Protocoles de diagnostic pour les organisms nuisibles réglementés NIMP 27

La présente annexe a été adoptée par la Commission des mesures phytosanitaires en mars 2010.
La Commission des mesures phytosanitaires, lors de sa sixiéme session (2011), a pris note des modifications de forme

apportées par le groupe d'examen linguistique en frangais.

Cette annexe constitue une partie prescriptive de la norme.

Annexe 1 de la NIMP 27: Thrips palmi Karny
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NIMP 27 Protocoles de diagnostic pour les organisms nuisibles réglementés

1.  Informations sur I'organisme nuisible

Thrips palmi Karny (Thysanoptera: Thripidae) est un organisme polyphage nuisible aux végétaux,
surtout aux cucurbitacées et aux solanacées. Il semble qu’il provienne d’Asie du Sud, d'ou il se serait
propagé vers la fin du vingtiéme siécle. Sa présence a été signalée partout en Asie, et il est tres
répandu dans la zone du Pacifique et des Caraibes. Il a également été signalé localement en Amérique
du Nord, centrale et du Sud, ainsi qu’en Afrique. Pour de plus amples informations concernant 7.
palmi, voir EPPO/CABI (1997) ou Murai (2002); des fiches techniques sont également disponibles en
ligne a la photothéque des organismes nuisibles et des maladies (PaDIL, 2007) et a I’OEPP (OEPP,
2008).

Cette espece provoque des dégats d'importance économique aux plantes cultiyg¥ par effet direct de

extrémement polyphage qui a été signalé sur plus de 36 familles
s’attaque entre autres a Benincasa hispida, Capsicum annuum, Citru
Cucumis sativus, Cucurbita spp., Glycine max, Gossypium . j s, Nicotiana

la plantation, des fleurs
age, et par la terre.

Thrips palmi est presque intégralement de co i ~ ) et son identification est rendue
difficile tant par ses faibles dimensions
especes de Thrips de couleur jaune ou pri

L 3

Figure 1: Thrips palmi; femelle (gauche) et male (photo: A. J. M. Loomans, PPS, Wageningen,
Pays-Bas; d’échelle: 500 um = 0,5 mm)
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2.  Données taxonomiques

- Nom:

- Synonymes:
rips leucadophzlus Priesner, 1936

ins gossypicola Ramakrishna & Margabandhu, 1939
ethrips aureus Ananthakrishnan & Jagadish, 1967
Thrips gracilis Ananthakrishnan & Jagadish, 1968
Insecta, Thysanoptera, Terebrantia, Thripidae

thrips du melon

dans le tissu de la feuille, de la fleur et du fruit
sur les feuilles, les fleurs et les fruits
sur les feuilles, les fleurs et les fruits

- nymphe | dans le sol, les caisses d’emballage et le milieu de culture
- nymphe II dans le sol, les caisses d’emballage et le milieu de culture
- adulte sur les feuilles, les fleurs et les fruits

Sur le matériel végétal, T. palmi peut étre trouvé sur la plupart des parties aériennes des plantes; les
parties infestées de la plante peuvent différer selon certaines variables, telles que 'hote et les
caracteres propres a chaque population de 7. palmi.
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Lors d'un examen visuel de matériel végétal pour détecter la présence de 7. palmi, il est nécessaire de
préter attention a la présence des cicatrices argentées d’alimentation sur la surface des feuilles des
plantes hotes, surtout visibles le long de la nervure centrale et des nervures latérales. Les plantes
sévérement infestées se caractérisent souvent par l'aspect argenté ou bronzé des feuilles, le
rabougrissement des feuilles et des pousses terminales, ou par les cicatrices et les déformations des
fruits. La détection peut étre malaisée dans certaines circonstances, notamment:

- lors d'une infestation de faible niveau qui peut produire des symptomes difficiles ou impossibles
a déceler

- du fait de la présence des ceufs dans le tissu végétal seulement (par exemple aprés un traitement
extérieur susceptible d'avoir éliminé les stades visibles).

