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ANALYSE PAR ELISA ET IMMUNOCAPTURE-RT-PCR DES VIRUS ASSOCIES
A LA JAUNISSE NANISANTE DE I'ORGE (BYD) SUR BLE TENDRE

Recgu le 01/12/1999 — Accepté le 20/05/2002

Résumé

L’étude épidémiologique, menée sur blé tendre var HD 1220 en 1998 dans la région de Blida, a
montré que 1’incidence de la jaunisse nanisante de 1’orge (BYD) est de 27,23%. Les résultats du test
DAS et TAS-ELISA ont montré 1’abondance de I’infection simple du BYDV-PAV (28%), BYDV
MAYV (25%), CYDV-RPV (14%) et RMV (13%). Les infections mixtes sont représentées le plus
souvent en infection double (BYDV PAV + BYDV MAV (11,22%), suivie de BYDV-PAV + CYDV
RPV (3,74%), BYDV MAV + CYDV-RPV (1,87%), BYDV-MAV + CYDV-RPV, BYDV-PAV +
RMV, BYDV MAV + RMV et BYDV-PAV + SGV (0,93%) chacune. L’infection triple est
représentée par BYDV-PAV + BYDV-MAV + CYDV-RPV (3,74%). Les analyses de
I’immunocapture - RT - PCR ont révél¢ la présence de 7 isolats de BYDV-PAYV profil de type A et 5
isolats de BYDV-PAV profil de type B. L’analyse de la variabilité biologique a montré que le
BYDV-PAV A est agressif sur orge cv Plaisant par rapport au BYDV-PAV B. Sur avoine cv Coast
Black, le RMV induit des symptomes typiques de BYD.

Mots clés: Luteovirus, virus associés au BYD, céréales, épidémiologie, puceron
vecteur de virus.

Abstract

Study of epidemiology conducted on bread wheat HD 1220 in Blida region in 1998, shown that
the incidence of BYDV was 27.23%. The ELISA results shown that the simple infection was
prevalent particularly by BYDV-PAV (28%), followed by BYDV-MAV (25%), CYDV-RPV (14%),
RMYV (13%). But the mixtes infections were represented often by the double infection BYDV-MAV
+ BYDV-PAV (11.22%), BYDV-PAV + CYDV-RPV (3.74%), BYDV-MAV + CYDV-
RPV (1.87%), BYDV PAV + RMV, BYDV-MAYV + RMV, BYDV-PAV + SGV (0.93%). The triple
infection was represented by BYDV-PAV + CYDV-RPV + BYDV-MAV (3.74%). The analyses of
immuncapture - RT - PCR were revelated 7 isolats of BYDV-PAV type A and 5 isolats of BYDV-
PAV type B. The biological variability shown that BYD-PAV A was severe in barley cv Plaisant than
BYDV-PAV B. In oat cv Coast Black BYD-like symptoms was observed by RMV.

Key words: Luteovirus, viruses associated to BYD, cereals, epidemiology, aphids
virus vector.
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I a jaunisse nanisante de l’orge est une maladie agronomiquement
importante sur les cultures de céréales dans le monde. Les dégéts
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cultures de céréales dans le monde. Les dégats causés par ces virus
varient suivant [’année, la localisation géographique et les plantes hotes.
Cette maladie peut causer des baisses de rendements importants sur les
céréales a paille [1]. En Algérie, la jaunisse nanisante de 1’orge a été
signalée par Benbelkacem [2] et Makkouk et al. [3]. La présence du
BYDV-PAV, BYDV-MAV et du CYDV-RPV a été rapportée par El-Yamani
et al. [4]. La maladie est principalement causée par une infection simple
ou mixte par le BYDV-PAV, BYDV-MAV et le CYDV-RPV, mais le BYDV-
PAV est le plus souvent dominant [5-7]. L’infection primaire des virus
associés au BYD sur les semis d’automne de céréales est trés
dommageable et est principalement associée aux vols des pucerons ailées
viruliféres de R. padi, vecteurs de virus.

L’objectif de ce travail est de surveiller les contaminations primaires
par les tests de détection sur des plants de blé tendre extériorisant des
symptomes de type jaunisse nanisante de 1’orge et par les tests de
transmission sur les pucerons ailés prélevés sur ces méme plants.

