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• Directeur de Recherches (INRA) 

• Groupe de Recherche ICERYA au CBGP: Identification, Caractérisation et Evolution des 
insectes Ravageurs et auxiIiaires en sYlvi- et Agriculture 

• Taxonomie et phylogénie des insectes 

• Caractérisation des trichogrammes: TriPTIC 

• Systématique et évolution d’insectes associés aux figuiers 

• Génétique des populations d’insectes en danger 

• Diagnostic moléculaire des ravageurs et auxiliaires: QBOL 

Philaenus spumarius (Aphrophoridae) Graphocephala atropunctata (Cicadellidae) 

CBGP Centre de Biologie pour la Gestion des populations, Montpellier France 
Jean-Yves Rasplus  



Trois axes à développer :  
1) Identification et gamme d'hôte des souches bactériennes : [INRA IRHS Angers] 

2) Identification des vecteurs, de leurs plantes alimentaires et de la souche de Xf portée :  
[INRA AGAP/CBGP Montpellier] 

3) Prévision et gestion du risque par la modélisation. [INRA CBGP Montpellier, BioSP Avignon ] 
 

   
 
 
 
 

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 pour les mettre à disposition de la DGAL et de 
l'ANSES pour la prévention et la gestion d'une crise sanitaire.  

Participants : 

Projet H2020 – XF-ACTORS 
Xylella fastidiosa Active Containment Through a multidisciplinary-Oriented Research 
Strategy  

 



20/09/2016 4 Séminaire : Xylella fastidiosa un an après ?  

Connaissances acquises et perspectives de recherche et développement 

Paris – 16 septembre 2016 

© Alexander Purcell 

Zone 
humide 

Vigne 

Vigne 

Luzerne 

Apprendre à cultiver avec Xf 

 

Aux USA: 

flux de vecteurs/maladie de 
zones humides => cultures 

 

Environnement immédiat, 
plantes etc. => influence 

 

Proposer des actions pour 
affaiblir son impact 

 

 

Un an après, Xf est détectée dans plusieurs départements, nous devons anticiper le 
risque, et vite acquérir de la connaissance sur ses vecteurs et leur biologie 



Olivier 
Prunus Cultures 

? 

? 

? 

Réservoirs 
asymptomatiques 

? 
Xfp 

Maladie 
Xfm 
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Eco-épidémiologie de Xylella fastidiosa. Comprendre les interactions 
complexes entre plantes, vecteurs, microbiomes et Xf … 

Cs 

Ps vecteurs 

Co 

? 

? 

Microbiomes 

Milieux semi-naturels 
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Milieux semi-naturels 

? 
Cicada 

Cicadella 

Cercopis 

Aphrophora 

Neophilaenus 

Philaenus 

Quelle est la composition des communautés de vecteurs ? => collecte et quantification 
Comment varient-elles dans le temps ? => récurrence des observations 
Comment varient-elles géographiquement ? => suivi sur un réseau de parcelles observées 

Olivier 

Cultures 

Prunus 
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Olivier 

Cultures 

Sur quelles plantes s’alimentent préférentiellement  les vecteurs ? 
Comment varient leurs préférences alimentaires entre localités ? => dispositif d’étude 
En fonction de la composition floristique des parcelles ? => parcelles caractérisées bota 
En fonction de ses plantes-hôtes ? (= plantes de développement) => rechercher 

Prunus 

Milieux semi-naturels 

? 
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? 

Olive Cultures 

Quelles vecteurs portent Xf, quelle ssp? => screening HD dans différentes parcelles 
Quelle proportion d’individus, portant la/les ssp de Xf ? => nombre significatif d’individus  
La communauté vectrice de Xf change-elle au cours du temps  ? => suivi dans le temps 

Prunus 

Milieux semi-naturels 

Xfp 

Xylella 

Xfm 
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Urgence => réponse la plus rapide possible 
Multiples interactions, parfois inconnues => analyser conjointement 
Nombreux écosystèmes contaminés => approche volumique obligatoire 
 
CHOIX DE METHODES MOLECULAIRES A HAUT DEBIT 
 Changement d’échelle 
 Permettent d’analyser de multiples vecteurs dans de multiples habitats 
 Nécessité de mise au point 

