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RÉSUMÉ DU PROJET  

Les maladies du bois de la vigne sont très dommageables pour la pérennité du patrimoine 
viticole dans toutes les grandes régions viticoles du monde. Une multitude de champignons 
responsables de ces maladies provoquent plusieurs symptômes observés sur les différentes 
parties de la plante. La viticulture au Québec est relativement récente et encore en pleine 
expansion. L’implantation de nouvelles vignes ainsi que les changements climatiques récents 
contribuent à la propagation des champignons et des maladies dans les vignobles québécois. 
Actuellement, différentes méthodes de laboratoire sont disponibles pour la détection de ces 
maladies, mais une actualisation des techniques pour les espèces retrouvées au Canada est 
nécessaire. Ce projet a donc comme objectif principal de développer et de mettre au point des 
méthodes de détection simultanée et rapide des champignons phytopathogènes affectant les 
tissus ligneux de la vigne au Québec. Cinq maladies ont été ciblées : l’esca, le pied noir, le 
black dead arm, l’eutypiose et l’excoriose. Pour ce faire, on a choisi l’approche par qPCR 
multiplex qui cible, à l’aide des sondes d’hybridation TaqMan®, des marqueurs génomiques 
de ces agents pathogènes. Dans le cadre de ce projet, deux systèmes duplex et deux systèmes 
triplex ont été développés pour détecter la présence de dix champignons. Les retombées de ce 
projet permettront aux différents intervenants de la vigne (agronomes, vignerons) d'avoir 
accès à une méthodologie de diagnostic précise, fiable et rapide, ce qui se répercutera en une 
meilleure santé globale des vignobles du Québec et une progression de l'industrie viticole.  

 
OBJECTIFS  ET APERÇU DE LA MÉTHODOLOGIE  

L’objectif principal du projet était de développer des méthodes de détection de onze espèces 
fongiques qui sont responsables de cinq maladies du bois de la vigne au Québec. Les objectifs 
spécifiques étaient: 1) identifier les amorces nécessaires à l'identification des champignons; 2) 
mettre au point des méthodes de laboratoire pour la détection simultanée des champignons 
pathogènes du bois de la vigne (PCR multiplex, qPCR, Tagman); et 3) développer un 
protocole d'échantillonnage des tissus sur le terrain. Pour ce faire, une approche de biologie 
moléculaire basée sur la technique qPCR en temps réel multiplexe a été préconisée.  
 
Au total, vingt-six souches de dix espèces fongiques différentes ont été étudiées au cours de 
ce projet. Parmi celles-ci, vingt-deux souches nous ont été envoyées directement par le Dr 
José Ramón Ùrbez-Torres, un chercheur au Summerland research and development centre 
(Centre de Recherche et de Développement de Summerland) en Colombie-Britannique. Une 
souche de Phomopsis viticola, un champignon précédemment collecté par le Dr Ùrbez-Torres, 
nous a été fournie par le Dr Florent Trouillas de l’Université de Californie à Davis. De plus, 



 

trois souches de Cylindrocarpon pauciseptatum ont été isolées à partir des racines des vignes 
des cépages Vidal, Baltica et Radisson, provenant de l’Île d’Orléans, qui ont été 
échantillonnées en été 2016 (Tab. 3, Annexe).  
 
En considérant le principe qu’une paire d’amorces permet l’amplification de l’ADN fongique, 
celle-ci est couplée à une sonde d’hybridation de type TaqMan® ce qui permet la détection 
spécifique du matériel amplifié par l’émission de lumière fluorescente. Ainsi, la sonde est une 
séquence complémentaire à son ADN cible, dont l’extrémité 5’ est attachée à un 
fluorochrome qui est maintenu non-fluorescent par une molécule d’agent d’extinction 

(quencher molecule) qui est liée à l’extrémité 3’. Durant les étapes d’amplification, l’ADN 
polymérase clive ce fluorochrome, ce qui se traduit par l’émission d’une lumière fluorescente 
d’une certaine couleur. Comme la sonde est conçue pour qu’elle soit spécifique à une espèce 
seulement, il est possible de développer un système de détection simultanée de plusieurs 
champignons en ajoutant plusieurs sondes, chacune attachée à un fluorochrome de couleur 
différente, dans une même réaction. Ainsi, il est possible de vérifier la présence ou l’absence 
des espèces cibles dans un échantillon environnemental, en regardant la présence ou l’absence 
de l’émission de fluorescence. Les détails de la méthodologie pour chacune des étapes et des 
maladies est décrite dans le mémoire de Mme Ozaki (Annexe 1, Tab. 4, 5). 
 