MATERIELS ET METHODES
Etude épidémiologique du BYD

Afin d’estimer 1’impact probable de I’infection primaire sur les semis
automnaux et de calculer chaque semaine I’indice d’infectivité proposé
par Plumb, (1983, 1995), Plumb et a/. (1982), un essai épidémiologique
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sur blé tendre cv HD 1220 a ét¢é mené a la station
expérimentale de I’institut d’Agronomie de Blida en 1998.

TERRAIN EXPERIMENTAL

Le terrain expérimental se compose 7 parcelles non
espacées entre elles, de dimensions 30m x 15m. La
superficie totale des 7 parcelles est de 3150 m?. Le terrain
expérimental est limitée a I’ouest par un verger et au sud-
est et au nord par des paturages.

Observations et préléevements d’échantillons

Les observations ont commencé au stade fin de tallage.
La progression de I’épidémie a été suivie en observant
régulierement -tous les 3 jours- les plants présentant:

*des symptdmes de type BYD qui sont des rougissements
et enroulements des feuilles,

*des pucerons vecteurs du BYD qui sont R. padi, R. maidis,
S. avenae, S. fragariae, Schizaphis graminum.

Les notations visuelles sont confirmées toutes les
semaines par des controles TAS-ELISA vis-a-vis du BYDV-
PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV et DAS-ELISA vis-a-vis du
RMV, SGV. Des prélévements hebdomadaires de 70 plants
(10 plants par parcelle) ont été effectués du stade tallage-
début montaison jusqu’au stade épiaison correspondant
ainsi a 8 semaines de prélévement. Le nombre total
d’échantillons prélevés est de 560.

Tests immunoenzymatiques

Pour la détection des virus associés au BYD, nous avons
utilisé la méthode directe DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich) et TAS-ELISA (Triple Antibody Sandwich)
avec des antisérum polyclonaux et monoclonaux, afin
d’étudier les différents sérotypes et les relations entre les
souches des virus associés au BYD [8,9].

DAS-ELISA

Les virus présents dans I’extrait de la plante a tester
réagissent avec les anticorps polyclonaux (AcsPCx):
BYDV-PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, RMV et SGV. lls
sont dilués au 1/1000%™ et fixés sur la plaque de
microtitration. Les virus sont ensuite mis en contact avec
une préparation d’AcsPCx couplée a I’enzyme phosphatase
alcaline a une dilution de 1/2000°™, La double réaction
sérologique est mise en évidence par la réaction du substrat
de I’enzyme le paranitrophényl phosphate (1mg/ml), ce qui
conduit a une réaction colorée dont [’intensité est
proportionnelle a la quantité d’antigéne fixée. La lecture
des densités optiques s’effectue a D'aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 405 nm. Les
témoins sains utilisés sont des plants d’orge cv Plaisant. Les
échantillons sont considérés positifs lorsque la valeur de la
densité optique (DO) est 3 fois supérieure a celle du témoin
sain.

TAS-ELISA

Le virus est capté par les anticorps monoclonaux
(AcsMCx) spécifiques (P2, P14, M2, PM63 et MAC 91)
dilués au 1/10®™, Ces derniers sont mis en évidence par
I’anticorps anti-gamma globuline de souris dilué au
1/1000%™ pour le BYDV-PAV et le BYDV-MAV et

Ianticorps anti-gamma globuline de rat dilué au 1/2000°m°
pour le CYDV-RPYV.

Immunonocapture-reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (IC-RT-PCR)

Les particules virales extraites des tissus foliaires sont
fixées sur une plaque de microtitration préalablement
coatée avec un AcPC BYDV-PAV dilué au 1/500°™, Aprés
dépdt de I’inhibiteur de I’enzyme ribonucléase (Rnase), la
plaque est soumise & 2 cycles de congélation a -20°C et
décongélation au bain-marie a 50°C. Par la suite, I’enzyme
transcriptase inverse est utilisée pendant 1h a 42°C en

présence d’une amorce indirecte Lu-4
(GTCTACCTATTTGG) correspondant des nucléotides
3455 a 3468 de [l’isolat BYDV-PAV-Vic [10].

L’amplification est réalisée par addition d’une amorce
directe Lu-1 (CCAGTGGTTATGGTC) correspondant du
nucléotide 2938 a 2952 de I’isolat BYDV-PAV-Vic [10].

L’amplification par PCR se compose d’une étape
initiale de dénaturation de 5 min. a 95°C suivie de 35 cycles
de 95°C pendant 15 sec, 50°C pendant 30 sec, 72°C
pendant 15 min. La polymérisation en chaine se termine par
une étape d’élongation de 10min. a 72°C.

