Rapport scientifique final PSPE1

PYROFUS : Développement d’un outil moléculaire innovant pour la

caractérisation du complexe d’especes de Fusarium sur blé

1. Fiche de synthése a diffusion publique : cf document Fiche de synthese

2. Rapport d’activité :

e Exécution du projet (par tache, par partenaire) :

ETAPE 1
INRA Préparation d’échantillons artificiels Analyse bicinformatique de
Anses contaminés par différentes espéces de séquences EF1 disponibles dans | INRA
Fusarium les bases de données publiques
Fourniture de matériel Définir amorces
calibré de référence universelles EF1

INRA, Validation des amorces pour leur

Extraction ADN INRA
Anses efficacité/spécificité d’amplification

Séquencage haut
débit

INRA

Analyse bioinformatique des -
séquences génomiques d’intérét, | INRA

obtenues par séquencage. P
L Tache en cours

1
\L _________ J
Objectif réalisé
Evaluation des performances / limites de la technique Jectit realise

Protocole expérimental d’analyse prét

ETAPE 2

Collecte d’échantillons de blé naturellement contaminés
Arvalis - 20 échantillons en année 2
- 20 échantillons en année 3

Arvalis, Entreprise sous | - I |A .
INRA PCR quantitative traitante, INRA Séguencage Isolement microbiologique |Arvalis

Comparaison des 3 techniques
Validation de la performance du nouvel outil

S

! action de formation-transfert vers les laboratoires
| demandeurs et valorisation scientifique

INRA, Anses,
Arvalis

ETAPE 3

INRA, Anses,

. I Evaluation de I'outil sur d’autres céréales (année 3) I
Arvalis

Figure 1 : Description des taches et objectifs du projet.



e Moyens (humains et techniques) effectivement mis en ceuvre :

Partenaire Moyens humains Moyens techniques
Anses 2 chargés de projets isolements mycologiques, préparation des
1 responsable d’équipe échantillons artificiellement contaminés,
1 stagiaire de Master 2 optimisation du broyage des échantillons et de

I’extraction d’ADN, PCR temps réel, séquencage,
analyse bioinformatique, formation vers les
laboratoires, valorisation scientifique

INRA 1 assistant ingénieur analyse bioinformatique, design et validation des

1 ingénieur de recherche | amorces, préparation des mélanges témoins et des
1 bioinformaticien (CDD échantillons artificiellement contaminés,

projet) préparation des runs de séquencage haut débit,
mise au point du pipeline d’analyse
bioinformatique, formation vers les laboratoires,
valorisation scientifique

Arvalis 2 ingénieurs collecte des échantillons, isolements mycologiques,
2 techniciens PCR temps réel, formation vers les laboratoires,
valorisation scientifique

e Réalisation des jalons et de la production des livrables annoncés :

Le projet s’est déroulé comme prévu initialement (cf. figure 1).

4 modifications mineures ont été faites par rapport au projet initial :

- 124 échantillons artificiellement contaminés ont été préparés alors que seulement 20
avaient été prévus dans le projet initial. En effet, il a été jugé plus pertinent et puissant de
tester plus de modalités (8 especes de Fusarium, différents niveaux de contamination,
mélanges d’espéces). Ces nombreux échantillons de référence nous ont permis de valider

avec plus de rigueur la méthode de séquencage haut débit.

- Il a été décidé de déterminer par PCR quantitative les concentrations des différentes
espéces de Fusarium dans les échantillons artificiellement contaminés. Cette étape
supplémentaire nous a permis de valider nos échantillons de référence et de vérifier que la
méthode de séquencage haut débit, n’introduisait pas de biais dans la détection (faux

positifs, faux négatifs....), au moins sur les especes majeures.



- Pour des raisons de co(t et de qualité de séquencgage, nous avons choisi de substituer la
technique de pyroséquencage 454 par la technologie MiSeq (lllumina), disponible sur la
plateforme Genotoul (INRA, Toulouse). Cette technique de séquencgage est actuellement la

plus couramment utilisée contrairement au pyroséquencage 454.

- |l était initialement prévu que le pipeline d’analyse serait développé sur la base de celui
déja développé dans le programme CASDAR ‘Epidémiologie de I'Esca/BDA et caractérisation
du microbiote colonisant le tronc chez la vigne’. Le pipeline d’analyse devait étre développé
avec l'aide du groupe champignon de I'URGI (Unité de Recherche en Génomique et
Informatique) de I'INRA de Versailles car un outil était déja disponible a 'URGI pour I'analyse
de séquences ITS. Néanmoins, compte tenu de |'évolution rapide des moyens d’analyses
bioinformatiques, et du grand nombre de séquences générées par la technique choisie, nous
avons finalement développé notre propre pipeline d’analyse a jour des nouvelles méthodes

d’analyses.

e Collaboration effective a I'intérieur du projet et, éventuellement, entre projets :

Depuis le démarrage du projet, 19 réunions téléphoniques (environ 6 réunions par an) et 3
réunions physiques avec les différents partenaires du projet ont été réalisées. Ce mode
d’animation interne trés régulier a permis aux partenaires de décrire |'état d’avancement de
leurs travaux respectifs, d’adapter en temps réel la programmation des activités, et les
comptes rendus écrits ont permis de garder une trace des échanges. Ces réunions étaient
par ailleurs le lieu d’échanges et de discussions pour la préparation de protocoles,

I'interprétation des résultats et la valorisation des résultats du projet.

e Liens établis avec les acteurs du plan Ecophyto, en particulier du ou des dispositifs

concernés :

Le développement de I'outil ne nécessitait pas d’établir de liens avec les acteurs du plan
Ecophyto. Cependant, I'étape de valorisation de I'outil se fera auprés de I'ensemble des

acteurs du réseau.



e Différents produits du projet (a lister) :

Le produit final du projet consiste en un outil de laboratoire d’investigation de la diversité
d’especes de Furarium. Le protocole expérimental développé comporte des étapes d’analyse
validées d’un échantillon de blé ou orge, en partant du broyage, jusqu’a I'établissement

d’une liste des espéces de Fusarium qui le contaminent.

3. Rapport scientifique : (10 a 15 pages en format a peu pres libre)

En repartant des objectifs et hypotheses initiaux, il s’agit de montrer en quoi le projet a fait avancer la
connaissance, évoluer les concepts, fourni des réponses, des méthodes ou des outils et posé de nouvelles

questions.