 
RÉSULTATS SIGNIFICATIFS OBTENUS  
 
Les onze champignons responsables des cinq maladies du bois de la vigne ont été d’abord 
classifiés en quatre groupes différents, selon les symptômes causés (voir Tableau 1). Sur la 
base de cette classification, quatre trousses multiplexes permettant la détection ont été 
développées. Chacune d’elle assure le diagnostic de la présence de deux à trois espèces 
fongiques phytopathogènes de manière simultanée et rapide. L’approche préconisée pour 
chacune des réactions (ou systèmes) multiplexes est l’utilisation d’une seule paire d’amorces 
permettant d’amplifier une région commune de l’ADN de toutes les espèces ciblées. Cette 
région est par la suite soumise à des sondes spécifiques à chacune des espèces fongiques 
recherchées. Cette approche a l’avantage de réduire le coût de son utilisation et de la rendre 
plus conviviale. 
 
Une méthodologie détaillée a été développée et testée sur des échantillons provenant du 
terrain. Cette méthodologie spécifique pour les cinq maladies du bois ciblées sera transférée 
au Laboratoire d’expertise et de diagnostic en phytoprotection du MAPAQ. La liste des 
souches, des sondes et des amorces ainsi que quelques détails du protocole sont présentés en 
annexe 1 (Tab. 3, 4, 5). De plus, un protocole d’échantillonnage sur le terrain a été élaboré 
afin de spécifier les conditions d’envoi au laboratoire des plants à tester (Annexe 2). 
 
Compte-tenu de la complexité des méthodologies, seuls deux exemples sont présentés dans ce 
rapport afin d’illustrer le processus d’élaboration d’une telle méthode de détection simultanée.  
 



 

Tableau 1. Regroupement de champignons étudiés dans le présent projet  

 
 
 
Maladie de Pétri / Esca.  
La détection des champignons responsables de la maladie de l’Esca a été le premier système 
développé. Cette maladie peut être principalement causée par deux espèces de champignons : 
Phaeomoniella chlamydospora et Phaeoacremonium aleophilum. À partir des résultats 
d’amplification avec deux amorçes ITS1 et ITS2 communément utilisées chez les 
champignons pour amplifier la région ITS1 de l’ADN chez la plupart des champignons, une 
étude des régions variables a été entreprise. En effet, le fonctionnement du système duplex 
demande la conception de deux sondes qui ciblent différentes régions hypervariables dans la 
région ITS1 chez chacune des deux espèces. Une fois que les amorces et les sondes ont été 
synthétisées, la spécificité de chacune d’elles a fait l’objet d’une réaction monoplexe, afin de 
vérifier qu’elle ne s’apparie qu’à seulement l’ADN d’un des deux champignons ciblés. 
L’étude a été poussée plus loin afin de vérifier la spécificité des amorces et des sondes en les 
utilisant dans un cocktail contenant l’ADN de sept champignons dont six étaient non-ciblés. 
Les résultats obtenus confirment qu’il n’y a pas d’amplifications non-spécifiques contre ces 
pathogènes.  
 
Par la suite, ces amorces et sondes ont été employées dans des étapes visant l’optimisation des 
conditions de réaction du système monoplexe, Ainsi, dans un premier temps, on cherchait à 
s’assurer que les deux sondes fonctionnaient correctement de manière individuelle. On a aussi 
cherché à démontrer que leur utilisation en concomitance lors de réactions en duplexe 
permettait la détection des champignons. Par ces deux étapes (monoplexe et duplexe), 
l’efficacité de réaction a été mesurée en faisant des dilutions en série de l’ADN cible. Comme 
la valeur de l’efficacité observée était comprise entre 0,90 et 1,10, on pouvait donc considérer 
que les sondes s’hybrident à l’ADN cible correctement, et que les amorces font doubler sa 
quantité après chaque cycle. Suivant l’optimisation de certains paramètres de qPCR, les 
résultats obtenus en condition monoplexe ainsi qu’en condition duplexe indiquent que les 



 

deux sondes développées et les amorces synthétisées sont efficaces et permettent de détecter 
l’ADN chez les deux espèces cibles (voir Figures 1 et 2 et Tableau 2).  
 
