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RESUME DU PROJET ET DE SON AVANCEMENT

L'industrie viticole du Québec vit une transformation inédite au niveau de I'expansion du nombre
et de la taille des vignobles, ainsi que le virage vers des cépages non rustiques. Le secteur
viticole québécois est confronté a de nouveaux défis pour maintenir sa croissance et rester
compétitif sur un marché mondialisé. Parmi ces défis, I'association des vignerons du Québec
(AVQ) a identifié les virus, dans son plan de recherche et développement, comme étant 'un des
principaux facteurs biotiques limitant la production. Le plan directeur en recherche et innovation
de l'industrie vitivinicole au Québec identifie le besoin d’adaptation et d’innovation pour la
détection et le suivi des virus en viticulture. En effet, les virus occasionnent des pertes
considérables dans toutes les régions viticoles du monde. Plus de 95 virus s’attaquent a la
vigne, pouvant réduire sa vigueur, sa productivité ou la qualité des raisins. On sait qu’'un bon
nombre ces virus sont latents ou asymptomatiques. Par conséquent, si la gestion des maladies
virales repose principalement sur la certification des plants de vigne et le dépistage précoce des
virus, un outil de détection simultanée de I'ensemble des virus (virome) devient plus que
nécessaire. Actuellement le laboratoire d’expertise et de diagnostic en phytoprotection (LEDP)
du MAPAQ ne dispose pas d’'un tel outil. L'objectif de cette demande est de développer une
méthode robuste, rapide et peu coliteuse pour identifier tous les virus en utilisant des dispositifs
de séquencage portables pour la détection précoce. L'outil servira a I'étude comparative du
virome de vignes symptomatiques par rapport celui de vignes asymptomatiques afin de
comprendre le réle des facteurs biotiques et abiotiques sur le développement des symptémes.

La situation sanitaire liée a la COVID19 a eu un impact significatif dans ce projet. Néanmoins, le
projet a connu d’important avancement et nous avons rattrapé le retard et atteint les objectifs du
projet. Pour réaliser les objectifs, des échantillons de feuilles de vigne symptomatiques et
asymptomatiques collectés durant les saisons de croissance de 2019-2022 ont été utilisés. Les
acides nucléiques ont été extraits de deux maniéres, par I'extraction dARN double brins et
I'extraction d’ARN total. Les extraits d’acides nucléiques ont été séquencés sur la plateforme
d’lllumina Miseq et la plateforme d’Oxford Nanopore Technologies Minlon (ONT). Les résultats
ont montré que les mémes virus et viroides ont été détectés dans les deux plateformes.
L’utilisation de dsRNA comme matériel génique de départ pour le séquengage au nanopore est
plus efficace et moins colteuse que le séquencage de 'ARN total. L'outil a aussi été validé
dans plusieurs autres cultures, notamment, le concombre, tomate, céleri, poivron, cantaloup,
citrouille, etc. et a offert des performances comparables au séquencage par lllumina Miseq. A la
demande du LEDP, nous avons optimisé et simplifié le protocole de purification de dsRNA en
réduisant le nombre d'étapes, tout en I'adaptant a différentes quantités de matériel de départ (2
g, 400 mg et 200 mg de feuilles). Tous les protocoles de purification des acides nucléiques, de
préparation des bibliothéques et de séquencage ont été transférés au LEDP. De plus, des
séances de formation théoriques et pratiques ont été organisées afin de faciliter le transfert de
I'outil d'AAC vers le LEDP.

Pour le deuxiéme objectif d’approfondir nos connaissances sur le réle des facteurs biotiques et
abiotiques sur l'apparition de symptdémes de virose, plusieurs essais ont été réalisés et les
résultats nous ont permis de voir que peu importe les cultivars de vigne, un virome trés
diversifié a été détecté a la fois dans les plants asymptomatiques et symptomatiques et une
grande majorité (83,33%) des plantes n’ont exprimé des symptdmes de virose qu’au cours de
I'automne. Ceci est cohérent avec les études qui ont montré que les symptémes de virose dans
la vigne sont plus fréquents pendant la saison d'automne. Cependant, nos résultats ont montré
que dans 75 % des cas, I'abondance virale n'a pas changé ou diminué entre les deux temps de
préléevement (été et automne) méme si 87,5 % des plantes symptomatiques ont exprimé des
symptdbmes au cours de l'automne. De plus, il y avait un manque d'association entre
I'abondance relative des virus de I'enroulement 3 (GLRaV3) et le virus du pinot gris (GPGV), qui
sont connus pour provoquer des symptdmes, et I'expression des symptoémes. Ces résultats
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étaient inattendus, car il est admis dans la littérature scientifique que la charge virale est
corrélée a I'expression des symptbmes et que les vignes symptomatiques contiennent
significativement plus de virus que celles asymptomatiques. Ce résultat a un impact majeur
pour le diagnostic des virus de la vigne, car la capacité a détecter les virus par des méthodes
conventionnelles (par exemple PCR, ELISA, etc.) peut étre compromise par de faibles charges
virales. Un autre facteur important qui peut expliquer le moment d'apparition des symptédmes de
virose pourrait étre la coinfection avec différents virus. Méme si la plupart des virus et viroides
détectés dans nos échantillons sont des membres du virome sournois "background virome"
(HSVd, GYSVd, GRSPaV etc.), qui ne sont pas connus pour causer des symptdomes chez les
cultivars utilisés dans notre étude, I'impact de ces virus en infection mixte est inconnu. Par
conséquent, nous avons émis I'hnypothése que le changement dans la composition du virome
(espéces présentes), en particulier le virome de fond, entre nos deux temps d'échantillonnage
peut expliquer la divergence dans le moment d'apparition des symptdomes de virose.

