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+ A Contexte général
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* Un cortége parasitaire trés large

Nématodes Bactéries, Virus, viroides Champignons/ Ravageurs
phytoplasmes Oomycetes
* Globodera pallida et * Pectobacterium sp. * PVY,PVX,PVA,PVS,... * Phytophthorainfestans, * Doryphore,
G. rostochiensis * Dickeya sp. * PLRY, * Rhizoctonia solani « Teigne
* Meloidogyne fallax et * Ralstonia solanacearum *  Mop Top *  Fusarium sp. e Taupins
M. chitwoodi * Clavibacter m. *« TRV * Alternaria * Altises
* Dytilenchus sp. sepedonicus o TSWv *  Pythium sp. * Psylles
* Pratylenchus, * Stolbur, *« PSTVd

* Spongospora subterranea

* Steptomycessp. *  Synchitrium endobioticum
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Contexte général

£ InnoPlant /

* Expression des symptomes sur différents parties de la plante

e Conséquences :

v’ Pertes de rendements - Refus et déclassements - Problémes de présentation et/ou

de conservation - Litiges

v’ Destruction de lots - Interdiction de cultures pour les ONQ

= pertes économiques importantes !

Carrefour de la Recherche Plant de Pomme de terre - 20 et 21 mai 2014

Anne-Claire Le Roux - FN3PT/ RD3PT

Enjeux pour la filiere Plant

o i o et /
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®» Maintien de I’état sanitaire des cultures et de I’environnement

vis-a-vis de ces parasites

v’ Dans un contexte de réduction des intrants (Ecophyto 20138) ;

v’ Réchauffement climatique (émergences de souches, variants,...) ;

v Intensification des échanges commerciaux (risque d’introduction) ;

v’ Concurrence commerciale de plus en plus forte avec des exigences
accrues des pays importateurs (cahier des charges a respecter) ;

v’ Producteurs sollicités pour utiliser des apports extérieurs
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®» Eviter I'introduction, la multiplication et la dissémination des

pathogenes dans les parcelles et I’environnement ol

g @
|
v Utilisation de semences certifiées Mv_._:,,, %

v’ Contrdles phytosanitaires import/export (PPE)
v Pratiques culturales, conditions de stockage, ITK adaptés

v Méthodes de lutte adaptées... quand elles existent !

% Outils de détection | identification performants
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ENVIRONNEMENT

Sources de

smm contamination
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TECHNIQUES CULTURALES

Précédent

Apports extérieurs
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Méthodes de détection
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v Biologiques v Sérologiques v Moléculaires
Isolements _ ELISA IF PCR & dérivées PCR temps réel

et ceLiml = - , T -

Virus Bactéries

CVP, SMSA

Piégeage LUMINEX

S
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VNPT Méthodes de détection
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®» Evaluation et validation des méthodes / réactifs (OEPP, MOA)
v’ Spécificité :

La méthode doit permettre la détection de la cible dans un milieu lorsqu’elle est présente et
ce indépendamment de sa forme = inclusivité ;

La méthode ne doit pas détecter la cible lorsqu’elle n’est pas présente = sélectivité

Evaluation de réactifs sérologiques dirigés contre Cms:

= Clavibacter m. sepedonicus
= Autres C. michiganensis
"Erwinia sp"
Ralstonia solanacearum 8

® Autres espéces

Le Hingrat et al, 2012
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Méthodes de détection

® FOMNE D TERRE

= InnoPlant
®» Evaluation et validation des méthodes / réactifs (OEPP, MOA)
v Sensibilité :

La méthode doit permettre la détection de la cible méme lorsqu’elle est présente en faible
quantité (ONQ, contaminations latentes)

Evaluation de la sensibilité de couples d’amorces dirigés contre R. solanacearum:

% de résul

positifs pour I' ble des répétiti

100 -
80
60 m759760 (9%)
40 & = Y2-0LI1 (9%)
m2>0Ll1 (6%)

20 +°
B RSIF-RSTR (6%)

" mPs1-PS2 (6%)

Le Hingrat et al, 2012

750 pg. 75 pg 7.5 pg 750 fg
Quantité d'ADN cible par réaction
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) FN3PT Méthodes de détection
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®» Evaluation et validation des méthodes / réactifs (OEPP, MOA)
v Répe’tabilité : Echantillon analysé plusieurs fois dans les mémes conditions

v' Reproductibilité : Echantillon analysé dans des conditions différente (opérateur,

appareil, runs, réactifs,... différents)

Evaluation d’outils moléculaires (primers) dirigés contre Meloidogyne sp. :

Tabbe § Sensitivity, rpeatshility amd rpmducibiby porestage of positive el ebtamod by teting plicates, sospectively © for
sensigviey, & for repeuibilivy and 24 for reproducibiliy

