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@ Introduction — Charbon nu de I'orge (Ustilago nuda)
Embryon d'orge infecté par
Embryon d'orge sain Ustilago nuda
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O

Embryon d'orge sain

Introduction — Charbon nu de I'orge (Ustilago nuda)

Embryon d'orge infecté par
Ustilago nuda

v

Infection

Y 4
Maladie transmise
strictement par semences uniquement durant

\f/ la floraison

Symptdmes visibles
uniqguement a la floraison
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Embryon d'orge sain

Traitement prophylactique des
semences avec des produits

phytosanitaires synthétiques

Résistance aux fongicides de synthése

Introduction — Charbon nu de I'orge (Ustilago nuda)

Embryon d'orge infecté par
Ustilago nuda

Aucun traitement alternatif
commercialisé

+

Semences non traitées
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@ Certification des niveaux tolérables d'infection par U. nuda

Surveillance des champs

Test d'embryon

T Pas utilisé

en Suisse
_———
#épis infectés 1 #embryon infecté | 30 #épis infectés
100 m? 1000 embryons 100 m?

Problémes des méthodes:

* Infections sont difficiles a détecter

* Demande de temps élevée

» Sensibles aux influences environnementales
» Pas applicable a grande échelle

Agroscope

Joumée phosanitar grandescuures 120120 Comment faciliter la 5
deteCtlon . * densité de semis 300 _2_gr:;i1nes

@ Certification des niveaux tolérables d'infection par U. nuda

Surveillance des champs

Objectifs

« Efficace en termes de temps
— . . 3 .
 Application a grande échelle

#épis infectés
100 m2
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@ Certification des niveaux tolérables d'infection par U. nuda

Surveillance des champs g Détection moléculaire
- @ %‘W
\ ®' O°§

BIOSYISS

— 4
Objectifs
— - » Efficace en termes de temps
#épis infectés .. R z
5= 50m7  Application a grande échelle
[
g
s
<
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@ Processus de développement des méthodes
Prochaines étapes
[e@)
(-
- # Copies ADN de charbon nu épis infectés
[ : # Copies ADN d'orge ]z 3000 mz
Etablir un seuil pour la méthode moléculaire
[ @\ Comparaison
g () -
& — A= -
g et comparer avec le test d'embryon
<
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© Etablir le seuil d’acceptation pour la méthode moléculaire

10% «inf» + 1% «inf.» +

90% «sain»  99% «sain» Objectifs d’essai:

e ] 1. Etablir quelle méthode refleéte mieux
l'infection sur le champ

2. Dériver le seuil d'acceptation pour la
méthode moléculaire

Lot «sain» Lot «infecté»

AN
l |
&= {

g \
g # Copies ADN de charbon nu # épis infectés # embryons infectés
E’ # Copies ADN d'orge 100 m? 1000 embryons
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© Etablir quelle méthode reflete mieux l'infection sur le champ
f . Test d'embryon P . Nouvelle méthode moléculaire
§ y =-0.079 +0.0023 x [ ® \ 015] ! y=00012 +8.1e-05 x ]
Jé | p<0.001 (- ' p<0.001 o + o
: o A 1
1 CAdj R2=0.73 ! Adj R2=0.94 ’
o Variété : 2 !
< ' @ Azrah (22-23) é 3 010 . )
2 | © Ssemper ('22-23) 218 ! é—
8 | O sucelly(23-24) | 3|3 X
£ 1 z < 1
2 : Moyenne des année: | 2 (3 | :
22 ; 0 2022 8|8 : '
E | ! D%)A glw 003 |
. | A 2023 3 L e
T+ : m*\ B + A O * !
AERY YN 2022-2023 Lo B& R
° @:@<© he e o 0.00 @:%&ﬁ
Ul 500 1000 1500 2000 I O:’:O 500 1000 1500 2000
g 30 # Epis infectés pour 100 m2 # Epis infectés pour 100 m2
o
g La méthode moléculaire a une corrélation plus forte avec les résultats au champ que le test de I'embryon
<
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@ Dériver le seuil d'acceptation pour la méthode moléculaire

