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Trois axes à développer :  
1) Identification et gamme d'hôte des souches bactériennes : [INRA IRHS Angers] 
Description génétique des souches. Outils de diagnostic performants, gamme d'hôte. 

2) Identification des vecteurs, de leurs plantes alimentaires et de la souche de Xf portée :  
Développer des méthodes à haut-débit (NGS). [INRA AGAP/CBGP Montpellier] 

3) Prévision et gestion du risque par la modélisation :  
Comprendre la diffusion Xf (dispersion, climat, paysage). [INRA CBGP Montpellier, BioSP Avignon ] 

Cartographie des zones à risque potentiel. 
 

   
 
 
 
 

Convention Xylella DGAL – INRA (janv 2016- juill 2017) 

Objectif. Adapter au cas de Xylella fastidiosa (Xf) des outils et méthodes de 
diagnostic et de prévision performants utilisés par l’INRA, puis les mettre à 
disposition de la DGAL et de l'ANSES pour la prévention et la gestion d'une crise 
sanitaire.  

 
 
Participants : 



Les espèces vectrices potentielles 

4 familles d’Hémiptères (51 spp F, 119 UE) 
Aphrophoridae (15 sp F, 29 sp UE) 
Cercopidae (7 sp en F et UE) 
Cicadellidae (9 sp en F et UE) 
Cicadidae et Tibicinidae (20 sp en F et 74 en UE) 
 

 Piqueurs-suçeurs de xylème 

 Mal connus 

 Globalement polyphages 

 Pour la plupart communs 

 Populations importantes 

 Déplacement relativement faible 

 En général une génération par an 

 Passe l’hiver sous forme d’œufs ou de larves 
(cigales) 

 

Aphrophoridae  

Cicadellidae 

Cicadidae 

Cicadella viridis Cercopis intermedia 

Cercopis larve 

Philaenus spumarius 

Aphrophora alni 

Cicada orni 

Lyristes plebejus 

Cercopidae 

Graphocephala 
fennahi USA => UE 



Graphocephala atropunctata 

Draeculacephala sp 

Graphocephala sp 

Draeculacephala minerva 

Homalodisca liturata 

Les vecteurs nords-américains 

 

 Piqueurs-suçeurs de xylème 

 Appartiennent à des genres et des groupes différents 

 Bien connus, mais connaissance difficilement transposable 

 Plusieurs générations par an en région chaude 

 Certaines espèces passent l’hiver à l’état adulte 

 Un vecteur introduit récemment en CA a eu un impact fort sur 
la propagation de la maladie (Homalodisca vitripennis) 

 

Cicadellidae 

Philaenus spumarius UE => USA 
Neophilaenus lineatus UE => USA 



Récolte 

Liste d’espèces 
Acleris gloverana (Walsingham) 

Acleris variana (Fernie) 

Aculops fuchsiae Keifer 

Aeolesthes sarta (Solsky) 

Agrilus planipennis Fairmaire 

Aleurocanthus spiniferus 

(Quaintance) 

Aleurocanthus woglumi Ashby 

Anastrepha  obliqua (Macquart) 

Anastrepha fraterculus Wiedmann 

Anastrepha ludens (Loew) 

Anastrepha suspensa Loew 

Blitopertha orientalis (Waterhouse) 

Anoplophora chinensis (Thomson) 

Anoplophora glabripennis 

(Motschulsky) 

Anthonomus bisignifer Schenkling 

Anthonomus eugenii Cano 

Anthonomus grandis Boheman 

Anthonomus quadrigibbus Say 

Anthonomus signatus Say 

Construire une base de données de barcode moléculaire pour 
une identification fiable des vecteurs européens de Xylella 

Nécessité de profiter des réseaux déjà en place et 
de les élargir … piégeage 
 
=> Documentation des occurrences des vecteurs, 
des variables d’environnement etc. 



Récolte 
Identification par 

un spécialiste 

Extraction 
non destructive 

 

Amplification  
COI + nuDNA 

Séquençage 

Correction Séquences 
1er contrôle qualité 

Mise en base de données et 
diffusion internet 

Analyse 
phylogénétique 

2ème contrôle 
qualité 

Identification des vecteurs 
 Une obligation de qualité 
 Une traçabilité absolue 

Liste d’espèces 
Acleris gloverana (Walsingham) 

Acleris variana (Fernie) 

Aculops fuchsiae Keifer 

Aeolesthes sarta (Solsky) 

Agrilus planipennis Fairmaire 

Aleurocanthus spiniferus 

(Quaintance) 

Aleurocanthus woglumi Ashby 

Anastrepha  obliqua (Macquart) 

Anastrepha fraterculus Wiedmann 

Anastrepha ludens (Loew) 

Anastrepha suspensa Loew 

Blitopertha orientalis (Waterhouse) 

Anoplophora chinensis (Thomson) 

Anoplophora glabripennis 

(Motschulsky) 

Anthonomus bisignifer Schenkling 

Anthonomus eugenii Cano 

Anthonomus grandis Boheman 

Anthonomus quadrigibbus Say 

Anthonomus signatus Say 

Stockage 
DNAthèque 

Protocoles 
disponibles 

Spécimens en 
collection 

Traçabilité 

Contrôle 
qualité 

Construire une base de données de barcode moléculaire pour 
une identification fiable des vecteurs européens de Xylella 



1 

2 

3 



1 run de séquençage => 20 M de séquences ! 



