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Caliso : Contexte en 2014

‘Candidatus Liberibacter solanacearum’

- Bactérie non-cultivable, Gram -, restreinte au phloeme
des plantes hétes et a I'nemolymphe des insectes.
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Source: Teresani et al., 2014

- 5 haplotypes: SNPs sur TADNr 16S, l'intergene 16s/23s et
les genes de proteéines ribosomales 50s rplJ et rplL.
(Nelson et al., 2011; Teresani et al., 2014)



‘Candidatus Liberibacter solanacearum’:

* liste A1 de 'OEPP pour les haplotypes solanacées — En France, surveillance des pdt importées; arrété du
15/12/2014 — catégorie 1

Bactericera cockerelli

Trioza apicalis

Haplotypes C, D et E

« Zebra chip »
Haplotypes A et B

Solanacées
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Transmission par la semence de carotte !?



CalLiso : Contexte en 2014

Secteurs des semences et de la

production francaise agricole impactes

- Secteurs stratégiques : culture de semences de carotte et
de plants de pomme de terre

pommes de terre Carotte

Total France entiére : 18 704 ha Total France entiére : 2 449 hai

Source: GNIS — Récolte 2014

mais aussi les productions destinées a la consommation et
a I'industrie: carottes, pommes de terre, tomates, céleris,
poivrons et piments...



Impact économigque

- Perte de recolte jusqu’a:
- 80% sur pomme de terre (Honduras, USA);

- 100% sur carotte de consommation (Finlande,
Espagne)

- 70% sur céleri de consommation (Espagne)

- fruits non commercialisables (en fonction de la variéteés,
NZ)

Source : Croslin et al., 2010

- Production de semences et de plants de qualité
degradée (pomme de terre et carotte?)

- Exportation :

- fermeture des frontieres et organisations de la
lutte (NZ) — 330 000€ de perte poivrons; 2 M€ pour la
pomme de terre

- pb d’exportation des semences de carotte

Source : ANSES-LSV



Action 1- Méthodologie de détection et de prospection

Caliso : Action 1

Methodologie de détection et de prospection




Action 1- Méthodologie de détection et de prospection

Nous savions...

Internal o Theoretical .
Author Method Target Sensitivity Specificity
control (plant) LOD
Liefting et al., Negative for ‘Ca. L. asiaticus’, ‘Ca. L. africanus’, or
PCR 16SrDNA N.A. unknown 100 .
2009 ‘Ca. L. americanus’
e 18 Ca. L. solanacearum (positive Ct 20.6-35.2)
PCR 165rDNA N.A. 10X PCR Lietting o 3 ‘Ca. L. asiaticus’, 3 ‘Ca. L. africanus’, or 3 ‘Ca. L.
americanus ’ (negative)
Lietal., 2009 Potato leaf roll virus, Clover proliferation
Real-time PCR i -
16SrDNA COX 10X PCR Li 1 phytoplasma, Ca. phytoplasma americanum,
(TagMan) Xylella fastidiosa PD strain and CVC strain
(negative)
16S-23SrDNA .
PCR B-TUB 10X PCR Li 1
Ravindran et ITR , L, .
1 ‘Ca. L. asiaticus’ (negative)
al., 2011 Adenylate .
PCR . B-TUB 10X PCR Li 1
kinase
Semi-nested 3 Ca. L. solanacearum (positive)
real-time PCR 16SrDNA EF-1a 50X cPCR Liefting 2 1 ‘Ca. L. asiaticus’, 1 ‘Ca. L. africanus’, 1 ‘Ca. L.
(SYBR) americanus ’ and 1 ‘Ca. L. europaeus’ (negative)
Beard et al., ]
5012 WX phytoplasma, PoiBI phytoplasma, WWB
. 1/10X semi-nested phytoplasma, ‘Ca. P. australiense’, Pectobacterium
Semi nested PCR 16SrDNA 28S 20 ;
gPCR Beard atrosepticum, pseudomonas fluorescens (1 each,
negative)
110 ‘Ca. L. solanacearum’ (positive)
Teresani et ) ) 14 ‘Ca. L. asiaticus’, 2 ‘Ca. L. africanus’, 2 ‘Ca. L.
Real-time PCR 16SrDNA N.A. =qPCR Li 1 . , .
al., 2014 americanus ’ (negative)

16 strains of bacterial species (negative)




Action 1- Méthodologie de détection et de prospection

Ce que nous ne savions pas...

