Application de
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pour la détection et la surveillance
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2010

Département de la santé des foréts



2011

Département de la santé des foréts



2012

Département de |la santé des foréts
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Département de |la santé des foréts



2014

Département de |la santé des foréts



Une surveillance performante en forét basée sur un réseau de
correspondants- observateurs

2017

Avancée de la chalarose
du fréne en France
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Département de la santé des foréts (MAA/SDQSPV)
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Une nouvelle approche basée sur la surveillance aérobiologique

correspondant
observateur

département de la santé des foréts
ministére de |'agriculture et de la péche
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Une nouvelle approche basée sur la surveillance aérobiologique
et des méthodes d’analyses moléculaires
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Un barcode universel pour les champignons : I'ITS = Internal
Transcribed Spacer de '’ADN ribosomique (Schoch et al 2012)
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Données Queloz et al 2011
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Concept et objectifs
A-Détection d’especes ciblées
gPCR (amorces spécifiques)

Anticiper??

[

I | % Extrait

d’ADN

I B- Metabarcoding NGS (~inventaire)
(amorces généralistes champignons)

F. gram.
‘I:[[E F. culm.

F. poae
L

\vY)

{E Ceratocystis fagacearum ﬂm
| = Hymenoscypus fraxineus ) ZIT

. . Detecter

ungus mysterium
Erysiphe alphitoides 'inconnu??
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A) Evaluation des capteurs pour la détection ciblée

populina

confirmer)

Espéce pathogeéene Gene ciblé Simple/ Spécificité Référence (protocole
Multiple standard de diagnostic
Copie OEPP)
Armillaria spp EF1 SC genre (a Baumgartner et al 2010
confirmer)
Cryphonectria parasitica ITS MC espece Etude en cours CRA-W/INRA
Erysiphe spp ITS MC espéce Etude en cours CRA-W/INRA
(E. alphitoides et
E. quercicola)
Hymenoschyphus ITS MC espéce loos et al., 2009 (PM 7/117)
fraxineus
Heterobasidion spp GST1 pour H. | SC espece Test multiplex en cours de
annosum et développement a I' ANSES
RPB2 pour H.
abietinum
Melampsora larici- ITS MC espéce (a Test INRA non publié
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Ex. 1 : Erysiphe alphitoides, agent de I'oidium des chénes

. ~—
Y i

X1000 Topm

29/100 lames positives
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0.60 -
0.50 -
040 -
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0.30 -
O Spore traps
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Ex. 2 : Hymenoscyphus fraxineus, agent de la chalarose des frénes

Frequency of detection

27/72

. 2008
. 2009
. 201
. 2013

2014
N 2015

2016
. 2017

Département de la santé des foréts 2

(2016)

.0 .
a--RNSA

(2016)

Marie-Laure Desprez-Loustau - AAF- 28 novembre 2018



B) Evaluation des capteurs pour inventaire par metabarcoding

F. gram.
F. culm.

F. poae

‘ ‘ rT Phoma sp.
: —_
| Altenaria sp.

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

Point de vigilance: choix expérimental, technologique, et bio-
informatique + BASES DE DONNEES (séquence <-> taxon)
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Evaluation des marqueurs et optimisation d’extraction ADN

ITSOF-T ITS3Kyol/3
ITS S58ATF/A

irs ITSIF ; ITS3 ITSS6

ITS 1 1-muwsr | 5 1ngs  [TS3mix

— m— — m—
I el
R oy o
ITS2  ITS4
Metabarcoded
Method Spore recovery Dilution Marker samples
ITS1-
A Cut No ITS2 24
ITS1-
Al Cut Yes ITS2 24
ITS1-
B Cut + cotton tip No ITS2 24
ITS1-
B1 Cut + cotton tip Yes ITS2 24
ITS1-
C Cotton tip No ITS2 24
ITS1 -
C1 Cotton tip Yes ITS2 24
144 sous-

échantillons
métabarcodés

avec ITS1 and ITS2

ITSIF/ITS2 (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA/
GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (White et al., 1990, Gardes
& Bruns, 1993)

ITS86/ITS4 (GTGAATCATCGAATCTTTGAA/
TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al., 1990, Turenne
et al., 1999)

Méthode A Méthode B

DNA extraction

WIS
e

ITS1 1TS2 ITS1ITS2 ITS1 ITS2 ITS1 ITS2

Marie-Laure Desprez-Loustau - AAF- 28 novembre 2018




reorder(UNITE, Size)

