DETECTION DE PHYTOPLASMES DANS LES
VIGNOBLES DU CHILI, D'ITALIE ET D’AFRIQUE DU SUD
Une mesure prioritaire pour cibler la gestion des
maladies
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Mise en évidence des phytoplasmes de la vigne

Dans les différentes régions viticoles du monde, les phytoplasmes provoquent des pertes allant de 13 & 100%, en
fonction essentiellement de la virulence de I'agent pathogéne et de la sensibilité variétale. La lutte est essentiellement
basée sur la prévention de la propagation de I'agent pathogéne. Les outils de gestion les plus efficaces sont donc
|' utilisation de matériel sain pour la lutte contre les insectes vecteurs et I'élimination des sources d'inoculum de I'agent
pathogéne, y compris des plantes ' i
hétes alternatives. Dans ce but,
I'identification des phytoplasmes
présents dans les vignobles est de
la plus haute priorité et de la plus
haute importance afin de concentrer
les efforts de gestion des maladies
dans les différents pays impliqués
dans le projet, car elle fournira
les informations appropriées sur
les insectes vecteurs & contrdler
et les plantes hétes alternatives &

éliminer, pour réduire la présence

de I'agent pathogéne et réduire ® Symptdmes sur les feuilles de cing échantillons de vigne positifs pour la présence de

|'utilisation de pesticides. phytoplasmes au Chili. A) Variét¢ VN17- Chardonnay avec enroulement vers le bas
et jaunissement des nervures. B) VN12- variété Pais avec enroulement vers le bas et
jaunissement. C) VN29- variété Tintorera avec roulage vers le bas et rougissement. D)
VN69- variété Semillén avec des petites feuilles qui s’enroulent vers le bas. E) Feuille
de la variété VN32-Sauvignon blanc avec enroulement ver le bas et déformation.

Que sait-on de I'identité des phytoplasmes associés aux
jaunissements de la vigne au Chili, en ltalie et en Afrique du Sud ?

Les agents pathogénes responsables des jaunissements de la vigne sont généralement bien connus en Europe,
alors qu’on dispose de moins de données et d’informations pour d’autres pays, comme le Chili et I'Afrique du
Sud. En Afrique du Sud, I'agent pathogéne et son principal insecte vecteur ont été découverts récemment, tandis
qu’au Chili, différents phytoplasmes de la vigne et insectes abritant certains de ces phytoplasmes ont été identifiés.
Dans la majorité des pays de I'Europe, les phytoplasmes associés aux jaunissements de la vigne sont le bois noir
et la flavescence dorée, le dernier étant un organisme de quarantaine (Angelini et al., 2018). Les prospections
réalisées en ltalie ont permis la détection de nouveaux phytoplasmes et de nouveaux insectes vecteurs potentiels
dans certaines des principales régions viticoles (Zambon et al., 2018). Il est donc clair que seule une surveillance
constante permettra de détecter rapidement les phytoplasmes existants ou les nouveaux phytoplasmes pouvant
infecter les plants de vigne. En outre, une surveillance est nécessaire pour déterminer si les phytoplasmes endémiques
se propagent. Ces informations constituent la base des mesures de contréle. Enfin, la connaissance des souches de
phytoplasme responsable des jaunissements de la vigne dans les trois pays est la base pour améliorer les techniques
de détection.
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ont été détectés dans les vignobles.
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® Zones italiennes ou des nouveaux phytoplasmes associés
aux jaunissements de la vigne ont été défectés.

Techniques d’identification moléculaire des phytoplasmes
associés aux jaunissements de la vigne

Des échantillons de vignes cultivées commercialement dans les zones affectées des trois pays ont été collectés
pendant les étés et automnes 2017 et 2018 et conservés & -80°C pour étre analysés. La présence de phytoplasmes
a été détectée apres I'extraction des acides nucléiques et la réaction en chaine de la polymérase (PCR), suivie
d’une analyse par polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) et d’un séquencage. Les amorces
utilisées pour I'amplification par PCR sont présentées dans le Tableau 1 pour les trois zones, le Tableau 2 pour le
Chili et le Tableau 3 pour I'ltalie et I Afrique du Sud.

Au Chili, la prospection a été menée dans les régions de Maule et Valparaiso. Quatre-vingt-dix échantillons ont
été prélevés et analysés par PCR imbriquée & I'aide d’amorces ciblant le géne de la sous-unité ribosomique 508,
définies par le laboratoire de fitovirologie de I'Université du Chili (Tableau 2). Les produits d’amplification de
quatre échantillons ont été séquencés pour identifier les phytoplasmes présents. Les résultats ont été confirmés
par PCR imbriquée avec les amorces P1/P7, suivies des amorces R16F2n/R2 (Tableau 1). En ltalie, les acides
nucléiques totaux ont été extraits & I'aide d’un protocole au phénol-chloroforme pour 103 échantillons de vignes
symptomatiques prélevés dans diverses régions et utilisés pour des tests PCR avec la paire d’amorces universelle
phytoplasmes P1/P7, suivie d'une PCR imbriquée avec les amorces R16F2n/R2. D'autres tests PCR imbriqués
ont été effectués & I'aide des amorces R16(I)F1/R1 (Tableau 3). Lidentité du phytoplasme a été détectée par des
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analyses RFLP. Des échantillons sélectionnés ont ensuite été séquencés pour confirmer I'identité du

