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MALADIES DES PLANTES TOURS -8 ET 9 DÉCEMBRE 2009 LA PCR QUANTITATIVE : UN POTENTIEL A CREUSER POUR LA PREVISION DU DEVELOPPEMENT DES SYMPTOMES DE SEPTORIOSE
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La PCR quantitative permet de quantifier le développement du mycélium avant apparition des symptômes. Pour la septoriose du blé, maladie à incubation longue, un tel outil semble particulièrement intéressant. Il faut cependant être capable d'en interpréter les résultats en termes opérationnels. En 2007 et 2008, des cinétiques de biomasse fongique ont été obtenues sur des essais faisant l'objet d'observations de symptômes à pas de temps régulier. Les suivis de symptômes ont permis de déterminer la date d'explosion des symptômes. On montre qu'il existe une relation linéaire entre le résultat issu de la PCR quantitative et l'intervalle de temps entre la date du prélèvement et la date d'explosion des symptômes. Moyennant une amélioration de cette relation, la PCR quantitative pourrait donc s'inscrire dans des schémas d'avertissement ou de conseil.

INTRODUCTION

En France, la septoriose, maladie fongique foliaire causée par Mycosphaerella graminicola (anamorph Septoria tritici), est la plus dommageable sur blé tendre (Triticum aestivum), pouvant engendrer des pertes de rendement de l'ordre de 50 q/ha dans les situations les plus exposées [START_REF] Jorgensen | Histology of the pathogenesis of Mycosphaerella graminicola in wheat[END_REF]. Le contrôle de la maladie est essentiellement basé sur la lutte chimique. Cependant, cette lutte chimique est doublement remise en cause. Le développement de résistances aux matières actives par le pathogène a induit des baisses d'efficacité importantes [START_REF] Maufras | Comment résister à la résistance?[END_REF]An., 2009). De plus, la pression sociétale s'est concrétisée par l'engagement pris lors du Grenelle de l'Environnement de réduire l'utilisation des produits phytopharmaceutiques de 50% [START_REF] Bibliographie Anonyme | Relevé de la troisième partie de la table ronde 6-Programmes[END_REF]. Les modèles épidémiologiques et les outils d'aide à la décision permettant de caler au mieux le positionnement des traitements afin d'augmenter leur efficacité et/ou de diminuer leur nombre représentent des solutions permettant de répondre à ce double enjeu [START_REF] Gouache | Le positionnement des traitements fongicides : enjeu pour la septoriose et intérêt du modèle « SeptoLIS[END_REF]. Les modèles peuvent cependant être complémentés par des observations afin d'en augmenter la fiabilité. C'est le cas du modèle de développement des maladies foliaires proposé par [START_REF] Audsley | A foliar disease model for use in wheat disease management decision support systems[END_REF], qui utilise des observations visuelles de maladie. La septoriose est pourtant une maladie à incubation longue [START_REF] Lovell | Effect of temperature on latent period of septoria leaf blotch on winter wheat under outdoor conditions[END_REF][START_REF] Viljanen-Rollinson | Latent periods of septoria tritici blotch on ten cultivars of wheat[END_REF] avec des valeurs rapportées allant de 11 à 37 jours. L'observation des symptômes à une date donnée ne fournit donc pas d'informations sur le développement de l'épidémie dans les 11 à 37 jours précédant l'observation. Pourtant, la quantification par « Polymerase Chain Reaction » (PCR) existe sur septoriose [START_REF] Fraaije | PCR-based Assays to Assess Wheat Varietal Resistance to Blotch (Septoria Tritici and Stagonospora Nodorum) and Rust (Puccinia Striiformis and Puccinia Recondita) Diseases[END_REF][START_REF] Guo | Presymptomatic and quantitative detection of Mycosphaerella graminicola development in wheat using a real-time PCR assay[END_REF] et permet de quantifier de manière présymptomatique le champignon, fournissant de bonnes relations entre avec d'autres variables quantifiant le niveau de maladie (nombre de lésions, nombre de pycnides, surface symptomatiques). Cet outil a été utilisé pour caractériser étudier l'efficacité des fongicides [START_REF] Guo | A Real-time PCR Assay for Quantitative and Accurate Assessment of Fungicide Effects on Mycosphaerella graminicolaLeaf Blotch[END_REF], les résistances variétales [START_REF] Fraaije | PCR-based Assays to Assess Wheat Varietal Resistance to Blotch (Septoria Tritici and Stagonospora Nodorum) and Rust (Puccinia Striiformis and Puccinia Recondita) Diseases[END_REF], les progressions épidémiques [START_REF] Fraaije | Septoria epidemics on wheat: combined use of visual assessment and PCR-based diagnostics to identify mechanisms of disease escape[END_REF] et la résistance aux fongicides [START_REF] Fraaije | Role of ascospores in further spread of QoI-resistant cytochrome b alleles (G143A) in field populations of Mycosphaerella graminicola[END_REF]. Cependant, la valeur prévisionnelle d'un tel outil a jusqu'à maintenant été peu explorée. On a donc cherché à relier le développement de symptômes à celui de la biomasse mycélienne caractérisée par PCR quantitative dans le cas de l'interaction blé tendre -Septoria tritici.