Il est préférable de conserver les spécimens destinés a 1’examen morphologiqugdans une solution

AGA, consistant en un mélange de 10 parties d’éthanol a 60% avec 1 partie ycérine et 1 partie
d'acide acétique. Pour la conservation a long terme des spécimens, ce i vraient étre
transférés dans de 1’éthanol a 60% et conservés a l’abri de la lumiére ans un
congélateur afin d’empécher la perte de coloration. Plusieurs laboratoi que la
solution AGA peut dénaturer I’ADN des thrips, rendant ensuite diffici méthodes

7

s pour des études

moléculaires. Mais dans ce cas, les spécimens doivent étre cons lateur jusqu’a leur

utilisation pour éviter des difficultés éventuelles lors de

Vierbergen, 1996; modifié):
- Les thrips peuvent étre prélevés un pa

plateau en plastique (par exe
noir pour les spécimens clai
généralement a marcher sur le p

pour les spécimens de couleur foncée, ou
Mpératures sont fraiches, les thrips tendent
s'envoler, ce qui laisse le temps de les recueillir
a l'aide d'un pinceau dis que par des températures plus chaudes, ils ont tendance
a s’envoler beauc ivent donc étre prélevés plus rapidement. Les thrips sont
facilement visi ide d'une loupe simple, mais un observateur expérimenté
idpns difficulte a I'ceil nu.

nt étre placées pendant 24 h dans un sac en plastique scellé,

e peut étre utilisé pour traiter le matériel végétal tel que les bulbes,
les mortes, mousse, voire des branches mortes d’arbres. L'entonnoir

l'entonnoir s'ouvre sur un récipient contenant de I’éthanol a 70-96%. On peut aussi
utiliser uné¥solution d’éthanol a 10% avec un agent mouillant, certains professionnels estimant
que ce procédé facilite la préparation de lames porte-objet de microscope de qualité. L'entonnoir
est placé sous une lampe électrique (60 W) et, sous l'effet de la chaleur et de la lumicre, la
plupart des thrips présents dans les végétaux tomberont dans le récipient. Aprés un laps de
temps approprié (par exemple, 8 h pour les fleurs coupées), le contenu du récipient peut étre
examiné a I'aide d'un microscope stéréoscopique.

- La présence de thrips peut étre détectée (adultes ailés seulement) a l'aide de pieéges collants
colorés ou d’autres méthodes appropriées. L attractivité d’une couleur varie selon les différentes
especes de thrips, mais les piéges bleus ou blancs sont efficaces pour 7. palmi, les pieges jaunes
fonctionnant également. Pour la préparation des lames de microscope et l'identification, les
thrips devront étre détachés des pieges a I’aide de solvants tels que ceux a base d’essences
d’agrumes, de dichlorométhane ou de white-spirit.
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Il n'existe aucune méthode reconnue pour I'extraction des nymphes de thrips du sol dans une situation
de quarantaine.

4. Identification

L'identification des espéces de thrips par examen morphologique est limitée aux spécimens adultes,
car il n'existe pas de clés d'identification adéquates pour les ceufs, les larves et les nymphes. Toutefois,
la présence de larves dans les échantillons peut fournir d'importantes informations additionnelles, en
confirmant notamment leur développement sur les plantes hotes. La principale méthode
d’identification de matériel adulte repose sur les caractéres morphologiques. Afin de réaliser
I’identification de 1’espece, les adultes doivent étre examinés a I’aide d’un microscope (grossissement
x400, par exemple). L'application du présent protocole a des préparations sur lames de bonne qualité

outre, dans les cas ou les spécimens adultes sont atypiques ou endomm
peuvent fournir davantage d’informations pertinentes sur leur identité.
analyses moléculaires est limitée dans la mesure ou elles ont été

Pour l'examen au microscope, les thrips adul ) Fur des lames de microscope. Les
spécimens a conserver dans une collection 4§ férence mis a macérer, déshydratés
et montés au baume du Canada; Mound i 8) fournissent une description compléte du
processus. Trois jours sont toutefois i hever le protocole de préparation des lames

Pour les identifications courantes, une montage hydrosoluble comme le liquide de Hoyer

(50 ml d’eau, 30 g de gom 0 g d’hydrate de chloral, 20 ml de glycérine) est un moyen
plus rapide et relative méthode devenue courante pour la préparation des lames
est donnée par Mo i sa description figure ci-dessous (mais les laboratoires
peuvent recourir a. i qui sont tout aussi efficaces)

Extraire les sg récolte et les immerger dans un bain propre d’éthanol & 70 %; si
les spéci souples, essayer de déployer les pattes, les ailes et les antennes a
l'aide d er un seul thrips, partie ventrale dirigée vers le haut, sur une goutte de
liquide N pmelle couvre-objet de 13 mm de diameétre et utiliser au besoin les micro-
epmgles pS@Quster la position du thrips; abaisser délicatement une lame vers la lamelle couvre-objet

e adhérer la solution de montage au milieu de la lame; retourner la lame dés que le
milieu de monta¥gpatteint les bords de la lamelle couvre-objet; étiqueter la lame en inscrivant tous les
détails, dont le lieu, la date de collecte et la plante hote; placer la lame, avec la lamelle couvre-objet en
haut, dans une étuve de séchage a 35-40°C et attendre 6 h avant tout examen; laisser dans le four
pendant environ trois semaines pour dessécher la solution de montage, avant de fermer
hermétiquement la lamelle couvre-objet avec de la résine ou du vernis a ongles.