[ o | |
) . = A
(- | o
i ~ #épis infectés” ~ | 4 #embryon infecté
| [ 0.0036 } =| 30 = F5omz — [1 7000 embryons
g 0.10 : .
g [ |
55 | é_ Variété:
ﬁ hel 1
2|8 : @ Azrah
8 2 : © Ssemper
2 § ! e O SsuU Celly
S Quelle est la méthode la plus précise
* ! '* pour détecter U. nuda avec des lots
\ DB& N certifiés: le test d'embryon ou la méthode
s moléculaire?
0.0036 | 48® o ______.
0.00 1
03I0 500 1000 1500 2000
q, Epis infectés pour 100 m?2
Qo
o
g
(=
<
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* densité de semis 300 %@ﬁ
© Comparer les méthodes de détection
() Objectif d’essai:
‘ gtem l@ IWS | szere l/“g'q = Etablir la méthode de laboratoire la
plus précise pour détecter l'infection
| Dlsponlble sur le marché
Contréle . Controle
| ® \ 4 > \/ “
— \
[ PP -
= # épis infectés
il # Copies ADN de charbonnu 100 m? _ # embryons infectés
< # Copies ADN d'orge h Comparaison >~ 1000 embryons
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Ces 6 lots ont été semés pour une deuxiéme année. Les résultats seront disponibles en mai 2024




O

# épis infectés
100 m?

by

# embryons infectés
1000 embryons

Etablir la méthode de laboratoire plus précise

Lot A Lot B Lot C Lot D Lot E Lot F
2.6 13.0 12.9 0.0 148.1 34.6
+2.58 +1.53 +4.46 +0.00 +25.14 +15.16
0.00032 0.00033 0.00076 0.00041 0.056 0.0057
+ 0.000032 + 0.000025 +0.000073 + 0.000046 +0.0080 +0.00045
0 1 0 1 0 0
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* densité de semis 300 M

m

o

# embryon infecté
1000 embryons
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Etablir la méthode de laboratoire plus précise

Seuil d’acceptation

%Au dessus le seuil

VAu dessous le seuil

- 0.000032 V]

+0.000025 V

+0.000073 V

+ 0.000046V

LotA Lot B Lot C LotD Lot E Lot F
2.6 13.0 12.9 0.0 148.1 34.6
+2.58 V' +1.53 \/ +4.46 V +0.00 V +25.14 2@ +15.16 2@
0.00032 0.00033 0.00076 0.00041 0.056 0.0057

+0.0080 2@

+0.00045 2@

v/

S

v

DS

v

v
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Etablir la méthode de laboratoire plus précise

Seuil d’acceptation

$% Au dessus le seuil

PCA [2]3 Au dessous le seuil
Correspondant
Lot A Lot B Lot C Lot D Lot E Lot F a la référence
2.6 13.0 12.9 0.0 148.1 34.6 Référence
+2.58 V +1.53 V +4.46 V +0.00 V + 2514 2@ +15.16 %
0.00032 0.00033 0.00076 0.00041 0.056 0.0057 6/6
+0.000032 V +0.000025 V + 0.000073V + 0.000046V +0.0080 S@ +0.00045 %
0 1 0 1 0 0 2/6

# embryon infecté
1000 embryons

\'d DS

Agroscope

v

X

v

v

Cecilia Panzetti

Journée phytosanitaire grandes cultures | 12.01.2024 | Bienne - Biel

15

* densité de semis 300 m

m
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PCA [2]33 Metti in chiaro quale metodo € piu preciso/migliore
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Seuil de certification

5 #épis infectés f'e f'e f'%
100 m? st

1 # embryon infecté
1000 embryons

{0

(%

Seuil d’acceptation

Etablir la méthode de laboratoire plus précise 5z, cessisiosoui

¢ & VAu dessous le seuil

+ 0.0080 2@ +
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* densité de semis 300 %@ﬁ
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@ Conclusions

La méthode moléculaire:

« refléte bien l'infection sur le champ

 est plus soigné que le test d’'embryon

» pourrait étre utilisée pour vérifier le niveau d'infection

des semences certifiées
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@ Perspective

! oul !
Contréle d'une Semer les semences
infection faible des non traitées

semences V

La maladie est
sous le seuil
d’acceptation?