MATERIEL ET MÉTHODE

METHODOLOGIE DE QUANTIFICATION

Le traitement des échantillons et l'extraction d'ADN a été réalisée selon le protocole décrit dans [START_REF] Selim | Allele-specific real time PCR for quantification and discrimination of sterol 14 ademethylationinhibitor-resistant genotypes of Mycosphaerella graminicola[END_REF]. L'amplification du gène de β-tubuline (GenBank accession no. AY547264) ciblant un fragment de 63 paires de bases, selon une méthodologie dérivée de [START_REF] Bearchell | Wheat archive links longterm fungal pathogen population dynamics to air pollution[END_REF] 

ANALYSE ET TRAITEMENT DES DONNEES

Toutes les analyses ont été réalisées à l'aide du logiciel statistique R (R Development Core Team, 2007). Les analyses ROC (Receiver-Operator Characteristic) ont été réalisées avec la bibliothèque de fonctions ROCR [START_REF] Sing | ROCR: Visualizing the performance of scoring classifiers[END_REF]. L'analyse des cinétiques de progression de symptômes a été réalisée par ajustement de courbes de Gompertz selon la méthodologie décrite dans [START_REF] Gouache | Un nouvel indicateur de classement variétal vis-à-vis de la septoriose prenant en compte la précocité variétale[END_REF].

RESULTATS RELATION DIRECTE NOMBRE DE COPIES D'ADN ET SYMPTOMES

A la lecture de la figure 1a, qui représente la relation entre le nombre de copies d'ADN et les surfaces nécrosées, il apparaît que la présence de symptômes est liée au dépassement d'un seuil de nombre de copies d'ADN compris entre 10 1 et 10 2 . Une analyse en courbe ROC [START_REF] Hughes | Decision-making and diagnosis in disease management[END_REF] des données met effectivement en avant le fait que le nombre de copies est un très bon indicateur de présence/absence de symptômes : en effet, la courbe s'éloigne fortement de la bissectrice, et l'aire sous la courbe (Area Under the Curve, AUC) s'approche très fortement de 1 (figure 1b). 

RELATION ENTRE CINETIQUES DE NOMBRE DE COPIES D'ADN ET DE SYMPTOMES

Pour approfondir le lien entre niveau de symptômes et résultat de la PCR quantitative, on a ajusté une courbe de Gompertz à chaque courbe d'évolution de symptômes sur chaque étage foliaire prélevé au cours des essais. Cela a permis de caractériser à chaque fois le paramètre de position de la cinétique de développement des symptômes : il s'agit du t 90 qui représente la date à laquelle 10% de symptômes nécrotiques sont apparus sur l'étage foliaire [START_REF] Gouache | Un nouvel indicateur de classement variétal vis-à-vis de la septoriose prenant en compte la précocité variétale[END_REF]. On considère que ce paramètre indique le moment du décollage de la maladie sur l'étage foliaire étudié. On a ensuite représenté l'évolution des quantités d'ADN en fonction des sommes de températures à partir de différentes origines : le semis, la date d'émergence de l'étage foliaire étudié, et la date correspondant au décollage de la maladie sur l'étage foliaire étudié (Figure 2a). On observe que le calage des sommes de température en fonction de la date de décollage de la maladie permet de regrouper les points en une cinétique. Ainsi, on peut considérer, en inversant les axes, que le nombre de copies d'ADN est une variable explicative et que le temps entre la date du prélèvement et la date d'explosion de la maladie est la variable à prédire (Figure 2b). Nous avons réalisé essai par essai des séries d'analyses de covariance pour appréhender l'origine de la variabilité autour de cette relation (Tableau I). On remarque qu'à l'exception de l'essai 2008-D, il n'y a pas d'effets d'interaction significatifs avec le nombre de copies. Cependant, sur cet essai, cet effet est peut être à relier à une légère attaque de rouille jaune mal maîtrisée qui a pu perturber la quantification visuelle des symptômes. 