Figure 1. Réactions monoplexes avec l’ADN de P. chlamydospora (gauche) et celui de P. 

aleophilum (droite) dilué en série 

       
 
Les courbes de la figure 1 montrent une séparation claire des unes par rapport aux autres, et 
que la distance entre elles (ex : distance entre 3ng et 0,3ng) est approximativement de 3,3 ce 
qui démontre que la quantité d’ADN cible est doublée après chaque cycle de qPCR. Ces 
données ont aussi servi à élaborer les courbes d’étalonnage, qui sont présentés à la Figure 2, à 
partir desquelles l’efficacité de la réaction est calculée. Ainsi, pour les deux champignons, on 
peut constater que la valeur de réaction est supérieure à 0,90, ce qui signifie un bon 
fonctionnement des deux sondes. Aux fins de l’interprétation, la sonde spécifique à P. 

chlamydospora est attachée au fluorochrome rouge (Cy5), tandis que celle de P. aleophilum 
est liée au fluorochrome jaune (HEX). 
 
Figure 2. Courbe d’étalonnage de réaction en condition monoplexe en utilisant la sonde 
spécifique à P. chlamydospora (gauche) et celle qui est spécifique à P. aleophilum (droite) 

 
 
 
D’autre part, on note qu’il n’y a pas de différence majeure dans les valeurs de Ct (aussi appelé 
cycle seuil) en condition monoplexe et duplexe (Tableau 2). Cette valeur correspond au point 
à partir duquel un signal est perçu à partir de votre échantillon. De plus, l’efficacité de 



 

réaction en condition duplexe est toujours supérieure à 0,90, tel que démontré à la figure 2. 
Ces résultats prouvent que la réaction duplexe fonctionne aussi bien que les deux réactions en 
monoplexe.  
 
 
Tableau 2. Comparaison des valeurs de Ct en condition monoplexe et duplexe chez P. 

chlamydospora (gauche) et chez P. aleophilum (droite) 

         
 
 
Finalement, la dernière étape du développement du premier système multiplexe est le test de 
la limite de détection, c’est-à-dire d’investiguer le seuil limite en termes de quantité à partir 
duquel l’ADN peut être détecté. Les résultats montrent qu’une quantité aussi infime que 3x10-

5 ng d’ADN par réaction peut être détectée dans le cas de P. chlamydospora, et de 3x10-3 ng 
d’ADN chez P. aleophilum.  
 
Pied noir 

Un deuxième système multiplexe a été développé et permet la détection des trois 
champignons les plus répandus parmi ceux qui causent les symptômes du pied noir au 
Canada; soit Ilyonectria liriodendri, Ilyonectria macrodidyma, et Cylindrocarpon 

pauciseptatum. La méthodologie utilisée pour le développement de ce système est similaire à 
celle de l’Esca. Cependant, puisque la discrimination entre les trois espèces est difficile à 
partir des séquences de la région ITS, une nouvelle région plus spécifique, soit celle du gène 
histone 3 a été ciblée. Des amorces spécifiques pour cette région ont donc été développées. 
  
Suivant le test de spécificité et l’optimisation des paramètres permettant de conduire les 
réactions en monoplexe, des réactions en condition duplexe et en condition triplexe ont été 
effectuées (Figure 3). On note que les résultats présentés sont pour des réactions réalisées en 
mode triplexe; donc en présence de l’ADN des trois champignons placés dans un même tube. 
Les trois graphiques (a, b et c) correspondant à la détection de chacune des espèces fongiques. 
L’efficacité a été calculée pour chacun des canaux, ce qui explique les trois valeurs observées 
par réaction en triplexe. Les essais de qPCR triplexe ont été effectués et leur répétition ont 
montré l’uniformité des réponses. Ce qui doit être retenu, c’est que l’efficacité de réaction 
pour les trois sondes est supérieure à 0,90. Des expériences sont actuellement en cours afin de 
déterminer les seuils limites pour la détection de chacun des trois espèces de champignons.  
 