OBJECTIFS

L’objectif général du projet est de développer une méthode robuste, rapide et peu colteuse
pour identifier le virome de la vigne et de déterminer le réle des facteurs biotiques et abiotiques
sur le développement des symptémes. L'objectif 1 permettra de développer une méthode de
détection des virus de la vigne robuste, rapide et peu colteuse que pourra notamment utiliser le
LEDP. L'outil développé dans l'objectif 1 sera revalidé durant les activités de l'objectif 2 qui
permettra d’étudier le réle que jouent les facteurs biotiques et abiotiques sur I'apparition de
symptdmes de virose, afin de mieux interpréter les résultats de séquengage.



I. Objectif 1 : Développer un outil moléculaire pour identifier simultanément tous les virus
(virome)

Objectif spécifique 1.1 : Etablir le meilleur protocole d’extraction d’acides nucléiques et de
préparation des librairies de séquencgage

objectif spécifique 1.2 : Augmenter la rapidité de la détection des virus de la vigne

Les hypothéses spécifiques cherchent a évaluer la meilleure méthode d’extraction des acides
nucléiques viraux pour une détection efficace des virus. La comparaison de I'extraction d’acide
nucléique viral par ARN double brins et celui par ARN total est présenté a la figure 1.
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Figure 1 : Protocole de comparaison entre I’extraction d’acides nucléiques viraux par
ARN double brins et par ARN total. Biorender.



APERGU DE LA METHODOLOGIE

Matériel végétal utilisé et extraction d’acides nucléiques : Tous les échantillons de feuilles
infectées de la vigne ont été prélevés au cours des saisons de croissance de 2019 a 2022 dans
différents vignobles (8 au total) du Québec et disponibles dans le laboratoire de virologie au
Centre de recherche et de développement de Saint-Jean-sur-Richelieu, AAC. L’efficacité et la
fiabilité des deux méthodes d’extractions (dsRNA et total RNA) pour la détection des virus par
séquencage nanopore ont été évaluées. La méthode standard pour la comparaison est le
séquencage par lllumina Miseq. Les différents protocoles d’extractions d’acides nucléiques, de
synthése d’ADN complémentaire et d’amorgage, chargement des bibliothéques sur la "Flow
Cell" sont consignées dans documents distincts qui ont déja été transférés au laboratoire du
LEDP.

Analyse des données : Un flux opérationnel (workflow) pour le prétraitement, 'analyse des
données et le pointage de la base de données brutes de MinlON a été développé et transféré
au laboratoire du LEDP (Figure 2).
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Figure 2 : Les étapes de traitement et d’analyse de données pour la détection des virus et
des viroides de la vigne par séquengage nanopores. 1-Prétraitement des données brutes (a
gauche): les données brutes ont été acquises via le logiciel MinKNOW, puis I'appel de base, le
filtrage basé sur le score de qualité (<7), le démultiplexage, le découpage, la suppression des
lectures d'héte et le regroupement ont été effectués, suivis de correction d'erreurs et polissage,
a l'aide de divers logiciels et progiciels. 2-Stratégie Centrifuge et Recentrifuge (en haut a droite)
: les lectures prétraitées ont été classées taxonomiquement a I'aide de Centrifuge, suivies d'une
analyse compléte par Recentrifuge, qui a fourni une visualisation. 3-Stratégie DIAMOND +
MEGAN (en bas a droite) : De plus, les mémes lectures de I'étape précédente ont été alignées
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sur des séquences protéiques annotées (NCBI-nr) a I'aide de DIAMOND, puis MEGAN a été
utilisé pour regrouper les séquences en fonction de leur taxonomie et de leur fonction. 4-Pour
peaufiner les résultats taxonomiques, BLASTn et BLASTx ont également été exécutés.

