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DETECTION DE DEUX SOUCHES DU PHYTOPLASME DU JAUNISSEMENT
MORTEL DU COCOTIER AU MOYEN D’UN SEUL TEST

Phytoplasme du jaunissement mortel détecté a l'aide

d’un test de PCR quantitative

* 4 *

m LA PROBLEMATIQUE
Détection des deux souches prédominantes de phytoplasmes du
jaunissement mortel au Mexique

Le cocotier est une espéce de palmier cultivée dans le monde entier. Il est trés important car plusieurs produits
peuvent étre obtenus & partir de ses différents organes, et notamment & partir du fruit. Les marchés des produits
de la noix de coco (eau de coco, huile vierge et autres) connaissent actuellement une croissance trés rapide.
Malheureusement, la production de fruits ralentit, principalement en raison de problémes phytosanitaires et de la
vieillesse des plantations. Le principal probléme phytosanitaire est le jaunissement mortel, une maladie dévastatrice
associée & la présence de phytoplasmes. En Amérique, le jaunissement mortel affecte plusieurs espéces de palmiers en

plus du cocotier, nolamment Adonidia
merrillii, Pritchardia pacifica, Phoenix |
canariensis.

Au Mexique, il existe deux souches
prédominantes de phytoplasmes du
jaunissement mortel, correspondant
aux sous-groupes  16SrlV-A et
16SrlV-D.  Elles sont largement
distribuées dans tout le pays et infectent
différentes espéces de palmiers.
Habituellement,  pour  déterminer &
la présence de différentes souches
de phytoplasmes responsables de
jaunissement mortel, des échantillons
d’ADN provenant de la plante ou de

I'insecte sont soumis & deux séries e : ‘ - ”
d'amplification PCR (PCR emboitées) ° Symptdmes de jaunissement mortel sur des palmiers de Manille (Adonidia merrillii)
au Yucatdn, Mexique. Brunissement des feuilles (A). Inflorescences nécrosées (B). Un
palmier avec une nécrose de la lance (C) et un gros plan de la lance nécrosée (D).
Palmier avec la plupart de la couronne affectée (E). Palmier asymptomatique non
est long et cotteux. infecté (F) et inflorescences correspondantes (G). Les palmiers de Manille peuvent
étre infectés par les souches 16SrV-A et 16SrlV-D du phytoplasme.

et au séquencage des produits du
gene 16S rRNA. Mais ce processus

m LA PRATIQUE / INNOVATION PROPOSEE PAR TROPICSAFE
Amélioration de la détection de deux souches de phytoplasmes du
jaunissement mortel

Un nouveau fest de PCR quantitative (qPCR) a été développé pour faciliter la détection et I'identification de deux
souches du phytoplasme du jaunissement mortel 16SrlV-A et -D. La procédure est basée sur leurs différences
génétiques, et réduit le temps de traitement. Elle augmente I'efficacité des ressources en éliminant les étapes
nécessaires & I'exécution de la PCR emboitée, & la digestion de ses produits par des enzymes de restriction et & la
détermination des profils de digestion, ou au séquencage des amplicons.

Se projet a regu lén ﬁnancﬁmer?t Cette fiche d'information Iesi produi’re duns" le cadrle du }ﬁroie’r
G u programme de  recherche H TROPICSAFE. Bien que l‘auteur ait travaillé sur la meilleure
+ TROPICSAFE et dinnovation Horizon 2020 de WWW.TI’OpICSOfe.eU information disponi qe, ni Fauteur ni FUE ne sont en aucun
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FICHE D'INNOVATION TECHNIQUE

Développement d’un nouveau test gPCR pour la
détection des phytoplasmes des sous-groupes 16SrlV-A et -D
dans un seul tube

Avec l'objectif de détecter deux souches de phytoplasmes responsable de jaunissement mortel prédominantes au
Mexique (16SrIV-A et -D) de maniére plus simple et plus rapide, le nouveau protocole de test a été congu pour étre
réalisé dans le méme tube avec une seule réaction de gPCR.