4.1.2 Identification de la famille des Thripidae

Thrips palmi appartient a la famille des Thripidae, qui comprend plus de 2 000 espéces regroupées en
276 genres. Ces especes ont en commun les caractéres indiqués au tableau 1.
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Protocoles de diagnostic pour les organisms nuisibles réglementés

Tableau 1: Famille des Thripidae — caractéres communs

Partie du corps

Caracteéres

Antennes

sept ou huit segments (parfois six ou neuf)

les segments III et IV présentent des cones sensoriels saillants
(sensoria)

Ailes antérieures (lorsqu’elles sont
complétement développées)

généralement fines, présentent deux nervures longitudinales
portant chacune une série de soies

Abdomen — femelle

avec un ovipositeur dentelé, incurvé vers le bas a I'apex

Sternites médians — male

avec ou sans aires glandulaires

4.1.3 Identification du genre Thrips

Partie du corps

Caracteéres

Forme du corps (femelle)

macroptéres ou,

Antennes

Soies ocellaires

au plus de méme longueur) que la paire 111

Pronotum

ent une ou aucune) de soies postéroangulaires

Basantra du prosternum

Aliles antérieures

avec cing (rarement 6) soies sur la nervure

Métascutum

paire médiane de soies sur ou derriere le bord antérieur

strié ou réticulé

sensilles campaniformes (pores métanotaux) présentes ou absentes

sans spinule

griffes apicales absentes

a 2 segments

sans craspeda postéromarginales (bords relevés)

Tergites abdd

tergites V-VIII aux cténidies couplées latéralement (peignes —
comprenant chacun une rangée submarginale de microtriches) (parfois
aussi sur I'V)

tergite VIII: cténidies en position postéromésiale par rapport aux
stigmates

Sternites et

abdominaux

pleurotergites

avec ou sans soies discales (accessoires)

Sternites abdominaux (male)

sternums abdominaux II-VII, ou moins, chacun étant pourvu d’une

aire glandulaire

Un récapitulatif simplifié¢ des principaux caractéres figure au tableau 4, accompagné d'illustrations et
de microphotographies (figures 4 4 5.12).
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L'identification des adultes peut étre effectuée a I'aide de clés. Mound et Kibby (1998) fournissent une
clé d'identification pour 14 espéces de Thrips d'importance économique, notamment 7. palmi. Un outil
d'aide a I’identification des thrips est par ailleurs disponible sur CD-ROM, contenant notamment un
systéme d'identification de 100 espéces nuisibles du monde entier, basé sur des microphotographies
(Moritz et al., 2004).

On trouvera dans les ouvrages suivants des clés plus complétes pour l'identification du genre par
région (il n'en existe aucune pour la zone tropicale d’Afrique):

Asie: Bhatti (1980) et Palmer (1992) fournissent des clés d'identification pour les espéces de Thrips
présentes dans les zones tropicales asiatiques. Mound et Azidah (2009) fournissent une clé pour
les especes de la Malaisie péninsulaire.

Europe: zur Strassen (2003) a produit la clé compléte la plus récente pour 'idenig
d’Europe, Thrips compris (en allemand).

ation des espéces

Amérique centrale et du Sud est fournie par Mound et Marullo (199 cule de ces
especes est originaire de cette région.

Océanie: Mound et Masumoto (2005) fournissent une clé d'ide i espéces de Thrips

d'Océanie (Les auteurs de cette publication sont cq “est glissée a la page
i i ank — soies ocellaires III
1nformat10n exacte est fournie

B6), zur Strassen (1989), Nakahara (1994) et
Mound et Masumoto (2005) ourmssen us des descriptions détaillées de 7. palmi. Dans Sakimura et
aux caracteres diagnostiques permettant de distinguer T.
palmi des autres espe re Thrips; une version remaniée est présentée dans le

résenter de légeres variations. Ainsi, la coloration antennaire ou le
_ l'aile antérieure peuvent différer de 1'état observé le plus fréquemment. Si
our un ou plusieurs de ces caracteéres, 1’identification du spécimen devrait étre vérifiée
e clé d’identification régionale appropriée, telle que celles qui sont énumérées dans

tel est le c3
en se référant
la section 4.1.3.
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Tableau 3: Liste des caractéres morphologiques qui distinguent collectivement Thrips palmi des
autres espéeces du genre Thrips