Difficile, peu de laboratoires maitrisant ces méthodes, peu d’études similaires … 
Jamais appliqué à l’identification des sèves ingérées par des vecteurs => au delà de 
la puissance de l’outil ??? 
Innovant => nécessité de mise au point, d’optimisation, développement de pipeline 
analytique de novo 
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N % Xf alimentation 

1 0% Populus 

500 0% Herbacées 

100 5% Cistus 

20 0% Herbacées 

N % Xf alimentation 

20 0% Vitis 

0 NA NA 

10 2% Cistus/Vitis 

0 NA NA 

N % Xf alimentation 

3 0% Quercus 

0 NA NA 

200 15% Cistus 

0 NA NA 
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ADN vecteur 
ADN Xylella 

ADN microbiome 

ADN plante 
ingérée 

Insecte                     tête                           cibarium/précibarium 

Quantité ADN 



1 run de séquençage => 20 M de séquences ! 
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• 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   

• 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€*nbmarqueurs*nbind+2/96 + 1300€ seq  (22k€ 1500 ind/12marqueurs) 
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Importance d’avoir des bases de données de référence moléculaire => 
permettent d’identifier les séquences réalisées 
 
Elles doivent être de qualité et complètes => identification par des 
spécialistes, toutes les espèces => réseaux de collectes collaboratifs 
 
Elles permettent d’identifier les séquences en masse => analyses quantitatives 
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Cox1 Id 

Collecte 

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 

Aonidiella citrina (Coquillett) 

Arrhenodes minutus (Drury) 

Aschistonyx eppoi Inouye 

Aulacaspis yasumatsui Takagi 

Bactrocera cucumis (French) 

Bactrocera cucurbitae Coquillett 

Bactrocera tryoni (Froggatt) 

Bactrocera tsuneonis (Miyake) 

Bactrocera zonata (Saunders) 

Bemisia tabaci (Gennadius) & biotype B 

Cacoecimorpha pronubana Hübner 

Cacyreus marshalli Butler 

Carneocephala fulgida Nottingham 

Carposina niponensis (Walsingham) 

Cephalcia lariciphila (Wachtl) 

Ceratitis capitata Wiedemann 

Liste d’espèces 

Contruction d’une 

matrice validée = 

base de données 

Le principe du code-barre moléculaire: 1) construction de la base de données 
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Le principe du code-barre moléculaire: 2) utilisation de la base de données 

Cox1 

MATRICES 

Validées 

Comparaison 

Méthodes de comparaison 

et d’assignation 

 

- BLAST (-) 

- Distance overlap (+) 

- NJ et Bootstrap (+) 

Séquençage 

Identification 

Informations 

Liens 

Cox1 

Cox1 

Cox1 



1 

3 

2 

Data on Xf vectors will be available soon at: 
 http://arthemisdb.supagro.inra.fr/   

http://arthemisdb.supagro.inra.fr/
http://arthemisdb.supagro.inra.fr/
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Fiche produite par la base INRA Arthemis, après un Blast sur une espèce 



Collaboration :  
L Hugot (CNBC, Conservatoire Botanique Corse) 
 
Récupérer les gènes des bases de données 
actuelles (matK, rbcL, ITS, trnL) 
Compléter par un échantillonnage en Corse 
 
Récolte de matériel, séchage CaSO4 ou zéolite 
 
⇨ identification massive des sèves ingérées par 
les vecteurs 
⇨ identification des plantes utilisées pour se 
nourrir par les vecteurs 

Développement d'une librairie de barcodes multigéniques 
plantes pour identifier les sèves ingérées par les vecteurs  
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Utilisation des bases de données existantes pour les 
bactéries 

⇨ identification des 
bactéries du tube digestif des 
vecteurs 
 
⇨ identification de Xylella 
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N 

1 

500 

100 

20 

N 

20 

0 

10 

0 

N 

3 

0 

200 

0 



Structurer un réseau de parcelles  => descriptif parcelles, botanique, pédologique 
Plusieurs réseaux en parallèle: FREDON (P. Reynaud, ANSES), professionnels Olivier 
(Continent, AFIDOL + Corse), DSF (Santé des forêts), professionnels Arbres fruitiers 
=> nombre significatif de parcelles 



DNA extraction (Kit Qiagen) 