DISCUSSION

La PCR quantitative appliquée aux pathogènes permet d'en quantifier le niveau in planta avant même l'expression de symptômes visibles. Sur septoriose, cet outil a été déployé dans de nombreuses études, démontrant son intérêt pour l'étude des résistances variétales [START_REF] Fraaije | PCR-based Assays to Assess Wheat Varietal Resistance to Blotch (Septoria Tritici and Stagonospora Nodorum) and Rust (Puccinia Striiformis and Puccinia Recondita) Diseases[END_REF], de l'efficacité des fongicides [START_REF] Guo | A Real-time PCR Assay for Quantitative and Accurate Assessment of Fungicide Effects on Mycosphaerella graminicolaLeaf Blotch[END_REF] et des résistances des pathogènes [START_REF] Fraaije | PCR-based Assays to Assess Wheat Varietal Resistance to Blotch (Septoria Tritici and Stagonospora Nodorum) and Rust (Puccinia Striiformis and Puccinia Recondita) Diseases[END_REF] à ceux-ci, et des progressions épidémiques dans des couverts aux architectures différenciées [START_REF] Fraaije | Septoria epidemics on wheat: combined use of visual assessment and PCR-based diagnostics to identify mechanisms of disease escape[END_REF]. La quantification présymptomatique d'un pathogène offre aussi un potentiel pour améliorer le déploiement de méthodes de lutte, mais comme l'ont souligné [START_REF] Lockley | The value of ELISA diagnostics as tools to optimise fungicide use for the control of Septoria tritici in winter wheat[END_REF], cela implique de pouvoir relier de manière robuste la mesure réalisée au développement ultérieur du pathogène, puis de relier ce développement à une action par le biais de règles de décision. Des expériences existent avec d'autres outils de quantification présymptomatique, comme l'immunodiagnostic, pour déclencher des interventions fongicides. [START_REF] Kendall | Immunodiagnosis as an aid to the timing of fungicide sprays for the control of Mycosphaerella graminicola on winter wheat in the UK[END_REF] ont par exemple établi un seuil de déclenchement du 2 ème traitement anti-septoriose avec ce type d'outil. Cependant, ces schémas sont limités car ce type de diagnostic ne permet pas de projection dans l'avenir. On a montré que la quantité d'ADN mesurée par PCR quantitative pouvait effectivement être reliée aux niveaux de symptômes, premièrement en tant qu'indicateur de présence/absence, mais surtout en tant qu'outil de prédiction du développement ultérieur des symptômes. Cela correspond bien aux observations réalisées par Kema et al. (1996) [START_REF] Lovell | Effect of temperature on latent period of septoria leaf blotch on winter wheat under outdoor conditions[END_REF][START_REF] Viljanen-Rollinson | Latent periods of septoria tritici blotch on ten cultivars of wheat[END_REF]. En effet, une observation visuelle ne permet pas d'appréhender l'ensemble des contaminations ayant eu lieu moins d'une latence auparavant, contrairement à cet outil, qui, selon sa sensibilité, permet d'obtenir une quantification 2 à 3 semaines avant apparition des symptômes. La capacité prédictive de la PCR quantitative ouvre ainsi une porte à son utilisation dans des schémas de conseil ou d'aide à la décision. L'utilisation d'observations visuelles de symptômes peut permettre d'ajuster au mieux aux conditions parcellaires un modèle épidémiologique [START_REF] Audsley | A foliar disease model for use in wheat disease management decision support systems[END_REF]. Ces modèles peuvent à leur tour être utilisés pour fournir un conseil technique, de décision de traitement par exemple [START_REF] Gouache | Le positionnement des traitements fongicides : enjeu pour la septoriose et intérêt du modèle « SeptoLIS[END_REF]. On peut par le biais de la relation étudiée ici envisager de remplacer l'observation visuelle par une mesure de PCR quantitative, qui apporterait ainsi 2 à 3 semaines d'informations supplémentaires. L'assimilation de données dans les modèles de fonctionnement [START_REF] Naud | Leaf transmittance measurements can improve predictions of the nitrogen status for winter wheat crop[END_REF] pourrait être une piste pour mettre cela en oeuvre.

