen Blot
RT-PCR




RT-PCR en temps réel

Source : plante

e
— '+ Tampon d’ extraction

!

g Centrifugation 8000g 10min 4° C

Extrait clarifié

& |

Sur I'extrait clarifié

| =) Traitement Triton X100 1%
ARN 65° C 5 min
(ARN Viral)



™\

i
l ZQ Pour minimiser I'impact des
" composeés
o polyphénols et
polysaccharides

!
Capture ARN

ARN
(ARN Viral)

Membrane de nylon - E B0

|

\
Membrane de nylon - e B

RT-PCR en temps réel directe
U ~

Membrane de nylon - e =B

|

RNA Oligoprobe Capture + RT- PCR




Immunocapture RT-PCR

7

Source : plante —) ~ + Tampon d’ extraction

!

g Centrifugation 8000g 15min 4° C

Pour minimiser I'impact des

composés
polyphenols et Surnageant
polysaccharides ﬂ
g 0 .‘. E‘O ._‘0’::0:.0 :
00 00.4
|| <—— Triton X100 1% <: C 2 ”’o,u. .,.
IC-RT-PCR ll 10 mina 65° ¢ *** :‘

ARN Viral Anti-GFLV [ D-globullnes



COURT-NOUE & LUTTE

1. Sélection sanitaire

2. Controle des populations de nématodes
Repos du sol apres 5 a 7 ans disparition voir 10 ans !

Désinfection chimique : trés colteux, risque de pollution
ne permet pas d’éradiquer mais de retarder
(1.3 Dichloropropéne, Aldicarbe, Métam sodium)

Existence d’ espéces américaines de vitis résistantes aux nepovirus
américains (PRMV, TRSV, ToRSV)

Résistance au GFLV sur un cultivar hybride : Moyen-Orient



COURT-NOUE & LUTTE

3. Porte-greffe résistants par hybridation

1948, en Californie : hybrides de Vitis vinifera x Muscadinia rotundifolia
semblaient prometteurs : laissant passer le virus dans le greffon mais avec
des effets limités sur le taux de nouaison et de rendement

Mais !l défauts culturaux au niveau de |’ enracinement notamment.

En France, travail surles hybrides de Vitis vinifera x Muscadinia rotundifolia
un genotype Mpt 3146-1-87 obtenu en 1987

Croissance vigoureuse, développement normal (except: quelques rameaux anticipés)

Greffé avec du Cabernet sauvignon en 1999 et planté dans une parcelle trés infectée
par |"agent responsable du court-noué : retard significatif de la contamination, le taux
de contamination est de 12% 4 ans aprés plantation contre 86% pour le témoin.



COURT-NOUE & LUTTE

4. Prémunition ou protection croisée

Une « sorte de vaccination » : inoculation a une souche hypo-virulente
ou avirulente de virus dans une vigne :

Développement d’ une résistance vis-a -vis des souches sévéres
de la méme espéce virale ou d’ espéces voisines

Expérimentations réealisées en France en utilisant des souches ArMV
=P ou de GFLV « faibles » : retard semble t’ il de quelques années

Approche peu satisfaisante ?

Risques et doutes :
Possibilités d” hétéro-encapsidation, de recombinaisons génétiques
Probléme pour 'agrément des plants virosés, certification



COURT-NOUE & LUTTE

Certains professionnels, comme Antoine Stoffel,
soutiennent sans réserve l'experience de ['lnra. «J'ai 75
ares touches par le court-noue, précise-t-il. Ils ne
produisent plus que 15 hectolitres, contre 60 s'ils n'étaient
pas malades. Il est actuellement impossible de lutter
efficacement contre ce fléeau. Alors, pourquoi pas le
fransgénique ?» L’ Express 15/09/2005



COURT-NOUE & LUTTE

5. Transgenese sur porte-greffes ou protection dérivée
du GFLV

Transférer des genes dérivés du virus (capside virale du
GFLV) dans le génome des cellule du porte-greffe pour
genérer un porte-greffe susceptible de résistance au GFLV