Dispositif pour identifier les vecteurs de Xylella, diagnostiquer la présence de 
la bactérie et identifier la souche concernée 
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Amplification des loci MLST dans les vecteurs (Corse et Nice) et dans 
les vecteurs positifs américains 

PCR deCOI (identification des vecteurs)  
Les cadres rouges montrent l’abscence d’amplification 
lorsque les yeux du vecteurs sont laissés  => nécessité 
d’utiliser  une Polymérase différentes qui n’est pas 
sensible aux inhibiteurs 
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Tête en vue ventrale 
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Mise au point d’une technique d’extraction/purification d’ADN total de vecteurs 

Différentes optimisations 

Automatisation / augmentation du rendement / qualité de l’ADN 

Etapes de purification des ADN « robotisable » grâce à l’utilisation de billes 
métalliques magnétiques et du robot KingFisher. 
Adaptées au traitement de 2 x 96 échantillons en simultané. 



DNA extraction (Kit Qiagen) 

PCR sur les marqueurs 
d’intérêt 

2. Extraction de la / des cibles 
(enrichissement) 

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

TARGET F 

LOCUS 3 (e.g. RbCL) [cible = plante) 

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. RbCL) [cible = plante) 

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  
 

La PCR à deux étapes et ses possibilités   



ATCGTACG 

A
A

C
TC

TC
G

 

A
G

TA
G

C
G

T 

A
C

TA
TG

TC
 

TAGCGACT 

Chaque produit de PCR est marqué par une combinaison unique d’index 
 Les séquences pouront être attribuées à chaque insecte  
 

La PCR à deux étapes et ses possibilités   
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Premiers résultats. Collaboration avec Rodrigo Krugner 
(USDA) (*) 

Homalodisca vitripennis 

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

Diverses espèces de vecteurs collectés en Corse été 2015 
+ 
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 
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Homalodisca Xf (USA) 

Homalodisca no Xf (USA) 

Graphocephala 
Xf (USA) 

Draeculacephala
no Xf (USA) 

Lepyronia no Xf (F) 

Philaenus no Xf (F) 

Xf 

Aphrophora no Xf (F) 

Cicadella no Xf (F) 

Cicada no Xf (F) 
N=300 spécimens 

Identification des individus porteurs de Xf 
Mélange de vecteurs 
nord-américains et 
français 



Identifier le microbiome 

Wolbachia

Xanthomonadales;Xantho
monadaceae;Xylella

Rickettsiales;mitochondri
a;unknown_genus

Pseudomonadales;Pseudo
monadaceae;Pseudomon
as

Candidatus_Sulcia

Sodalis

Enterobacteriaceae;unclassified

Rickettsiales;unknown_genus

Unclassified

Rhizobiales;unknown_genus

Sphingobacteriaceae;unclassifie
d
Rhodobacteraceae;Paracocccus

Rhizobiaceae;unclassified

Microbiome d’un spécimen de Philaenus spumarius Microbiome d’un spécimen de Homalodisca vitripennis 
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Rechercher d’éventuelles bactéries synergiques ou antagonistes, qui pourraient 
interagir avec Xylella  

N=300 spécimens 



Développement du pipeline 
bioinformatique  

Pipeline bioinformatique permettant de traiter nos 
données brutes de séquençage jusqu’à des séquences 
validées pour la mise en base de données. 
 
Réalisé par P. et A. Cruaud Février 2016 
 

 18 millions de séquences 

 Traitement des données en 48 – 72 heures 

 Testé et validé à l’aide de séquences SANGER déjà 
réalisées 

 Méthode innovante, en cours de publication 
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1) Développement d’un outil testant la présence 
de Xf,  décrivant les microbiomes pour 800 à 
1000 vecteurs 

2) Identification des vecteurs (100%) => vecteur 
est probablement une bonne sentinelle 

3) Permet des approches quantitatives, dans le 
temps, dans différents habitats => meilleure 
description de paramètres, approche 
épidémiologique 

 
Faiblesses 
1) Tester la méthode sur plantes => tests 

Rechercher les seuilsde détection de Xf dans 
l’insecte => test différentes Q Xf 

2) Capturer les rares cellules de plantes ingérées 
=> passage capture ADN ciblé 

3) Eliminer la PCR, évaluer la capture ciblée 
4) Validation des résultats par des approches 

différentes (élevages, tests d’appétence) 
  

Conclusions 
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Capture de cibles géniques 
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