 
 
 
 
 
 



 

Figure 3. Résultat de réaction triplexe en utilisant l’ADN de I. macrodidyma (a),  
C. pauciseptatum (b), et I. liriodendri (c), dilué en série.  
 

a)                                                                               b) 

c) 
 

 
 
 

 

Black dead arm (BDA) 
Les trois espèces ciblées lors du développement du troisième système multiplex étaient 
Diplodia seriata, Botryosphaeria dothidea, et Neofusicoccum parvum, qui appartiennent tous 
à des genres différents, mais à la même famille Botryosphaeriaceae. Comparativement aux 
trois espèces responsables du pied noir, les trois champignons associés au BDA sont faciles à 
identifier. Le séquençage de la région ITS est suffisant pour bien les distinguer. Par 
conséquent, les séquences de la région ITS des souches de ces trois espèces ont été alignées 
pour y trouver trois séquences candidates de sondes TaqMan. Cet alignement a montré que la 
région ITS2 contenait plus de régions variables entre les espèces que la région ITS1. De plus, 
les régions variables retrouvées dans la région ITS1 étaient riches en guanine et en cytosine 
que leur Tm était plus élevée que ce qui est recommandée normalement dans la littérature. 
Ainsi, la région ITS2 a été choisie comme la région cible à amplifier dans la qPCR triplex. 
Trois sondes TaqMan ont été ensuite dessinées en se basant sur les séquences variables qui 
s’y sont trouvées. La paire d’amorces universelles ITS3 et ITS4 a été sélectionnée pour 
amplifier la région ITS2 chez les trois espèces en question (Figure 4).  
 



 

Figure 4: Séquences des sondes DS1, BD1 et NP2 alignées à celles de la région ITS2 chez 
D. seriata PARC90, B. dothidea PARC78 et N. parvum PARC15 
 

 
 
Les séquences de la région ITS2 chez les trois souches ont été obtenues en séquençant leur région 
ITS complète. La figure ci-haut montre une partie de la région ITS2 qui a été ciblée par les trois 
sondes DS1, BD1 et NP2. 

 
Le premier essai de la réaction triplexe a révélé qu’aucune des trois sondes n’était efficace 
lorsqu’elles étaient mises ensemble dans une seule réaction. Pour régler ce problème, 
plusieurs paramètres ont été modifiés, tels que la température de l’étape 
d’hybridation/élongation et la concentration des réactifs dans le mélange réactionnel afin 
d’identifier les facteurs affectant l’efficacité de cette réaction. La réaction triplex a été 
optimisée en modifiant la concentration de la sonde NP2 et celle du MgCl2 et en ajoutant une 
étape d’hybridation/élongation à 60°C pendant 30 secondes. Dans ces conditions, l’efficacité 
de réaction triplex pour chacune des trois sondes était située dans une marge acceptable 
(Figures 5, 6 et 7).  
 
Figure 5 : Comparaison des courbes d’étalon générées suite à la réaction triplex et à la réaction 
monoplex en présence de la sonde BD1 et de l’ADN de B. dothidea PARC32 

 
 



 

Figure 6 : Comparaison des courbes d’étalon générées suite à la réaction triplex et à la réaction 
monoplex en présence de la sonde DS1 et de l’ADN de D. seriata PARC90 
 
 

 
 
Figure 7 : Comparaison des courbes d’étalon générées suite à la réaction triplex et à la réaction 
monoplex en présence de la sonde NP2 et de l’ADN de N. parvum PARC15 

 
 
Excoriose et eutypiose 

Les deux espèces ciblées lors du développement du quatrième système multiplex étaient 
Phomopsis viticola et Eutypa lata, qui sont des pathogènes responsables de l’excoriose et de 
l’eutypiose, respectivement. Les trois souches de E. lata ont été fournies par le Dr Ùrbez-
Torres, alors que la souche de P. viticola nous a été envoyée par le Dr Trouillas. Leur 
affiliation a été confirmée par séquençage de la région ITS et du gène de facteur d’élongation 
1- (Figure 8). La spécificité des sondes PHO1 et EUT1 pour leurs cibles a été vérifiée en 
choisissant les espèces fongiques non-cibles comme témoins négatifs, puis P. viticola et E. 

