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» Les objectifs

Développer des solutions rapides et durables pour lutter contre les maladies virales
émergentes de |la tomate et des cucurbitacées

* Partage de connaissance entre partenaires de la recherche et les professionnels

 Développer des tests de diagnostic robustes et identifier les facteurs écologiques a
I'origine des épidémies

 Comprendre les interactions plante-virus-vecteur

 Développer des solutions de lutte intégreée

* |dentifier et pyramider les résistances naturelles aux maladies virales et aux vecteurs

* Former les acteurs des filieres tomate et cucurbitacées
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Tomato leaf curl New Dehli virus Tomato brown rugose fruit virus
(TOLCNDV) vs. cucurbitacées (TOBRFV) vs. tomate



» Diagnostic ToBRFV KULEUVEN.

* Développement d’outils/protocoles pour un séquencage rapide de génomes viraux
complets

smartRT-PCR

Viral dsRNA Complete dsDNA Circular dsDNA CIDER-Nanopore
sequencing

=>» application pour la surveillance / comprendre les voies d’introduction
=>» développer une interface web pour évaluer la diversité des virus et les facteurs
favorisant |'apparition de foyers
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» Transmission ToOBRFV

healthy contaminated

* Role et l'importance de la transmission des semences dans la dissémination du virus sur
de longues distances
=>» préciser le % transmission virale des semences vers les plantules
=>» étudier |'efficacité de nouvelles stratégies de désinfection des semences




» ToBRFV : hOotes alternatifs

Invasive *ELISA **RT-PCR
or
ToBRFV PepMV-IL ToBRFV PepMV-IL
native
_ Amaranthaceae invasive - - - -
_ Poaceaa native - - - -
()] . . .

— Solanum nigrum Solanaceae invasive + + + +
g Solanum rostratum Solanaceae invasive + + + +
E Solanum elaeagnifolium Solanaceae invasive + - + -

_ Asteraceae invasive - - - -

=» évaluation de la transmission de semences a plantules du ToBRFV en cours
=>» role de réservoir reste a démontrer




» Infection mixte ToBRFV + PepMV
 Symptomes ToBRFV + PepMV agressif > symptomes ToBRFV + PepMV peu agressif

* Infection mixte TOBRFV + PepMV peu agressif vs. infection simple ToBRFV :
=>» feuille : symptémes plus marqués
=>» fruit : symptomes moins marqués

* Résultats a préciser

... avec différents isolats viraux
M ... en modifiant les conditions climatiques et culturales
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» Sélection biologique d’isolats peu agressifs
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tomate

Nicotiana tabacum cv Xanthi

=>» profils de symptémes varient en fonction du moment de 'observation post-infection

=» aucun isolat « vaccinal » identifié



» Prémunition ToBRFV L
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Symptomes : séveres légers tres atténues

=>» caractérisation de 3 mutants ToBRFV non virulents
=>» évaluation de leur stabilité
=» essais de combinaison des 3 mutations en infection simple ou en coinfection (+ PepMV)
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» Prémunition ToBRFV i VIKI

Scientia Terrae

e Sélection d’isolats peu agressifs par traitement chimique (acide nitreux: HNO2)

non infecté + isolat TOBRFV virulent + isolat TOBRFV N°27 (traité HNO2)

=» caractérisation de 2 mutants ToBRFV non virulents
=>» stabilité a évaluer
=» condition/concentration optimale de l'inoculum a normaliser pour la prémunition
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» Resistance ToBRFV —

WAGENINGEN

* Introgression de la résistance naturelle de lignées sauvages vers les tomates cultivées

o _ o _ Mesure des symptémes Test TOBRFV
Germination des graines puis inoculation de ToBRFV (4 semaines post-infection) (immunostrip ou ELISA)
Blaach traatment: Sead garmination in Sap producead from ToBREY Mechanical inoculation o b el o e
« avoid pathogens petri dishes under infected tomato plants
= improve germination controlled ambient
conditions .
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» Resistance ToBRFV —

WAGENINGEN

» Sélection de 3 lignées sauvages résistantes
=>» 2 Solanum pennelli
=>» 1 Solanum lycopersicum

 Etude du comportement de lignées résistantes en situation de coinfection (+ PepMV)

 Comportement des accessions sélectionnées comme porte-greffes résistants :
=» inoculation racinaire : le porte-greffe R protége le greffon sensible
=» inoculation foliaire : le porte-greffe R ne protege pas le greffon sensible
Une protection complete nécessite un déploiement de la résistance a la fois chez le
greffon et chez le porte-greffe
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» Optimisation des methodes d'éradication du ToBRFV w3

e Désinfection des sols a I'aide de solutions a pH extrémes
=>» forte stabilité du virus a pH acide §
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=>» sensibilité du virus a pH alcalin - seuil de désassemblage des particules: pH 10-11
=>» pH alcalin réduit I'inoculum et les taux d'infection chez la tomate.
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» Deésinfection substrats par solarisation plants infectés avant solarisation candton () _ solarisation

Condition (B) ™ AR S
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=>» désactivation du virus (TMV) a 35-60°C en surface (30 cm)
ex. efficacité de la solarisation pour des pays/régions avec température élevée

A@ (40 °C au moins 24 jours)



RB T-DNA repeat

» Clone ToBRFV — § LiKi

* Construction d’un clone infectieux ToBRFV —

PV1241inPJL89
11.097bp

4000

LB T-DNArepeat

t 6000

ToBRFV Part 1

35S Promoter

Objectifs : disposer d’un outil permettant d’étudier les effets de mutations
Ex. survie du virus, sévérité des symptomes, mouvement du virus dans la plante...

S. lycopersicum, Linda“ N.tabacum ,Samsun nn* N. benthamiana
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- clone

=» infectivité du clone ToBRFV
confirmée sur tomate et tabac

+ clone
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