Quelles sont les méthodes de détection et de prospection
les plus fiables pour mettre en évidence la présence de la
bactérie?

Objectifs du projet CaLiso

Mettre a disposition des professionnels et des services de
controle officiels:

1) une meéthode de prospection
2) une méthode de détection de la bactérie



Résultats

Action 1- Méthodologie de détection et de prospection

2 Fiches signalétiques et 2 Protocoles d’échantillonnage:

Candidatus Liberibacter solanacearum
érie & de désordres végétatifs sur apiacées

Candidatus Llherihm:v solanacearum est une
bactérie  phytopathogéne  responsable  de
désordres vegmufs sur solanacées (pomme de
terre, tomate, poivron, piment, tabac,..) et sur
apiacées (carotte et céleri). Elle est transmise par
des insectes vecteurs, les psylles.

sur apiacées, les haplotypes C, D et E de la
bactérie sont associés a des désordres végéta

*  Agent responsable et transmission
Ca. L. solanacearum est une bactérie non cultivable (parasite obligatoire des plantes) imitée au
phioéme des plantes. Les étuces de polymorphisme menées sur le génome de la bactérie ont permis
12 description de cing haplotypes (ou types de souches). Les haplotypes A et B sont infiodds aux
transmis par , D etEsont

décrits sur apiacé Tes psylle: it Troza apicas.

Les souches décrites sur solanacées (A et B) ainsi que leur psylle vecteur, Bactericera cackereli, sont
inscrits sur s liste A1 de FOEPP (organismes de quarantaine absents de la région OEPP). En France, ils
sont également listés comme organismes nuisibles de catégorie 1 par amété ministériel du 15
décembre 2014,

Les haplotypes décrits sur apiacées (C, D et E) et leurs psylles vecteurs ne sont pas réglementés en
Euroy

+ Beéportition géographioue

Tandis que la maladie du « Zebra Chip » @ été
décrite pour la premiére fois au Mexique en
1994 Jes désordres végétatifs sur carotte
‘associés a la bactérie [haplotypes C, D et E) sont
décrits depuis 2008. Depuis de nombreux
signalement ont été faits en Scandinavie, dans
le sud de I'Europe et au Maroc sur cultures de
carotte et de céleri.

Les haplotypes A et B de Co. L solanacearum
sinsi que leur vecteur Bactericera cockerelli | ® weneisct
ont jamais été deécrits en Europe. o

* Lo symptomatologie sur apiscées
Sur feuilles, les symptémes se manifestent par un développement anarchique au collet, un
enroulement et/ou une décoloration (jaune, bronze au violet). Ces symptomes peuvent étre
confonds avec les symptémes dus au pyle de s carore, Troea aicals, & Ca. Phytoplasma asters
isse de Paster (Aster maladie commune et largement répandue, et &

Spiroplasma it

Sur racines, les symptames observés sont un rabougrissement de la radne principale et une
prolifération des racines secondaires. Ces symptémes correspondent également 3 ceux observés
avecla jaunisse de Iaster.

Retrowver la symptomatologie sur pomme de tere sur la fiche signalétique dédiée
nttps://wwrw.znses. f fr/content/le-projet-caliso).
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haplotypes A & B
Bactérie émergente responsable de la maladie du "Zebra Chip" sur pomme de terre

Candidatus Liberibacter solsnacearum est une
bactérie  phytopathogéne  responsable  de
désordres végétatifs sur solanacées (pomme de
terre, tomate, poivion, piment, tabac,..) et sur
apiacées (carotte et céleri). Elle est transmise par
des insectes vecteurs, les psylles.

Sur pomme de terre, les haplotypes A et B de la
bactérie sont associés au "Zebra Chip", maladie
qui sévit sur le continent américain et en Océa
mais absente en France.

«  Agent responsable et transmissi
Ca. L solanacearum est une bactérie non cultivable (parasite obligatoire des plantes) limitée au phioéme:
des plantes. Les tudes de polymorphisme menées sur le génome de la bactérie ont permis la description
de cing haplotypes (ou types de souches). Les haplotypes A et B sont inféodés aux solanacées et sont
transmis par le psylle Bactericera cockerelii alors que les haplotypes C, D et E sont décrits sur apiacées et
sont transmis par les psylles Bactericera trigonica et Trioza apicalis.