Caractéres morphologiques

L. Corps jaune clair sans zones foncées sur la téte, le thorax ou 1’abdomen (sur le corps, soies noiratres
légérement épaissies); segments antennaires I et II pales, Il jaune avec apex sombre, IV a VII bruns
mais en général avec base de IV-V jaune; ailes antérieures légérement et uniformément grisées, soies
proéminentes foncées

2. Antennes toujours a sept segments

3. Soies postoculaires II et IV beaucoup plus courtes que les autres soies

4. Soies ocellaires 111 situées juste en dehors du triangle ocellaire, ou bien touchant les lignes tangentes
reliant l'ocelle antérieur a chacun des ocelles postérieurs

5. Métascutum a sculpture convergente postérieurement; paire médiane soies derriere le bord
antérieur; paire de sensilles campaniformes présente

6. Premiére nervure de l'aile antérieure pourvue de trois (parfois deux)

7. Tergite abdominal II a quatre soies sur les bords latéraux

8. Tergites abdominaux III a IV a soies S2 foncées et subégales a S3

9. Tergite abdominal VIII présentant un peigne postéromarginal comp elle, et largement
développé en position postérieure chez le méle

10. | Tergite abdominal IX présentant généralement deux paires d paniformes (pores)

11. | Sternites abdominaux sans soies discales ou microg pli

12. | Pleurotergites abdominaux sans soies discales

13. | Male - sternites III-VII présentant chacun une

iqués PPcipaux caractéres qui peuvent permettre de la
doute, il convient de se reporter a la clé d’identification

, I et IV pourvus de soies S2 plus pales et beaucoup plus fines que les
soies ez les deux sexes

en génér @l sculpture striée sur le métascutum n'est pas convergente a 1’arricre

aire de répaMition: Inde, Malaisie, Népal.

Thrips pallidulus

segment antennaire I'V pale
sculpture sur le métascutum réticulée médialement, et non pas stri¢e
aire de répartition: Inde.

Trois especes paléarctiques communes (mais ayant également une aire de répartition plus vaste)
susceptibles d'étre confondues avec 7. palmi sont T. flavus, T. nigropilosus Uzel et T. tabaci
Lindeman.
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Thrips flavus
- paire III de soies ocellaires a l'intérieur du triangle ocellaire, juste derriére 1’ocelle antérieur
- longueur du segment antennaire VI de 54-60 um (42-48 um chez T. palmi)
- lignes de la sculpture sur le métascutum non convergentes a I’arriére
- aire de répartition: thrips des fleurs commun dans toute 1'Asie et en Europe.

Thrips nigropilosus

- généralement avec des marques foncées sur le thorax et 1’abdomen

- métascutum irréguliérement réticulé dans la partie médiane (stries longitudinales chez T.
palmi) et absence de sensilles campaniformes

- tergite abdominal II pourvu de trois soies sur les bords latéraux

- tergites abdominaux IV-V avec paire médiane de soies (S1) d’au moins 0,5 fga
médiane de ces tergites (moins de 0,3 fois chez 7. palmi)

- aire de répartition: espece phyllophage commune, s’attaque parfois aux
des Compositae; Asie, Afrique de 1'Est, Europe, Amérique du Nord, O

la longueur

famille

Thrips tabaci

- coloration trés variable mais en général avec des marques p i risatres
- toutes les soies postoculaires subégales en longueur
- métascutum irrégulierement réticulé longitudinalement. en

internes dans la partie médiane, et absence de sensj

deux ou six)
- tergite abdominal II avec trois soies sur les bords
- tergite abdominal IX avec uniquement ~ silles campaniformes
- pleurotergites abdominaux avec de j
sculpture
- male: étroite aire glandulaire tr ,
- aire de répartition: organisme nU\g tsent dans le monde entier.

Deux autres especes, une alni Uzel) et une européenne (7. urticae Fabricius) sont
moins fréquentes, mais étre confondues avec 7. palmi. Les femelles de T. alni ont
en particulier une mo i ent semblable a celles de 7. palmi.

Thrips alni

aire de répartition: ne s'attaque qu'aux feuilles d'4/nus, de Betula, de Salix; Europe, Sibérie,
Mongolie.