Les résultats de |' équipe de Virologie de I' INRA de Colmar
demontrent que la transgenese est tres prometteuse :

3 lignées transgéniques exprimant le gene de la capside
virale ne multiplient pas le virus aprés 3 ans d’ essais en
conditions naturelles d’ infection au vignoble



Méthodes de lutte

Références
connues

Essais existants

Bilan

Repos du sol

7 a 10 ans nécessaires

Etude de rétention du
pouvoir infectieux par
nématodes

Repos seul peu efficace
sur de faibles durées (inf a
4 nas) choix économique

Lutte chimique

Molécules homologuées

Nouvelles molécules

Oui

Molécules a I’ étude

Aucun en vigne

Aldicarbe disparatt fin
2007; 1.3 D en cours de
révision

A évaluer

Lutte culturale et
biologique

Plantes nématicides
Bio-désinfection

Aucunes en viticulture
contre X.index

Projets :

Bordelais, Sud-Est,
Espagne, Chili

Prémunition

Caractérisation d’ isolats
GFLV et ArMV
hypovirulents sur vigne

Essais : Alsace,
Champagne, Bourgogne,
Vallée du Rhone,
Roussillon

Retard de la contaminatin
des pieds prémunis de
quelques années

Commercialisation de
plants virosés difficile

Porte-greffes Travaux de recherche 2 essais attestant un Voie assez avancee
résistants par effe.ctué.s e France eten retard de contgn’]ination Perspectives vers
hvbridation Californie en sol contamin€ avec un | |’ obtention d’ une gamme

ybrigatio port-greffe résistant diversifiée de porte-greffe
classique résistants
Porte-greffes Réference en serre Plantation d’” un essai de Alternative
résistants par Aucune référence solide porte-greffe transgénique | scientifiquement .

. en plein champ en Alsace pour 4 ans en prometteuse. Perception

transgenese plein champ (Sept 2005) | sociétale difficile

Faible implication de la
filiére a ce jour
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Nanobodies et Court-noué

B Figure 2: Représentation schématique des anticorps chez les vertébrés supérieurs. En plus des
anticorps conventionnels composées de deux chaines différentes peptidiques, il existe chez les
camélidés des anticorps composés d'un seul type de chaine peptidique. En comparaison des anticorps
conventionnels pour lesquels I'association des domaines VL et VH est indispensable a la reconnaissance de
I'antigéne (ici représenté par une particule virale), un domaine unique, appelé VHH, permet la reconnaissance
de I'antigéne. Grace aux outils de biotechnologie, il est possible d‘isoler, de cloner et de produire en grande
quantité ce domaine VHH encore appelé nanobody, que ce soit en systeme bactérien ou en plante.

Anticorps homodimeére
chaine lourde

Anticorps
conventionnel

(1) Utilisation des nanobodies pour développer un diagnostic avec une efficacité et une sensibilité supérieure /
tests actuels.

De part, leur facilité de production et leur performance dans les tests : possibilité de développer des trousses de
diagnostic rapide sur le terrain

(2) Effet démontré sur le porte-greffe ou Nocotiana Benthamiana, blocage de la multiplication des virus
Activité antivirale in Planta
Revue des (Enologues N ° 166 : Janvier 2018



B Encadré 1: Seul le porte-
greffe est transformé généti-
quement.

La quasi-totalité des vignes en
exploitation sont greffées sur des
vignes d’origine américaine, en-
core appelées porte-greffe. Cette
pratique a été adoptée dés les
années 1890, pour lutter contre
le phylloxera. Le porte-greffe
(photo 1 A) constitue la partie
enterrée du pied de vigne et sert
de support au greffon (photo 1C)
qui produit les raisins. Lors de
la plantation, le point de greffe
(photo 1 B) affleure au niveau du
sol. Le porte-greffe ne produit au-
cun rameau et par conséquent ne
produit ni fleurs, ni raisin. Dans
le cadre des travaux cités dans
cet article, seul le porte-greffe
a été modifié génétiquement