RESULTATS SIGNIFICATIFS OBTENUS

Efficacité de la préparation et du séquencgage des librairies

Le but de cette étude était de développer et d'évaluer deux types de stratégies de séquencgage
de nanopores, le séquencage d’ARN total (rdTotalRNA) et le séquencage d’ARN double brins
(dsRNAcD), pour la détection des virus et viroides de la vigne. La bibliothéque de dsRNA
regroupée de 24 échantillons de vigne différents a été séquencée et a donné un total de 1 754
037 lectures en 24 heures. Aussi, 23 échantillons avec des code-barres spécifiques ont été
séquenceés sur une autre "Flow Cell" et ont donné 2 921 438 lectures. De plus, pour comparer
l'utilisation des dsRNA et des ARN totaux comme matiéres premiéres, ces échantillons
susmentionnés ont été utilisés pour I'extraction d’ARN total et la préparation de bibliothéques de
séquencage direct d'ARN. Aprés le séquencage de la bibliothéque rdTotalRNA, les 541 972
lectures produites ont été démultiplexées. Le séquencage dsRNAcD par llumina MiSeq a
également produit en moyenne 460 000 séquences avec des scores de qualité supérieurs a
Q30 a partir des échantillons. Pour le traitement et le séquencage des échantillons, le
séquencage rdTotalRNA (29,17 h) et le séquencage dsRNAcD (37,58 h) se sont avérés plus
rapides que le séquencage lllumina dsRNA-MiSeq (88,72 h). Le séquencage Nanopore
rdTotalRNA était en moyenne 2 fois plus rapide que le séquencage nanopore dsRNAcD. En
termes de colt de séquencgage, le séquengage nanopore dsRNAcD était nettement moins cher
(103 $ CAN par échantillon) que le séquencage nanopore rdTotalRNA (350 $ CAN par
échantillon) et le séquencage lllumina dsRNA-MiSeq (412 $ CAN par échantillon). En ajoutant
des barres codes spécifiques, nous pouvons séquencer au nanopore le dsRNAcD de 96
échantillons pour un co(t estimé a 22 $ par échantillon.

Prétraitement, regroupement et correction d'erreurs de longues lectures

Les statistiques sur les données brutes ont révélé que, méme si tous les échantillons avec
code-barres étaient regroupés a des concentrations égales, le nombre de lectures séquencées
variait entre les échantillons. Les protocoles de séquencage Nanopore sont optimisés pour les
longues lectures. Etant donné que plusieurs étapes de purification des billes ont été effectuées
a des ratios différents lors de la préparation de la bibliothéque, les échantillons contenant de
courts fragments d'acide nucléique ont perdu plus de séquences, ce qui a entrainé moins de
lectures que ceux contenant de longs fragments (Oxford Nanopore Technologies, 2016). La
qualité moyenne des lectures dans tous les échantillons a été améliorée par découpage et
filtrage. De plus, 'analyse des lectures indésirables liées aux données de séquengage de '’ARN
total (rdTotalRNA) a révélé une proportion de 47 a 67 % de lectures brutes qui appartenait a
I'néte, tandis que la proportion de lectures liées a I'hdte dans les données de séquencgage
d’ARN double brins (dsRNAcD) variait de 21 % a 65 %. La correction des erreurs et le
regroupement des lectures ont également augmenté la qualité moyenne des lectures corrigées
dans les deux types de données de séquengage de nanopores avant la classification
taxonomique.

Stratégie d'analyse des données 1 : Centrifugeuse et recentrifugeuse (Cent&Rec)

Pour les ensembles de données de séquencage dsRNAcD et rdTotalRNA, une base de
données d'index personnalisée contenant les séquences complétes du génome de tous les
virus possibles a été utilisée par le classificateur Centrifuge pour la classification taxonomique
(Kim et al., 2016). Le classificateur Centrifuge est un classificateur sensible et rapide, congu
pour classer les séquences et traiter avec précision des millions de lectures en quelques
minutes (Watts et al., 2019). La fréquence des lectures qui ne pouvaient pas étre
taxonomiquement attribuées aux séquences dans notre base de données d'index personnalisée
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variait entre les bibliotheques dsRNAcD et rdTotalRNA, allant de 36,5 % a 55 % pour les
bibliotheques dsRNAcD et de 1,5 % a 16 % pour les bibliothéques rdTotalRNA. Certaines des
lectures non attribuées dans les bibliothéques dsRNAcD peuvent avoir été liées a de nouvelles
espéces de virus ou a des virus connus qui n'étaient pas présents dans notre base de données.
Bien que différentes plates-formes de séquencage et flux de travail d'analyse aient été utilisés
pour le séquencage nanopore et MiSeq, nous avons utilisé la méme base de données d'index
pour les classifications taxonomiques des lectures longues et courtes. Le logiciel Recentrifuge
(Marti et al.,, 2019) a été utilisé pour effectuer une analyse comparative des résultats de la
classification taxonomique, avec a la fois les résultats visuels basés sur les scores et les
résultats peuvent étre extraits sous forme de graphiques HTML et/ou en fichiers Excel fichiers.
Les lectures liées a I'hbte ont été initialement soustraites de tous les échantillons pour améliorer
la précision de la classification taxonomique et augmenter les portions de lecture virale.
Plusieurs études ont montré que la soustraction des séquences co-extraites de I'héte réduit le
temps de CPU requis pour la classification taxonomique et aide a révéler et a caractériser les
séquences virales présentes a de faibles titres (Daly et al., 2015 ; Miller et al ., 2018). La partie
virale des lectures attribuées dans les bibliotheques dsRNA séquencées était significativement
plus élevée (de I'ordre de 85 % a 95 %) que celles des bibliotheéques d’ARN total séquencées
(de l'ordre de 6 % a 21 %).