¢ Introduction rappelant la problématique, les enjeux et I’état de I’art

Problématique : La fusariose est une maladie des céréales particulierement suivie dans le
cadre du dispositif national d’épidémiosurveillance. Il s’agit en effet d’'une des maladies les
plus importantes des céréales, et le seul réel probleme parasitaire et sanitaire majeur
concernant les épis, et par conséquent les grains récoltés. La fusariose provoque une baisse
du rendement et de la qualité technologique des grains. Les champignons impliqués posent
également un risque sanitaire car certaines espéces de Fusarium sont capables de produire
des mycotoxines, métabolites secondaires toxiques, qui s’accumulent dans les grains et sont
transmises le long de la chaine de transformation agro-alimentaire.

La fusariose fait I'objet de traitements fongicides spécifiques et les changements de
pratiques agricoles induits par le plan ECOPHYTO 2018 pourraient modifier le complexe
d’espéces associé a la fusariose. En effet, ces changements de pratiques agricoles peuvent
produire des effets de différents ordres, tout d’abord sur la maladie en elle-méme, avec par
exemple l'induction de changements de symptémes observés. De plus, une modification des
pratiques d’applications de fongicides, a spectre d’action plus ou moins spécifique, pourrait
induire une modification significative de la dynamique et de la composition du complexe
d’espéces et par conséquent de risque en matiere de quantité et de diversité de la
contamination des récoltes par les mycotoxines. Ces modifications pourraient correspondre

a des effets non intentionnels de la modification des pratiques agricoles sur



I’environnement. Les outils de diagnostic actuellement disponibles et utilisés par le réseau
d’épidémiosurveillance ne permettent que d’appréhender les évolutions des espéces
majoritaires, bien connues, mais occultent les évolutions d’espéces secondaires présentant

potentiellement un risque d’émergence.

Enjeux : Le réseau d’épidémiosurveillance base actuellement son monitoring de la fusariose
dans les parcelles sur des observations de symptomes au champ. Cependant, associer
visuellement un symptdme a une ou plusieurs espéces de Fusarium, méme parmi les
principales, reste difficile voire impossible. Ainsi, derriére une observation de «fusariose sur
épi» subsiste souvent l'interrogation du (des) champignon(s) responsable(s) et donc du
risque sanitaire associé. Le projet se positionnait dans le volet d’appui a I'optimisation, a la
valorisation et a I’évolution du réseau d’épidémiosurveillance (Volet A). Le projet PYROFUS
proposait de développer et de valider un prototype d’outils moléculaires et bioinformatiques
de détection et d’identification de bioagresseurs des épis de blé (Fusarium spp.), par le
prisme de I'étude d’un complexe d’espéces qui présente un double enjeu : économique et

sanitaire.

Etat de I'art

Fusariose et risque sanitaire. La fusariose des épis de blé, causée par un complexe d’espéces
des genres Fusarium et Microdochium, entraine des pertes économiques considérables en
affectant le rendement et la qualité des grains. Une vingtaine d’espéeces du genre Fusarium a
pu étre isolée et identifiée a partir de grains de blé fusariés (Parry et al., 1995). La diversité
et la richesse des espéces de Fusarium varient en fonction de I'année, de la région, des
conditions climatiques (en particulier la température et I'humidité), de la variété de la plante
hote, de I'historique parcellaire et des pratiques culturales. En France, les taxa prédominants
sont F. graminearum, F. poae, F. tricinctum, F. avenaceum, et de facon moins importante
une dizaine d‘autres espéces de Fusarium peut étre impliquée (loos et al., 2004; loos et al.,
2005; Ballois, 2012). Certaines espéces du genre Fusarium produisent des mycotoxines,
métabolites secondaires dont la toxicité pour I’'homme, les animaux et les plantes est
avérée. Les types de mycotoxines produites dépendent des especes de Fusarium présentes
sur les épis. La contamination des grains et des produits transformés en mycotoxines peut

les rendre impropres a la consommation et souléve un réel probleme de santé publique.



Parmi les fusariotoxines présentes sur les blés en France, les trichothécenes de type B (TCT
B) et la zéaralénone sont les plus rencontrées. Les TCT B comprennent le déoxynivalenol
(DON) et ses formes 15- et 3-acétylées (15-ADON et 3-ADON), le nivalenol (NIV) et sa forme
acétylée la fusarenone X (FX). Au sein des especes de Fusarium productrices de TCT B, 3
chémotypes ont été identifiés : les souches du chémotype NIV produisent du NIV et sa forme
acétylée, les souches du chémotype 3-ADON produisent du DON et du 3-ADON et les
souches du chémotype 15-ADON produisent du DON et du 15-ADON (Miller et al., 1991). Ces
molécules possédent des activités biologiques différentes, ce qui signifie que des différences
de chémotypes observés chez les champignons producteurs auront des conséquences
variables sur la santé (Kimura et al., 1998). Les nouvelles réglementations de la Commission
Européenne se sont précisées en 2005 en matiére de fusariotoxines autorisées pour les
céréales a paille et le mais destinés a la consommation humaine. Le réglement n°856/2005
du 6 Juin 2005 publie des teneurs maximales autorisées pour plusieurs fusariotoxines, dont
les trichothécenes B, et en particulier le déoxynivalenol. Une recommandation a aussi été
publiée en ce qui concerne les produits a base de céréales et de mais destinés a
I’alimentation du bétail (CE 576/2006 du 17 Ao(t 2006). D’autres mycotoxines, telles la
moniliformine (MON), la beauvericine (BEA) ou les enniantines (ENN), ont également été
retrouvées dans des grains de blé infectés et sont considérées comme des toxines
émergentes (Jestoi, 2008). Les processus actuels de décontamination et de transformation
alimentaires n’étant pas efficaces, les mycotoxines fusariennes produites au champ peuvent
se retrouver dans tous les produits dérivés des céréales. Le seul levier permettant de limiter
la présence des fusariotoxines dans les céréales et des produits transformés passe par une

réduction de leur biosynthése a I’échelle du champ.

