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mellifera — en particulier celle du Deformed Wing Virus (DWV)

“ |. Etudier la diversité des souches virales présentes chez Apis

a [l. Etudier Uimpact des differentes souches sur Apis mellifera

unicolor par une approche d’infections expérimentales
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|. Etudier la diversité des souches virales présentes chez Apis

mellifera— en particulier celle du Deformed Wing Virus (DWV)
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. Prélevements d’échantillons répartis

sur le territoire réunionnais
*Echantillonnage 180 ruches
*Evaluation de santé globale ruche

(signes clinique, ColEval, V.destructor

. ARLQI§ES Hioléculaires

6 virus (BQCV, SBV, KBV, ABPV, DWV),

2 bactéries (M. plutonius, P. larvae) et
2 microsporidies (Nosema ceranae, N. apis)

Quantification de 2 virus (CBPV & DWV)

. Séquencage des échantillons
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Premieres données : indiquent que

les souches réunionnaises se
distinguent des autres souches

Poursuite de ’analyse d’une
importante banque d’échantillons

Etudier la diversité des souches a
échelle du territoire réunionnais



N ez @ ECHANTILLONNAGE, INJECTIONS ET ELEVAGE
Il. Etudier Uimpact des différentes souches sur

Pour 1 répétition (n=3)

. . . A Echantillonnage et injection
Apis mellifera unicolor par une approche
- . L. Prélévement de 16 nymphes stade yeux blancs / —M
colonie {3)/ traitement (8) / répétition (3)
d InfeCtlonS experlmental‘es ) ® . 49nL dinoculum de PB (phosphate buffer) + DWW & 5x10°
16xE = 128 16x3x8x3 16xBx3 =384 copies, injecté entre le 3&me et le 4&me tégument
indfcol/rep =1152ind indfcol
@ PREPARATION DES ISOLATS B Mise en plague - Condltions d'élevage
Chaque plaque contient 16indivius 4 1 plaque / traitement (8)/ répétition (3) o _ pise en plague des individus injectés €
BROYAGES ET SELECTION DES ISOLATS ISOLATS FINAUX : 8 traitements au total de chague colanie (3 colonies) - — 8 plaques par répetition (Total - 24)
Pour 1 colonie : boite est placée da isson de dessiccation Nalgéne - 1 cai
Broyats » RT-PCRq individuels . . L Plague délevage (48 cellules) Chaque placée dans un caisson C Igéne - 1 caisson par
individuels 4 ey © T groupe disolats (réunion, Ouessant, références, témoins) — 4 caissons au total
Choix des échantillons 7 sajaction diisolats individuels E ] ramcns
ﬁ ndiu STIDH !E qua"‘;"‘B - D'{N S > 2isolats fle Témoin négarif
& presence -autres wirus: { : de La Réunion {pas 8 ] 16 imd col 2
8 Ingividu 2 ou |1'|:n’r|.ve'nient :Peu de matériel d'injection) 1[
l I' ] 2isolats fle | 16 ind col 2
Individu 3 : g JOuessant e
{ Créationd'un pool — Selection de pools disclats Témoin 3 lsolats Réunion 1 &2 lsolats Ouessant] &2  Référence DWV-B 1emains dinjection (PES)
: Avantage : Beaucoup de materiel dinjection f * & nggatifs (non injects)
{ ; ; génctique . i Souche de (PBS) 4
ﬁ Individu n H a E Incenvénient : Probabilits plus > référence : DWV-B Chaque plagueest . Chaque caisson est équippé dune solution saturée  Les caissons sont placés dans un
{ forze de co-infection ; placée dans une NaCl pour limiter I'humidité ambiante et d'une — rotoplan & 34°C, hygrométrie
Ty m’im femée aér& J k‘- Eagettefphque mur Plam_ Ies éITErgEnCES ?n%‘ phumpér‘iude 1212 _'J
PURIFICATION ET MULTIPLICATION DES ISOLATS C Sulvl d'élevage et observation des symptomes
dpi: days post-infection ( + LT50 sur adultes )

~J17 Emergence et

7 dpi mise en cagette
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Purification de chague isolat
sur 3 nymphes (injection)
v

1 Relevé dindividus morts

) Relevés 2 individus
\l/ \l/ W RT-PCRQ afin d'évaluer la charge {quotidien) vivants

virale en DWW (proxy de virulence)
et |a présence d'autres virus

<] @

Echantillonnage de nymphes
[ Reunion 2 i ouessant 1 J [ _owv-a N owvs pures (3 par isolat)

RT-PCRqQ RT-PCRq RT-PCRq RT-PCRq RT-PCRq RT-PCRq

« Analyses moléculaires Comptage dindividus Comptage Observation des ailes
SELECTION et création d'isolats (extraction) & partir des nymphes montrant une forte charge virale en DWV et peu ou pas d'autres virus L morts demergences (longueur, forme, aire?)

N ¥ p ¥ ¥

: : : Charge virale DWV  Présence/sbsence Taux de mortalité Taux d'émergence Score de déformation
Vérification des isolats — Séquencage haut débit et analyse de variants espéces virales
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[I. Etudier Uimpact des difféerentes souches sur Apis mellifera

unicolor par une approche d’infections expérimentales

Expériences en
laboratoire de
quarantaine P3

Souches introduites avec autorisation_
et manipulées en laboratoire confine
P3, pas de sortie




a [I. Etudier Uimpact des différentes souches sur Apis mellifera
JSA 2025

unicolor par une approche d’infections expérimentales

Expériences en cours F. -~
— mortalités -
différentes en I
fonction des
souches inoculées

Souches introduites avec autorisation_
et manipulées en laboratoire confine

P3, pas de sortie :




Merci pour votre attention !
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