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Le HLB

HLB = Huanglongbing = greening des agrumes

Trois especes bactériennes non cultivables Candidatus
Liberibacter africanus, americanus, asiaticus spécifiques des
agrumes

Transmises par au moins deux especes de psylles piqueurs-

Diaphorina citri Trioza erytreae

suceurs sur un mode circulant multipliant
Maladie considérée comme la pire contrainte pesant sur les agrumes
v’ Depuis son arrivée en Floride (2005) réduction de 75% de la v’ Aprés la découverte de la maladie en Guadeloupe en 2012
production, 80% des usines a jus et doublement des codts de (Cellier et al. 2014) destruction de 75% des arbres des 5 plus
production (USDA, 2021). Pertes estimées a 1 milliard USS par grosses pépiniéres de l'ile. Pertes de production de 70%.
an sur les 5 derniéres années.
Source : USDA
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Les symptomes induits par le HLB

Niveau Niveau foliaire Niveau fruit Niveau racinaire
physiologique (Weir, 2003) (Bassanezi et al., 2009)
Synthese de callose Marbrures Externe Colonisation et destruction des
(Koh et al., 2012) asymeétriques racines (Johnson et al., 2013; Kumar et al.,

2018)
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Distribution et problématique

* Maladie présente dans les principales zones de production hors bassin méditerranéen

* Avravagé les agrumes de Guadeloupe (2012), Martinique (2013) et se propage actuellement a la Réunion (2015)

* Des populations de T. erytreae (vecteur du HLB) installées dans la péninsule ibérique

* Détection de D. citri en Guyane (vecteur du HLB) et en Israél en 2021

€
D. citri * T. erytrea?

Nécessité d’une surveillance épidémiologique efficace



Le défi de |la surveillance

Systeme complexe
- Trois bactéries
- Deux pyslles au moins (Sauvion 2019)
- Des parasitoides des psylles
- Des hbtes non agrumes réservoirs des psylles mais pas
de la maladie (Murraya paniculata, buis de Chine)

Les symptomes ne sont ni sensibles ni spécifiques

- Incubation courte + phase asymptomatique longue (2 ans)

- Symptoémes ressemblant a des déficits hydriques ou
nutritionnels

Le statut des arbres ne peut étre obtenu qu’au prix d’un test
moléculaire
- Actuellement méthode officielle RT-PCR

- Méthodes alternatives toutes colteuses (LAMP-PCR,
olfaction canine)

- Optimiser la surveillance



Vers une surveillance basée sur le risque :
lecons de la Réunion

Hypothése : la propagation épidémique est contrainte par la structure du paysage agricole et les facteurs éco-climatiques

1- Améliorer la connaissance du parcellaire agrumicole
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74 ha en 2016 = 294 ha en 2021



Vers une surveillance basée sur le risque :
lecons de la Réunion

Hypothése : la propagation épidémique est contrainte par la structure du paysage agricole et les facteurs éco-climatiques
1- Améliorer la connaissance du parcellaire agrumicole

2- Rassembler des données écologiques, pédologiques et climatiques

Altitude Température Pluviométrie Usage du sol

Données de I'atlas en ligne AWARE Cirad, Dupuy & Gaetano 2019



Vers une surveillance basée sur le risque :
lecons de la Réunion

Hypothése : la propagation épidémique est contrainte par la structure du paysage agricole et les facteurs éco-climatiques

1- Améliorer la connaissance du parcellaire agrumicole

2- Rassembler des données écologiques, pédologiques et climatiques

3- Assembler et nettoyer des données épidémiologiques

AU SN « Surveillance officielle (DAAF — FDGDON — ANSES)
,'1'_“",;\ Y WA Fag v 60 arbres/ha par pools de 10. PCR jusque mi 2020 puis RT-PCR
. S S « Mesures de prévalence dans les jardins (DAAF — CIRAD)
g \/ e v’ 8 quartier résidentiel x 28 arbres par quartier
“'5 f{ j “\ s 1 * Echantillonnages recherche en parallele de la surveillance officielle
Ny ; ,;?aw S (CIRAD)
&’ ’ % | v" Arbre par arbre. Q-PCR.
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Vers une surveillance basée sur le risque :
lecons de la Réunion

Hypothése : la propagation épidémique est contrainte par la structure du paysage agricole et les facteurs éco-climatiques
1- Améliorer la connaissance du parcellaire agrumicole

2- Rassembler des données écologiques, pédologiques et climatiques

3- Assembler et nettoyer des données épidémiologiques

4- Mettre en relation présence/absence de maladie et variables de contexte

* Approches GLM et apprentissage automatique (SVM et Random forests)
* Simulations épidémiologiques Dispersal threshold