Thrips urticae

- pronotum avec une paire de soies sur le bord antérieur presque deux fois plus longues que
n’importe laquelle des soies discales (généralement de plus de 30 um; chez T. palmi, en
revanche, elles mesurent toutes moins de 25 um)

- métascutum réticulé longitudinalement dans la partie médiane

- tergites abdominaux présentant généralement une zone de couleur grise en position médiane

- tergite abdominal IX pourvu uniquement de la paire postérieure de sensilles campaniformes

- aire de répartition: ne s'attaque qu'a Urtica dioica; Europe.
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Tableau 4: Récapitulatif des caractéres diagnostiques pour une identification rapide: a) du genre

Thrips; b) de T. palmi

(La figure 4 montre I’emplacement de chaque caractere)

caractéres suivants

a) Des spécimens peuvent étre identifiés comme étant des Thrips s'ils présentent la combinaison de

Antenne a sept ou huit segments distincts; segments III et IV | fig. 5.1,5.2
présentant des cones sensoriels fourchus

Téte avec deux paires de soies ocellaires (II et III); paire I | fig. 5.3
absente, paire Il plus courte que la paire III

Aile antérieure 1°° nervure — rangée de soies continue ou présentant des | fig. 5.5
interruptions

Tergites abdominaux V a VIII avec paire de cténidies fig. 5.6

Tergite abdominal VIII avec cténidies en position postéromésial fig. 5.6
stigmates

b) Les spécimens peuvent étre identifiés comme étant des Thrips p es caractéres

suivants

Couleur du corps fig. 1-3
ou l'abdomen; les segments a

Segment antennaire V en général jaunatre dans son fig. 5.1
basale

Segment antennaire VI longueur = 42-48 | fig. 5.1

Téte: paire III de soies | dont les bases so fig. 5.3

ocellaires ou touchent les lig

Pronotum fig. 5.4

Aile antérieure: 17 nervure fig. 5.5

Métascutum Ue soies derriere le bord antérieur et | fig. 5.7

es campaniformes; avec une sculpture
I’arriére
Pleurotergites abdominy, fiscales absentes; lignes de sculpture sans | fig. 5.8
hes ciliés

Tergite abdomin avec quatre soies sur les bords latéraux fig. 5.9

Tergites abdomin presque égale a S3 fig. 5.10
emelle: peigne postéromarginal complet; fig. 5.6
male: peigne postéromarginal largement développé sur la
partie médiane
avec paires de sensilles campaniformes (pores) antérieure | fig. 5.11
et postérieure

Male: sternit¥ aires glandulaires transverses, sur les sternites 111 & VII fig. 5.12

10
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NIMP 27
Figure 4: Emplacement des caractéres généraux des Thrips (femelle - vue dorsale)
antennes
A J
; O ' oies ocellaires
segments antennaires III et IV Q
(avec cones sensoriels fourchus) : o ocelles
YA
¢l > ! (3
Y/ £ >
¥ 4
& S72¢ YN {}
. . ) prog@fum
soies postoculaires w ¢
¢ SQ@Postérodilaire
-

premiere nervure

. ;. > b = S - !
aile antérieure w » um

metdscutuim
Y/
‘\‘\ . L

cténidies

tergite abdominal VIII
stigmate

ovipositeur (ventral)

peigne postéromarginal
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Figure 5 (5.1 a 5.12). Caractéres de Thrips palmi (photos: G. Vierbergen, PPS, Pays-Bas;
illustrations de S. Kobro, Norwegian Crop Protection Institute, Norvege)

5.1a)

Fig. 5.1a), b): Antenne: sept segments (échelle: 100

cones sensoriel<
fourchus

5.2b)
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Fig. 5.2a)-c): Antenne, cOnes sensoriels fourchus; a) segment III, vue dorsale; b) segment IV, vue
ventrale; ¢) segments III et IV, vue dorsale (échelle: 10 um)

Fig. 5 suite

paire III de soies ocellaires soie ocellaire 11
en dehors du triangle
ocellaire paire III de soies ocellaires
en dehors du triangle
ocellaire

ocellaire

5.3(a)

Fig. 5.3a), b): Téte: pourvue de deux paires de soiel
ocellaires située en dehors du triangle ocellaire (échelle

absente). Paire III de soies

pcellaires (p

jﬁ\w\\ru

["i“_fx g \

5.4a) soies postéroangulaires

Fig. 5.4a), b): Pronotum: deux paires de soies postéroangulaires principales (échelle = 50 um)
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Fig. 5 suite

trois soies distales

NN SO n i
: T~

i/ . == ‘*-—;—m,_
' < P
7 / 7 2 VD A
/// % 5.5)