Les virus de haricot utilisés comme témoin positif (Phaseolus vulgaris alphaendornavirus-1, 2 et
3; PvEV1, PVvEV2 et PvEV3) ont été détectés dans tous les échantillons d'DsRNA. Les
méthodes de séquengage dsRNAcD et dsRNA-MiSeq ont détecté les mémes virus de la vigne
dans les échantillons. En revanche, le séquencage rdTotalRNA n'a pas réussi a détecter la
plupart des virus trouvés par dsRNAcD et dsRNA MiSeq. Ces résultats suggérent que le
séquencage nanopore dsRNAcD est plus sensible aux virus a faible abondance que le
séquencage rdTotalRNA et produit des résultats similaires a dsRNA-MiSeq.

Le flux de traitement Cent&Rec a également été utilisé pour comparer les performances de
I'DsRNA et de I'ARN total dans la détection des viroides. Une espéce de viroide, le viroide de
Citrus exocortis (CEVd), a été détectée exclusivement dans les résultats de séquencage de
rdTotalRNA pour I'échantillon CO-9-86J. Cependant, I'absence de CEVd dans les résultats de
séquencage dsRNAcD et dsRNA-MiSeq souléve le soupgon que les lectures attribuées au
CEVd dans l'ensemble de données rdTotalRNA pourraient étre liées a I'hdte ou a d'autres
micro-organismes. Pour tester cela, les lectures attribuées au CEVd ont été extraites de
I'ensemble de données rdTotalRNA de I'échantillon CO-9-86J. L'alignement BLAST par rapport
aux bases de données ViroidDB et NCBI-nt a montré que toutes les lectures attribuées par le
CEVd étaient liées a la vigne (Vitis spp.). A I'aide du numéro d’identification, la séquence CEVd
(FJ751964.1) dans ViroidDB qui a été attribuée a nos séquences a été récupérée sur le site
Web du NCBI. Selon l'alignement BLAST par rapport a la base de données NCBI-nt, une
similarité de 99,46 % a été trouvée entre la séquence CEVd dans ViroidDB et les séquences de
vignes (Vitis spp.), ce qui indique que la séquence a été annotée par erreur comme CEVd dans
la base de données ViroidDB. Ce résultat indique que le séquencage nanopore dsRNAcD était
plus fiable que le séquengage de rdTotalRNA pour la détection des viroides, méme avec
l'utilisation d'une base de données dédiée et spécialisée pour les viroides.

Stratégie d'analyse des données 2 : DIAMOND et MEGAN (DIA&MEG)

En plus du flux de travail Cent&Rec, nous avons également utilisé le flux de travail DIA&MEG
pour la détection de virus. DIAMOND a été utilisé pour aligner les lectures sur la base de
données de protéines (NCBI-nr), puis MEGAN a regroupé les alignements en fonction des
informations taxonomiques et fonctionnelles. Etant donné que les génomes viroides ne codent
pas pour les protéines, cette stratégie ne peut étre utilisée que pour détecter les virus. Les virus
détectés par Cent&Rec dans les jeux de données dsRNAcD et dsRNA-MiSeq ont également
été détectés par DIA&MEG.



Les résultats du flux de traitement DIA&GMEG étaient généralement similaires a ceux du flux de
travail Cent&Rec, a I'exception de la détection de GRSPaV, GVB et GEEV. GRSPaV a été
détecté dans seulement deux des trois ensembles de données rdTotalRNA lors de I'utilisation
du flux de travail DIA&MEG avec des paramétres par défaut, mais a été détecté dans les trois
ensembles de données rdTotalRNA lors de I'utilisation du flux de travail Cent&Rec. Dans
I'ensemble de données rdTotalRNA de I'échantillon BV-12-16J, GVB et GRSPaV (de la famille
Betaflexiviridae) ont été détectés par Cent&Rec, mais pas par DIA&MEG. Cependant, 32
lectures dans I'ensemble de données rdTotalRNA de I'échantillon BV-12-16J ont été assignées
taxonomiquement au niveau de la famille aux Betaflexiviridae. Ce résultat peut s'expliquer par
les options de seuil par défaut du logiciel MEGAN. Cependant, lorsque les options de seuil "Min
Support Percent" et "Min Support" ont été désactivées (= 0), ces 32 lectures ont été assignées
taxonomiquement au niveau de I'espéce a GRSPaV et GVB. De plus, I'ensemble de données
rdTotalRNA de I'échantillon BV-12-16J avait trés peu de lectures virales (34 lectures. Le petit
nombre de lectures virales dans cet ensemble de données rend une classification taxonomique
précise risquée. En revanche, les virus GRSPaV et GVB dans les ensembles de données
dsRNAcD et dsRNA-MiSeq ont été regroupés correctement en fonction de leur taxonomie,
méme lors de I'utilisation des options de seuil par défaut dans le logiciel MEGAN.

Une différence a également été observée dans la détection de GEEV dans les jeux de données
d'DsRNA et d'ARN total. Aucune lecture dans l'ensemble de données rdTotalRNA de
I'échantillon BIO-15-56S n'a été cartographiée sur le génome du GEEV, tandis que les
ensembles de données dsRNAcD et dsRNA-MiSeq ont fourni des lectures cartographiées sur le
génome du virus. De plus, le flux de traitement Cent&Rec n'a pas permis de détecter le GEEV
dans I'échantillon BIO-15-56S, suggérant que les résultats obtenus avec ce workflow doivent
étre considérés avec prudence. Etant donné que GEEV a été détecté exclusivement a I'aide du
flux de travail DIA&MEG, une annotation BLAST a été effectuée sur les bases de données
NCBI-nt et NCBI-nr pour garantir que les lectures attribuées a GEEV n'étaient pas de faux
positifs. Les résultats de blast ont confirmé la présence de GEEV dans I'échantillon BIO-15-
56S, correspondant aux résultats obtenus avec DIA&MEG.