Zihvtra o al. {1995} PORRIFLP Zijlste {2000 SUAR PCR Wishart ot al {2073 IMV PCR
M. chirenod AL, finlinx A il M, falas s, chirsmdl M. fisflas
Semitivity e R 0 N ey b 100 %

anses “:)

(NSRS 1 % (TR IS 4

Repeatabiley (§:] 1 0% nr N o
iR LR (LU 1% 100 % 00 4
iR o w W0 % L L]
Foproduthili 2 67 % % L] Lt 00 %
R LR LTRSS K% 100 % {LILY 100 %
s o W% w w wi Gamel et al., 2013
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)RNBPT Méthodes de détection
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®» Choix de la méthode d’extraction de la cible (individu ou AN)

Matrices
Extraction M; i
. " - I . aceration +
b: Warring Blender Billes Agitation Filtration Maceration N y
act. centrifugation
Méthodes
tsolement | | Extraction || Extraction | E:SMSA + | E-CIPEB + [ 1solement | - [ 1solement | | Extraction | E:shsa+ [E-CPEB+| | f Extraction | Eswsa+ || | Extraction [ EShsA+
de sur SMSA ADN ADN PCR PCR | sur SMSA sur SMSA ADN PCR PCR ADN PCR ADN PCR
détection
CTAB CTAB cTAB | CTAB CTAB CTAB | CTAB CTAB CTAB | CTAB CTAB |
QUamp® | QlAamp® DNeasy® | DNeasy® | DNeasy® DNeasy® DNeasy®
5 ®

Méthodes Dﬁmwﬁn Dﬁ}'\‘;‘"""i’zt DNA Mini | DNA Mini Plant Mini | Plant Mini | lant Mini Plant Mini Plant Mini
d’extraction de Kit Kit kit kit kit kit kit
,
’ADN Ranjard Ranjard QAamp QAamp QAamp

Easy-DNA™ Easy-DNA™ Easy-DNA™

Kit Kit Kit
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VNPT Méthodes de détection
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®» Préparation des échantillons : extractions individus, ADN,...
o % d’échantillons d’eau contaminés par RS détectés positifs :

100 -
Eau
80
60
x
40
20
o
CTAB QlAamp neasy Pastrick

. Seuils de différentes méthodes pour la détection de RS dans des macérats :

CTAB Easy DNA Kit Dneasy E-SMSA 3)
IF Plant Kit ALl Easy
500 pl 100 pl 500 pl 100 pl 500 pl CTAB .
(500 pl) (500 ) \_/ WA_K';‘

100% 8.10° | 8.10° 8.10° | 8.10° 8.10° | 8.10° | 8.10° )8.10" | 8.10{_

67% - | 810 - . - | 810° | 8.10°9— - -—
7 2 T <7
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Conclusions

€ InnoPlant

®» Le développement d’outils de détection performants ne peut se faire que si une bonne

connaissance des agents pathogénes existe (diversités génétique et phénotypique)

= Veille pour anticiper I'introduction de nouveaux parasites sur le territoire (émergences)

= biovigilance (ANSES, DGAL)

®» Existence de trés nombreux outils & méthodes de détection des bioagresseurs :
- Choix selon la cible visée, la matrice, la sensibilité requise ;

- Veilles technologique et bibliographique (connaissances des pathogénes)

®» Les outils de détection et de quantification sont importants pour les études

épidémiologiques, le développement de méthodes de lutte

® Détection d’autant plus efficace que I’échantillonnage est optimal
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Perspectives

< InnoPlant

®» Evaluation de la performance et optimisation d’outils PCR existants

®» Mise au point d’outils PCR temps réel, quantitatif ? : bactéries, Rhizoctonia

solani, Spongospora subterranea, nématodes

®» Multiplexage (bactéries, virus)

®» Développement de méthodes de détection de différents parasites dans les

effluents, boues, déchets vert,...

® Projet CASDAR NEMATOOLS déposé et porté par P'UMT: &
"Développement d’outils pour la maitrise durable du risque nématodes en plant de pomme

de terre et cultures en rotation”
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Partenaires

Participation aux travaux

Comité
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=2 NRA 5 éci
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w LiNLE gl L REC-ERCHE MGAOHOM QUE
PULG LL JLVLLCFALNL Y

anses % x Convention cadre avec la FN3PT e
m— _— I)’_'_'.-WIKCL\L\_\IL‘_\'J.’\]K.E
FTNELAFCRET
'1
@ RESY) 4 Eugliresco
e Ptmusannm ERA-NET, (‘/ gn IS
GT8 EILA et EILV Vigilance et normes
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