Fig. 5.5a), b): Aile antérieure: premicre nervure — trois
distale (échelle: 100 um)

5.52)

des intcgilalles dans la moitié

cténidies stigmate nidies
5.6b
/\ VIII VII )
f)
2 A ’
5.6a)
cténidie

Fig. 5.6a)-c): “Tergite abdominal VIII:
cténidies en position postéromésiale par rapport
aux stigmates; peigne postéromarginal complet;
a) male, tergites VIII et IX, vue dorsale, peigne
complet dans la partie médiane; b) femelle, stigmate
tergites VII et VIII, vue latérale; ¢) femelle,

tergite VIII, vue dorsale, peigne complet .
(échelle: 30 um) marginal complet

peigne postéro-
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Fig. 5 suite

5.7a) 5.7¢)
5.7¢)
5.7d)
Fig. 5.7a)—e): Métascutum, différentes sq es campaniformes (échelle: 20 um)

Fig. 5.8a)—c): Pleurotergites

-
abdominaux IV et __\\ \i\\
microtriches ciliés et v -
discales absentes; a) f A
b) contraste de pha
complet (échelle:
5.8a) 5.8b) / 5.8¢)

Fig. 5.9a), b): Tergite
abdominal 1II, quatre

soies sur le bord latéral
(échelle: 20 pm)

-

quatre soies
alignées

5.9a)
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1T |

I

Si
S3 S

v

5.10a)

Fig. 5.10a), b): Tergites II-1V, femelle,
soies S2 environ de la méme taille que les
soies S3 (5.10b d’apres zur Strassen, 1989)
(échelle: 50 pm)

vl ajafde pores (sensilles

mpaniformes)

Deux paires de pores

\'%
Vil
VIII VI
5.12b)
VII
Fig. 5.12a)—c): Aires glandulaires du male (montrant des variations); VIII
a) sternite V; b)-c) sternites I1I-VIII, contraste de phase (échelle: 100 ;
pm) V¢ 5.12¢)
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4.2 Analyses moléculaires pour l'identification de Thrips palmi

Quatre analyses moléculaires, qui ont été publiées et dont la description est donnée ci-dessous,
peuvent étre utilisées pour appuyer I’identification morphologique de 7. palmi. La spécificité de
chaque analyse est également indiquée, avec mention respective des espéces de thrips utilisées et de
I'usage pour lequel I’analyse a été congue a l'origine. Il existe ¢galement un systéme d'identification
sur CD-ROM contenant des données moléculaires pour des espéces de thrips (Moritz et al., 2004).
Compte tenu des limitations spécifiques des méthodes moléculaires, un résultat négatif a I’issue d’un
test moléculaire n’exclut pas la possibilit¢ d’une identification positive avec les méthodes
morphologiques.

Dans le présent protocole de diagnostic, les méthodes (y compris les référegces aux marques
déposées) sont décrites telles que publiées puisqu’elles définissaient le degré de 1bilité, spécificité
et/ou reproductibilité obtenu a I’origine.

Exigences en matiére de témoins

L'utilisation de témoins appropriés est essentielle pour toutes les méth n extrait
positif validé pour 7. palmi doit étre utilis¢ comme échantillon addit ssurer que
I'amplification a été réussie. L'amplification par PCR en temps r. LP, doit aussi
étre effectuée sur un échantillon sans ADN. Ce témoin ncW@f indiquejlla possibilité d'une

contamination des réactifs et de faux positifs.

Extraction de I'ADN
L'ADN peut étre extrait d'un ceuf, d'un adulte, d'une n

’utilisation d’autres techniques d’extra

n’importe laquelle des méthodes approprig tes. Par exemple:

- Les thrips peuvent étre broyés
microtube, et ’homogénat pa
instructions du fabricagt.

on dans du tampon de lyse contenu dans un

r un thrips dans 50 ul d'eau sans nucléase avant d'ajouter
r 1 volume) de résine Chelex 100 et d'eau sans nucléase

décrit des techniques non destructives d’extraction de ’ADN de
thrips. Lg fois I’extraction achevée, il est possible de récupérer le spécimen

