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Une identification parfois simple a mettre en ceuvre
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Mais nécessite aussi parfois un ceil de spécialiste
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Les bioagresseurs de quarantaine

La Directive Européenne 2000-29-CE :
+ liste les organismes de quarantaine interdits (€laborée a partir ’ARP)
* liste les végétaux et produits végétaux a risque et les mesures
correspondantes
+ Complétée par les listes A1, A2 de ’EPPO

* |l existe un contréle a I'import, a I’export, et un
controle sanitaire intérieur par les services
officiels phytosanitaires.

« Ces controles s’appuient sur des analyses
officielles de labo. de I’Anses ou de labos agréés.
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Deux types d’approches possibles

Détection Identification de bioagresseurs
d’un bioagresseur par des techniques d’inventaire
avec a priori texhaustif
Présence (+) Présence (+)
Absence (-) Absence (-)
Rapide, sensible, ciblé Moins rapide, non ciblé
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Techniques moléculaires de détection spécifique
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Détection spécifique par test génétique

Principe : détecter dans un mélange complexe
des traces ADN exclusives d’un bioagresseur : ~

Echantillon
biologique

ADN total

Recherche et amplification N
des traces ADN exclusives \\\~§§
du bioagresseur, \\\
et marquage fluorescent N
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Développement de tests spécifiques

1 - Définir avec précision quel est le bioagresseur cible ...
2 - recherche de régions génomiques exclusives du bioagresseur

ﬁecherche ciblée ou aléatoire :

« Genes d’utilité phylogénétique (génes de ménage, ADNr, ADNmt, etc.)
« Geénes liés a la pathogénicité

« Utilisation d’empreintes génétiques (Microsat, SCAR)

« Génomique comparative et recherche de motifs exclusifs

es 3’
CC T TGCCACCCGAT/ /TGCACCTT
ACAAGAGTG 'GCCACGGGGT//TGTAAGTT!
ACGGGGT//TGCAAATT!
ATGGGGT/ /TGCAAGTT
T/ /TGCCGCTT

GT//TGCAAATT

ACGGCGT/ /TGCCAGGT!
ATGGCGT/ /TGCCAGGT!

TG ATG T/ /TGTAAGTA nt
UPPER PRIMER LOWER PRIMER
5’ -GGGGAATTCANCGAVTSYAARTGYCAY-3" 3'-KWSCRBTGGTGGTGCAGATCTITTT-5"
Ec o r RI Bg 1 II
V=ACG,N=ACGT,R=AG,M=AC, Y=CT, H=ACT ,W=AT,§=CG,K=TG, B=CGT

3 - Vérifier initialement, puis en continu, le caractére exclusif,
la spécificité des marqueurs retenus
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Les principales techniques moléculaires de détection disponibles

PCR, PCR temps réel

Primer  New \g o <O e
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Les tests de détection sont nombreux et standardisables

Protocoles internationaux

D
T M

Puce a ADN

Tests X. fastidiosa Tests P. ramorum Tests F. circinatum Tests multiplex
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Nécessaire validation d’'une méthode / d’une analyse

Ds
ef
Mise en évidence directe
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~obusisporum

Mise en évidence indirecte

* Pas de distinction cellules mortes / vivantes
 Problémes de spécificité

* Problemes de contaminations

ARGARCCCAA
ARCRCCCAL
G ARCCCAR

—->ASSURER LA FIABILITE DES RESULTATS



Eléments clefs d’une validation d’un test de détection

Bioagresseur cible
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Eléments clefs d’une validation d’un test de détection

Répétable /
reproductible

Robuste aux
variations de
conditions
d’utilisation
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Publication des protocoles optimisés, caractérisés, et validés

fungal
Biology

Gms

British Mycological
Society

journal homepage: www.elsevier.com/locate/funbio

Optimization gf a real-time PCR assay for the detection of the
q i athogen Melampsora medusae f. sp. deltoidae

Anne-Laure BOUTIGNY®*, Cecile GUINET", Agathe VIALLE®, Richard C. HAMELIN®,
Axelle ANDRIEUX, Pascal FREY“Y, Claude HUSSON““, Renaud 100S*

¥& Phytopathology

tection of Fusarium circinatum in Pine Seed
by €omiiining an Enrichment Procedure with a Real-Time

Polymerase Chain Reaction Using Dual-Labeled Probe Chemistry

Renaud lIoos, Céline Fourrier, Gabriela Iancu, and Thomas R. Gordon

@ PLOS | one

opment®f a hydrolysis probe-based
assay for the detection of tropical
strains of Fusarium oxysporum f. sp. cubense
race 4

RESEABCH

Devel

Jaime Aguayo'*, Diane Mostert?®, Céline Fourrier-Jeandel'®, Isabelle Cerf- ing’,

Bruno Hostachy?, Altus Viljoen?, Renaud loos’

Ewr J Plant Pathol
DOI 10.1007/510658-016-0909-7

A robust and specific r2al-time PCR tool for the detection
eralis in plant tissues

Nathalie Schenck « Celine Fourrier-Jeandel « Renaud loos

% Phytopathology

Development, Comparison, and Validati f Real-Time
and Convenfiona 00Is Tor the Detection of the Fungal
Pathogens Causing Brown Spot and Red Band Needle Blights of Pine

Renaud Ioos, Bénédicte Fabre, Carole Saurat, Céline Fourrier, Pascal Frey, and Benoit Marcais

Y% Phytopathology

iplex Real-Time PCR Tool for Sensitive Detection
ntine Qomycete Plasmopara halstedii in Sunflower Seeds