CONCLUSION

On montre l'intérêt de la PCR quantitative comme outil permettant une prédiction robuste du développement ultérieur des symptômes de septoriose. Une meilleure compréhension des effets des variétés et des fongicides, sur cette relation apparaît cependant nécessaire. Dans le cadre de la prévision, toute amélioration de la sensibilité des méthodes de quantification par PCR pour des faibles quantités de pathogène serait très intéressante. L'intégration de cet outil dans des schémas de conseil par le biais de modèles épidémiologiques semble donc possible. 

REMERCIEMENTS

Figure 1 :

 1 Figure 1 : Analyse de la relation entre résultats de PCR quantitative et surfaces nécrosées. Analysis of the relationship between quantitative PCR and necrtoic area (a) Surfaces nécrosées en fonction du nombre de copies d'ADN (échelle logarithmique). Necrotic area explained by number of DNA copies (log scale). (b) Courbe ROC analysant l'efficacité du nombre de copies d'ADN comme indicateur de présence/absence de symptômes. ROC curve analysis of number of DNA copies as an indicator of presence/absence of symptoms.

  Figure 2 : (a) Cinétique de nombre de copies d'ADN (échelle logarithmique) en fonction de sommes de températures exprimées en fonction de différentes origines pour les essais de l'année 2008. Evoluation of the number of DNA copies (log scale) over thermal time from various origins (from bottom to top: from sowing, from leaf emergence, from symptom explosion) for 2008 trials. (b) Utilisation du nombre de copies d'ADN comme variable prédictive du temps entre la date du prélèvement et l'explosion de la maladie. Use of the number of DNA copies as a predictor of the time from sampling to symptom explosion, as caracterized by t 90 .

  

  

des essais Essai Année de récolte Modalités prélevées Date de semis Dates de prélèvement Organes prélevés Nombre de notations maladie 2007-D

  Pour chaque parcelle et chaque étage foliaire, un prélèvement est constitué de 20 feuilles échantillonnées le long d'un transect de la parcelle en évitant les rangs de bordure. L'humidité résiduelle a été enlevée par tamponnage avec papier absorbant. Les échantillons ont ensuite été expédiés au laboratoire de Lasalle-Beauvais en service 24 heures.

	Tableau I : Caractéristiques 2007 Charger, Paledor, Royssac, Toisondor	09/10/2006	04/05, 04/06	F1, F2, F3	8
	2008-D	2008	Dinosor, Toisondor	19/10/2007	
	PROTOCOLE DE PRELEVEMENT		
			, utilisant 0.3 µM de chaque amorce, 0.2 µM de sonde TaqMan et 200
	ng d'ADN. Chaque réaction (volume total 25 µl) contenait 1 volume de PCR master mix
	(Applied Biosystems, USA). Les conditions d'amplification étaient les suivantes : 10 min à
	95°C, suivies de 40 cycles de 15 s à 95°C et d'une min à 60°C. réalisées avec un appareil de
	type ABI PRISM 7300 sequence detection system (Applied Biosystems, USA).
	CONDUITE DES EXPERIMENTATIONS		
	Des prélèvements ont été réalisés sur deux types d'essais implantés en 2007 et 2008 sur le
	site de Villiers-le-Bacle (91). Ces essais sont décrits dans le tableau I. Deux d'entre eux
	(2007-D et 2008-D) ont été décrits dans Gouache et Robert (2009) et étudiaient différentes
	variétés. Le dernier concernait la variété Soissons, cultivée à deux niveaux d'azote, dose X
	et dose X-50 kg N/ha, X étant la dose prévisionnelle calculée par la méthode des bilans. Les
	essais étaient conduits en traité et non-traité fongicides, et pour le reste de la conduite selon
	les standards locaux. On ne traitera ici que des parcelles non-traitées.

  Résultats des analyses de covariance : niveau des significativité des effets des modalités testées (variété ou azote) et de l'étage foliaire sur la relation entre nombre de copies d'ADN et délai jusqu'à l'explosion des symptômes. L'effet du nombre de copies, nonreprésenté, est systématiquement hautement significatif. Results of covariance analyses : level of significancy of the experimental factors (cultivar or nitrogen) and leaf layer on the relation between the number of DNA copies and time to symptom explosion.