LG Spéciﬁcifé ef |G Sensibil“‘é dU nouveau Souche de phytoplasme (sous-groupe ribosomal) 16SrLe—SAtqig§rIV—D PCR emboitée
test ont été évaluées. Il a permis de ~ [ovormmes ] Dépérissement iétal du cocoter 65V-C [ ' '
défecfer |eS SOUCheS 16SrlV-A et -D, palmiers Jaunissement mortel du cocotier, 16SrXXII-A - - +
. . Mozambique ®
mais aucun autre phyfop|osme, et || est Jaunissement mortel du cocotier, 165rIV-A + - +
, Floride *
CGprle de detecter 0,0] ng dIADN de Jaunissement mortel du cocotier, 16SrIv-A + - +
hytopl Ainsi, le test représent e
p )’ op asme. Ir‘ISII e f1es represen e Prichardia pacifica, jaunissement 165rIV-D - + +
2| . s o[ s mortel, Mexique ®
une GmellorGhOn de IG SpeCII:ICIfe et de Adonidia merrillii, jaunissement mortel, | 16SrIV-D - + +
o eley ~ : B
la sensibilité ou des deux par rapport Mexique? ____
Cocotier sain, Mexique
aux tests précédemment décrits (Bahder Cocotier sain, Mozambique™ - :
Autres ‘Ca. P. pruni’, souche PWX* 165rllI-A +
et al., 2017 ; Cordova et al., 2014 ; phytoplasmes [7Ca. . ulm, souche EYA 165rV-A v
. ‘Ca. P. ziziphi’, souche JWB* 16SrV-B +
Harrison et CJ/., 1 999) ‘Ca. P. trifolii’, souche BLTVA* 16SrvI-A +
‘Ca. P. fraxini’, souche ASHY* 165rVII-A +
‘Ca. P. hispanicum’, souche MPV* 165rXIII-A +
Pétales verts de fraisier, souche SGP* 165rXII-B +
‘Ca. P. cynodontis’, souche BGWL* 16SrXIV-A - +

Testé en double. (-) non détecté ; (+) phytoplasme détecté ; ‘Ca. P. ‘Candidatus Phytoplasma’. Sources d’ADN de phytoplasma : (*)
Dr. Nigel Harrison, Université de Floride, FL 33314, USA; and (%) CICY, Mérida, Yucatan, 97205 Méxique.

e Détection spécifique des phytoplasmes de différents groupes et sous-
groupes ribosomiques avec le nouveau test qPCR par rapport au test
standard par PCR emboitée.

Limite de détection de I'essai gPCR

ADN (ng) 100 10 1 0,1 0,01
165rIV-A 20,3+0,1 23,5+0,1 27,0+0,1 30,0+0,1 34,0+£0,0
16SrIV-D 22,2+0,0 24,8+0,3 28,1+0,1 31,2+0,1 350+0,1

Testé en double. Ct : seuil de cycle. SD : écart-type. Les échantillons ont été considérés comme négatifs si
la valeur Ct était = 37.

e Evaluation de la sensibilité du nouveau protocole de test gPCR pour la détection des phytoplasmes des sous-groupes
16SrIV-A et 16SrIV-D. Les échantillons d’ADN utilisés provenaient d’un cocotier infecté pour le 16SrIV-A et d’un palmier
Adonidia merrillii infecté pour le 16SrIV-D, testés dans un seul tube.

Evaluation du test gPCR pour la détection des phytoplasmes des
sous-groupes 16SrlV-A et -D dans un unique tube

Afin d’évaluer le fonctionnement du nouveau test gPCR, un ensemble d’échantillons d’ADN obtenus & partir de
tissus de troncs, prélevés sur différentes espéces de palmiers présentant des symptémes de jaunissement mortel,
ont été analysés et se sont révélés positifs pour les phytoplasmes 16SrIV-A ou 16SrlV-D. Ces résultats coincident
avec I'analyse de séquencage effectuée séparément. Par conséquent, ces résultats confirment la capacité du test
& détecter spécifiquement ’ADN des phytoplasmes 16SrlV-A ou 16SrlV-D dans un seul tube et avec une seule
réaction qPCR. Ce test est utile pour la recherche et & des fins épidémiologiques.

Ce projet a regu un ﬁnanchemehnt Cette fiche d'information |es’t produite dons" le cadrle du Jﬁroiei
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FICHE D'INNOVATION TECHNIQUE

gPCR de detection

qPCR non Sous-groupe selon

Especes de palmiers  Symptomes spécifique (Ct) spécifique (Ct) le test GPCR
16SrIV-A 165r1V-D

Cocotier Non ND ND ND -
Cocotier Oui 16,6 16,5 ND 16SrIV-A*
Cocotier Oui 23,3 22,9 ND 16Srlv-A*
Cocotier Oui 18,24 30,9 ND 16Srlv-A*
Thrinax radiata QOui 14,58 25,6 ND 16Sriv-A*
Phoenix canariensis Qui 21,5 ND 28,2 16SrIvV-D*
Phoenix canariensis Qui 23,2 ND 35,1 16SrIvV-D*
Phoenix canariensis Oui 25,7 ND 21,7 16SrIvV-D*
Phoenix canariensis Qui 22,2 ND 19,2 16SrlvV-D*

Ct : seuil de cycle ; ND : aucune amplification détectée. Les échantillons ont été considérés comme négatifs si la valeur Ct était = 37. Test gPCR
non spécifique tel que rapport par Cordova et al, 2014. (*) Sous-groupe confirmé par 'analyse des séquences.

* Détection des souches de phytoplasme 16SrIV-A et 16SrlV-D dans des échantillons
d’ADN de troncs de palmiers & I'aide du nouveau test qPCR. Les échantillons d’ADN ont
été obtenus & partir de palmiers de |'état du Yucatan (cocotier et Thrinax radiata) et de
I'état de Coahuila (Phoenix canariensis) au Mexique.

Jaunissement mortel, phytoplasmes, palmiers, PCR quantitative
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