lata comme témoins positifs. Le seuil du canal rouge a été ajusté à 0,030, et celui du canal 
jaune à 0,024, pour que ceux-ci soient légèrement au-dessus des courbes d’amplification des 
témoins négatifs (Figure 9). Aucune espèce fongique non-ciblée n’a été détectée par les 
sondes PHO1 et EUT1 en condition monoplexe. 



 

Figure 8 : Séquences des sondes PHO1 et EUT1 alignées à celles de la région ITS1 partielle chez 
P. viticola et E. lata 

 
 
Les séquences de la région cible présentées dans la figure ci-dessus ont été obtenues en séquençant 
la région ITS des souches de P. viticola et de E. lata. Les sondes PHO1 et EUT1 ont été dessinées en 
ciblant une partie de cette région ayant suffisamment de variation interspécifique. 
 

Figure 9 : Courbes d’amplification générées suite au test de spécificité de la sonde PHO1(haut) 
et EUT1 (bas) contre l’espèce cible (*) et neuf espèces non-ciblées 

 
 
 

Résumé des quatre réactions multiplex développées 

Les réactifs et le programme de qPCR utilisés et optimisés pour la détection des pathogènes 
responsables de l’esca, du pied noir, du BDA, de l’excoriose et l’eutypiose sont résumés aux 
tableaux 3 et 4. 



 

Tableau 3 : Résumé des volumes de réactifs ajoutés, en μl, dans chacun des mélanges 
réactionnels 

 
 
Tableau 4 : Le temps et la température d’hybridation/élongation utilisés dans les quatre 
réactions multiplex développées 

 
 
Validation avec les échantillons du terrain 

La réaction triplex permettant de détecter la présence des champignons responsables du pied 
noir a été validée en utilisant les échantillons de racines des vignes atteintes du pied noir qui 
nous ont été fournies en 2016 par un vignoble situé à l’Île-d’Orléans. Le premier objectif de 
cette étape était de déterminer la meilleure trousse d’extraction d’ADN fongique qui sera 
recommandée aux futurs utilisateurs des méthodes développées dans ce projet. Le second 
objectif était de vérifier que la réaction triplex en question peut détecter la présence d’au 
moins une espèce fongique ciblée à partir de l’extrait d’ADN d’un échantillon réel. Un total 
de six trousses commerciales d’extraction d’ADN ont été testées. L’ADN a pu être extrait 



 

sans problème à partir de l’échantillon Baltica D23474 en utilisant cinq trousses. 
Malheureusement la migration sur gel 1% a montré qu’aucun ou très peu d’ADN a été extrait 
en utilisant la trousse E.Z.N.A. Fungal DNA Mini (Omega Biotek). Cinq aliquotes d’ADN 
ont alors été conservées à 4°C. Tel qu’illustré dans la figure 10, le résultat de la migration des 
aliquotes sur le gel d’agarose 1% suggère que la trousse DNeasy PowerPlant Pro (Mo Bio) a 
permis d’extraire le plus d’ADN (Figure 10, Tableau 5). 
 
Figure 10 : Courbes d’amplification générées suite à la réaction triplex en ajoutant l’ADN 
extrait à partir du pied de la vigne Baltica D23474 à l’aide de la trousse DNeasy PowerPlant Pro 
 

 
 
Les courbes d’amplification marquées d’une étoile (*) sont des témoins positifs : 3ng d’ADN de I. macrodidyma, 

I. liriodendri, et C. pauciseptatum pour les sondes MAC1, LIR1 et PAU1, respectivement. Les courbes indiquées 

par une flèche sont l’ADN extrait à partir du pied de vigne Baltica D23474. 
 