Les souches décrites sur solanacées A et B) ainsi que leur psylle vecteur, Bactericera cockerelii, sont inscrits
sur Iz liste Al de FOEPP (organismes de quarantaine absents de la région OEPP). En France, ils sont
également listé 1par du 15 décembre 2014.
Les haplotypes décrits sur apiacées (C, D et E) et leurs psylles vecteurs ne sont pas régiementss en Europe

* Répartition

A- Exemple de piége jaune

- Exemple de parapluie japonais

Lz maladie du "Zebra Chip" a é1¢ décrite pour

Ia premiére fois au Mexique en 1994. Depuis,
elle s'est propagée 3 plusieurs pays ’Amérique
centrale et d’Amérique du Nord (elle est
signalée dans 15 états des Erats Unis) ainsi
quen Nouvelle Zélande et sur File de Norfolk
Les haplotypes A et B de Co. L. solanacearum
nsi que leur vecteur Bactericera cockerelii
n'ont jamais été déerits en Europe.
Les haplotypes C, D et E sont décrits depuis
quelques années dans plusieurs pays
é « etde céleri

*  Symptomstol
En végétation, les plantes présentent un retard de croissance et un port érigé (1). Les feuilles, parfois
enroulées, montrent des zones chiorotiques avec des marbrures (2) et une coloration violacée, notamment.
au niveau de 1a zone apicale: (3-6). Les Tges ont des formes en ° ug 2ag"(7), des entre neeuds courts et
épaissis et de: (B). Les plante: ontun it brulé (9).
Les tubercules issus de plantes infectées sont souvent petits, nombreux et difformes. La germination est
affectée, les germes étant fréles et fileux. Le point d'attache du stofon est margué et rosatre (10). Les

symptames observés sur tubercules coupés sont un brunissement de I'anneau vasculaire (11) associé  des
tiches nécrotiques du tissu interne et des stries au niveau de I3 zone médullaire symptomes
sont plus prononcés aprés friture (15) et ont donné leur nom & I maladie.

& sur pomme de terre

Retrouver |a symptomatologie sur apiacées sur ia fiche signalétique dédiée: {hetps:/fwww anses fiffr fcontent/le-
projet-calisc).
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Action 1- Méthodologie de détection et de prospection

Résultats

- Protocoles de détection validés:

1) plusieurs protocoles d’extraction ADN validés sur
plantes hotes et sur insectes vecteurs;

2) 5 protocoles de détection par PCR validés lors
d'un EILV (26 participants a 'international)

Alonpe U b bon dvchd n (s o (g o) fohope A o drcd gy o Hondr s Comenls
Catoen, oo, W
a.m..mm.mn Protecion Organizaion ks, S0 oo s e
nksed, Sweden, Norway, 2014, 201 2019) Haplonypes D
it ey Sgaun, France, Grovee, Toeise,
Disgaostics Dotabase, 2019; Te 2014; Haspalanen, 2014, Tshaes eral_ 2014, H
Diagaestic 2017,
24058 (18 2030, 1 558 2019) Finally,
from e EPPO Global Datatase (EPPO, 2019)
“Condidatus Liberibacter sohasacearum’ G Libesibacer solanaceanuny’ (masy
precusly reporting Decsuk. Egyge. Japan, Nederlands, the Sov
Specifc scope Urioa, Sy, & Jeffes. 2017)
‘. macearum 2016,
cora cocherail. Tiosa apicals, a0d Bacterscera rgomtca
pesato ol 155) and of symptomatic ware
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201X8-XX In addace,
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Protocole OEPP en consultation des pays le 28.02.2019
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Caliso : Action 2

Epidémiologie




Action 2- Epidémiologie

Nous savions... Ce gue nous ne

savions pas...
e Ca. L. solanacearum

« Carotte
* région Centre et
autres

- répartition géographique

- variabilite génétique ?

« Pomme de terre
* haplotypes C & E
* Finlande et Espagne

*s risque transmission
Apiacées < Solanacées ?

.
7 il

* Psylles

« Bactericera trigonica * vecteur(s) ?

« Ho : B. trigonica

» Trioza apicalis



Objectifs Action 2

1) Estimer la prévalence et caractériser la maladie et ses
vecteurs presents sur Apiacees et pommes de terre en
France

2) Comprendre I'historique de la présence de la bactérie
sur le territoire

3) Estimer le risque de la colonisation des autres hotes de
la bactérie en particulier des pommes de terre



Action 2- Epidémiologie

Résultats

- Sur Apiacées,

1) la bacterie a été détectée en moyenne dans 55%
des échantillons préleves principalement en carotte porte-
graine (2016, 2017) alors que peu de symptomes ont été
observés.