| Traiter les semences I

» Réduction de I'utilisation prophylactique des fongicides synthétiques
» Contribution a la réalisation de I'i. p. 19.475

Journée phytosanitaire grandes cultures | 12.01.2024 | Bienne - Biel
Cecilia Panzetti

Agroscope

¢ Remerciements
Superviseur du PhD:

>y
Karen Sullam ~—» Daniel Croll
Ecologie moléculaire Université de Neuchatel
Groupes de recherche Agroscope :
fa) . P, .
[am Ecologie moléculaire: Qualité des semences: {illlyy” Extension grandes cul
Tout le groupe en particulier: * Thomas Hebeisen » Susanne Vogelgsang
« Franco Widmer * Nicole Bischofberger * lrene Banziger
. Jiira Enkerli + Damian Amrein + Eveline Jenny
urg Enxert * Andreas Kagi
* Tabea Koch  Francesco Bassi

* Florian Gschwend Magnus Wagner

Groupe de recherche externe:

@ Le centre de recherche agricole de I'Etat de Baviére (LfL):

* Peter Buttner .
Financement:

—

swiss LR & fonidation
wi m A i
B swissse granum — o \ ) sur la croix

Projekte Landwirtschaft

Superviseur académique du PhD:

tures:

Journée phytosanitaire grandes cultures | 12.01.2024 | Bienne - Biel
Cecilia Panzetti




0 Agroscope

UNIVERSITE DE
NEUCHATEL

Merci de votre attention

o 4

‘ondation

o SGPV-FSPC
swiss &

B swisssem granum A sur la croix @

Agroscope

=

Embryons infectés (%)

© Corrélation entre les méthodes (2022)

/o\ 0.15

\-/
—_—

0.10

Variété:
@ Azrah
O Semper

Gene de charbon nu
Géne de l'orge

+

AN

Test d'embryon . Nouvelle méthode moléculaire

+

5o == e 505 500

0
Epis infectés pour 100 m?2 30

Epis infectés pour 100 m?

1000 1500

[ Méme les lots de semences certifiées étaient au-dessus du seuil de 30 épis infectés par 100 m2. ]
Nouvelle variété (SU Celly) ajoutée pour 2023
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U Method establishment process
@) Develop the qPCR protocol |

Establish a representative sample

# of seeds

Wrersse 6e-02
) % A
X 3 cultivars & 2 o2
x10 & © x10 3|8
o ® 2| se02
S % S|2
S % 2 |
v ® 2(8
ol

\ / 0e+00| —wh— —afer —hai— —see— .
0.02 g /;\ 0.02 g S S S SRS
AR

g ."LQQ X & 1,00 N
g (- ge?"\ g;‘?‘\ < o X V‘\,o\xe(’ V'\a\\e"f’
2 - Tested cultivars
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U Method establishment process
(/_;1) Develop the qPCR protocol |
Establish a representative sample
# of seeds g of flour Aﬁ
@ 6e-02
seeds
X 3 cultivars 2000 oeqtot gl
x10 0.02 g 0.2g x10 3z "
i i © 8 2e-02
\ - / 0e+00| —a— =T o
2 - 95 5 @° 2° 9% it
g {E// g;?‘“ o ‘“\‘i\ﬂc)o‘v\ a\v&"c’ a\\65‘e
E’ Tested cultivars
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U Method establishment process
@) Develop the qPCR protocol |

Establish a representative sample

7 g 4 € € <
# of seeds @ @@@@@
E— oer02 o m—— O ¥ € € € «
X 3 cultivars 3 i se0n
8lg l x10 l X 1 per bag
Sl
U U
0e+00
\ - /
.‘o“e' e \
;.,' («,99‘;5 « *‘*50 \\;_//i )
§ Tested cultivars
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¥ Ustilago nuda (Loose smut
RN
@ o
Symptoms visible only at \
flowering stage Infection only
Healthy during flowering
%\/
2 Strictly seed-borne disease

12th International Congress of Plant Pathology o
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@ Compare the detection methods