COURT-NOUE & LUTTE

Nanobodies et Court-noué et vigne trasngénique

N Photo 1: Q Porte-greffe.
(@ Greffon. () Le point de

greffe est indiqué par une

fleche blanche.

avec soit un fragment du génome du GFLV ou avec une séquence
d’ADN codant pour le nanobody associé a une autre protéine. Pour
s'assurer de la présence de la séquence d'intérét dans le patrimoine
génétique du porte-greffe, un géne codant pour un marqueur de
résistance a un antibiotique a également été introduit. |

Transformation génétique du porte-greffe
Transgene : une partie de la séquence du
génome de GFLV

Marqueur de Transgénése : géne de
résistance a un antibiotique

1- Aucun transfert horizontal (la séquence transgénique du porte-
greffe vers les bactéries non ciblées présentes dans le sol)

2- Au bout de 6 ans, pas d’acquisition de résistance a I'antibiotique
et la communauté bactérienne autour des racines n’est pas

perturbée

3- Aprés 9 ans, de nombreux recombinants de GFLV trouvés, mais

aucun avec le transgéne
4- Expression du transgéne uniquement dans les tissus porteurs du

transgéne

Revue des (Enologues N° 166 : Janvier 2018

B Figure 3: Repré
de vignes

de I'impact de la
(ici seul le porte-greffe est
genétiquement modifié, en bleu) sur son environnement local :
) et (3 les bactéries associées du sol, ® les virus et () le
greffon.

(® De nombreux points de recombinaisons détectés
au sein du génome du GFLV, aucun n'impliquant
la séquence transgénique

3893 VPg 3965

243 1490 4622 7094
VPg Polymerase sy GFLV-RNA1
= 2@ 1435 (7342bp)
Gi‘gy i
8
©
i 233 1003 2047 3559
WE#L........ GFLV-RNA2
(3774bp)
(D)
7\ Absence
A ’//‘ de signature
S i transgénique
S {’/ | | au sein des greffons

A et restriction
du transgéne

% au porte-greffe
transgénique

/A
i

'

s N
/\( \y Y Transgéne
/

y/l

n
\ 4

) Pas de transfert du transgéne aux bactéries du sol

 Absence de sélection particuliére dans la communauté
bactérienne provenant de I'environnement racinaire
de porte-greffes
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Découverte d’une résistance naturelle au virus du court-
noué chez la vigne : un espoir pour la viticulture

28 Mai 2021. Aprés plus de dix ans de recherches, les chercheurs de 'INRAE de Colmar ont
découvert que le riesling posséde une résistance naturelle au virus du court-noué. Une méthode
curative va donc pouvoir étre mise au point pour venir a bout de ce virus dévastateur pour les
vignes

A ce jour, les viticulteurs, dont les plantes étaient malades, devaient remplacer la totalité des
parcelles de vignes, ce qui représente une perte énorme de rendement. On estime que les
baisses de production résultant d’infections par cet agent pathogene sont responsables, en
France, de pertes économiques d’au moins 400 millions d'euros par an selon 'INRAE.

Les chercheurs ont procédé a des analyses sur le plan génétique et se sont rendus compte qu’il y
a "un gene, un facteur génétique unique chez le riesling qui provoque une résistance au virus. »

Baptisé rgfiv1, et localisé sur le chromosome 1 du génome de la vigne. En plus de conférer une

résistance au court-noué, rgflv1 pourrait étre plus largement un facteur de résistance aux virus,
qui serait probablement distinct de ceux déja découverts chez d’autres espéces végétales.

https://www inrae fr/actualites/decouverte-dune-resistance-naturelle-au-virus-du-court-noue-vigne-espoir-viticulture
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ENROULEMENT VIRAL

Infection la plus courante dans le monde

01-01-2007 L'enroulement viral est de retour dans les vignobles
californiens. La maladie qui touchait 23% de la surface viticole en 2002

atteint 66% en 2006. Cette maladie a pour conséquence de ralentir la
maturation du raisin et de réduire la taille et la coloration des grappes.