• 1 marqueur pour l’identification du vecteur 
• 1 marqueur pour détecter toutes les bactéries qu’il porte 
 tests sur 300 échantillons (Xylella détectée ds Graphocephala 

USA) 

 2650 € / 2-2.5 semaines / 1 pers 
         pipeline bioinfo OK à peaufiner    

• 1 marqueur pour l’identification du vecteur 
• 1 ou 2 marqueurs pour identifier la plante d’alimentation 
• Les 7-9 marqueurs diagnostiques de Xylella (MLST) 

Équation : 

 
Nb d’individus analysés = 20 M de séquences / (nb de marqueurs * profondeur)  

Jusqu’à 1500 individus sur une douzaine de marqueurs. 
On peut savoir qui est qui, qui porte quoi, qui a mangé quoi 
(applicable sur les plantes) 

 
Coût = 2.2€*(nbind+2) + 90€*nbmarquers*nbind+2/96 + 1300€ seq  (22k€ 1500 ind/12marqueurs) 



Dispositif pour identifier les vecteurs de Xylella, diagnostiquer 
la présence de la bactérie et identifier la souche concernée 

DNA extraction (Kit Qiagen) 



DNA extraction (Kit Qiagen) 

PCR sur les marqueurs 
d’intérêt 



TARGET R 

TARGET F 

LOCUS 3 (e.g. nuoL) [cible = Xf) 

PRIMER F 

PRIMER R 

TARGET R 

TARGET F 

LOCUS 2 (e.g. holC) [cible = Xf)  

PRIMER F 

PRIMER R 

TARGET R 

TARGET F 

LOCUS 1 (e.g. COI) [cible = insecte)] 

PRIMER F 

PRIMER R 

A. Première étape de PCR 

P5 PRIMER 

P7 PRIMER 

P5 PRIMER 

P7 PRIMER 

P5 PRIMER 

P7 PRIMER 

LOCUS 1 (e.g. COI) [cible = insecte)] 

LOCUS 2 (e.g. holC) [cible = Xf)  

LOCUS 3 (e.g. nuoL) [cible = Xf) 

B. Seconde étape de PCR (B.) les adaptateurs nécessaires à 
l’accrochage des amplicons sur 
les cellules du séquenceur sont 
ajoutés ainsi que des petits index 
(en rouge) qui vont permettre de 
différencier les échantillons 
entre eux. 

(A.) les loci d’intérêt sont amplifiés 
avec des amorces spécifiques qui 
possèdent une petite queue qui 
sert d’amorce (P5 primer) pour la 
seconde étape de PCR  
 

Premiers tests COI + 16S 



Quid des vecteurs récoltés en Corse pendant la mission d’expertise ? 

Collecte de 1142 spécimens de vecteurs potentiels en Corse 
Plus une dizaine de spécimens près de Nice 
  
Aphrophora alni (2) 
Aphrophora pectoralis (335) 
Neophilaenus sp (1) 
Lepyronia coleoptrata (42) 
Cicadella viridis (758) 
Cicada orni (4) 
 
Philaenus spumarius (10) (Nice) 
 
Témoins positifs ? 



Collaboration avec Rodrigo Krugner (USDA) (*) 

Homalodisca vitripennis 

Tête en vue ventrale 

Xf strains subspecies  
M12 multiplex  
Stag's Leap fastidiosa  
RH multiplex  
Dixon multiplex  
Temecula fastidiosa  
M23 fastidiosa  

Homalodisca vitripennis (Californie) (120) vecteurs contaminés 
 

 Envoi d’Homalodisca élevées au laboratoire puis alimentées sur 
plantes contaminées (différentes souches et sous-espèces de Xf) 
et conservées au congélateur depuis 2011-2012. 

 Dissection des têtes (voir figure). 

 Suppression des yeux sur certains spécimens pour tester la 
présence d’inhibiteurs de PCR dans les yeux => faux négatifs 

 Temps long de préparation des individus  

20 ind. pour les souches suivantes : 

(*) Crop Diseases, Pests, and Genetics Research Unit 
San Joaquin Valley Agricultural Sciences Center, CA, USA 

Étape 1. Séquençage Miseq COI + 16S bactérien  



Étape 1. Séquençage Miseq COI + 16S bactérien 
 
Résultats arrivés lundi …  
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PCR du  
Gène COI (pour 
l’identification des 
vecteurs) sur la 
plaque 1 
contenant les 
témoins 
américains. 
Les carrés rouges 
montrent les 
résultats négatifs 
lorsque les yeux ne 
sont pas enlevés 

Pas de souci d’amplification avec une autre enzyme ! 



Résultats des PCR  
sur le locus MLST gltT 
Pour l’ensemble des  
Cicadella viridis 
collectées en Corse + 
4 Philaenus spumarius 
de Nice 

Témoin positif 
(H. vitripennis infecté  
par Xf ssp multiplex) 



Est ce qu’on peut faire mieux ?  

• Capture 

Plus sensible 

Moins versatile 

Moins chère 



Parcellaire culture 

Occurrences vecteurs 

Climat 

Prévision risque 

Prévision et gestion du risque par la modélisation  



2050 2070 

Homalodisca vitripennis 

JP Rossi, JY Rasplus, INRA CBGP 

Distribution potentielle d’Homalodisca vitripennis en Europe et 
extension sous un scénario de changement climatique 



MERCI POUR  
    VOTRE ATTENTION ! 
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