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RESUME

Bursaphelenchus xylophilus, nématode du pin est I'objet de nombreuses publications visant a
améliorer sa détection. Les techniques de biologie moléculaire les plus avancées (PCR temps réel,
LAMP) constituent des outils sensibles et adaptés pour une détection précoce. lls sont déja mis en
ceuvre en France. La télédétection offre aussi des perspectives intéressantes pour la surveillance des
peuplements et la détection précoce d’arbres dépérissant. Toutefois les modalités d’application de
cette méthodologie restent a préciser. Lamélioration d’autres éléments pourraient aussi contribuer a
la détection précoce du nématode, comme les modalités de préléevement et d’échantillonnage, ainsi
que les méthodes directes d’extraction des nématodes.
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ABSTRACT

TOOLS FOR THE EARLY DETECTION OF THE PINEWOOD NEMATODE, APPROPRIATE FOR THE SURVEY
OF FORESTS AND WOOD MATERIAL

Bursaphelenchus xylophilus, the pinewood nematode, is the subject for many studies aiming at
improving its detection. The most advanced technics in molecular biology (e.g. real time PCR, LAMP)
are sensitive and appropriate tools for early detection. They are already in use in the framework of
French official survey. Remote sensing also offers interesting perspectives for the benefit of forest
survey and early detection of declining trees. However the conditions of use of this method need to
be specified. The improvement of other items could also contribute to early detection of the
nematode, i.e. appropriate sampling strategy and methods for direct extraction of the nematode.
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INTRODUCTION

Le nématode du pin (Bursaphelenchus xylophilus) constitue une menace importante pour tous les
territoires hébergeant des peuplements forestiers sensibles. La détection d’un foyer de nématode du pin
au Portugal en 1999 (Mota et al, 1999), a sensibilisé les états membres de I'Union européenne a une
surveillance accrue de leur territoire vis-a-vis de cet organisme.

Cette surveillance se traduit certes par des analyses régulieres des peuplements et des bois en circulation.
Toutefois la difficile lutte contre ce nématode incite au développement et a l'application de méthodes
permettant une détection précoce pour gérer cette menace trés en amont.

Les principaux axes de développement technologique concernent d’une part la télédétection des
symptomes de dépérissement et d’autre part le développement d'outils moléculaires tres sensibles pour
détecter la présence du nématode.

Bien que pertinents, ces développements présentent des limites a bien prendre en compte pour assurer
une surveillance optimisée.

LA TELEDETECTION AU SERVICE DE LA SURVEILLANCE

Dans les conditions climatiques adaptées, la présence de B. xylophilus dans des especes de pins
sensibles génere des symptomes de dépérissement. Ces dépérissements se traduisent par des
décolorations et la mortalité des aiguilles (Figure 1). Ces changements de couleur du couvert végétal
sont perceptibles a I'ceil, mais I'observation des canopées des pins est impossible depuis le sol.

Figurel : Evolution de la coloration des aiguilles de pins infestés par B. xylophilus, de I'arbre sain (a
gauche) a I'arbre mort (a droite) (© Thomas Schroder, JKI).

Dans ce contexte, une surveillance réguliere de I'évolution de la coloration des houppiers de pins
depuis le ciel peut permettre d’identifier des zones sensibles présentant des symptomes de
décoloration et potentiellement de dépérissement. Lobservation la plus compléte est permise par la
télédétection (cf. encadré 1) en identifiant, apres traitement des données acquises, des zones de
végétation plus ou moins dépérissantes (Figure 2).
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Figure 2 — lllustration de l'analyse de données issues de la télédétection pour cartographier I'état de
la végétation. Les couleurs différentes représentent des états de végétation différents (©
www.farmstar-conseil.fr).

Depuis plusieurs années, des équipes chinoises et japonaises étudient les modalités d’utilisation de la
télédétection pour la détection indirecte du nématode du pin.

Wang et al. (2008), dans leur étude réalisée dans les territoires de I'est de la Chine sur Pinus
massoniana, ont décrit deux types de profils distincts détectables et correspondant a des dispersions
différentes du nématode, continue ou discontinue. Ces résultats peuvent constituer un éventuel
bénéfice pour la gestion des changements écologiques consécutifs a I'expansion du nématode du pin,
mais ils ne constituent pas a proprement parlé un outil de détection précoce.

Zaman et al. (2010) ont quant a eux étudié la détection et I'analyse des symptémes dus au nématode
du pin dans la zone de Komagane City, Préfecture de Nagano. Lobjectif était d’établir une relation
claire entre les symptomes observés et le statut de P. resinosa a partir des données de télédétection.
Ju et al. (2014) ont déterminé qu’il était possible de détecter une infection par B. xylophilus 30 jours
apres inoculation de P. massoniana en corrélant I'émission spectrale et la variation du contenu en
chlorophylle.