3 km 6 km
0 2 4 6 8 10 12 14 oz o180 150
i 1 ‘E E
i} Classement des variables explicatives S %
] - " = £ 100 100
de la classification par randomForest =5 5
gE 2
X = EZ2 S . o |
T_max_med = o ‘E " / »
d_lande = Z 5 . J 7]
d_canne 2 1 - ' 0 —~ -
distjardhl 2 0 200 400 600 0 200 400 600
pluie_med &
pente_mean - 4 Time (days) Time (days)
d_artif [ .
connectivites ‘19: .z 800 Lz 800
d_serre — “ g8 s e
d_bois 2 = o 500 o E 600 L v ow
] perimetre — 2 7 a y s 4 ol 1K 5
perimetre T d_maraich = B L : E ] ’, {
surface e~ = 2 400 b ~ ~ 5 2 100] — - -
pedo_EXPOindiff pedo, SOL QESs s A P 2 e - ‘
pedo_EXPOsache.mar pedo EXPO ST 00 — & iy 5E am VAo A
pedo_SOLinculte ] d_pafur g8 - e alfe |- gEE ° -',!-.,l 5 { -
pedo_EXPOtt.expo gﬂmgfe g o <o b4 L ;3 o & ’
do_EXPOpeu. |_roche < = = Ve < [} .
pe pl\?w(;“::c; ; T T T T T T 0 200 400 600 2 a 200 400 600 ke
pedo_SOLVertique | 0 2 4 6 8 10 Time (days) Time (days)

MeanDecreaseGini



Et pour d’autres territoires

Corse
0 \ ¢
* Adapter les protocoles de prélevement au caractere
asymptomatique de la maladie N Ny
L )

v" Pas de reconnaissance visuelle f\-ﬁ.-«é_‘ il

] , \ Epidémiosurveillance
v Echantillonnage de nombreux arbres poolés

\> o S g Santé Végétale

Choix des parcelles basé sur le risque 3 \\ C U LT I V E R

v’ Altitude/températures

g\ -
v’ Structure du parcellaire agrumicole s - P R O T E G E R

Bl Agrumes
v' Inférence du risque en Corse et en Occitanie

"= . dutrement
Projet BEYOND (C. Morris & S. Soubeyrand)

Building epidemiological surveillance & prophylaxis
with observations near & distant

POST-DOC NEEDED !!

Caractérisation du role des communautés microbiennes associées
aux agrumes lors des infections au HLB
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Les stratégies de lutte contre la maladie : deux stratégies principales

Eradiquer la maladie sur de grands Produire de facon durable

bassins de production et empécher la en présence de la maladie
re-contamination

N T EENHE A AARET Brésil, Cuba Floride, Asie, Antilles Francaises
ey Replantation uniquement sur des Replantation sur des zones
zones sans agrumes ni apparentés contaminées

Arrachage continu de tous les arbres  Présence d’agrumes contaminés et

contaminés + traitement chimique d’apparentés favorisant les populations §

systématique sur une distance de de psylles
100 m

Schémas de certification et production de plants sains

Suivi de |la présence des psylles

Lutte chimique contre les vecteurs:
traitement des l'observation d’un Lutte biologique contre le vecteur
psylle (jusqu’a 11 traitements /an)

Matériel végétal résistant au HLB

Matériel végétal plus tolérant au HLB

Pratiques culturales (en particulier nutrition et irrigation) et haute densité




Dynamique de l'infection dans la plante et Impact physiologique de la maladie

du HLB

Scion .'

» Synthése de callose au niveau
des cellules du phloéme:

—> obturation des cribles des
parois entre cellules.

» Accumulation de l'amidon et
des sucres dans les feuilles

=> symptomes foliaires

=> Les racines et les fruits ne sont

Seve
phloémique

Seve plus alimentés en seve
xylemique élaborée
» Il y destruction du systéme
racinaire

Porte-greffe » Recherche de porte-greffes et

variétés de scions limitant le
développement de la bactérie.

Xyleme

Phloeme

Koh et al, 2012



Variabilité de la sensibilité au niveau du germoplasme;
Les élements bibliographiques et perspectives pour la lutte contre le HLB

JGenres Citrus et Poncirus
* Pas de résistance vraie
Variabilité de la susceptibilité
o Orangelo Triumph / Pomelos
o Intérét de I'ancétre Cédratier
o Poncirus: résultats contradictoires

Vivre avec la maladie :
Recherche de variétés plus tolérantes

» Effet favorable de la polyploidie
o Limettier Tahiti (3x) versus limettiers diploides
o Porte-greffes tétraploides (sélection USA)
Eradiquer la maladie (variétés résistantes)
JdGenres apparentés Vivre avec la maladie (porte-greffe résistants)
* Résistances vraies (absence de multiplication de la bactérie)
dans les genres australiens Microcitrus et Eremocitrus,
sexuellement compatibles avec les especes cultivées du genre
Citrus
* Résistances vraies dans des genres apparentés sexuellement
incompatibles




Différenciations phénotypiques et physiologiques induites par la polyploidie

A 2x 4x

La polyploidie conduit a:

» Effet nanisant chez
I’arbre,

* Augmentation de la
taille des organes,

* Augmentation de la
taille cellulaire.

* Meilleure tolérance
aux stress abiotiques
(déficit hydrique,
stress salin, froid)




Evaluation physiologique de feuilles de limettiers Mexicain (2x) et Tahiti (3x)
infectés ou non par le HLB

» Matériel végétal :
- Limettier Mexicain (LM 2x): Citrus aurantiifolia
- Limettier Tahiti (LT 3x): Citrus latifolia (issu d’un croisement entre un limettier Mexicain et un citronnier)

- Variétés greffées sur du Citrumelo 4475 (2x) (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata)

Existe-il une relation entre les phénotypes foliaires et la tolérance au HLB: quel est I'impact de la polyploidie ?