Conclusion et points importants :

1. L'utilisation d'DsRNA comme matériau de départ est plus fiable, car elle est moins chére que
I'ARN total pour la détection de virus et augmente les chances de diagnostic pour les virus a
faible concentration.

2. La création d'un pipeline et d'un flux de traitement et d’analyse de données simple permet
aux personnes inexpérimentées de détecter facilement les virus. L’article en lien avec cet
objectif a été publié dans Frontiers in evolutionary and genomic microbiology (voir référence).

3. L’outil développé a pu étre testé lors de la crise du virus de la mosaique du concombre en
2022, il a servi a déterminer les agents causals, notamment les virus de la mosaique du
concombre et des potyvirus. L'outil a été testé avec succés pour le concombre, le poivron, la
tomate, le cantaloup, la citrouille, etc. pour un total de 12 cultures distinctes. L'outil a aussi
permis de détecter pour la premiére fois au Canada deux virus nouvellement identifié dans les
cultures de solanacées, le virus “Altroemeria necrotic streak virus” et le ‘’Spinach latent

virus” chez la tomate. Ces premiéres détections et caractérisations génomiques ont fait I'objet
de deux articles de premiére mention au Canada dans le journal “Plant Disease” et le journal *
New Disease Report”.

4. A la demande du LEDP, nous avons optimisé et simplifié le protocole de purification de
dsRNA en réduisant le nombre d'étapes, tout en I'adaptant a différentes quantités de matériel
de départ (2 g, 400 mg et 200 mg de feuilles). En fonction de la quantité de feuilles disponibles,
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le LEDP dispose désormais de plusieurs stratégies permettant une purification rapide du
dsRNA. Aussi, le pipeline bioinformatique a été aussi simplifié pour tenir compte de la nouvelle
chimie du séquencage de nanopore et afin de permettre a un non-initi€ de pouvoir faire le
traitement des données brute de séquengage par MinlON. De plus, le pipeline bioinformatique a
également été simplifié pour s’adapter a la nouvelle chimie de séquencage par nanopores.
Cette amélioration permet aussi a un non-initié de traiter facilement les données brutes de
séquencgage générées par le MinlON.

5. Des séances de formation théoriques et pratiques ont eu lieu, tant dans les installations
d’AAC a Saint-Jean-sur-Richelieu que dans celles du LEDP a Québec, afin de garantir un
transfert de technologie efficace. Bien que le projet touche a sa fin, il a été convenu avec le
LEDP que le transfert et I'assistance se poursuivront aussi longtemps que nécessaire. Par
ailleurs, d’autres séances de formation sont prévues durant I'hiver 2025.

Il. Objective 2 : Déterminer le réle des facteurs biotiques et abiotiques sur le développement
des symptdbmes de viroses dans la vigne.

L’hypothése de recherche est que l'apparition des symptdmes sur les feuilles de vigne est
induite par la nature du virome (composition et charge virale) et les conditions abiotiques
(température, humidité relative, stress hydrique).

APERGU DE LA METHODOLOGIE

Essais au champ : Dans un premier temps, nous avons suivi pendant 2 ans (2021 et 2022)
120 plants de vigne asymptomatiques (60 de cépages rouges et 60 de cépages blancs),
répartis dans deux vignobles présélectionnés. Les critéres de sélection des plants étaient,
I'absence de virose, la proximité d'un boisé, l'orientation par rapport au soleil, I'absence de
dommages visuels d'insectes ou mécaniques. En utilisant I'outil développé dans l'objectif 1, le
virome de chaque plant a été analysé deux fois par année (juillet, octobre) et les données
d’évaluation visuelle des symptdmes ainsi que les conditions abiotiques ont été colligées.

Dans un deuxiéme temps, nous avons sélectionné trois vignobles pour étudier la réponse
physiologique de la vigne et de comprendre les facteurs déterminants pour I'expression des
symptomes. Pour ce faire du matériel foliaire mature (limbe et pétiole) de 18 plants de vigne de
trois cépages différents (Pinot noir, Vidal et Seyval blanc) a été collecté en deux temps, pour un
total de 36 observations. Le premier moment d'échantillonnage était le 2 aolt (été) et le
deuxieme moment d'échantillonnage était le 30 septembre (automne). Quatre feuilles/plante (3
du bas et 1 du haut de la canopée) ont été récoltées et immédiatement congelées dans de
I'azote liquide et stocké a -80°C jusqu'a une analyse plus approfondie. Toutes les plantes ont
été inspectées visuellement pour des symptémes de virose, principalement des symptémes
d'enroulement de la vigne et de pinot gris de la vigne. La méthode développée a I'objectif 1 a
été utilisée pour déterminer et quantifier le virome. De plus, les mémes échantillons ont été
séquenceés au lllumina NovaSeq (a Génome) pour déterminer le profil transcriptomique et suivre
la réponse de la plante suite a une infection mixte. Le métabolome de ces plants a aussi été
déterminé pour les deux temps d’échantillonnage.