Enfin Liu et al. (2015) ont établi que le taux de transpiration de P. massoniana pouvait étre un
indicateur pertinent de la présence du nématode du pin. En effet le taux de transpiration des pins est
fortement corrélé aux émissions infrarouges. Aussi les caractéristiques spectrales d’'un arbre ou d’un
peuplement pourraient étre utilisées pour une détection précoce de B. xylophilus.

A noter qu’aussi intéressants que soient ces résultats, ils s‘appliquent a des espéces de pins
différentes de celles présentes dans les peuplements frangais ou européens. Par ailleurs, la qualité de
la mesure est aussi dépendante des conditions de mesure (rayonnement solaire, disposition des
peuplements...). La méthodologie doit donc étre adaptée au contexte spécifique et le choix de la
technologie adapté (moyens de télédétection aéroportés de type avion, drone...) (Figure 3).

Une des limites de cette approche par télédétection est le fait que le dépérissement de pins n’est pas
spécifique de la présence du nématode. De nombreux facteurs peuvent induire des dépérissements :
parasitisme par d’autres organismes (scolytes), sécheresse, incendie.... Uapproche par télédétection
devra toujours étre complétée par une analyse de terrain.

Figure 3 — Différents modes de télédétection : manuel ou aéroporté



Encadré 1 — Qu’est-ce que la télédétection?

(d’apres https://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A91%C3%A9d%C3%A9tection)

La télédétection désigne, dans son acception la plus large, la mesure ou l'acquisition d'informations sur un objet
ou un phénomeéne, par l'intermédiaire d'un instrument de mesure n'ayant pas de contact avec |'objet étudié.
C'est |'utilisation a distance de n'importe quel type d'instrument (par exemple, d'un avion, d'un engin spatial,
d'un satellite ou encore d'un bateau) permettant I'acquisition d'informations sur I'environnement. On fait
souvent appel a des instruments tels qu'appareils photographiques, lasers, radars, sonars, sismographes ou
gravimeétres. La télédétection moderne intégre normalement des traitements numériques mais peut tout aussi
bien utiliser des méthodes non numériques.

Ce type de méthode d'acquisition utilise normalement la mesure des rayonnements électromagnétiques émis
ou réfléchis des objets étudiés dans un certain domaine de fréquences (infrarouge, visible, micro-ondes). Ceci
est rendu possible par le fait que les objets étudiés (plantes, maisons, surfaces d'eau ou masses d'air) émettent

ou réfléchissent du rayonnement a différentes longueurs d'onde et intensités selon leur état (Figure 4).

Alors que I'astronomie pourrait étre considérée comme de la télédétection (poussée a I'extréme), le terme
télédétection est généralement réservé aux observations terrestres.
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Fig. 4 - Processus de la télédétection (a gauche) et représentation de la mesure sur peuplement forestier (a
droite)
Source: http://www.fao.org/docrep/005/x2038f/x2038f09.htm (Sept. 2015)

Pour plus d’information :
http://www.cartographie.ird.fr/refugies/methodes-Teledec.html
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LA DETECTION PRECOCE PAR ANALYSES MOLECULAIRES

La plupart des surveillances des peuplements de pins en Europe vis-a-vis de B. xylophilus se fait sur la
base de l'observation morphologique. Toutefois, les équipes de recherche internationales
développent des tests basés sur les techniques d'amplification de génome. Aujourd’hui de nombreux
tests sont disponibles, il reste a ajuster et fiabiliser leur utilisation. Une partie de ces tests relévent de
la technique dite de Polymerase Chain Reaction temps réel, qui permet une amplification d’'une zone
du génome tout en permettant sa détection en temps réel (sans attendre la fin de la manipulation)
(Figure 5). Cette technique, qui est mise en ceuvre en laboratoire, est sensible et spécifique. Son
automatisation est possible pour permettre des analyses a haut débit.
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Différents tests ont été publiés pour la détection du nématode sans distinction de son statut vivant
ou mort (Cao et al., 2005 ; Francgois et al. 2007 ; Leal et al., 2007 ; 2009 ; Huang et al., 2010 ; Ye et al.,
2013). A ce jour, la surveillance du territoire frangais intégre déja ces technologies aussi bien pour
I'analyse des peuplements que des vecteurs piégés (Anses 2015a et 2015b).

D’autres tests permettent la détection spécifique de nématodes vivants en ciblant certaines zones du
génome exprimées uniquement si I'organisme est vivant (Leal et al. 2013). Ce type de test est
particulierement intéressant. Il permet une détection a faible niveau de contamination et, dans le cas
de bois en circulation sur le territoire, de faire la différence entre des nématodes morts résultant d’'un
traitement adapté (type ceux recommandés dans la norme NIMP15) de nématodes bien vivants. Cet
outil n‘est pas encore mis en ceuvre dans le cadre de la surveillance du territoire francais et des
marchandises importées. La mise en ceuvre de ce type de test est plus délicate et peut engendrer
plus facilement des résultats faussement négatifs.