				Essais 2007 -D et 2008 -D		
	Effet	Variété	Etage	Interaction	Interaction	Interaction	Interaction
	testé		foliaire	étage	variété -	étage	étage
				foliaire -	nombre de	foliaire -	foliaire -
				variété	copies	nombre de	variété -
						copies	nombre
							de copies
	2007-	5.2*10 -4	non	non testé	0.18	non testé	non testé
	D		testé				
	2007-	0.0035	0.054	0.49	0.24	0.38	0.38
	D sans						
	F3						
	2008-	1.4*10 -6	0.19	0.0029	0.57	0.17	0.031
	D						
	2008-	0.062	non	non testé	0.10	non testé	non testé
	D sans		testé				
	F4						
				Essai 2008 -F		
	Effet	Azote	Etage	Interaction	Interaction	Interaction	Interaction
	testé		foliaire	étage	azote -	étage	étage
				foliaire -	nombre de	foliaire -	foliaire -
				variété	copies	nombre de	variété -
						copies	nombre
							de copies
	2008 -	0.81	8.5*10 -5 0.69	0.56	0.38	0.75
	F						

On note qu'il n'y a pas non plus d'effet de la conduite azoté sur cette relation. L'effet variété apparaît par contre dans tous les cas sauf un significatif au seuil de 5%. Il semble également y avoir un effet étage foliaire, mais celui-ci semble moins net. La pente de la relation étudiée apparaît donc comme plutôt stable, et le bruit observé autour de celle-ci comme étant du à des effets de la variété ou de l'étage foliaire.

Tabelau I :

  décrivant le développement du mycélium dans la feuille comme très lent pendant une longue phase puis accélérant très fortement peu avant l'apparition des symptômes : l'apparition des symptômes et le développement de la biomasse du mycélium semblent très liés. L'étude de la relation entre quantité de mycélium (évaluée par PCR quantitative) et temps (en degré-jours base 0 °C) restant entre la date du prélèvement et la date d'explosion des symptômes a cependant montré qu'il existe des effets non encore pris en compte. La pente de la relation est apparue comme plutôt stable, mais cela demanderait d'être vérifié sur un plus grand nombre de situations, et en particulier de variétés connues pour leur résistance quantitative. On a pu constater un effet de la variété et un effet de l'étage foliaire sur cette relation. Le peu d'effet constaté sur la pente de la relation semble exclure l'hypothèse d'une différence de vitesse de croissance mycélienne pour expliquer cet effet. Ces effets demandent donc à être creusés.[START_REF] Rohel | Quantitative PCR monitoring of the effect of azoxystrobin treatments on Mycosphaerella graminicola epidemics in the field[END_REF] dans un travail sur l'efficacité des matières actives ont signalé la difficulté de relier développement de la biomasse mycélienne estimée par PCR quantitative au développement ultérieur des symptômes. Une analyse préliminaire des données présentées dans cet article avec la méthode présentée ici laisse penser qu'un effet des traitements fongicides existe sur cette relation, en interaction avec l'étage foliaire. Cependant, la sensibilité de la méthodologie de quantification n'étant pas la même, il est difficile de tirer une conclusion. On montre dans cette étude que la PCR quantitative semble pouvoir être un prédicteur robuste des futurs symptômes de septoriose. Ceci est particulièrement intéressant dans le cas de la septoriose, pathogène à temps de latence élevé, pouvant dépassé 4 semaines,

  Ce travail a été réalisé dans le cadre de l'UMT (Unité Mixte Technologique) Pivert. Il a été soutenu par le projet Casdar (Compte d'Affectation Spéciale pour le Développement Agricole et Rural) n° 6128 « Gestion des fongicides et insectic ides sur blé et colza : suivi des phénomènes de résistances, et développement d'outils d'aide au raisonnement des traitements fongicides en grandes cultures, afin de limiter le recours à la lutte chimique et de préserver l'efficacité des substances actives. » La poursuite du travail est en cours avec l'appui du FSOV (Fonds de Soutien à l'Obtention Végétale » dans le cadre du projet intitulé « Evaluation de la résistance du blé à la septoriose provoquée par Mycosphaerella graminicola ». Les auteurs tiennent à remercier l'ensemble des équipes techniques de La Minière qui ont permis d'obtenir les données. Anne-Sophie Rabetsarazaka est remerciée pour son appui

2008-F 2008 Soissons dose X, Soissons dose X-50 12/11/2007 08/04, 15/04, 21/04, 29/04, 05/05, 13/05, 21/05, 02/06, 09/06, 17/06, 23/06, 30/06 F1, F4 6