Essai en chambre de croissance (Conviron) : Parallélement aux essais de champs, nous
avons mis en place une expérience en condition contrélée. Des plants vignes certifiés exempt
de virus par 'ACIA ont été divisés en deux groupes, un groupe de 10 plants infectés et un
groupe de 5 plants contréles non-infectés. Dans le Conviron, les plants de vigne sont soumis a
deux régies de température, une régie de température constante de 21°C le jour 18 °C la nuit et
une régie de température variable (variation de 18 a 35°C le jour, 18 a 22 °C la nuit). La durée
totale de I'expérience est de 4 mois.

RESULTATS SIGNIFICATIFS OBTENUS



Pour l'essai de suivi des 120 plants dans différents vignobles, les résultats ont été peu
concluants. En effet, le nombre de facteurs abiotiques considérés et la variabilité intra- et
interannuelle ne permettent pas d’identifier les facteurs abiotiques qui gouvernent I'expression
des symptomes. Cependant, I'essai de suivi de la réponse transcriptomique et metabolomique
de la vigne ainsi que I'expression des symptébmes dans trois vignobles a donné des résultats
intéressants. En effet, nous avons examiné la prévalence des infections virales dans les plants
de vigne au cours de deux périodes d'échantillonnage (été et automne) et évalué la modulation
temporelle du virome de la vigne. Un total de 10 espéces virales et 2 viroides ont été détectés,
y compris le virus associé a la mosaique d'astéroides de la vigne (GAMaV), le virus de la
marbrure de la vigne (GFkV) et le virus associé a I'enroulement de la vigne (GLRV), le virus du
pinot gris de la vigne (GPGV), entre autres, avec des infections mixtes prévalentes dans la
plupart des plants de vigne échantillonnés. La prédominance du virus associé au virus
grapevine rupestis stem pitting (GRSPaV), du viroide de la tache jaune de la vigne (GYSVd1),
du virus du rabougrissement du houblon (HSVd) et du virus associé a l'enroulement 3 de la
vigne (GLRV-3) dans les échantillons est conforme aux études précédentes, qui ont montré que
le GRSPaV, le GYSVd1 et le HSVd sont communs dans la vigne (Beuve et al. 2018 ; Fall et al.
2020 ; Poojari et al. 2017 ; Xiao et al. 2018). Quels que soient les cultivars de vigne, un virome
trés diversifié a été détecté a la fois dans les plants asymptomatiques et symptomatiques et une
grande majorité (83,33%) des plantes ont exprimé des symptémes de virose au cours de
l'automne. Ceci est cohérent avec les études (Song et al. 2022; Weber 1993) qui ont montré
que les symptdmes de virose dans la vigne sont plus fréquents pendant la saison d'automne.
De méme, d'autres études (Naidu et al. 2015; Vondras et al. 2021) ont également observé des
symptémes d'enroulement pendant la maturation des fruits ou la période post-véraison, qui se
produit généralement pendant la saison d'automne en viticulture nordique. Cependant, nos
résultats ont montré que dans 75 % des cas, I'abondance virale n'a pas augmenté ou diminué
entre les deux temps de prélevement (été et automne) méme si 87,5 % des plantes
symptomatiques ont exprimé des symptdomes au cours de l'automne. De plus, il y avait un
manque d'association entre I'abondance relative de GLRaV3 et de GPGV, qui sont connus pour
provoquer des symptdmes, et I'expression des symptomes. Ces résultats étaient inattendus, car
il est admis dans la littérature scientifique que la charge virale est corrélée a l'expression des
symptdmes et que les vignes symptomatiques contiennent significativement plus de virus que
les vignes asymptomatiques. En effet, des études antérieures ont démontré que les plants de
vigne symptomatiques GLRaV3 et GPGV avaient une charge virale élevée de ces virus, tandis
gu’'une charge virale indétectable a été observée sur les plants de vigne asymptomatiques
(Bertazzon et al. 2017 ; Monis et Bestwick 1996). Ce résultat a un impact majeur pour le
diagnostic des virus de la vigne, car la capacité a détecter les virus par des méthodes
conventionnelles (par exemple PCR, ELISA, etc.) est entravée par de faibles charges virales.
Un autre facteur important qui peut expliquer le moment d'apparition des symptédmes de viroses
pourrait étre la coinfection avec différents virus. Méme si la plupart des virus et viroides
détectés dans nos échantillons sont des membres du virome "de fond" (HSVd, GYSVd,
GRSPaV etc.), qui ne sont pas connus pour causer des symptdomes chez les cultivars utilisés
dans notre étude, I'impact de ces virus en infection mixte est inconnu. Par conséquent, nous
avons émis |'hypothése que le changement dans la composition du virome (espéces
présentes), en particulier le virome de fond (background virome), entre nos deux temps
d'échantillonnage peut expliquer la divergence dans le moment du symptéme. Cependant, les
différents indices de diversité utilisés pour mesurer la similarité des communautés virales entre
les deux temps d'échantillonnage ont montré qu'elles étaient trés similaires en termes de
richesse, de composition et d'abondance des espéces. Par conséquent, ni la charge virale,
méme pour les virus connus pour provoquer des symptdbmes (GLRaV3, GPGV), ni la
modification de la composition du virome ne sont associées a I'expression des symptdomes a
'automne. Méme si nous n'avons pas évalué l'impact de la population de variantes des virus
(haplotypes), en particulier pour GLRaV3 et GPGV, pour le méme plant de vigne (intrahéte),
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l'occurrence de polymorphisme nucléotidique unique au sein de la méme espeéce virale au fil du
temps peut expliquer le moment d’apparition des symptdémes. En outre, I'expression des
symptémes peut également étre la conséquence d'un dysfonctionnement des feuilles et de
l'accumulation de composés métaboliques en réponse a des infections virales, comme le
montre le modéle récent proposé par Song et al. (Song et al. 2022).