Ces derniéres années, un nouveau type d’analyse moléculaire émerge pour une analyse rapide et au
plus pres du terrain. Il s'agit de la technique LAMP (Loop-mediated isothermal AMPIlification) (cf
encadré 2). Cette technique ne nécessitant dans I'absolu que de peu d’équipements et pour la plupart
des équipements peu sophistiqués, ce type de test pourrait étre adapté pour la réalisation d’analyses
au plus prés des zones de prélevement ou d’import.

Des tests spécifiques pour B. xylophilus ont été développés (Kikuchi et al., 2009 ; Kanetani et al.,
2011 ; Aikawa et al.,, 2011 ; Leal et al., 2015). Toutefois ces tests montrent généralement une
sensibilité moindre comparés aux outils moléculaires décrits ci-dessus. Lapplication de la LAMP a la
détection du nématode du pin pose généralement le probléeme de I'extraction du nématode et des
acides nucléiques correspondants pour laquelle le recours a des équipements et des méthodologies
uniquement disponibles en laboratoire est indispensable.



Encadré 2 - La technique LAMP

La technique d’amplification isothermale LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification) permet de réaliser
une amplification de I’ADN a une température constante de 65° C. Dans I'absolu et selon les cibles a tester, on
peut amplifier de I'ADN sans équipement de biologie moléculaire, sans extraction et certains protocoles
permettent le diagnostic au champ avec un simple bain-marie. Publiée en 2000 par Notomi, la technique
connait un essor récent en phytopathologie avec des publications régulieres. La mise sur le marché de kits
commerciaux dédiés et d’équipements spécifiques contribue au déploiement de cette technologie (Figure 6).

Positive Negative

Figure 6 — Aspects des résultats d’amplification par LAMP : en haut différence de turbidité a I'ceil nu entre les
positifs (présence de turbidité en cas d'amplification) et les négatifs (absence de turbidité). En bas, différence de
fluorescence (lecture avec un équipement spécifique) entre les positifs (présence de fluorescence en cas
d’amplification) et les négatifs (absence de fluorescence).
(©http://www.markergene.com/newsletters/newsletter0311/ Sept 2015)




La détection précoce par outil moléculaire est donc largement appliquée en France dans le cadre de
la surveillance des peuplements et des bois en circulation sur le territoire. Toutefois un des axes
d’amélioration reste I'amélioration des méthodes d’extraction des nématodes et des acides
nucléiques pour analyse. Les connaissances actuelles appliquées aux échantillons représentatifs pour
la surveillance imposent des étapes longues, non automatisables et consommatrices de main
d’ceuvre. Une méthode directe d’extraction sur bois, pour les volumes d’échantillons adaptés (100 a
150 g de copeaux), serait une réelle amélioration du processus d’analyse.

Enfin toute méthode de détection précoce n‘a de sens que dans le cadre d’'un échantillonnage
pertinent et fiable. Cet élément reste dans doute encore un axe d’amélioration pour une détection
précoce. Un prélévement au plus prés de la possible contamination initiale, a savoir au niveau des
houppiers, serait sans doute un meilleur garant d’une détection précoce, mais c’est sans compter sur
les difficultés techniques que poserait ce type d’approche.

CONCLUSION

La détection précoce du nématode du pin repose d’une part sur une analyse réguliere du couvert végétal
des peuplements de pins pour détecter des dépérissements, et d’autre part sur une analyse trés sensible
en laboratoire.

La premiére approche par télédétection n’est pas encore appliquée dans le cadre de la surveillance et
mériterait une étude plus approfondie pour évaluer les modalités de mise en ceuvre pour la diversité ou
une partie du territoire francais. La télédétection a l'aide d’avion ou d’un drone pourrait étre une option
financierement acceptable offrant une résolution adaptée.

La seconde approche est d’ores et déja mise en ceuvre en routine et permet une détection précoce et
sensible de la présence du nématode. La PCR temps réel est appliquée en routine pour la surveillance du
territoire. La différenciation moléculaire des nématodes vivants de ceux morts pourraient justifier des
travaux méthodologiques complémentaires.

D’autres axes en lien plus global avec la détection du nématode justifieraient de bénéficier de travaux
complémentaires, a savoir ou et quand réaliser les prélevements sur peuplements, mais aussi comment
extraire les acides nucléiques des nématodes directement dans le bois sans passer par une étape de
migration actives de B. xylophilus. Bien que ce dernier point ait été identifié plus largement en Europe,
aucun des récents projets européens financés par I’'UE n’a apporté de solution technique.

La détection de B. xylophilus reste une thématique de recherche active pour répondre aux différents
acteurs de la filiére et des services officiels.
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