Recherche et détection des virus:

Un partenariat efficace

ALORS QUE LA CAMPAGNE DES ANALYSES VIRALES SUR LES PRECULTURES
PLANT SE TERMINE AVEC DES RESULTATS EN TRES NETTE AMELIORATION

PAR RAPPORT A L’AN DERNIER, CET ARTICLE PRESENTE QUELQUES TRAVAUX

DE RECHERCHE EN COURS EN MATIERE DE DETECTION DES MALADIES

A VIRUS DE LA POMME DE TERRE.

Contexte

Parmi les actions de recherche financées
par les producteurs de plant, les pro-
grammes concernant le développement
et 'amélioration des techniques de détec-
tion des maladies a virus ont toujours
représenté un domaine important car il
s'agit d'un facteur essentiel pour s'assu-
rer de la qualité des plants commerciali-
sés et limiter la dégénérescence provo-
quée par les viroses; plus récemment,
I'apparition de nouveaux variants, dont
certains responsables de nécroses sur les
tubercules, a conduit a développer de
nouveaux outils plus spécifiques.

Production de sérums
pour la détection des virus

Cest le programme le plus ancien.
Démarré en 1985, il fonctionne aujour-
d’hui avec une technicienne embauchée
par la Fédération Nationale et détachée
au laboratoire de virologie de I''NRA de
Rennes, sous I'encadrement scientifique
de chercheurs INRA (Camille Kerlan et
Laurent Glais).

Cette activité permet d'approvisionner
régulierement les laboratoires profession-
nels, comme celui d'Hanvec, en réactifs
de qualité pour la détection des princi-
paux virus de la pomme de terre (virus
Y, X, Enroulement, A...).

& Maryse Guillet, technicienne

detachée par la FNPPPT,

est chargée de la production
des réactifs ELISA

pour les laboratoires plant.

Le nombre de tests ELISA augmente
régulierement et est ainsi passé en Fran-
ce de 10000 tests en 1986 a pres de
[,2 million en 2005, en raison de la géné-
ralisation du test ELISA sur les plants de
base ou reproduits pour répondre aux
exigences qualitatives des destinataires
(certains clients réalisant d'ailleurs des
analyses complémentaires sur les lots
réceptionnés).

Ces réactifs sont produits selon des
normes de qualité pour répondre aux
besoins des laboratoires accrédités. Un
essai interlaboratoires est aussi organisé
chaque année par I'INRA et la FNPPPT
avec les laboratoires plant régionaux pour
s'assurer de la fiabilité des analyses réali-
sées dans les différents laboratoires
agréés.

Si la plupart des réactifs sont de type
polyclonaux et permettent de détecter
la quasi-totalité des souches de virus, une
collaboration a aussi été mise en place
avec I'Etablissement Francais du Sang de
Rennes afin de produire des anticorps
monoclonaux pour détecter certaines
souches ou virus. Ainsi, des anticorps anti-
Y™ ont été obtenus pour détecter spéci-
fiquement les isolats de type YN ou YN™.
Un programme est en cours (Laurent
Glais et Anne-Laure Besnard) pour sélec-
tionner des monoclonaux spécifiques des
isolats appartenant au sérogroupe-Y°© (Y°
et YMW). Cette distinction apporte en
effet une connaissance supplémentaire
sur I'évolution des souches et le type de
symptémes sur pomme de terre.

Détection spécifique
des variants du virusY

Parmi les virus de la pomme de terre, le
virus Y fait l'objet d'une attention parti-
culiére, d'une part par son importance
économique puisqu'il représente actuel-
lement en France plus de 80 % des conta-
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Zoom sur une plaque ELISA
dans laquelle les réactions colorées
correspondent a la présence de virus.

“wariels BINTJE

Intensité variable des symptomes
provoqueés par différents isolats de virus Y.
Variéte Bintje: feuille saine au milieu.

Boursouflures et nécroses superficielles
en anneau sur tubercules (maladie
de la PTNRD) provoquées par certains
isolats de virus Y (variété Nicola).
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Différentes variantes développées pour ces nouveaux outils de détection du virus PVY (FRIT'N)

Méthode

Détection qualitative
«FRIT’N SNP»

Caractéristiques

Identification dans chaque échantillon testé de la présence d’isolats
appartenant aux groupes PVYN et/ou PVY®, seuls ou en mélange,
avec une sensibilité de 10° particules virales par échantillon.