 

La réaction triplex a détecté la présence des trois espèces également dans l’ADN extrait à 
l’aide de la trousse E.Z.N.A Plant DNA Mini, mais les valeurs de Ct associées étaient élevées. 
MAC1, LIR1 et PAU1 ont détecté leurs espèces cibles après environ 32, 27 et 30 cycles, 
respectivement (Tableau 5). On peut supposer que la réaction contenait approximativement 
10-2 ng de I. macrodidyma, 3x10-1ng de I. liriodendri, et 10-3 ng de C. pauciseptatum. Ce 
résultat confirme la conclusion tirée par le laboratoire de diagnostic en phytoprotection du 
MAPAQ, qui a annoncé que cet échantillon de vigne est atteint du pied noir, après avoir 
effectué des tests d’isolement des souches du genre Cylindrocarpon sur cet échantillon de 
vigne. D’un autre côté, on n’a malheureusement pu détecter que deux espèces seulement dans 
l’ADN extrait à l’aide des trousses FavorPrep Soil DNA Isolation Mini et FastDNA SPIN for 
Soil. Quant à l’ADN extrait en utilisant la trousse DNeasy PowerLyzer PowerSoil, la présence 
de I. liriodendri seulement a été confirmée (Tableau 5).  
 
Tableau 5 : Valeurs de Ct associées à la détection des trois espèces dans les échantillons d’ADN 
extraits à l’aide des cinq trousses commerciales 
 

 
 
Conclusion 

En conclusion, un total de quatre réactions multiplexes ont été développées et optimisées au 
cours de ce projet. Bien que la spécificité de chacune des dix sondes in silico devrait être 
démontrée en utilisant des bases de données de référence plus fiables, il a été vérifié 
expérimentalement qu’elles étaient toutes spécifiques à leurs espèces ciblées. La première 
réaction duplexe permet de détecter la présence des champignons provoquant les premiers 
symptômes de l’esca. Une détection d’au moins 3x10-3ng d’ADN de P. aleophilum et 3x10-

5ng d’ADN de P. chlamydospora était possible. La seconde réaction développée peut révéler 
la présence de 3x10-4ng I. macrodidyma, I. liriodendri et C. pauciseptatum, et elle a été 
validée avec l’ADN extrait à partir du pied d’une vigne atteinte du pied noir. La troisième 



 

réaction multiplexe permet de dépister 3x10-4ng d’ADN de D. seriata, ainsi que 3x10-3ng 
d’ADN de B. dothidea et de N. parvum, responsable du black dead arm. Il a été démontré 
expérimentalement que ces sondes ne s’hybrident pas sur l’ADN extrait de vignes saines. 
Finalement, la réaction duplexe contenant PHO1 et EUT1 est capable de détecter jusqu’à 
3x10-3ng de P. viticola et 3x10-4ng de E. lata, deux champignons associés à l’excoriose et à 
l’eutypiose, respectivement. Les quatre réactions ont été validées avec les échantillons de 
vignes provenant des vignobles québécois et les protocoles sont actuellement prêts à être 
transférés au Laboratoire d’expertise et de diagnostic en phytoprotection du MAPAQ, qui 
pourra les utiliser comme outil de diagnostic de routine. L’emploi généralisé de cette 
procédure de diagnostic pourra donc protéger et maintenir la santé globale des vignobles au 
Québec. 
 
DIFFUSION DES RÉSULTATS  
 
Les résultats du projet ont été présentés : 

1) lors d’une présentation par affiche au congrès conjoint annuel de la Société de protection 
des plantes (SPPQ) et de la Société canadienne de phytopathologie (SCP) à Québec, 17-20 
juin 2018 (voir annexe 4).  
C. Provost, K. Ozaki, C. Guertin & E. Deziel. 2018. Development of multiplex protocols to 
detect grapevine wood diseases. Société de protection des plantes (SPPQ) et Société 
canadienne de phytopathologie (SCP), Québec, 17-20 juin 2018 
 
2) lors d’une présentation par affiche au congrès annuel de la Société canadienne des 
microbiologistes (SCM) à Waterloo, ON, 20-23 juin 2017 (voir annexe 4).  
K. Ozaki, C. Provost, C. Guertin, E. Déziel. 2017. Development of multiplex protocols for the 
detection of pathogenic fungi affecting grapevine woody tissues. Société canadienne des 
microbiologistes (SCM), Waterloo, ON, 20-23 juin 2017 
 
3) lors d’une conférence au congrès cidres, vins et alcools d’ici à Boucherville, 27-28 mars 
2018.  
Dionne, A. 2018. Nouvelles maladies détectées dans les vignobles, mises à jour. Congrès 
cidres, vins et alcools d’ici, 27-28 mars 2018, Boucherville. 
 