Lutte fongicide et plan EcoPhyto. Afin de réduire le risque de développement de la
fusariose, des traitements fongicides sont préconisés a la floraison, stade d’infection optimal
des Fusarium spp. L'efficacité des traitements fongicides est variable et difficile a prédire en
conditions de contamination naturelle. L’efficacité sera conditionnée par le type de
molécules actives utilisé, mais aussi la méthode et le stade d’application. De plus, chacune
des especes de Fusarium du complexe présente une sensibilité particuliere aux fongicides.
Par exemple, F. graminearum est particulierement sensible aux triazoles alors que F.

avenaceum est plus sensible aux strobilurines (Champeil et al., 2004). Dans une étude
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menée en 2001 en Angleterre, en condition de contamination naturelle, Simpson et al. ont
observé que I'application d’azoxystrobine était efficace pour le contréle de M. nivale, mais
en retour favorisait la colonisation des grains par des especes de Fusarium toxinogenes
entrainant une augmentation des niveaux de contamination par le DON (Simpson et al.,
2001). En France, il a été observé une modification des espéces majoritaires ces 20 derniéres
années. En effet, F. culmorum, une des especes majoritaires il y a 20 ans (Maurin and
Chenet, 1993 ; Assemat et al., 1996), a été remplacé aujourd’hui par F. graminearum et F.
poae, especes actuellement les plus fréquentes dans les échantillons francais (loos et al.,
2004 ; Ballois, 2012). Une étude épidémiologique menée en Hollande a également démontré
des changements dans la population de Fusarium, passant de F. culmorum majoritaire au
début des années 90 a F. graminearum majoritaire en 2000 et 2001 (Waalwijk et al., 2003).
Les causes de ces changements n’ont pas été élucidées, mais de nombreux facteurs et leur
combinaison pourraient expliquer ces modifications de population, parmi lesquels, les
conditions environnementales, |'évolution des pratiques en matiere de traitements
phytosanitaires, les changements climatiques ou I’évolution des variétés cultivées. Des
changements dans les chémotypes dominants ont aussi été observés dans les provinces de
I'ouest du Canada ou la fréquence du chémotype 3-ADON a été multipliée par 14 entre 1998
et 2004 (Ward et al., 2008). Les auteurs de ces travaux ont suggéré que la sélection variétale
a conduit a la progression rapide d'une population de champignons pathogenes plus
toxinogenes et potentiellement plus vigoureuse. En plus de I'’émergence d’especes, des

espéces a forts potentiels toxinogénes pourraient également apparaitre.

Une complexité taxonomique croissante : un nouveau challenge. Des études récentes ont
montré que le taxon F. graminearum sensu lato constituait en fait un complexe d’au moins
15 espéces cryptiques (O’Donnell et al., 2000, 2004, 2008; Ward et al., 2002; Starkey et al.,
2007; Yli-Mattila et al., 2009; Sarver et al., 2011), non distinguables morphologiquement.
Chacune de ces especes présente un spectre toxinogéne particulier et une agressivité
différente donc un risque sanitaire différent (Mahilipour et al., 2012). Une récente étude
préliminaire de la situation francaise (Boutigny et al., 2014) a démontré la présence d’au
moins 2 de ces especes sur le territoire national. L’évolution de la prévalence, voire
I’émergence de certaines de ces espéces cryptiques, ne peut étre évaluée aujourd’hui par les

techniques qui ciblent les espéces connues pour leur implication dans la maladie.



L'apport potentiel des nouvelles technologies d’analyse. L'étude de la diversité du
complexe Fusarium est classiquement réalisée par des techniques microbiologiques. Les
souches de Fusarium sont isolées a partir des grains de blé cultivés sur des milieux de culture
adaptés, elles sont ensuite purifiées puis identifiées morphologiquement par observation de
différents criteres (aspect du mycélium, vitesse de croissance, forme et taille des spores,
etc...). L'identification morphologique des espéces de Fusarium requiert une forte expertise
en taxonomie. La compétition entre plusieurs espéeces lors de la phase d’isolement peut
masquer la présence de certaines d’entre elles. De plus, certaines espéces cryptiques de
Fusarium, comme celles du complexe d’espéces Fusarium graminearum, ne sont pas
identifiables morphologiquement. Toutefois, I'analyse de la séquence nucléotidique d’une
portion du géne EFl-a présent dans le géndme des champignons permet de confirmer
certaines identifications morphologiques délicates. Une autre technique permettant I'étude
de la diversité du complexe Fusarium consiste a quantifier des espéeces préalablement
définies par I'utilisation de tests de PCR quantitative. L'utilisation de la PCR quantitative est
limitée car elle ne permet pas de mettre en évidence des espéces non recherchées ou
émergentes.

Ces dernieres années, le développement de technologies de séquencage a haut débit a
permis d’accéder a la diversité de communautés de microorganismes (Bik et al., 2012 ; Buée
et al., 2009). Ces techniques permettent un séquencage massif de marqueurs ADN (Barcode)
utilisés pour caractériser les espéeces. L’ADN extrait d’échantillons environnementaux est
amplifié par des amorces spécifiques du géene Barcode et les amplicons sont séquencés via
les nouvelles générations de séquenceur a haut débit. Ces approches de séquencage massif
d'amplicons peuvent étre réalisées par différentes technologies (Roche 454, Illumina,
Applied Biosystem SOIliD sequencer) décrites dans la revue réalisée par Shokralla et al.
(2012). Avantage majeur de ces nouvelles technologies en matiére de diagnostic, elles
donnent toutes accés a une profondeur de séquencage inédite qui permet d'obtenir une
évaluation précise de la diversité des taxons présents dans un échantillon. Le deuxieéme
avantage de ces techniques réside dans la possibilité de multiplexage analytique des
échantillons réduisant ainsi les colts. Dans le cadre de I'appel a projets Pour et Sur le Plan
Ecophyto (PSPE), le projet PYROFUS proposait de développer et de valider un outil basé sur

les technologies de séquencage a haut débit, exploitant la variabilité du gene EF1-a, afin de
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détecter sans a priori 'ensemble des especes de Fusarium présentes au sein d’échantillons

de terrain.

e Les approches scientifiques et techniques utilisées

Le projet était structuré en 3 grands axes :

1) mise au point de I'outil de diagnostic,

2) validation de I'outil sur des échantillons de blé issus de parcelles agriculteurs,

3) évaluation du potentiel de I'outil sur d’autres céréales sensibles a la fusariose (triticale, mais, orge,
o)