Pour les essais en Conviron, il a été difficile d’infecter les plants de vigne en conditions
contrélées, en effet nous pas réussi a établir une population de vecteur suffisante et les
infections mécaniques n’ont pas données les résultats escomptés. L'infection par greffage a pu
fonctionner, mais aprés 6 mois et seulement pour quelques plants.

Plan de publication :

Au final ce projet donnera neuf publications scientifiques, quatre déja publié, un soumis
et quatre autres qui seront soumis dans les prochaines semaines :

1. Javaran, VJ., Moffett, P., Lemoyne, P., Xu, D. AdkarPurushothama, C. and *Fall, M. L.
2021. Grapevine virology in the third-generation sequencing era: From virus detection to
viral epitranscriptomics. Plants. https://www.mdpi.com/2223-7747/10/11/2355

2. Lussier-Lépine, M., Lemoyne, P., Xu, D., Dionne, A., Javaran, V.J., *Fall, M. L. 2023.
First report of Alstroemeria necrotic streak virus infecting greenhouse bell pepper
(Capsicum annuum) in Canada. Plant Disease. https://doi.org/10.1094/PDIS-01-23-
0155-PDN

3. Javaran, V.J., Poursalavati, A., Lemoyne, P., T.Ste-Croix, D., Moffett, P. and *Fall, M.L.
2023. Nanopore Sequencing of Double-Stranded RNA (dsRNA) for Plant Virus and
Viroid Detection. Frontiers in evolutionary and genomic microbiology.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1192781

4. Javaran, V. J., Poursalavati, A., Lemoyne, P., Vivancos, J., and Fall, M.L. 2024. First
detection and genomic characterisation of Spinach latent virus in tomato in Canada
Integrated. NEW DISEASE REPORT. https://doi.org/10.1002/ndr2.12249

5. Fall, M.L, Poursalavati, A., Sidibé, A., Javaran, V.J., Silva Martins, G., Xu, D., Lemoyne,
P., Moffett, P. 2025. Integrated multiomics profiling of grapevine in response to viral
mixed infection. PhytoFrontiers (soumis).

6. Javaran, V. J., Lemoyne, P., Xu, D., Ste-Croix, D. T., Moffett, P., & Fall, M. L. Grapevine
red blotch virus is packaged in host exosomes to overcome epigenetic silencing of coat
protein expression. (en préparation).

7. Javaran, V. J., Lemoyne, P., Lussier-Lépine, M., Xu, D., Moffett, P., & Fall, M. L.
Evaluation and genetic diversity analysis of Bell pepper endornavirus in Quebec using
hybrid assembly approaches. (en préparation).

8. Javaran, V. J., Lemoyne, P., Poursalavati, A., Lussier-Lépine, M., Robert, E., Ste-Croix,
D. T., Moffett, P., & Fall, M. L. NanoViromics V2: Enhanced dsRNA extraction and
simplified data analysis pipeline for rapid plant virus and viroid detection by nanopore
sequencing. (en préparation).