Détection quantitative
«FRIT’N Real time»

Cette variante permet de détecter mais aussi de quantifier
la présence des isolats de PVY, a I'aide de deux tests spécifiques
des 2 groupes d’isolats (PVY" ou PVY®).

Caractérisation des isolats
«FRIT’N SNaPshot»

Détection et caractérisation des isolats de virus Y, a I'aide de quatre marqueurs
polymorphes, permettant de les classer en fonction de leur appartenance
aux différents groupes (PVY" ou PVY®) ou variants (PYYN™ ou PVYN-W).

minations virales en pomme de terre, et
d'autre part par sa grande variabilité, résul-
tant de recombinaison entre isolats, qui
se traduit par la présence de souches tres
différentes  (PVY®, PVYM,  PVYMW,
PVYN™. ). Cette diversité de souches
s'observe selon les plantes hétes, I'inten-
sité des symptdmes sur feuilles (et méme
sur tubercules pour les souches PVYN™)
ou les propriétés sérologiques et molé-
culaires.

Les travaux conduits depuis une douzai-
ne d'années a I'INRA de Rennes avec I'ap-
pui de la filiere plant ont permis de mieux
comprendre cette variabilité du virusY
et de développer différents outils de
détection. Plus récemment, cette avance
de la recherche francaise s'est concréti-
sée par le dépdt d'un brevet (INRA-
FNPPPT-GNIS) sur la localisation de
déterminants génétiques impliqués dans
I'apparition de nécroses sur feuilles et
tubercules et par le développement de
nouvelles techniques de détection, de
type moléculaire et liées a ces proprié-
tés biologiques.

Mathieu Rolland, en thése a I'[NRA
(bourse CIFRE-FNPPPT), développe
de nouveaux outils de détection du virus Y
et les applique a des études de variabiliteé.

Un programme est actuellement en cours
a I''NRA de Rennes pour développer ces
nouveaux outils de détection et étudier
les conditions de leur transfert aux
controles sanitaires sur les plants. Ces tra-
vaux, soutenus par la FNPPPT et ses EPR
avec une aide de la région Bretagne, sont
notamment conduits dans le cadre d'une
thése (Mathieu Rolland) et d'un post-doc-
torat (Alexandra Blanchard), encadrés a
'INRA par Emmanuel Jacquot.

Les premiers résultats sont tres promet-
teurs avec la mise au point d'un ensemble
de tests basés sur ces marqueurs liés a la
capacité nécrotique (couplés a un mar-
quage fluorescent), et regroupés sous le
nom de FRIT'N tests (acronyme anglais
de Fast, Reliable and Innovative Tools for
Necrotic PVY isolates detection) qui assu-
rent respectivement la détection (SNP),
la quantification (PCRq) et la caractérisa-
tion (SNaPshot) des différents isolats de
PVY, avec une sensibilité supérieure a cel-
le des autres tests existants. =

Les premiers essais de validation |
sur des échantillons de préculture
sont globalement positifs et doi-
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Séquenceur capillaire utilisé
pour la lecture des tests SNaPshot.

vent étre confirmés cette campagne sur
des échantillons provenant des divers éta-
blissements producteurs mais aussi en
élargissant a des échantillons étrangers.

Perspectives

Ces travaux de recherche finalisée illus-
trent l'intérét du partenariat recherche-
profession pour maintenir la fiabilité des
outils de détection face aux évolutions
des pathogénes et permettre de transfé-
rer les avancées de la recherche pouvant
améliorer la sensibilité, la fiabilité ou la
rapidité des tests de détection. Cette col-
laboration INRA-filiere plant dans le
domaine de la détection des virus de la
pomme de terre - qui a fait ses preuves
avec les tests sérologiques ELISA - devrait
a l'avenir se compléter avec ces nouveaux
outils moléculaires plus spécifiques et sen-
sibles, qui pourraient se généraliser lors-
qu'auront été mis au point des proto-
coles simples, écono-
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