La mise au point de I'outil de diagnostic PYROFUS comprenait plusieurs étapes dont la définition d’un
barcode combinant une forte variabilité interspécifique et une faible variabilité intraspécifique
permettant l'identification des différentes espéces de Fusarium. Un couple d’amorces permettant
d’amplifier une région particuliére du gene EF1-a a été défini et utilisé comme moyen d’évaluer avec
précision la diversité des espéces de Fusarium présente dans un échantillon de céréales. Une base de
données de séquences EF1-a « curées » a été construite en compilant des séquences issues de
GenBank, FusariumID ainsi que des séquences issues de séquencages réalisés par nos laboratoires.
Puis, des échantillons de référence artificiellement contaminés ont été préparés afin de (i) mettre au
point un protocole d’extraction de I’ADN total des échantillons de blé permettant de favoriser
I’extraction de I'’ADN fongique (ii) mettre au point le protocole expérimental de séquencage (iii)
vérifier la répétabilité des résultats entre les différents runs de séquencage et (iv) évaluer la
performance du pipeline d’analyse.

Une fois I’outil mis au point, 65 échantillons de blé dur, blé tendre et orge ont été collectés en France
en 2014 et 2015. Ces échantillons ont permis de valider et d’évaluer le potentiel de I'outil sur des

échantillons issus de parcelles agriculteurs.

e Résultats obtenus

Etape 1 a : définition et choix des amorces dans une région barcode

Le dessin des amorces a été une étape clé dans la mise au point de la technique. Ces amorces, qui
servent a l'amplification du marqueur barcode avant le séquengage haut débit, devaient
préférentiellement amplifier cette région génomique chez les espéces du genre Fusarium. De plus, la
séquence de la région amplifiée devait permettre de discriminer les especes de Fusarium entre elles.

Le gene EF1-a était un bon candidat pour différencier les différentes especes de Fusarium (O’Donnell



et al., 2000; Geiser et al., 2004 ; O’Donnell et al., 2008) et apparaissait donc comme un bon barcode
pour des approches de metabarcoding. Dans un premier temps, L'INRA BIOGER a récupéré dans les
bases de données spécialistes (Fusarium-ID, R-syst) et généraliste (NCBI) ou auprées de I’Anses toutes
les séquences EF1-a disponibles d’'un maximum d’espéces de Fusarium. Les séquences de plus d’une
cinquantaine d’especes du genre Fusarium ont été sélectionnées ainsi que des especes de
champignons phytopathogénes appartenant a d’autres genres. Afin de prendre en compte la
variabilité intra spécifique, 162 séquences de 74 especes ont été retenues et un arbre
phylogénétique constitué. Six séquences d’especes trés divergentes ont été retenues et alignées avec
des especes n’appartenant pas au genre Fusarium. Une zone d’intérét a été ciblée et des amorces

ont été dessinées permettant I'amplification spécifique des espéeces du genre Fusarium.

Etape 1 b : validation des amorces pour leur efficacité/spécificité d’amplification

Plusieurs amorces ont été définies et plusieurs protocoles d’amplification ont été testés. Le protocole
optimal sélectionné a été utilisé pour vérifier la spécificité de la réaction d’amplification sur plusieurs
especes de champignons du genre Fusarium ou d’autres genres. Aucune des amorces développées
n‘a permis I'amplification exclusive de la région cible chez le genre Fusarium. Afin de vérifier ce
résultat, nous avons séquencé tous les fragments PCR d’espéces qui n’auraient pas d{ étre
amplifiées. Les séquencages ont confirmé une amplification aspécifigue des champignons
zymoseptoria. tritici, Leptosphaeria maculans, Pseudocercosporella herpotrichoides,
Phaeoacremonium mortoniae, Epicoccum nigrum, Colletotrichum sp., Cladosporium sp..
Cependant, les séquences de ces espéces étant relativement divergentes de celles du genre
Fusarium, elles pourront donc étre facilement écartées lors de la phase d’analyse bio-informatique.
Les ADN de blé et de mais ne sont pas amplifiés par les amorces choisies. Les amorces PYROFUS-EF1-
F2 et PYROFUS-EF1-R3 ont finalement été sélectionnées. Ces amorces amplifient une région barcode

de 640 pb au sein du géne EF1-a.

Etape 1 c : préparation d’échantillons de référence calibrés

Afin de valider la faisabilité de I'identification d’especes de Fusarium présentes dans un échantillon
par séquencage haut débit, des échantillons de référence calibrés ont été préparés pour mettre au
point I'outil. Pour cela, 2 types d’échantillons calibrés ont été préparés : des mélanges ADN témoins
(mélanges d’ADN en quantité équimolaire d’environ 10 especes de champignon) et des échantillons
de blé artificiellement contaminés par Fusarium.

Cing mélanges ADN témoins ont été préparés (cf. tableau 1). Les mélanges ADN témoins 1 a 4
contenaient de I’ADN en quantité équimolaire de différentes especes de Fusarium et d’autres

especes fongiques. Le mélange ADN témoin 5 contenait de ’ADN en quantité équimolaire de 10
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especes du complexe d’espéce Fusarium graminearum (espéces non distinguables

morphologiquement).

Tableau 1 : Mélanges ADN témoins préparés dans cette étude.

Mock 1 Mock 2 Mock3

Species 1D Species ID Species 1D
Fusarium oxysporum FOR4 Fusarium equiseti c33 Fusarium culmorum MTKO0055
Fusarium sambucinum C39 Fusarium graminearum MTK0019 Fusarium poae MTKO0005
Fusarium solani FIMO Fusarium sambucinum C39 Fusarium pseudonygamai FoxFMO14
Fusarium solani f. sp. Phaseoli 22374 Cladosporium cladosporioides C58 Fusarium sambucinum C39
Fusarium staphyleae 22316 Cladosporium sphaerospermum 96 Fusarium sporotrichioides Fs23
Alternaria alternata C61 Colletotrichum graminicola C. graminicola Calonectria pseudonaviculata 93
Botrytis cinerea c87 Eutypa lata E. lata Epicoccum nigrum 100
Helminthosporium tritici-repentis  MTK0038 Gaeumannomyces graminis var. tritici  MTK0077 Leptosphaeria maculans 102
Phaeoacremonium mortoniae P. mortoniae Microdochium nivale Mnn0O8N58 Microdochium majus MTK0025
Puccinia triticina B77Saba Pseudocercosporella herpotrichoides  MTK0049 Mortierella elongata 95
Phaeosphaeria nodorum MTK0081 Volutella ciliata 94
Sclerotinia sclerotiorum C62