4) le projet a été présenté et discuté avec les agronomes lors des rencontres du réseau 
d’avertissement phytosanitaire (RAP vigne en 2015, 2016, 2017), dont le CRAM fait partie. 
Plus spécifiquement, il y a aussi eu la présentation suivante :  
Dionne, A. 2017. Nouvelles maladies détectées dans les vignobles, mises à jour. Bilan RAP 
vigne fin de saison, 29 novembre, Drummondville. 
 
5) les résultats du projet ont été présentés dans le cadre d’une journée spécifiquement pour les 
agronomes et intervenants dans la vigne au Québec, soit les séances d’échanges sur la 
recherche en viticulture et œnologie, tenue le 9 avril 2018 à Ste-Hyacinthe. 
 
6) le rapport final sera déposé sur le site internet du CRAM et sera envoyé au Conseil des vins 
du Québec (anciennement Association des vignerons du Québec). L’association pourra 
transférer le rapport à ses membres. 



 

 
APPLICATIONS POSSIBLES POUR L’INDUSTRIE  
 
Ce projet contribue à l'avancement des connaissances concernant les champignons 
phytopathogènes retrouvés dans les tissus ligneux de la vigne. Les retombées de ce projet sont 
importantes puisque les méthodes de détection des maladies de la vigne n’étaient pas au point 
et plusieurs diagnostics négatifs étaient obtenus avec des symptômes évidents de maladie. La 
précision des techniques de détection en laboratoire était donc essentielle pour l'émission d'un 
diagnostic fiable. La méthode de détection par qPCR multiplexe permet une détection 
simultanée de plusieurs champignons pathogènes à l'aide d'un seul test. Cette méthode est 
privilégiée car elle est très spécifique, fiable et elle réduit les manipulations. De plus, 
l'élaboration du protocole d'échantillonnage au champ permet l'envoi d'échantillon dans les 
meilleures conditions favorisant ainsi la détection des maladies au laboratoire. Les méthodes 
de détection développées dans le cadre de ce projet seront transférées au Laboratoire 
d’expertise et de diagnostic du MAPAQ, ainsi les professionnels du MAPAQ disposent de 
méthodes spécifiques et rapides pour la détection de ces cinq maladies du bois de la vigne. 
Ainsi tous les intervenants et les producteurs peuvent profiter des retombées de ce projet en 
ayant accès à des méthodes de détection précises. 
 
 
POINT DE CONTACT POUR INFORMATION 
 
Pour toute information complémentaire, vous pouvez contacter : 

Caroline Provost, Ph. D., 

Chercheure et Directrice 

Courriel : cprovost@cram-mirabel.com 

Tél. : (450) 434-8150 poste 5744 

Claude Guertin, Ph. D., 

Professeur INRS-IAF 

Courriel : claude.guertin@iaf.inrs.ca 

Tél. : (450) 687-5010 poste 4234 

 
 
REMERCIEMENTS AUX PARTENAIRES FINANCIERS 
 
Nous tenons à remercier l’équipe de laboratoire de l’INRS-Institut-Armand Frappier pour 
l’assistance technique dans la réalisation du projet. Nous tenons à souligner l’apport technique 
et l’expertise que Antoine Dionne et Julien Vivancos phytopathologistes au laboratoire de 
diagnostic en phytoprotection du MAPAQ, a apporté au projet. Nous tenons aussi à remercier 
les agronomes ayant participé au projet en fournissant des plants de vigne. Ce projet a été 
réalisé en vertu du volet 3.2 du programme Prime-Vert 2013-2018 et il a bénéficié d’une aide 
financière du ministère de l’Agriculture, des Pêcheries et de l’Alimentation par l’entremise du 
Fonds vert.  