Co(t entre 25 000 a 40 000$ par hectare

Virose ayant de graves consequences pouvant entrainer des
pertes qualitatives (chute de la teneur en sucres et en
anthocyanes) et quantitatives.




ENROULEMENT VIRAL & SYMPTOMES

Symptémes d’enroulement Enroulement et jaunisse
sur Pinot noir : enroulement sur Chasselas.
et rougissement des
feuilles 4gées.

Sucres
Pigmentation des baies ~,
Rendement~, (60 %)

. Pomp [
infecte




ENROULEMENT VIRAL & SYMPTOMES

Enroulement vers le bas des bords des limbes

- Sur cépages rouges de V. vinifera apparition de taches rouges
En juin-juillet puis extension a I'ensemble de la limbe
A l'automne les feuilles les plus atteintes brunissent + nécroses

- Sur cépages blancs : jaunissement +/-

Raisins marissent tardivement, de maniere irréguliére (2 a 3
semaines de retard)

Confusions possibles !!!!
- Cépages rouges : dégats de cicadelles, acariens, carences en
magnésium ou potassium

- Cépages blancs : carences minérales
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Symptomes d’ enroulement et de rougissement des feuilles
sur Vitis vinifera Pinot noir
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Dispertion naturelle du
GLRaV-1 au vignoble
(Le Maguet et al., 2012)

Baisse de la quantité de raisins
Baisse de la teneur en sucre du mout

Parfois effets faibles : cf. Riesling Californie

Infection de variétés américaines et de leurs hybrides : infection en
général a |’ état latent



ENROULEMENT VIRAL & VIRUS

Virus appartenant a la Famille Closteroviridae
Virus filamenteux, symetrie hélicoidale
Longueur 1400 a 2200 nm /12 nm de largeur

Génome : 1 ARN simple brin de polarité positive (16 a 20 kb)
GLRaV-1, 3 et 7 : implication certaine dans I'enroulement viral

Tableau 3. Clogerovirus liés a l'enroulement et sitivirus lies au complexe du

hois strié et leurs vecteurs

Complexe du bois strié

a. Cannelures sur itis
rupestris (stem pitting) RSPay ?

b. Cannelures sur Kober GVA
SBE (strem grooving)

c. Ecorce liegeuse GVB 7

d. Cannelures sur LN33 inc.

Maladies Virus Cochenilles vectrices*
Enroulement GLRaV-1 Neopuisinana innumerabilis,
Pahenolecanium cornl
GLRaV-3 Pianococcus ficus,
Pseundococcus aitinis,
Ps. cakeolaria, Ps lbngispinis
Pulsinaria vitls
GLRaV-4 inc.
GLRa¥-5 inc.
GLRaV-6 inc.
GLRaV-7 inc.
Enroulem ent et incompatibilité au greffage
GLRaV-2 Ps. aftinis, Ps Jongispinil s

inc.

Pi okl PIL fieus Ps. aftinis,
Ps. longispinis

P ticus, Ps. aftinis

Ps. longispinns

inc.

* En conditions expérim entales.
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« Grapevine leafroll associated virus » :

- GLRaV-1, 3 : Closteroviridae, genre ampelovirus groupe |
(sur tous les continents, cochenilles)

- GLRaV-4 : Closteroviridae, genre ampelovirus groupe |l
(Europe, pays de I'Est, Nord et Sud de '’Amérique, cochenilles)

- GLRaV-2 : Closteroviridae, closterovirus
(sur tous les continents, vecteur inconnu)

-GLRaV-7 : Closteroviridae , velarivirus
(Europe, pays de I'Est, Nord et Sud de 'Amérique, Chine, vecteur inconnu)
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Organisation genomique du GLRaV-3

(12 cadres de lecture)