phytoplasme par RFLP virtuel et phylogénie. En Afrique du Sud, I'échantillonnage a été réalisé sur

le cultivar blanc Colombard. Des échantillons de plantes asymptomatiques et symptomatiques ont été

prélevés et traités en prélevant des tissus du phloéme dont 'ADN a été extrait selon un protocole CTAB. UADN
extrait a été quantifié au nanodrop et les paramétres de qualité des échantillons étaient les suivants pour le rapport
A260/280: 1,73-2,02 et pour le rapport A260/230: 0,80-1,86, les concentrations variant de 69 & 352 ng/l.
La qualité de '’ADN a été évaluée aussi par électrophorése sur gel d’agarose. Le diagnostic de phytoplasmes du
groupe des jaunissements de |'aster a été effectué & I'aide du test PCR présenté au Tableau 3.

Tableau 1. Amorces générales utilisées pour la détection des phytoplasmes dans les vignes
au Chili, en Italie et en Afrique du Sud

Test Couple Taille de I'amplicon (pb) | Littérature
damoreces
Deng et Hiruki, 1991; Schneider
PCR PLIF7 1.792 etal, 1995
Nested PCR1 R16F2n/R16R2  1.244 Gundersen et Lee 1996
Nested PCR2 US/U3 800 Lorenz et al,, 1995

Tableau 2. Amorces générales utilisées pour la détection des phytoplasmes dans les vignes

au Chili
: : -
Test c?u;ie Taille de I"amplicon Littérature
d'amoreces (pb)
PCR LSu2pF/L5u2pR 1.700 Zamorano et Fiore,
non publié
Nested PCR  LSu2pFn/ Su2pRn 1.280

Tableau 3. Amorces utilisées pour la détection des phytoplasmes dans les vignes en Italie et

en Afrique du Sud
e L
Yest cCllcu.rple Taille de I"amplicon [itiératire
amoreces (pb)
Deng et Hiruki, 1991; Schneider

P1/P :
PCR 1/P7 1.792 etal, 1995
PCRnested 1 R16F2n/R16R2 1.244 Gundersen et Lee 1996
PCRnested 2 R16(|)F1/R16(I)R1 1.100 Lee et ol., 1994

Identification de différents phytoplasmes responsables des
maladies des jaunissements de la vigne

Les prospections menées dans les trois pays ont confirmé la présence de divers phytoplasmes prévalents. Au
Chili, les échantillons examinés étaient infectés par une souche apparentée & ‘Candidatus Phytoplasma pruni’
classée dans le sous-groupe 16Srlll-J; avec une souche apparentée & ‘Ca. P. ulmi’ (16SrV-A); avec souche
apparentée a ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); et une souche apparentée & ‘Ca. P. solani’ (16SrXII-A). La situation au
Chili, avec la présence constante de ces phytoplasmes dans les vignobles étudiés, reste inchangée. En ltalie,
les principaux phytoplasmes détectés étaient apparentés & ‘Ca. P. solani’ et & ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B). D'autres
phytoplasmes ont également été détectés: apparentés & ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); flavescence dorée (16SrV-C
et -D); apparentés a ‘Ca. P trifolii’ (16SrVI); apparentés & ‘Ca. P. phoenicium’ (16SrIX); apparentés & ‘Ca. P.
pruni’ (165rlll); apparentés & ‘Ca. P. prunorum’ (16SrX-B). Des échantillons présentant une co-infection avec
deux de ces phytoplasmes ont également été enregistrés. La présence croissante d’un phytoplasme apparenté
a ‘Ca. P. asteris’ doit étre surveillé au moyen d’outils de détection spécifiques afin d’étre en mesure de gérer
I'éventuelle augmentation d’une épidémie liée & la dissémination du phytoplasme. En Afrique du Sud, la présence
de souches apparentées a ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B et 16Srl-C) a été confirmée dans la zone ou la maladie a été
signalée pour la premiére fois il y a plusieurs années, confirmant la présence sévére de ce phytoplasme dans

les jaunissements de la vigne.
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* Analyses de polymorphisme de longueur de fragments de restriction virtuelle sur I'amplicon de vigne
R16F2n/R2 (GenBank numéro d’accés KY454858) et sur souches de référence en utilisant I'outil
interactif en ligne iPhyClassifier (Zambon et al., 2018).

PCR imbriquée, identification de phytoplasmes, contréle des phytoplasmes
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