 



 

Annexe 1 : Résultats 
 
 
Tableau 3. La liste des souches étudiées dans le présent projet, ainsi que leurs sources (issue 
du mémoire de K. Ozaki) 
 

 
 



 

Tableau 4 : La liste des sondes employées pour toutes les espèces fongiques étudiées, 
chacune responsable d’une maladie, ainsi que les paires de fluorochromes et quenchers qui y 
sont attachés (issue du mémoire de K. Ozaki) 
 

 
 



 

Tableau 5 : Les régions et les gènes séquencés pour identifier les souches étudiées, ainsi que 
les paires d’amorces universelles permettant leur amplification (issue du mémoire de K. Ozaki) 
 

 
 
Amorces et sondes d’hybridation TaqMan® 

Les paires d’amorces universelles utilisées pour développer les réactions multiplex, 
ITS1(5’ ́TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3’)/ITS2 (5’ GCT GCG TTC TTC ATC GAT 
GC 3’) et ITS3 (5’ GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC 3’) /ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC 3’), ainsi que les amorces conçues pour la région du gène de l’histone H3, 
H3F_1 (5’ AGC TTG CTT CCA AGG CTG 3’) et H3R_2 (5’ GGT GAG GCT TCT TGA 
CAC C 3’), ont été synthétisées par AlphaDNA (Montréal). Tandis que la séquence des paires 
d’amorces universelles a été trouvée dans la littérature (Glass et Donaldson, 1995), H3F_1 et 
H3R_2 ont été dessinées à l’aide des outils en ligne Clustal Omega (EMBL-EBI ; 
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) et PrimerQuestâ (IDT). De plus, les amorces utilisées 
pour le séquençage de certaines espèces ont été synthétisées également par AlphaDNA. Elles 
incluent Bt2a (5’GGTAACCAAATCGGTGCTGCT TTC 3’) /Bt2b (5’ 
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3’), pour le gène de bêta-tubuline, et EF1-728 (5’ 
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 3’)/EF1-986R (5’ TACTTGAAGGAACCCTTACC 3’) 
pour le gène du facteur d’élongation 1-alpha.  



 

Annexe 2 : Protocole d’envoi des échantillons au laboratoire d’analyse 
 
Tissus à échantillonner et période d’échantillonnage 
 
▪ L’échantillonnage peut être effectué durant toute la saison de croissance.  
 
▪ L’échantillon doit être constitué de la base du plant avec une partie de son système 

racinaire. La partie racinaire est nécessaire pour détecter principalement le pied noir.  
 

▪ Éliminer le plus de terre possible afin de diminuer le poids de l’échantillon. 
 
Conservation de l’échantillon et expédition au laboratoire 
 

▪ Chaque échantillon doit être placé dans un sac de plastique ou une boîte sur lequel doit 
être inscrit le numéro de la demande d’analyse correspondant. 
 

▪ Remplir formulaire d’envoi d’échantillon du laboratoire de diagnostic. 
 

▪ Il est important que les échantillons prélevés ne soient pas soumis à de grandes 
variations de température et qu’ils soient expédiés le plus rapidement possible 
vers le Laboratoire de diagnostic en phytoprotection. Si l’échantillon ne peut être 
envoyé immédiatement au Laboratoire, l’entreposer dans un réfrigérateur (6 à 8°C) ou 
une glacière très au frais jusqu’au moment de l’envoi. 

 
 



 

Annexe 3 : Photos 
 
Excoriose 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Symptômes de l’excoriose sur le bois et les feuilles de vigne. 
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Figure 3 : Symptômes de l’eutypiose sur le bois et le cep de vigne. 
 
 
 
 

INRA 
INRA 



 

Esca 
 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Symptômes de l’esca sur les feuilles, le bois, les fruits et le cep de vigne (Source INRA). 
 
 



 

Pied noir 
 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
Figure 5 : Les exemples de symptômes observés sur les racines et le bois de la vigne atteinte du 
pied noir 
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Black dead arm 
 

   
 
 

  
 
 
Figure 6 : Symptômes du Black dead arm sur les feuilles et le bois de vigne (Source INRA). 



 

Annexe 4 : diffusion des résultats 
 

 



 

 