LT LT
LM o
2X 3x 2X 3x

Feuilles témoins Feuilles infectées asymptomatiques, Las+AS  Feuilles infectées symptomatiques, Las+S




Observation du phloéme de pétioles de limettiers Mexicain (2x) et Tahiti (3x)

Microscopie électronique a balayage (MEB) du phloeme de pétioles de feuilles témoins

LT 3x HLB -

Taille cellulaire des LT > LM
Pas de présence de callose

18



Quels résultats aux stades asymptomatiques et symptomatiques ?

Limettier Mexicain, 2x  Limettier Tahiti, 3x

Control

L’'impact de la
maladie est plus

marqué pour LM 03;
que pour LT dés , 8
le stade Las+ 82
asymptomatique 3

©

Las+
symptomatique



Population de limettiers triploides hybrides : Création de la population

Papedas Citrons Pummelos Wild mandarins
C. micrantha B C. medica C. maxima C. reticulata

e 4
H\” H\W \|||‘||H ”N“H |‘||H
— | ' :
‘Mexican’ lime Sour oranges
C. x aurantiifolia C.x rantium

Lemons
C. x limon

‘Tahiti’ lime B C micrantha

C. x latifolia

. ~B ] "I Hl |
o i | B ¢ maxima
I
e | l|I|| | | | | B C reticulata
s
. | I
i |

C. medica

| Undetermined

Stratégie de reconstruction du limettier Tahiti
basée sur la phylogénomie

Objectifs de diversification des limettiers :
» Tolérance aux maladies (HLB en particulier...)
> Floraison et fructification toute 'année pour une alimentation
continue du marché local.
» Faible teneur en Furanocoumarine.

% =)

Parcelle de Limettiers triploides hybrides en évaluation
pour les caractéres d’intérét




Populations de porte-greffes tétraploides hybrides : Création de la population

Volkameriana (4x) X

Citrumelo 4475 (4x)

(C. reticulata x C. medica)

-~

|| |‘||” C. x limonia

LJWMWM

(C. x paradisi x P. trifoliata)

WMWM L

||w|| ‘H“” Citrumelo

||‘|\||||||‘|w|||M||| ”W” ]

125 hybrides

Volkameriana (4x)

X Citrandarin (4x)

(C. reticulatax C. medica)

”M“ C. x limonia

(C. reticulata x P. trifoliata)

mmmw b
‘ "” ”M“” Citrandarin

”MMWMWMN&J

59 hybrides

Trois parents tétraploides issus du doublement
chromosomique d’hybrides diploides d’origine inter-
spécifique ou inter-générique.

Populations porte-greffes 4x en
amplification par bouturage




Exploitation du compartiment océanien du complexe d’espéces pour la résistance au HLB
Développement de ressources biologiques

U Hybridations sexuées inter-génériques

= Population d’hybrides inter-génériques de seconde ou troisieme génération
(fécondations libres) disponible en Guadeloupe (plus de 600 hybrides
origine Seapag-Corse)

= Hybridations sexuées controlées (Corse puis évaluation Guadeloupe)
* Breeding variétal : hybridations F1 et BC1 entre mandariniers et Microcitrus

* Breeding de porte-greffes: hybridations Eremorange x (Citrus x Poncirus)

Eremorange = Eremocitrus glauca x C. sinensis ; E. glauca résistant au HLB et tres résistant au stress hydrique

* (Carte génétique et études des recombinaisons intergénériques
* Etudes GWAS et QTLs de la résistance au HLB et recherche de genes
candidats chez les genres Microcitrus et Eremocitrus

I * Génotypage GBS et phénotypage pour la résistance au HLB

1 Hybridations Somatiques (Montpellier puis évaluation Guadeloupe)
* Breeding porte-greffes : (Citrus x Poncirus) + Eremorange

* Pre-breeding géniteurs tétraploides: Citrus + Océaniens
Stage Gabriel Boulard




CONCLUSIONS

O Le HLB est aujourd’hui la principale contrainte de I'agrumiculture tropicale et subtropicale et menace le Bassin
Méditerranéen.

O La variabilité de la sensibilité au HLB au sein des agrumes cultivés permet de sélectionner des variétés et porte-greffes
mieux adaptés pour une production durable sous contrainte de la maladie.

O La polyploidie apparait favorable grace a un systeme de détoxication plus efficace, une anatomie vasculaire moins
impactée par les dépdbts de callose induits par le HLB et une meilleure réponse physiologique a la maladie.

0 La mise en évidence de résistances vraies au sein des genres apparentés des agrumes océaniens ouvre de nouvelles
perspectives pour la lutte contre le HLB, en s’appuyant sur la création de ressources biologiques et moléculaires
innovantes ainsi que sur I'expertise d’AGAP concernant la structure et le fonctionnement des génomes complexes.
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