Transmission par aphides

Les pucerons viruliféres sont déposés a I’aide d’un
pinceau légeérement humecté sur des plants d’orge sain cv
Plaisant. Ces derniers sont recouverts de bonnettes et
maintenus en chambre climatique a 14°C & wune
photopériode de 16h. Apres 48h d’inoculation (IAP), les
pucerons sont retirés et un traitement aphicide est appliqué
(Pirimor 0.75g/1). Afin d’éviter I’apparition de champignon
au cours de notre essai, un traitement fongique (Galbéne
0.75g/1) préventif est effectué chaque semaine.

RESULTATS
Incidence des virus associés au BYD

L’incidence de la jaunisse nanisante de 1’orge était de
27,36% (107/391).

Pendant les 8 semaines de prélevement des échantillons,
le BYDV-PAV (32 isolats), BYDV-MAV (30 isolats), CYDV-
RPV (22 isolats) et le RMV (16 isolats) étaient présents. Le
SGV était tres rare, uniquement 1 seul a été détecté par
I’AcPC SGV la derniére semaine de prélévement des
échantillons. L’AcMC PM63 a détecté seulement 12 isolats
(Tab. 1).

Fréquence des sérotypes du BYD en infection
simple

Les résultats du test DAS et TAS-ELISA ont montré
I’abondance de D’infection simple du BYDV-PAV (28%),
BYDV-MAV (25%), CYDV-RPV (14%) et RMV (13%)
(Fig.1a).

Fréquence des sérotypes du BYD en infection
mixte

Les infections mixtes sont représentées le plus souvent
en infection double (BYDV-PAV + BYDV-MAYV), (BYDV-
PAV + CYDV-RPV), (BYDV-PAV + RMV), (BYDV-PAV+
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. TAS-ELISA DAS-ELISA
Seine | o plas N plans o plans ¢ T T T | 7 [ e
P2 et P14 | M2 |PM63| RPV |[RMV | SGV

S1 70 47 14 * * * * * 0 |PAV, MAV, RPV, PAV/MAV

S2 70 41 15 * * * * * 0 |PAV, MAV, RPV, RMV, PAV/MAV
S3 70 52 21 * * * * * 0 |PAV, MAV, RPV, RMV, PAV/MAV
S4 70 70 19 * * * * * 0 |PAV, MAV, RPV, RMV, PAV/MAV
S5 70 65 17 * * * * * 0 |PAV, MAV, RPV, RMV, PAV/MAV
S6 70 55 10 * * * * * 0 |PAV, MAV, RPV, RMV, PAV/MAV
S7 70 21 2 0 0 * 0 0 0 |PAV/IMAV

S8 70 40 8 * * * * 0 * |PAV, MAV, RPV, SGV, PAV/MAV

Total 560 391 107 32 30 | 12 | 22 | 16 | 1

Tableau 1: Résultats de la TAS et DAS-ELISA (D.O. 405 nm) // *: positif; 0: négatif, PAV: Padi avenae virus; MAV: Macrosiphum
avenae virus, RPV: Rhopalosiphum padi virus; SGV: Schizaphis graminum virus; RMV: Rhopalosiphum maidis virus.
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Figure 1a: Fréquences des sérotypes du BYD en infection simple
sur blé tendre.

SGV), (BYDV-MAV+ CYDV-RPV) et (BYDV-MAV+CYDV-
RMV) et en infection triple (BYDV-PAV+BYDV-MAV+
CYDV-RPV). En infection double, (BYDV-PAV+BYDV-
MAYV) est dominant avec une fréquence de 11,22%, suivi de
(BYDV-PAV+CYDV-RPV) 3,74%, (BYDV-MAV+CYDV-
RPV) 1,87%, alors que (BYDV-MAV+CYDV-RPV), (BYDV-
PAVARMY), (BYDV-MAV+RMYV) et (BYDV-PAV+SGYV) ont
enregistré une fréquence de 0,93% chacun. L’infection
triple est représentée par (BYDV-PAV+BYDV-MAV+CYDV-
RPYV) avec une fréquence de 3,74% (Fig. 1b).
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Figure 1b: Fréquences des sérotypes du BYD en infection mixte
sur blé tendre.