¥ Over the threshold

copies H. vulgare |

\/Underthe threshold
Esprit A Esprit B SU Celly KWS Orbit | Maltesse A | Maltesse B | Method/field
2.57 12.97 £ 12.87 £ 0+0 148.12 + 34.63 £
5.15 3.07 8.91 - 50.28 30.31 Benchmark
30 Inf(icatgdmears V V V x
4 Sensitivity = 50%
I 0 1 0 1 0 0 Specificity = 0%
Precision = 50%
1 Infected embryo 7
1000 embryos
@ 0.00032 + 0.00033 + 0.00076 % 0.00041 % 0.056 £ 0.0057 £ [Sensitivity = 100%
[ AR 0.00017 0.00014 0.00040 0.00025 0.039 0.0025 Specificity = 100%
—— Precision = 100%
0 00336 copies U. nuda W
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C Cultlvars certified seed lot all aviable on the market
§et threshold

@

»
S
S

Infected ears per 100 m?2

04

!

Validate the method

AN et N
Pi‘a o 5\30 ,a\\e"=5 a\\e‘é‘f’ oa\\" gs?‘\\ Q‘\\:\N%O‘“

Cultivars certified seed lot

Frequency

Infected ears per plant
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@ Set threshold correlation in the cultivars

.
10
g
Py
s
5
£
5
o
2
H
= Adj R?2=0.0031
0s
.
o e T o0
Infected ears per 100 m?
0.06- hed
005
o 2
s|§ s
@ H HH
2|3 2|3
S| s
() . - i
8| oo 8l
———/ |58 2|18
8[8 8|8
s 4 8 8
0.03 i R2= P a—— .
Adj R?2=0.508  20b4! Bienn« - Biel
L]
£ o0 50 7509
Infected ears per 100 m?

Semper

B °

a
g
o
o
5
£
3]
5
e
H
=4 .
£ Adj R2=0.96

1

°®
500 1060 500 2000
Infected ears per 100 m2
0.5
©
0.10
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PCA [2]36

Insert p value
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¢ Why 1 infected embryo/1000 correspond to 30
infected ears/100 m2?

. Number of seed 1000 seed
Surface cover by seed tested in embryo test = Sown density used in our tral = seed _ 3-33m?
3005
Minimum number of allowed _ Field monitoring surface

* allowed infected embryos

infected embryos per 100 m2 ~ Surface cover by seed tested in embryo test

_ 100m2

=3733mp | infected embryo = 30 infeced embryo

Minimum number of infected = 30 infeced embryo * 1 ears/embryo = 30 infected ears
ears

Maximum number of infected = 30 infeced embryo * average barley ears per seed (6) = 180 infected ears
ears

Agroscope
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¥ Prices and timing

* gPCR:
Cost ~ 100 CHF/sample
Time 25 samples:
1 day sample preparation (count seed, mill seed, and prepare tubes with flour)
1 day extraction, measure concentration, dilution and gPCR
» Embryo test:
Cost ~ 250 CHF/sample
Time 4 samples:
1 day sample preparation (up to the lab, it is possible to prepere more samples)

1 day extraction and visual inspection (a worker can inspect around 4 samples per
day)

Agroscope
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¢ Embryo test procedure
4 infected embryos :

1000 L

—_— N —_—
m\
2000-4000 seeds _ :
(min # analyze 1000) 24 hat20°Cin Washin warm
5% NaOH water

Collect the emrbyos

Control

&

Reference material

Further separation of

embryos and chaff

: (positive control) 1-2 h in fresh 5 min at boil point Methyl blue
5 Examine embryo at x16-x25 glycerol in lactic acid
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¢ Field monitoring for certification
[ 4
A {
|
Field area
o
;h
. TRRAT T g
ikl
g
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¥ Primer specificity (tested in silico)

Barley primers

Agroscope

And probe
H. Vulgare subsp vulgare H. Vulgare subsp spontaneum
U. nuda primers %(
p / Z
and probe
U. nuda U. hordei U. bromivora U. tritici U. avenae
The non-perfect specificity
of.the primers are not a A 7z
serious problem because
the seed must also be [
certified in purity. H. Vulgare subsp spontaneum  U. bromivora U. tritici U. avenae Ustilago spp.

Journée phyt itaire grandes 112.01.2024 | Bienne - Biel 33
Cecilia Panzetti