Mock 4 Mock 5

Species 1D Species ID

Fusarium culmorum MTK0009 Fusarium cortaderiae NRRL31171

Fusarium langsethiae FI39 Fusarium meridionale NRRL29010

Fusarium sambucinum Cc39 Fusarium acaciae mearnsii NRRL26755

Fusarium subglutinans Fsub69 Fusarium austroamericanum NRRL28718

Fusarium temperatum Fpro32-2 Fusarium aethiopicum NRRL46722

Fusarium tricinctum Ft12 Fusarium brasilicum NRRL31238

Fusarium avenaceum MTK0070 Fusarium vorosii NRRL38208

Fusarium moniliforme Fmoni62 Fusarium gerlachii NRRL38380

Leptosphaeria biglobosa C68 Fusarium mesoamericanum NRRL25797

Microdochium bolleyi 98 Fusarium asiaticum NRRL13818

Zymoseptoria tritici MTK0030

Des échantillons de blé artificiellement contaminés par différentes espéces de Fusarium (F.
graminearum, F. poae, F. tricinctum, F. langsethiae, F. culmorum, F. avenaceum, F. oxysporum et F.
verticillioides) ont été préparés (cf. tableau 2). Les premieres contaminations artificielles ont été
réalisées sur deux especes de blé (blé tendre Galopain et blé dur CG09) et 3 répétitions ont été
préparées par échantillon. Des grains de blé contaminés in vitro par F. graminearum (10 grains), F.
poae (1 grain), F. tricinctum (1 grain) et F. langsethiae (1 grain) ont été mélangés a des grains sains

nde

pour constituer des échantillons de 100 grains. Dans une 2™ expérience, 8 grains de blé contaminés
in vitro individuellement par F. graminearum, F. poae, F. tricinctum, F. langsethiae, F. culmorum, F.
avenaceum, F. oxysporum et F. verticillioides ont été mélangés dans 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000

et 10000 grains sains.
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Tableau 2: Echantillons de blé artificiellement contaminés préparés dans cette étude.

. . . number of
number of infected grains with .
Sample name uninfected

F. graminearum F. langsethiae F. poae F. tricinctum F. culmorum F. avenaceum F. oxysporum F. verticillioides grains

G10P1L1IT1 10 1 1 1 87
G10L1P1 10 1 1 88
G10L1T1 10 1 1 88
GI0P1T1 10 1 1 88
F8100 1 1 1 1 1 1 1 1 92
F8 200 1 1 1 1 1 1 1 1 192
F8 500 1 1 1 1 1 1 1 1 492
F8 1000 1 1 1 1 1 1 1 1 992
F8 2000 1 1 1 1 1 1 1 1 1992
F8 5000 1 1 1 1 1 1 1 1 4992
F8 10000 1 1 1 1 1 1 1 1 9992

A partir de ces échantillons de blé artificiellement contaminés, les étapes de broyage et d’extraction
d’ADN ont été optimisées afin d’obtenir une qualité et des quantités d’ADN adéquates pour le
séquencage haut débit. De plus, la présence des différentes especes de Fusarium dans ces
échantillons artificiellement contaminés a été vérifiée par PCR en temps réel en utilisant des couples

d’amorces/sondes espéces spécifiques, développées précédemment par I'INRA.

Etape 1 d : mise au point du protocole expérimental de séquencage haut débit

Depuis le dépot du projet, les techniques de séquencage haut débit ont évoluées. Pour des raisons
de colt et de qualité de séquencage, nous avons sélectionné la technologie MiSeq (lllumina)
disponible sur la plateforme Genotoul (INRA, Toulouse). Les échantillons d’ADN témoins (mélanges
ADN témoin 1 a 5) ont été amplifiés avec les amorces développées dans les conditions optimales
avec 31 ou 35 cycles d’amplification. Ces échantillons de référence calibrés ont permis d’évaluer les
biais d’amplification dus aux amorces et ceux introduits par le nombre de cycles PCR. Trois runs de
séquencage haut débit ont été réalisés contenant ces échantillons d’ADN témoins permettant ainsi
de vérifier la répétabilité des résultats entre les différents runs de séquencage et d’évaluer la
performance du pipeline d’analyse développé.

Les échantillons de blé artificiellement contaminés ont été extraits 3 fois pour la premiere série (4
especes) et une fois pour la deuxiéme série (8 espéces). Apres amplification et séquencage haut
débit, ils ont permis de vérifier que les espéces mises en mélanges étaient bien retrouvées
indépendamment de I'extraction d’ADN pour les 4 especes. La série de dilution contenant les 8

especes a permis de valider la sensibilité de la technique.

Etape 1 e : mise au point du pipeline d’analyse

12



L’analyse des séquences a finalement été faite sur une portion d’EF1-a de 200 pb, correspondant a la
séquence forward. En effet, la mauvaise qualité des séquences reverse n’a pas permis de fusionner
les séquences reverse et forward.

Le pipeline d’analyse, basé sur le logiciel MOTHUR v.1.36 (Schloss et al., 2009), a comporté
différentes étapes pour traiter et analyser les séquences brutes :

1) tri des séquences de taille supérieure a 100 pb et ayant exactement le bon primer barcode et une
bonne qualité de séquencage

2) fusion des fichiers des différents échantillons a analyser

3) recherche des séquences uniques

4) recherche de séquences chimériques avec le logiciel Uchime (Edgar et al., 2011)

5) calcul des distances deux a deux avec la méthode Needleman alignment method (Needleman and
Wunsch, 1970) et les parameétres suivant match 1.0, mismatch -1.0, gapopen -2.0 and gapextend 1.0
using 1000 iterations.