Variabilité moléculaire des BYDV-PAV

Seuls les échantillons a valeurs de DO trés élevée en
TAS-ELISA avec les AcMCx P14 et P2 ont été testé en

immunocapture-RT-PCR. Les analyses effectuées sur 12
isolats ont révélé la présence de 5 isolats de BYDV-PAV
profil de type B et 7 isolats de BYDV-PAV profil de type A

(Fig . 2).
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Figure 2: Détection du BYDV-PAV A et PAV B par IC-RT-PCR
sur orge cv Plaisant.

Bande 1: ADN KB marqueur
Bande 2, 3,4,5,6,7 PAV A
Bande 9: Témoin

Bande 1: ADN KB marqueur
Bande 2, 3,4, 5 PAV B
Bande 7: Témoin

Variabilité biologique du BYDV-PAV et RMV

Deux semaines aprés la transmission des virus, les
plantes ont extériorisé des symptomes de type BYD. Le
symptéme le plus commun est le jaunissement progressif
des feuilles sous forme de bandes paralléles a partir de leur
extrémité vers la base commencant par les jeunes feuilles
vers les plus agées. Le BYDV-PAV CpA provoque des
symptomes séveres sur orge cv Plaisant. Les plantes
présentent généralement un retard de croissance important
ainsi qu’une réduction de I’espace interfoliaire (Fig. 3). Le
BYDV-PAV CpB provoque des symptomes légers, et sont de
type jaunisse modérée (Fig. 4). Sur avoine cv Coast Black,
le RMV induit des symptomes de rougissement des feuilles,
suivi de nanisme et tallage excessifs des plants (Fig. 5).

DISCUSSION

L’étude épidémiologique menée en 1998 a montré la
présence des virus associés au BYD avec des fréquences
variables des différents sérotypes rencontrés. L’incidence
du BYD ¢était de 27,23%. Le BYDV-PAV était dominant
(28%) suivi respectivement du BYDV-MAV (25%), CYDV-
RPV (14%) et RMV (13%). Nos résultats se rapprochent de
ceux obtenus dans la région de West Asia and North Africa
(WANA), ou les virus rencontrés chaque année étaient
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Figure 3: Symptomes provoqués par le BYDV-PAV CpA sur orge
cv Plaisant.

Figure 4: Symptomes provoqués par le BYDV-PAV CpB sur orge
cv Plaisant.

Figure 5: Symptomes provoqués par le RMV sur avoine cv Coast
Black.

principalement le BYDV-PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV et
RMYV, avec une fréquence importante du BYDV-PAV dans la
nature par rapport a celle des autres virus associ¢s au BYD
[11, 12]. Nos résultats concordent également avec ceux
obtenus en Australie [13,14] en Californie [15] et au
Portugal [7]. Les fréquences des infections mixtes sont

faibles. La fréquence du BYDV-PAV + BYDV-MAYV est de
11,43% suivie de BYDV-PAV + BYDV-MAV + CYDV-RPV
(3,74%), BYDV-MAV + CYDV-RPV (1,87%). Le BYDV-
PAV + RPV, BYDV-PAV + RMV, BYDV-PAV + SGV et
BYDV-MAV + RMV ont enregistré une fréquence identique
de 0,93% chacune. En France et en Grande Bretagne,
I’infection mixte est représentée par BYDV-PAV+BYDV-
MAV,BYDV-PAV + BYDV-MAV + RPV,BYDV-PAV +
RPV, BYDV-MAV + CYDV-RPV [6].

La prédominace du BYDV-PAV peut étre expliquer par
sa large gamme d’hdtes en particulier par rapport a celle du
CYDV-RPV [16-19] et par sa transmission non spécifique
par R. padi et occasionnellement par S. avenae [17,20]. Des
travaux récents ont montré que S. fragariae est un vecteur
efficace du BYDV-PAV [21].

Les résultats de I’immunocapture-RT-PCR ont montré
une variabilité entre les 12 isolats du BYDV-PAV. Ainsi, les
isolats ont été répartis en 2 types: BYDV-PAV profil de
type A (7 isolats) et BYDV-PAV de type B (5 isolats), avec
une prédominance des BYDV-PAV de type A.

L’analyse de la variabilité biologique a montré que les
BYDV-PAV CpA extériorisent des symptomes, de type
jaunisse, forts, alors que ceux des BYDV-PAV CpB sont
faibles. Les symptomes du RMV sur avoine Coast Black
sont des rougissements.
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