9. Javaran, V. J., Sajaditabar. R., Lemoyne, P., Xu, D., Mahmoud, S., & Fall, M. L.
Unveiling a New Cryptic Virus from Lavender samples via Nanopore dsRNA
Sequencing. (en préparation).
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Figure 1. Comparaison des résultats du séquengage Nanopore et du séquengage Miseq pour la
détection des virus de la vigne. Pour le séquencage direct d'ADNc et le séquengage Miseq, deux
bibliothéques différentes ont été préparées apres extraction d'DsRNA a partir d'échantillons
infectés. Pour analyser les lectures courtes apres le prétraitement et le découpage, deux pipelines
ont été utilisés, LazyPipe et Virtool. L'analyse des lectures de séquengage Nanopore a nécessité
plusieurs étapes, dont l'extraction des virus au moyen de BLAST, suivie de mesures semi-
quantitatives dans Excel et Python.
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Figure 2. Comparaison des résultats du séquencage Nanopore et du séquengage Miseq pour la
détection des virus de la vigne. Pour le séquengage direct d' ADNc et le séquengage Miseq, deux
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bibliotheques différentes ont été préparées apres extraction d' DsRNA a partir d'échantillons
infectés. Pour analyser les lectures courtes apres le prétraitement et le découpage, deux pipelines
ont été utilisés, LazyPipe et Virtool. L'analyse des lectures de séquengage Nanopore a nécessité
plusieurs étapes, dont l'extraction des virus au moyen de BLAST, suivie de mesures semi-
quantitatives dans Excel et Python.
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Figure 3. Comparaison des résultats du séquencage Nanopore (séquengage direct ARN et ADNc
direct) et du séquencage Miseq pour la détection des virus de la vigne. Pour le s€quencage direct
d'ADNc et le séquencage Miseq, deux bibliothéques différentes ont été préparées apres
extraction d'DsRNA a partir d'échantillons infectés. Pour effectuer le séquencage direct de
I'"ARN, les ARNr ont été détachés par le QIAseq FastSelect -rTRNA Plant Kit aprés extraction de
I'ARN total. Pour conserver tous les ARN viraux dans nos bibliotheques, I'ARN restant a été
polyadénylé par la polymérase E. coli Poly A. Nos adaptateurs personnalisés ont ensuite été
utilisés pour générer les bibliotheques. Pour analyser les lectures courtes apres le prétraitement et
le découpage, deux pipelines ont été utilisés, LazyPipe et Virtool. L'analyse des lectures de
séquencage Nanopore a nécessité plusieurs étapes, dont I'extraction des virus au moyen de
BLAST, suivie de mesures semi-quantitatives dans Excel et Python.
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Tableau 1. Colt de séquencage direct de I’ARN total

- o - _ . . 4 30
Etape principale Etapes Matériel 1 Echantillon Echantillons ~ Echantillons
NEBNext Qu1ck Ligation 10 centimes 40 centimes 38
Reaction Buffer
Ligation de T4 DNA Ligase 3,58 14 $ 105 $
Synthése du I’adaptateur RT (fourni pour 6 1,8 $ (45
premier brin Adaptateur RT échantillons  centimes/écha 135§
d’ADN par le kit) ntillon)
.. dNTPs 85 centimes 348 25,59
Transcription SuperScript III reverse
inverse PRI 6,28 $ 25,12 $ 1884 $
transcriptase
Point clé : Aprés cette étape, les échantillons seront regroupés.
NEBNext Qulck Ligation 30 centimes 30 centimes 30 centimes
Lisation d Reaction Buffer
Préparation de gation ¢e T4 DNA Ligase 79 78 78
ey ve i1 I’adaptateur de . . .
la bibliothéque séquencase (fourni pour 6 = (fourni pour 6 = (fourni pour 6
B Adaptateur ARN (RMX)  bibliothéques  bibliothéques  bibliothéques
par le kit) par le kit) par le kit)
Amorgage et Flow cell 900 $ 900 $ 900 $
. h PR
Séquencage chargement sur = Composés chlmlques du 1008 1008 1008
flow cell kit
Coiit total/séquencage 1018,03 $ 1052,02 $ 1342,70 $
Prix total/échantillon 1018,03 $ 263 $ 448 $
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Tableau 2. Co(t de séquencage de cDNA issu de I'extraction d’ARN doubles brins.

Amorces aléatoires + codes-barres

Codes-barres personnalisés

commerciaux
, o ) o 1 23 . 24 Echantillons 96 Echantillons
Etape principale Etapes Matériel Echantillon | Echantillons Matériel (Custom- (Custom-
Barcodes) Barcodes)
Premier brin M¢lange 2,7% 62,19% Amorce 298% 11,59%
d’amorces personnalisée
aléatoires
dNTPs 42 centimes 9,66 $ dNTPs 10$ 403 $
Inhibiteur de 2,89 64,4 % Inhibiteur de 67,2 % 269 $
ribonucléase ribonucléase
RNasin® RNasin®
Maxima H minus 5% 115% Amorce de 204 $ 829
commutation de
Synthese du brin
double brin Maxima H 120 $ 480 $
d’ADNc minus
RNase H 1,5% 345$ Enzyme RNase 432 % 172,8 $
Cocktail™
Point clé : Apres cette étape, les échantillons seront
regroupes.
Deuxiéme brin dNTPs 42 centimes 9,66 $ Amorce PR2 85 centimes 85 centimes
Klenow 1,7 8% 39% 2x LongAmp 28 293
Taq Master Mix
E. coli DNA 3,74 $ 86 $
Ligase
Préparation finale NEBNext® 208 460 $ - 208 208
Préparation de la Ultra™ II End
bibliotheque Repair/dA-Tailing
Module
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Ligation de
codes-barres

Code-barres natif

190 $

Blunt/TA Ligase
Master Mix

2715 %

Point clé : Apres cette étape, les échantillons

seront regroupes.

Ligation de NEBNext® Quick 38% 38$ 38% 38$
I’adaptateur Ligation Module
Amorgage et Flow cell 900 $ 900 $ 900 $ 900 $
Séquencage chargement sur Kit produits 100 $ 100 $ 100 $ 100 $
flow cell chimiques
Coit 1077 $ 23808% 1324 % 2116 8%
total/séquencage
Prix 1077 $ 103 $ 558 229
total/échantillon
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