Cette analyse de Walsh ef al. (2005) a été concue comme une analyse spécifique pour 7. palmi pour
utilisation par les autorités phytosanitaires d'Angleterre et du Pays de Galles. Elle a été évaluée par
criblage sur 21 autres espéces de Thysanoptera, dont dix appartenant au genre Thrips (T. flavus, T.
major Uzel, T. minutissimus L., T. nigropilosus, T. sambuci Heeger, T. tabaci, T. trehernei Priesner ou
T. physapus L., T. urticae, T. validus Uzel, T. vulgatissimus Haliday). Il s’agissait principalement,
mais non exclusivement, d’espéces européennes.
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Méthodologie

Les amorces PCR et la sonde TagMan spécifiques de 7. palmi utilisées dans cette analyse ont ét¢ les
suivantes :

amorce PCR : P4E8-362F (5'-CCGACAAAATCGGTCTCATGA-3")

amorce PCR : P4E8-439R (5'-GAAAAGTCTCAGGTACAACCCAGTTC-3")

sonde TagMan : P4E8-385T (FAM 5'-AGACGGATTGACTTAGACGGGAACGGTT-3' TAMRA).

Les réactions PCR en temps réel ont été provoquées a 1’aide du TagMan PCR core reagent kit
(Applied Biosystems)', avec 1ul (1020 ng) d’extrait d’ADN, 7,5 pmol de chaque amorce et 2,5 pmol
de sonde dans un volume total de 25ul. Les plaques ont alors ét¢ soumises aux cycles dans des
conditions génériques (10 min a 95°C et 40 cycles d’1 min a 60°C, 15 s a 95°C) goit sur ABI Prism
7700 soit sur ABI 7900HT Sequence Detection Systems (Applied Biosyste avec collecte de
données en temps réel. Des valeurs Ct inférieures a 40 indiquent la présence dg

utilisation par les autorités phytosanitaires des Pays-Bas. Elle a é&té ¢é $ i sur 23 autres
especes de thrips, dont 11 appartenant au genre Thrips (7. allio alni, T. angusticeps
Uzel, T. fuscipennis Haliday, T. latiareus Vierbergen, T. major us, T. parvispinus
(Karny), T. tabaci, T. urticae, T. vulgatissimus). 11 s'agigg 1
d'espéces européennes.

Méthodologie

Les amorces PCR et la sonde TagMan spécifig
suivantes:

Ces dans cette analyse ont été les

AGT AGA TTT AAC-3')
amorce PCR: Tpalmi 286R* (5'-TC T TAG TTT TTC TCT TG-3")

g91s ABI Prism 7700 soit dans ABI 7900 HT Sequence Detection Systems

'2 L "utilisation du TagMan PCR core reagent kit et du ABI Prism 7700 ou ABI 7900HT Sequence Detection
Systems de la marque Applied Biosystems dans ce protocole de diagnostic n’implique aucune approbation
particuliére et n’exclut pas ’utilisation d’autres produits ou matériels qui peuvent également étre appropriés. Ces
informations sont données aux utilisateurs du présent protocole pour des raisons de commodité; la CMP ne
recommande aucun de ces produits chimiques, réactifs et/ou équipement en particulier. Des produits équivalents
peuvent étre utilisés dans la mesure ou ils conduisent aux mémes résultats.

4 L utilisation du Tagman Universal Master Mix et du ABI Prism 7700 ou ABI 7900HT Sequence Detection
Systems de la marque Applied Biosystems dans ce protocole de diagnostic n’implique aucune approbation
particuliére et n’exclut pas ’utilisation d’autres produits ou matériels qui peuvent également étre appropriés. Ces
informations sont données aux utilisateurs du présent protocole pour des raisons de commodité; la CMP ne
recommande aucun de ces produits chimiques, réactifs et/ou équipement en particulier. Des produits équivalents
peuvent étre utilisés dans la mesure ou ils conduisent aux mémes résultats.
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(Applied Biosystems)*, dans les conditions suivantes: 10 min a 95°C; puis 40 cycles de 1 min a 60°C
et 15 s a 94°C. Des valeurs Ct inférieures a 40 indiquent la présence d'ADN de 7. palmi.

4.2.3 Analyse PCR-RFLP a partir d'une séquence I'TS2 pour neuf especes de thrips,
dont Thrips palmi

Cette analyse (Toda et Komazaki, 2002) a été congue pour différencier neuf especes de thrips, dont 7.
palmi, présentes dans les arbres fruitiers au Japon: Frankliniella occidentalis (Pergande), F. intonsa
(Trybom), T. hawaiiensis Morgan, T. coloratus Schmutz, T. flavus, T. tabaci, T. palmi, T. setosus
Moulton, Scirtothrips dorsalis Hood.