2) Nouvelles plantes hotes:

(a)

céleri, persil,
fenouil,
panais et
cerfeuil

Symptdémes associés a ‘Ca. L. solanacearum’: (a) carrot, (b), céleri, (c) persil, (d)
cerfeuil (Hajri et al., 2017)




Action 2- Epidémiologie

16/418 1a
16/283.12
16/261.21
16/261.11

Résultats

16/208.2
% 16/208.1
15/286 LsoD

141427 2
14/382.20

- Sur Apiacées,
3) haplotypes D et E Vil

171591

ainsi qu’un variant génétique Al | variant génetique

4) psylles pieges s
majoritairement sur carottes |
porte-graine Bactericera ity

trigonica Hodkinson s

5) 65% des psylles L [uec
porteurs de Lso Az, oen

—_—

0020

1%

Arbre phylogénétigue MLSA basé sur les génes
concaténés (acnA, atpD, ftsZ, glnA, glyA, gnd et
groEL) (maximum de vraisemblance;1 000 réplicats)




Action 2- Epidémiologie

Résultats

- Sur pomme de terre,
1) la bactérie n’a jamais éte deétecteée.

2) peu de psylles pieges.

3) Pas de transmission observee entre carotte et
pomme de terre



Action 3- Biologie du vecteur et nuisibilité

CalLiso : Action 3

Biologie du vecteur et nuisibilité




Action 3- Biologie du vecteur et nuisibilité

Nous savions... Ce gue nous ne
| o savions pas...
* Bactericera trlgonlca
* ravageur présent sur « biologie ?

carotte
« nuisibilité complexe
» dans parcelles infectées psylle < bactérie ?

en région Centre
* porteur

e CONNU cOmMmme vecteur
efficace




Action 3- Biologie du vecteur et nuisibilité

Objectifs Action 3

1) Recuelllir des données sur la biologie de Bactericera
trigonica

2) Evaluer 'impact du complexe psylle-bactérie sur la
carotte porte-graine

...afin d’envisager des méthodes de lutte efficaces et des
itinéraires techniques adaptes.



Action 3- Biologie du vecteur et nuisibilité

Résultats

Biologie de Bactericera trigonica

e
©D. Ouvrard

- 3 générations annuelles en Beauce ?
- Larves passent I’hiver sur la culture

- Présence sur toutes les parcelles suivies, mais a des
niveaux de populations variables

- Pics de captures parfois tres importants
»2940 et 4297 individus en 1 semaine a Suevres et Mer
respectivement (capture avec cuvettes jaunes a eau)

- Sex-ratio deséquilibré dans les pieges jaunes



Action 3- Biologie du vecteur et nuisibilité

Résultats

Impact de Bactericera trigonica
(essails sous tunnel)

©D. Ouvrard

Impact sur la culture (perte de rendement) constaté sous
tunnel

=>guand les populations de psylles sont extrémement
élevées;

=>» ces niveaux de populations n'ont jamais eté observées
en parcelles de multiplication!



Action 4- Management

CalLiso : Action 4

Management du projet

https://www.anses.fr/fr/content/le-projet-caliso



https://www.anses.fr/fr/content/le-projet-caliso

Action 4- Management

Mise en ocesuvre

- 6 partenaires technigues:

(@]
(@)
anses Q .:
FNAMS
= R
=INRA ) NPT

T—=" SCIENCE & IMPACT DE PLANTS DE POMME DE TERRE

- 3 partenaires associes:

D. Ouvrard - Natural History Museum, UK
M. Rolland puis T. Baldwin — SNES

E. Geoffriau - Agrocampus ouest

S. Eveillard — INRA Bordeaux




Action 4- Management

Mise en ocesuvre

- 3 secteurs differents de la production végétale.

- Soutenu par Vegepolys et le RMT VegDiag

c‘ MR @’
VEGEPOLYS ) .
il

T Diagnostic
La+value ’/égél‘d/ﬂ en santé végétale

- Des équipes travaillant deja sur le sujet, en collaboration.

- Recrutement d’'un post-doc

- Budget:

Montant de la subvention demandée 200 378€ 49,3%

Autofinancement 206 029€ 50,7%
Colt total du projet 406 407€



Mercl de votre
attention....

https://www.anses.fr/fr/content/le-projet-caliso
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