6) regroupement des séquences présentant 97% d’homologies d’aprés la matrice de distance en
cluster ou OTU avec la méthode de I'average neighbor algorithm

7) assignation des OTUs au niveau especes pour les espéces du genre Fusarium et au niveau genre
pour les OTU non fusariennes. Le niveau taxonomique des séquences représentatives de chaque OTU
est assigné en utilisant MOTHUR’s classifier (Wang et al., 2007) en utilisant une base de données
« curée ».La base de données curée est importante pour avoir un résultat précis. Elle est composée
de 9197 séquences issues de Genbank, FusariumID et de 41 séquences issues de nos propres
laboratoires

8) Obtention d’un tableau Excell contenant tous les OTUs, le nombre de « reads » par OTU et les
assignations taxonomiques. Une fois le tableau obtenu, les OTUs avec les mémes assignations
taxonomiques ont été regroupées et sont représentées en pourcentage de séquences sur le nombre
total de séquences pour les échantillons de champs ou en pourcentage de séquences de Fusarium
sur le nombre total de séquences de Fusarium pour les échantillons de référence. Les échantillons de
composition connue en ADN ont permis de calculer un pourcentage de séquences minimum pour
que I'OTU soit validée et éviter les OTUs liées a des erreurs de séquengage. Le seuil établi est de 0,3%

des reads totaux.

Etape 1 f : résultats obtenus avec les échantillons de référence calibrés

Le processus d’analyse que nous avons développé a permis de retrouver toutes les espéces de
Fusarium ajoutées dans les mélanges témoins 1, 2, 3 et 4 (figure 2). Les mémes résultats ont été
obtenus indépendamment des répétitions, du nombre de cycle de PCR ou du run de séquencage,

démontrant la répétabilité des résultats.
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Figure 2: Boxplots pour les mélanges témoins 1 a 4. Chaque boxplot inclus 8 échantillons issus de 3
runs et 2 conditions de PCR (35 cycles de PCR pour 5 échantillons et 31 cycles de PCR pour 3

échantillons).

Dans le mélange témoin 5 qui contenait 10 espéces du complexe Fusarium graminearum, I'outil n’a
permis de retrouver que 3 espéces sur 10 : F. acaciae, F. cortaderiae et F. meridionale. Toutes les
autres séquences étaient assignées a F. graminearum. Ce résultat s’explique par les substitutions
observées dans les 200 pb de la portion d’EF1-a utilisée pour I'analyse. En effet, F. cortaderiae, F.
meridionale et F. acaciae présentent respectivement 4, 3 et 3 substitutions de base dans cette
région, alors que les autres membres du complexe Fusarium graminearum difféerent de moins de 3
bases et ne peuvent pas étre différenciée par I'outil.

Les résultats obtenus sur les échantillons de blé artificiellement contaminés sont présentés sur les

figures 3 et 4.
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Figure 3: Pourcentage de séquences assignées a une espéce de Fusarium dans les échantillons de blé
artificiellement contaminés. G10 = 10 grains infectés avec F. graminearum ; L1 = 1 grain infecté avec
F. langsethiae ; P1 = 1 grain infecté avec F. poae ; T1 = 1 grain infecté avec F. tricinctum ; CG09 =
variété de blé dur; GAL = variété de blé tendre. L'échelle a été adaptée car F. graminearum

représentait plus de 75% des lectures pour chaque échantillon.

Les résultats de la 1°® expérience (cf. figure 3) ont confirmé que les 4 espéces de Fusarium (F.
graminearum, F. langsethiae, F. poae et F. tricinctum) sont bien détectées dans les échantillons (cf.
figure 3). F. graminearum est I'espéce la plus fréquemment amplifiée (plus grand nombre de
séquences). Ce résultat est cohérent avec la contamination initiale qui a été de 10 grains de blé
infectés par cette espéce contre seulement un grain de blé infecté avec les autres espéces de
Fusarium. Par ailleurs, le protocole que nous avons développé a permis la détection des espéces ne
contaminant qu’un seul grain parmi 100 (F. poae, F. tricinctum ou F. langsethiae). Enfin, nous avons
pu montrer que les résultats sont reproductibles indépendamment de la variété de blé, des
répétitions, du nombre de cycle de PCR ou du run de séquencage.

Les résultats de la 2"* expérience (cf. figure 4) ont montré que F. avenaceum, F. graminearum, F.
langsethiae, F. poae, F. subglutinans, F. tricinctum et F. verticillioides ont été identifiés dans les
échantillons. L'outil n’a cependant pas pu distinguer F. graminearum et F. culmorum. L’analyse plus
approfondie des séquences de F. graminearum est en cours afin d’expliquer ce résultat. De plus,

I’outil a mis en évidence la présence de F. subglutinans et non de F. oxysporum. Ce résultat pourrait
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s’expliquer par une mauvaise identification de la souche de F. oxysporum (identification
morphologique) utilisée pour réaliser les contaminations initiales et qui serait en fait une souche de
F. subglutinans. Des analyses complémentaires (séquencage EF1-a) sont en cours afin de confirmer

son identité.
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Figure 4: Pourcentage de séquences assignées dans les échantillons de blé artificiellement

contaminés.

Etapes 2 a et 3 : évaluation de I'outil sur des échantillons issus de parcelles agriculteurs

En 2014 et 2015, 65 échantillons de blé tendre, blé dur et orge ont été collectés par Arvalis dans

différentes régions de France (cf. tableau 3).

Tableau 3 : Echantillons analysés au cours de cette étude.
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Code

. ) Année Céréale Variété Traitement Précédent Travail du sol Département Commune
échantillon

2721 2014  blé dur Karur ND tournesol sans labour 17 Perigny

2722 2014  blé dur Miradoux ND tournesol sans labour 31 Montastruc-la-Conseillere
2723 2014  blé dur Karur ND Pomme de terre ND 45 Villamblain
2724 2014  blé dur Plussur ND colza aveclabour 28 Puerthe

2725 2014  blé dur Karur ND mais grain aveclabour 28 Igneville
2726 2014  blé dur Atoudur  ND tournesol sans labour 31 Montesquieu-Lauragais
2727 2014  blé dur Miradoux ND tournesol sans labour 86 Paizay-le-Sec
2728 2014  blé dur Tablur ND tournesol sans labour 86 Thure

2729 2014  blé dur Miradoux ND mais grain aveclabour 26 Portes-les-Valence
2730 2014  blé dur Miradoux ND colza sans labour 45 St Cloud
2731 2014  blé dur Plussur ND colza aveclabour 45 Epieds-en-Beauce
2732 2014  blé dur Sculptur  ND blé dur aveclabour 85 Triaize

2733 2014 blé tendre Courtot ND betterave aveclabour 28 Roisney St Denis
2734 2014 blé tendre Accroc ND tournesol semis direct 36 St Lactencin
2735 2014 blé tendre Euclide ND mais semence  semis direct 49 Mazé