Méthodologie

Les amorces PCR (situées dans les régions 5.8 S et 28 S a proximité de la régg
ribosomal) utilisées dans cette analyse sont les suivantes:

5'-TGTGAACTGCAGGACACATGA-3’
5'-GGTAATCTCACCTGAACTGAGGTC-3'".

ITS2 de 'ADN

ont été produits a partir d'autres especes). Le mélange réactif d,
chaque amorce, 250 pM de dNTPs, 1 unit¢ d'ADN poly
Biosystems)’, 2 pl de tampon de réaction 10x [avec 25 mddaMlo
effectuée dans un thermocycleur 9600 DNA (Applied
min a 95°C, 35 cycles de 1 min a 94°C, 30 s a 50°C, e
a 72°C et refroidissement rapide a température amd
¢lectrophorése sur gel d'agarose.

5 ul de produit PCR (sans purificatio
instructions du fabricant. Les produits PC
a2,0%.

I'enzyme Rsal conformément aux
séparés par ¢lectrophorése sur gel d'agarose

Les fragments de restriction produits . i Wue le fragment ITS2 est digéré par Rsal ont les
longueurs suivantes: 371, 98

Les amorces P
sont les suivantes:

mtD-7.2F (5'-ATTAGGAGCHCCHGAYATAGCATT-3")
mtD9.2R (5'-CAGGCAAGATTAAAATATAAACTTCTG-3').

situées dans la séquence du géne mitochondrial COI) utilisées dans cette analyse

>6 L'utilisation d’ADN polymérase AmpliTaq Gold et d’un thermocycleur 9600 DNA de la marque Applied
Biosystems dans ce protocole de diagnostic n’implique aucune approbation particuliére et n’exclut pas
’utilisation d’autres produits ou matériels qui peuvent étre appropriés. Ces informations sont données aux
utilisateurs du présent protocole pour des raisons de commodité; la CMP ne recommande aucun de ces produits
chimiques, réactifs et/ou équipement en particulier. Des produits équivalents peuvent &tre utilisés dans la mesure
ou ils conduisent aux mémes résultats.
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Ces amorces ont amplifi¢ un fragment de 433-pb dans toutes les especes différenciées par cette
analyse. Le mélange réactif de 50 ul était ainsi composé: 0,76 uM de chaque amorce, 200 uM de
dNTPs, 1 unit¢ d'ADN polymérase Taq, 5 ul de tampon de réaction 10x [avec 15 mM MgCl,], 1ul
d'ADN. La PCR a été effectuée dans un thermocycleur standard dans les conditions suivantes: 1 min a
94°C, 40 cycles de 15 s a 94°C, 30 s a 55°C, et 45 s a 72°C, puis prolongation finale de 10 min a 72°C
et refroidissement rapide a température ambiante. Pour mesurer la longueur du fragment produit aprés
amplification, 5 pl des produits PCR ont été analysés par électrophorese sur gel d'agarose a 1,0-2,0%.

5 wl de produit PCR (sans purification) ont été digérés par les enzymes Alul et Sau3Al dans des
réactions distinctes conformément aux instructions du fabricant. Les produits PCR digérés ont été
séparés par ¢lectrophorese en gel d'agarose.

Les fragments de restriction produits par 7. palmi lorsque le fragment COI egigéré par Alul et
Sau3 Al ont les longueurs suivantes:

Alul: 291 et 194 pb
Sau3Al: 293, 104, 70 et 18 pb.

5. Données a conserver

Les rapports et les preuves devraient étre conservés conformémen
la NIMP 27:2006.

Dans le cas ou d'autres parties contractantes peuvent §
les rapports et les preuves (en particulier, spécimens ¢

6.  Points de contact pour tout co

nt Protection Service, P.O. Box 9102, 6700
1 317 496824; adresse ¢électronique:

Entomology Section, National Refe
HC Wageningen,

Pest and Disease Identifiga Food and Environment Research Agency, Sand Hutton,
Téléphone: +44 1904 462215; adresse ¢électronique:

. 12900, Montevideo, Uruguay. Téléphone: +598 2304 3992;
.gub.uy; fax: +598 2304 3992.

Identification oramme, The Food and Environment Research Agency, Sand Hutton, York, YO41
1LZ, Royaume-™i; G. Vierbergen et L.F.F. Kox, Plant Protection Service, Section of Entomology,
Wageningen, Pays-Bas; et N.C. Vaccaro, Seccion Entomologia, INTA-EEA Concordia, Argentine.
Les illustrations de la figure 5 sont de S. Kobro, Norwegian Crop Protection Institute, Norvege.
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