1a 1b 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

_— ==L

1a : 77 kDa hélicase

1b : 61 kDa réplicase putative

2 : 6 kDa fonction inconnue

3 : 5 kDa protéine transmembranaire

4 : 59 kDa protéine de type HSP 70

5 : 55 kDa protéine de type HSP 90

6 : 35 kDa protéeine de capside

7 : 33 kDa copie divergente de la protéine de capside
8 a 12 : fonction inconnue
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Transmission dans le monde

En France, 2 virus majoritairement retrouves :

- GLRaV-1
- GLRaV-2

GLRaV-3 retrouvé dans les climats plus chauds

Transmission par la propagation vegétative et le greffage

Mais aussi, par différentes espéces de cochenilles peuvent transmettre
le GLRaV (cochenilles probablement le réservoir) :

GLRaV-1: Heliococcus bohemicus
Neopulvinaria innurablis ....

GLRaV-3: Planococcus citri
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1. Indexage :

La plus part des cépages rouges : bons indicateurs
Cabernet franc, Merlot, Cabernet sauvignon, Pinot noir

Des symptomes identiques apparaissent sur |” indicateur

2. ELISA
Kit ELISA pour les 8 GLRaV

Le choix du tissu pour le diagnostic est trés important : feuilles
ageées, bois dormants

GLRaV-1 : feuilles adultes, bois dormants
GLRaV-2 : concentration par ultracentrifugation

GLRaV-3 : feuilles, sarments herbacés, pétioles de feuilles matures



Double Antibody Sandwich ELISA
(Détection de GLRaV3)

Sources : >
_ Pétiole : + Tampon d’ extraction ELISA
- Ecorce des tiges ﬂ

@ Centrifugation 1000g 15min 4° C

Pour minimiser I'impact des Pra—
composés ‘
polyphénols et L
polysaccharides €A

+ Anticorps anti-GLRaV3 Surnageant
+ Anticorps anti-anticorps conjugués a la phosphatase alcaline ﬂ

3

+ Substrat @

X
<= A A

Anticorps polyclonaux



ENROULEMENT VIRAL & DEPISTAGE

3. RT-PCR:

Jus de pétioles - membrane nylon-solution - PCR

Amorces homologues pour GLRaV-4 et GLRaV-5



RT-PCR en temps réel

Sources : ¢
- Pétiole > + Tampon d’ extraction ARN
- Ecorce des tiges @
g Centrifugation 8000g 10min 4° C
Pour minimiser I'impact des J a2 = J
composés }

polyphénols et
polysaccharides

Extrait clarifié

=l \ J ; ﬂ
&

[ N Sur I’ extrait clarifié
RT-PCR < | l ZD Traitement Triton X100 1%
en tempsrel - -2 65° C 5 min
ARN

(ARN Viral)



Immunocapture RT-PCR en temps réel

Sources :

"4
- Pétioles — + Tampon d’ extraction
- Ecorce des tiges ﬂ

@ Centrifugation 8000g 10min 4° C

Pour minimiser I'impact des
composés
polyphénols et
polysaccharides

IC-RT-PCR <—— | <—— Triton X100 1%<:|

10 min a65° ¢

ARN Viral Polyclonal Anti-GLRaV3



ENROULEMENT VIRAL & LUTTE

1. Sélection sanitaire

2.Traitement insecticides



COMPLEXE DU BOIS STRIE & SYMPTOMES

1. Dans la plus part des cas : pas de manifestations (cépages européens,
exception porte greffes américains)

2. Symptdbmes graves rapportés sur Vinifera francs de pied
- Réduction de taille et de vigueur

- Dépérissement
- Symptdmes caractéristiques en dessous de I’ écorce : cannelures

3. Cépages avec symptomes : Italia, Regina....

4. Généralement pas de symptémes pour les porte-greffes et greffons
Non greffés : développement aprés greffage « maladie d” assemblage »

Striures
Aspect liegeux et spongieux pour le « corky rugose wood »



COMPLEXE DU BOIS STRIE & SYMPTOMES

Baisse des rendements de raisins

Développement des racines

Les vignes infectées peuvent dépérir et mourir en quelques
années

4 maladies distinguées:

- cannelures sur vitis rupestis = «Rupestris stem pitting »
- cannelures sur Kober 5BB = « Kober stem grooving »

- écorce liegeuse CB = « Corky bark »

- cannelures LN33

Confusion possible !!!! en présence d’ un symptéme liégeux :
Carence en bore ou nécrose bactérienne



COMPLEXE DU BOIS STRIE & DEGATS

Grapevine corky bark disease
foliar symptoms on LN33

indicator (Photo courtesy Canadian Food
Inspection Agency)

Grapevine rupestris stem

pitting disease. (Photo courtesy
Canadian Food Inspection Agency)




COMPLEXE DU BOIS STRIE & VIRUS

1. Grapevine rugose wood complex : Rupestris stem pitting

« Grapevine Rupestris Stem Pitting associated virus » = GRSPaV

GRSPaV : Famille Flexiviridae, genre foveavirus (sur tous les
continents)

Particules virales filamenteuses de structure helicoidale, 800nm
de long

ARN simple brin de polarité positive

2 variants moléculaires majeurs :

- 'un possede 5 cadres de lecture ( protéine associée a la réplication virale,
protéine de mouvement « triple gene block », protéine de capside

- 'autre 6 cadres de lecture (une protéine de 14kDa fonction inconnue)



COMPLEXE DU BOIS STRIE & VIRUS

2. Kober Stem Grooving : « Grapevine Virus A» = GVA

Ecorce Liégeuse : « GVB » (transmissible par inoculation mécanique,
Corky Bark symdrome ? Et GVD aussi ?)

GVA,GVB, GVD : Famille Flexiviridae, genre Vitivirus (sur tous les continents)
Particules virales filamenteuses, symétrie hélicoidale

Longueur 800nm / 12nm de largeur

Génome : 1 ARN simple brin de polarité positive 7600 nucléotides

5 cadres de lecture :

- Réplicase 196 kDa

- Protéine inconnue 20 kDa

- Protéine de mouvement 31-36 kDa

- Protéine de capside 21-23 kDa

- Protéines interagissant avec les nucléeotides 10-14 kDa



COMPLEXE DU BOIS STRIE & VIRUS

Organisation génomique du GVA : ARN monocaténaire de
7600 nucléotides

2 5

T

:-:-h

mtr

P-pro  hél pol

. Hélicase putative mt « methyl-transferase, p-pro

« protéase », hél « hélicase, pol « polymerase »
20 kDa fonction inconnue
30 kDa protéine putative du mouvement

: 21,5 kDa protéine de capside
: 10-14 kDa fonction inconnue



COMPLEXE DU BOIS STRIE & EPIDEMIOLOGIE

Transmission par la propagation vegétative et le greffage

Mais aussi, GVA, GVB : cochenilles

GRSPaV, GVD : pépins de vigne, vecteur aérien ?



COMPLEXE DU BOIS STRIE & VIRUS

3. LN33 Stem Grooving :

Aucune information sur la nature du virus responsable !

4. Corky Bark : Ecorce Liégeuse
Grapevine Corky Bark associated virus



COMPLEXE DU BOIS STRIE & DEPISTAGE

1. Indexage
2. ELISA :

GVA et GVB : les tests développés sont insuffisants, il faut compléter
le résultat par un indexage ou un test moléculaire

GVA amélioration du kit (utilisation d” anticorps monoclonaux)

Pétioles de feuilles adultes, Bois.

3. RT-PCR en temps réel :

GVA et GVB : jus de pétiole - membrane nylan- RT-PCR
RSPaV : RT-PCR



COMPLEXE DU BOIS STRIE & LUTTE

1. Sélection sanitaire

2. ldentification des insectes vecteurs : développement
de moyens de lutte



MARBRURE & SYMPTOMES

A l'état latent dans de nombreux cépages : v.vinifera et portes
greffes

Sur v.rupestris (« lot »et « Saint George») :
Eclaircissement des nervures tertiaires + repliement de la
limbe vers la face supérieur

Confusion possible !!!
notamment certains ceépages chasselas et anomalie génétique



MARBRURE & SYMPTOMES

Eclaircissement des
nervures tertiaires avec
repliement du limbe vers la
face supérieure formant
une gouttiere.