2736 2014 blétendre Cellule ND colza aveclabour 72 ND

2737 2014 blé tendre Expert ND betterave aveclabour 62 Noreuil

2738 2014  blé tendre Rubisko ND mais grain aveclabour 60 Le Merre
2739 2014 blé tendre Paledor ND mais fourrage aveclabour 29 Ploumoguer
2740 2014 orge Sebastian ND blé tendre aveclabour 45 Tournoisis
2741 2014 orge Sebastian ND colza sans labour 76 Alvimore
2742 2014 orge Etincel ND blé tendre sans labour 10 Foucheres
15-02425 2015 blé tendre Bermude MI-TEMOIN-NON-TRAITE ND ND 91 Boigneville
15-02426 2015 blé tendre Bermude M2-PROSARO-0.8I-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02427 2015 blé tendre Bermude M3-PROSARO-0.5I-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02428 2015 blé tendre Bermude M4-PROSARO-0.51+FB1139-0.5I-261 ND ND 91 Boigneville
15-02429 2015 blé tendre Bermude M5-PROSARO-0.51+FB1559-2.91-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02430 2015 blé tendre Bermude M7-FB1557-2I-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02431 2015 blé tendre Bermude M8-FB1557-11-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02432 2015 blé tendre Bermude M9-FB1556-2I-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02433 2015 blé tendre Bermude M10-FB1552-3.7I-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02434 2015 blé tendre Bermude M11-FB1553-2.5|-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02435 2015 blétendre Bermude M12-FB1554-1.3I-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02436 2015 blé tendre Bermude M13-FB1558-41-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-02437 2015 blé tendre Bermude M14-FB1559-2.91-761 ND ND 91 Boigneville
15-02438 2015 blé tendre Bermude M15-FB1560-3.7|-Z61 ND ND 91 Boigneville
15-00948 2015 blé tendre PR22R58 M8 bis FB1550 0.5kg Z61 puis FB1550 0.5kg T2 + 7 ND ND 24 Bergerac
15-00949 2015 blé tendre PR22R58 M4 PROSARIO 0.5I +FB 1139 0.5 Z61 ND ND 24 Bergerac
15-00950 2015 blé tendre PR22R58 M6 - FB 15552% T2-3 a4 jours ND ND 24 Bergerac
15-00951 2015 blé tendre PR22R58 M5 PROSARIO 0.5! + FB 1559 2.9 Z61 ND ND 24 Bergerac
15-00952 2015 blé tendre PR22R58 M1-TEMOIN-NON-TRAITE ND ND 24 Bergerac
15-00953 2015 blétendre PR22R58 M3 PROSARIO 0.5| Z61 ND ND 24 Bergerac
15-00954 2015 blé tendre PR22R58 M2 PROSARIO 0.8| Z61 ND ND 24 Bergerac
15-00955 2015 blé tendre PR22R58  M9bis ND ND 24 Bergerac
15-00956 2015 blé tendre PR22R58 M7bis ND ND 24 Bergerac
15-05255 2015 orge Sebastian M1-TEMOIN NON TRAITE ND ND 91 Boigneville
15-05256 2015 orge Sebastian M2-AVIATOR XPRO 0.81 749 ND ND 91 Boigneville
15-05257 2015 orge Sebastian M3-PROSARO 11 749 ND ND 91 Boigneville
15-05258 2015 orge Sebastian M4-AVIATOR XPRO 0.81 759-61 ND ND 91 Boigneville
15-05259 2015 orge Sebastian M5-PROSARO 11 Z59-61 ND ND 91 Boigneville
15-05260 2015 orge Sebastian M6-PROSARO 0.51749PUIS PROSARO 0.51759-61 ND ND 91 Boigneville
15-05261 2015 orge Sebastian  M7-LIBRAX0.8I+ACANTOO.211Z49puis PROSARO 0.51259-6 ND ND 91 Boigneville
15-05351 2015 orge KWS Irina  M1-TEMOIN NON TRAITE ND ND 78 Limetz Villez
15-05352 2015 orge KWS Irina M2-AVIATOR XPRO 0.811 49 ND ND 78 Limetz Villez
15-05353 2015 orge KWS Irina  M3-PROSARO 11 749 ND ND 78 Limetz Villez
15-05354 2015 orge KWS Irina  M4-AVIATOR XPRO 0.8l Z59-61 ND ND 78 Limetz Villez
15-05355 2015 orge KWS Irina  M5-PROSARO 11 Z59-61 ND ND 78 Limetz Villez
15-05356 2015 orge KWS Irina  M6-PROSARO 0.5 Z49 PUIS 0.51 Z59-61 ND ND 78 Limetz Villez
15-05359 2015 orge KWS Irina  M7-LIBRAX 0.81+ACANTO 0.21 Z49 PUIS PROSARO 0.5I1 ND ND 78 Limetz Villez
15-05426 2015 orge Sebastian PRENOUVELLON-Sebastian-TRAITE ND ND 41 Prenouvellon
15-05427 2015 orge KWS Irina  PRENOUVELLON-KWS Irina-TRAITE ND ND 41 Prenouvellon
15-05428 2015 orge RGT Planet PRENOUVELLON-RGT Planet-NON TRAITE ND ND 41 Prenouvellon
15-05429 2015 orge Sebastian PRENOUVELLON-Sebastian-NON TRAITE ND ND 41 Prenouvellon
15-05430 2015 orge KWS Irina PRENOUVELLON-KWS Irina-NON TRAITE ND ND 41 Prenouvellon
15-05431 2015 orge RGT Planet PRENOUVELLON-RGT Planet-TRAITE ND ND 41 Prenouvellon

ND : données non disponibles

Ces échantillons ont été analysés en utilisant I'outil développé dans ce projet. Il a été décidé de
réaliser 6 PCR indépendantes par échantillon et de les pooler avant séquengage afin que méme les
échantillons faiblement contaminés puissent étre analysés, le séquengage haut débit nécessitant une

quantité d’ADN minimum. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 5. Jusqu’a 17 especes de
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Fusarium ont pu étre détectées dans les échantillons de blé tendre, blé dur et orge. F. graminearum
et F. poae sont présentes dans la majorité des échantillons. Certaines espéces de Fusarium sont
spécifiguement détectées dans l'orge: Gibberella thapsina (= Fusarium thapsinum), Fusarium
torulosum, Fusarium subglutinans, Fusarium redolens, Fusarium oxysporum, Fusarium mahasenii ou

dans le blé : Gibberella intermedia (= Fusarium proliferatum).
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Figure 5 : Analyse de la diversité des especes de Fusarium sur des échantillons de champs collectés

dans le cadre de cette étude.