Renaud Ioos, Céline Fourrier, Véronique Wilson, Kathryn Webb, Jean-Luc Schereffer, and Denis Tourvieille de Labrouhe
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Techniques d’identifications non spécifiques
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Identification par caractérisation morphologique

-~ H

-~ H

é@%ﬁé%
4
14

Description
littérature

L.M. Nageleisen
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Identification par observation directe de structures des champignons

Observation directe in situ apres incubation
___en chambre humide

Apreés isolement direct

Aprés piégeage biologique
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Identification suite a isolement en cultures pures
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Techniques d’identification plus fines
par analyse du protéome (MALDI-TOF)
et du génome (barcoding et métabarcoding)

anses \:)



Spectrométrie de masse MALDI-TOF : auelaues minutes pour identifier

2- Simple
extraction
protéique et
dépot de I'extrait
+ matrice sur
plaque 96 puits

..............................

Mo Detected Species Log(Score)
2 824 F cortaderiae 2530
[@] y |Lsvme02 |2.052
|@ | 3 831 Faedachi 12,052
(@] [Lsvmen3 [1.348
|©| s |Fepslense [1.901
|© | 1 844 Fnepalense |1.901
|© |y |Fbrasicum |1,883
|©| y 840 Fbrasiicum |1.883
|©| 3 841 Fmendionale 11878
© ! § [LSVM804 1.7%4

3- Analyse des échantillons : pulvérisation/
ionisation par laser, séparation/détection par
masse/charge

4- |dentification par comparaison du spectre
a la base de spectres de référence
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Apports potentiels de I’analyse par MALDI-TOF

’ Fusarium graminearum s.s.

’ Fusarium boothii

' Fusarium cortaderiae

Fusarium graminearum ™ N Fusarium ...
Formae speciales de F. oxysporum
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Analyse de code(s)-barre(s) génétique(s)

= OQutil de taxonomie moléculaire

1. Standardisé (méme région ADN pour
différents groupes taxo)

2. Monomorphe dans I'espéce
3. Polymorphe entre espéces

4. Consensuel — Données abondantes dans
les BDD.

-

Locus A Locus B
Locus A Locus B A N
(ex. géne tef1). (ex. géne Col). (ex. gene teff). (ex. géne Col).

J v

..CCCATGCGTGCGAA... .ATGGACGAGCGAA...



Identification de souches par analyse de code(s)-barre(s) génétique(s)

Approche par séquencgage « classique »

n g
’INDISPENSABLE

Isolement puis identification individuelle par barcoding
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Potentielles applications du séquencgage haut débit

Approche par séquencage haut débit

F. gram.
F. culm.

Consensus
entty

53¢ 27a
SSCo1

TRAAG ACAAAG GTC AARIC CBAC AR CTCAC ATGTA
TTGAAGA CHAAGREG AAC

lanarms

manimoides
~ohusisporum
5

i28c_ab

e

5502

88C7;

0C_;

556

55C.
S5C;
5S¢
556
S8C;
S5C:
ESC
S5C.

F. poae

CAC
CTCA

CTCA
CTCAC

L alh &% 5

Phoma sp.

AT
CACAACTCACATSTAC
CCACAACTCACATGTAC.

565

Altenaria sp.

\&

\!

Séquencage massif et analyse de I’ensemble des barcodes de la communauté microbienne

= METAbarcoding

A Consensus D
ACTTCAGACTTACTCT GT
individual viral genomes

ALGITES: ALGT ACTTCAGACTTAATCT GT
ACTC ACECT
SNV )
AcTT...coTT
TAGC...TCT C L)
G6AGC...6CTC non-continuous coverage
AcTT...cTer
B Conflict graph E
ACTT Acvv>cnmlicmgreads
AcTC. . AceT
ACTT...CcCTY

N vJ

TTCA
relative
— % abundances
TAGE...TeT G
GAGC., gcTC P
Expectation-Maximization
ACTT...cCTGrT
F Post assembly phasing
conserved region

ACTTTIAGCCTTTCTCT G

Séquencgage massif de fragments de génomes et assemblage
de novo pour la mise en évidence de séquences virales

Colors = independent séts of non-<onficting reads




Intéréts du séquencage haut débit

F. gram.
F. culm.

F. poae

Mise en évidence d’un ou plusieurs

Ceratocystis fagacearum > i i h
parasites de quarantaine ou émergents

Fusarium circinatum

\i{
Fungus mysterium ->» Mise en évidence de taxa inconnus... W

\
Altenaria sp. 7T

=>» Détecte des parasites non cultivables
METAbarcoding ,

3 valider... ___

Prospectif / tres complique

vvvvvvvvvvvvvvvv

individual viral genomes

-=>» Mise en évidence d’un ou plusieurs virus
de quarantaine ou émergents

= Mise en évidence de virus inconnus... W

A/
ZAN

Assemblage de génome




Quelles évolutions pour les tests de détection ?

o La réglementation de quarantaine (UE + OEPP) liste des noms, ...parfois assortis
de « pathogénes sur... » ou « non européens »

o Un « nom » ou un « barre-code » ne renseigne pas toujours sur I’agressivité, le
potentiel invasif, le comportement futur du bio-agresseur...

o D’autres paramétres que l'identité taxonomique sont des pistes a explorer dans le
futur :

*Geénes liés a la pathogénicité (McTaggart et al., 2016)
*Traits biologiques liés au potentiel invasif (Philibert et al., 2011)
*Viabilité de I’agent pathogéne

formae speciales ou races chez Fusarium, Alternaria Magnaporthe

anses s:)