MARBRURE & DEGATS

Souvent a |’ état latent sur v.vinifera

Sur v. rupestris : chute de la rhizogenése



MARBRURE & VIRUS

« Grapevine Fleck Virus » = GFkV
Famille des Tymoviridae, genre maculavirus
Particules virales de 30 nm de diametre, symetrie icosaédrique

Génome : 1 ARN simple brin de polarité positive 7500 a 8800
nucleotides

5 cadres de lecture:

ORF1 = méthyltransférase, hélicase et ARN polymérase ARN dépendante
ORF2= homologie avec la protéine de mouvement des Tymovirus

ORF3= protéine riche en proline

ORF4= protéine de capside

ORF5= protéine de fonction inconnue



MARBRURE & VIRUS

Organisation géenomique du GFkV : ARN de 8800nt

mtr 1 hél pol

1: Réplicase putative, mtr « methyl transferase », hél « hélicase »,
Pol « ARN polymérase ARN dépendante

2: Protéine putative du mouvement

3: Fonction inconnue

4: Protéine de capside

9. Fonction inconnue



MARBRURE & EPIDEMIOLOGIE

Transmission par le materiel vegetal

Pas d’ informations sur la transmission du GFV par des
Insectes

Prise en compte pour la certification francaise des clones porte-
greffe



MARBRURE & DEPISTAGE

1. Indexage par greffage sur Vitis Rupestris « Saint-George » ou « Lot »

- en champs plein : symptdmes apparaissant sur |’ indicateur au printemps

de la 2ieme année suivant le greffage, atténuation puis réapparition a I’ automne

- en conditions contrélées de chambre climatique: symptémes se développant dans les
4 semaines a 22° C sous éclairage constant ou 7 semaines a 14° C de nuit.

2. ELISA

Sources : feuilles (attention pas de prélévement lors des mois chauds!),
copeaux de bois, radicelles)

Anticorps polyclonaux et monoclonaux disponibles

3. RT-PCR en temps réel

Lutte restreinte aux variétés porte-greffe puisque cette virose est prise en
compte pour la certification des porte-greffes mais pas des cépages de
V.vinifera



QRT-PCR Multiplex (Détection simultanée de 9 virus)

Methods Mol Biol. 2015;1236:39-47. doi: 10.1007/978-1-4939-1743-3_4.

Multiplex RT-PCR method for the simultaneous detection of nine grapevine viruses.
Gambino G'.

« Author information

Abstract

Viral diseases are a serious pathological problem for grapevines, and in recent years the need for increasingly specific and rapid diagnostic methods
for the selection of propagation materials has grown. Arabis mosaic virus, Grapevine fanleaf virus, Grapevine virus A, Grapevine virus B, Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus, Grapevine fleck virus, and Grapevine leafroll-associated viruses 1, 2, and 3 are nine of the most widespread
viruses that naturally infect grapevines. A multiplex RT-PCR was developed for simultaneous detection of these nine grapevine viruses, in
combination with a plant RNA internal control used as an indicator of the effectiveness of the reaction. One to ten fragments specific for the viruses
and an internal control were simultaneously amplified from infected samples and identified by their specific molecular sizes in agarose gel. The
protocol reported is an update of previously published protocols for RNA extraction and multiplex diagnosis of viruses. After several years of use and
hundreds of samples tested, and following validation in several laboratories, this multiplex RT-PCR provides a reliable and rapid method for detecting

grapevine viruses from a large number of samples.

Identification et séquencage des virus de vigne
Identification de nouveaux virus de la vigne
(nouvelle technologie)

Séquencage a haut deébit (HTS pour high-throughput sequencing) -

séquencer des centaines de milliers de fragments simultanément.