Résultats Metabarcoding

g__Gibberella_unclassified(98)
g__Cladosporium_unclassified(76)

g__Gibberella_unclassified(95) =

s__Cladosporium 9.
s__Heterobasidion_abietinum(6:
g__Heterobasidion_unclassified(1(
s__Mycosphaerella_tassiana(10
s_ltersonilia_perplexans(91
f_Peniophoraceae L
s__Vuilleminia_comedens(100
s__Sclerotiniaceae_sp(95)
g__Fusarium_unclassified(74)

s_ Botrytis_caroliniana(96)
s__Heterobasidion_abietinum(1(

s__Heterobasidion_abietinum(98) ~

s_Malassezia_restricta(10
0__Pleosporales_unclassified(92)

f_Peniophoraceae_unclassified(100) =
g__Alternaria_unclassified(52) ~

s_ltersonilia_perplexans(100)
s__Gibberella_baccata(97)
s__Verticillium_leptobactrum( 1
s_ Alternaria_alternata(99)
s__Fomes_fomentarius(100)
s__Resinicium_hicolor(1(
0_Pleosporales L
s__Gibberella_tricincta(100
s__Aspergillus_proliferans(71)
s__Stereum_sanguinolentum(100
g_Stereum_unclassified(%
s__Neoascochyta_extialis(100
s__Schizopora_paradoxa(1
g__Alternaria_unclassified(10
s__Ganoderma_adspersum(
(
(

s__Peniophora_pinii
s__Udeniomyces_pyricolal
s__Stereum_hirsutum(99)
g__Aureobasidium_unclassified(10
f_Peniophoraceae_unclassified(5
g__Peniophora_unclassified( 7t
s__Erysiphe_sp(96)
g__Wallemia_unclassified(96)
g__Peniophora_unclassified(88)

1
1
1

s__Alternaria_infectoria(84) =
s__Phaeosphaeria_juncophila(100) =

s__Hyphodontia_radula(1(
s__Naevala_sp(100)
0_Pleosporales_unclassified(73)
s__Acarosporaceae_sp(100)
s__Suillus_bovinus(1(
s__Ganoderma_resinaceum(10
s__Perenniporia_fraxinea(10
s__Cyberlindnera_jadinii(100)
f_Ceratobasidiaceae_unclassified(100
s_Itersonilia_pannonica(100)
s__Psathyrella_piluliformis(1

s__Phaeosphaeriaceae_sp(91) ~

s__Fuscoporia_torulosa(1
s__Neoascochyta_europaea(10
p_Ascomycota_unclassified(:
s__Hypholoma_fasciculare(
s__Trametes_versicolor(.
s__Cryptococcus_victoriae(
s__Wallemia_muriae(9
f_Schizoporaceae_unclassified(10
g__Coprinellus_t
s__Malassezia_restricta(91)
s__Serpula_himantioides(10
g__Phaeosphaeria_unclassified(%

g__Cladosporium_unclassified(1
k__Fungi_unclassified(100)

s__Phanerochaete_sordida1
s__Schizophyllum_commune(10
g__Neoascochyta_unclassified(
s__Dioszegia_hungarica(10

10
1

1
100

g__Psathyrella_unclassified(54) =

s__Tubulicrinis_glebulosus(10
s__Gloiothele_citrina(10
0__Agaricales_unclassified(96)
c__Agaricomycetes_unclassified(67)
s__Gymnopilus_penetrans(1
s__Cyclaneusma_niveum(1
f_Nectriaceae_unclassified(100
s__Stereaceae_sp(100)
s_Sistotremastrum_sp(.
(
(

0__Pleosporales_unclassified|
s__Plantae_sp

1
100) =
1

~50 OTU / jour
en moyenne
(3—200)

Pas toujours
identifiées
(nombreuses spp.)

1 1 1
20000 40000 60000

200 .

5

N_OTU
B =
S 3 E—
e—
— T —
— [T} ——
-
T —
— :
—

A Al B Bl C Ci
ITS1/ITS2 ITS1/ITS2 ITS1/ITS2 ITS1/1TS2 ITS1/ITS2 ITS1/ITS2

Method

OTU = Operational Taxonomic Unit (~~espece)
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Comparaison des deux marqueurs ITS1 et ITS2 pour la
détection des taxons

Domain

1.00
0.7

(&)
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o
(&
o

. Fungi

0.2

(&)

Metazoa
Oomycetes
i weon  Applied and Envi tal METHODS
0004 . Raphidophytes | il =7, [peled end Smirormen -
.Red algae |
>> > >0 0 000000 A A g
|_ |_ p R |_ |_ L L |_ ‘_ .Rhizaria Assessment of Passive Traps Combined with High-Throughput
4 4 |_ |_ 4 4 |_ |_ :| :| |_ |_ a a Sequencing To Study Airborne Fungal Communities
Q % a a I[{\) % a a I['i) (,3 a a ’_\ N . Trac h e O p hyta @ Jaime Aguayo,® Celine Fourrier-leandel,* Claude Husson,” Renaud loos®
}_\ N }_\ N "‘ N A:ﬁ: Labceatoiee de la Sante des Vagétau LSV, Lintks de Mycologle. Domaine de Pleeracourt, Matzville,
Sample
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Conclusions

" Premiers éléments d’'une « Preuve de concept » de |'utilisation d’un
réseau aerobiologique couplée a des analyses moléculaires pour la
fourniture de données de surveillance de certains champignons
pathogenes forestiers (a dissémination aérienne)

Extension a |I'échelle européenne et validation a posteriori sur
Hymenoscyphus fraxineus prévues

= Approche metabarcoding intéressante mais développements
méthodologiques nécessaires (sensibilité, choix du marqueur) —
progression rapide des méthodes des séquencage (long reads, temps
réel)

" Possibilité de combiner la sensibilité de la détection par une gPCR
générique a I'analyse de séquences de 'amplicon pour identifier sans a
priori 'espéce (e.g. Phytophthora spp)
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