Etapes 2 b : Comparaison des 3 techniques

La tdche qui consistait a comparer les 3 techniques : PCR quantitative, isolement
microbiologique et séquencage haut débit a été réalisée sur les échantillons de 2014 (12 éch
de blé dur, 7 éch de blé tendre et 3 orges). Sur les échantillons de 2015 (23 éch de blé
tendre, 20 éch d’orge), les isolements microbiologiques n’ont pas été faits et seulement les
techniques de PCR quantitative et séquencage haut débit ont été comparés (cf. tableau 4 et

figures 6 et 7).
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Tableau 4 : Résultats des analyses obtenus sur les échantillons de champs.

F. avenaceum F. culmorum F. graminearum F. langsethiae F. poae F. sporotrichoides F. tricinctum
Céréale Code éch |Année

Isolement |qPCR Pyrofus |lsolement |qPCR Pyrofus |[Isolement |qPCR Pyrofus (Isolement |qPCR Pyrofus (Isolement [qPCR Pyrofus |Isolement |qPCR Pyrofus |Isolement |qPCR Pyrofus
blé dur 2721 2014 - - - - - - - + + - - + + + + - - - + + +
blé dur 2722 2014 - - - - - - - + + - - [+ + [+ - - - - + +
blé dur 2723 2014 |- B B R R B - + E B R - + + n _ _ B N N A
blé dur 2724 2014 - B - - B E + -+ B - [+ + + + B B _ B B +
blé dur 2725 2014 - - - - - - + + + + - - + + [+ + - B + + +
blédur 2726 2014 |- B B - - - - + + - - + + + + - 5 B - E +
blé dur 2727 2014 - + [+ - - - + + + - - [+ + + + - - - + - +
blé dur 2728 2014 + + - + - - - + E R - + + + _ _ R N ks N
blé dur 2729 2014 - - [+ - - - [+ + [+ - - - + + [+ - - - - + -
blé dur 2730 2014 + - - - - + + + - - - - + [+ - - - + + +
blédur 2731 2014 |- - - - - - - - + - - + - + + - R B - + +
blé dur 2732 2014 - - - - - - - - - [+ + + + + + - - - E + B
blé tendre (2733 2014 - - + - + + + + + - - + + + + - - - + + +
blé tendre [2734 2014 - - + - - - - + - - + + + - - - - - +
blé tendre [2735 2014 - - - - - - + + + - - - + + [+ + - - + -
blé tendre |2736 2014 |- - - - - - + - + B R - - + + _ _ N N ¥ N
blé tendre_|2737 2014 |- B + + + - + + + - + + + - + 5 B E - +
blé tendre [2738 2014 - - - - + + + + + - - - + + [+ - - - + + +
blé tendre [2739 2014 - - + - - - + + + - - - + + + - - - - + -
orge 2740 2014 - - - - + + + - - - + + + - - - + + +
orge 2741 2014 + + + + + - + + + + + + + + [+ + B B + + -
orge 2742 2014 + - - - - - - + - - - - - - - - - - -
blé tendre [15-02425 2015 + [+ + [+ + + - [+ + [+ - - + +
blé tendre [15-02426 2015 + + + + + [+ - - + + - - [+ +
blé tendre [15-02427 _ [2015 + + + + + + - [+ + [+ - B v +
blé tendre [15-02428 2015 + + + + + + - - + [+ - - + +
blé tendre [15-02429 2015 + + + + + + + + + + - - + +
blé tendre [15-02430  [2015 + + + [+ + + - - + [+ - - + +
blé tendre |15-02431 2015 + + + + + + - B + [+ - B + +
blé tendre 1502432 |2015 + + + + + + - - + + - B E +
blé tendre [15-02433  [2015 + [+ + [+ + + - [+ + [+ - - + +
blé tendre |15-02434 2015 + + + + + + - + + + - - + +
blé tendre [15-02435 2015 + + + + + + - + + [+ - - + +
blé tendre [15-02436 2015 + + + + + + - [+ + [+ - - + +
blé tendre |15-02437 2015 + + + + + + - + + + - - + +
blé tendre [15-02438  [2015 + + + + + + - + + [+ - - + +
blé tendre [15-00948 2015 - - - - + + - - + [+ + - - -
blé tendre [15-00949 2015 - - - - + + - - + + - - - -
blé tendre [15-00950 2015 - - - - + + - - + - - - - -
blé tendre |15-00951  |2015 - - - - + + - - + + - - - -
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Figure 6: Nombre d’échantillons positifs par espéce de Fusarium obtenus avec les 3

techniques (isolements, Q-PCR et Pyrofus) sur les échantillons de 2014.
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Figure 7 : Nombre d’échantillons positifs pas espéce de Fusarium obtenus avec 2 techniques
(Q-PCR et Pyrofus) sur les échantillons de 2014 et 2015.

Indépendamment des différentes especes de Fusarium, il apparait que les techniques de Q-

PCR et 'outil Pyrofus permettent de détecter plus d’échantillons positifs que I'isolement (cf.

figure 6). Lorsqu’on la compare a la technique de Q-PCR, certaines souches peuvent

apparaitre détectées a I'isolement mais non détectée en Q-PCR ou vice versa. La technique

de microbiologie demande une grande expertise pour identifier correctement les souches et,

certaines souches peuvent avoir été mal identifiées morphologiquement. Un effet de

compétition entre les espéeces peut aussi avoir eu lieu au moment de I'isolement. De plus, la
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désinfection des grains réalisée avant les isolements peut avoir supprimé certaines espéces
qui sont détectées en Q-PCR car les grains ne sont pas désinfectés avant I’extraction d’ADN.
Indépendamment des différentes especes de Fusarium, il apparait que I'outil Pyrofus permet
de détecter plus d’échantillons positifs que la technique de Q-PCR (cf. figure 7). Lorsqu’on
compare ces 2 techniques, certaines souches peuvent apparaitre détectées en Q-PCR mais
non détectée avec I'outil Pyrofus ou vice versa. L'efficacité de certaines amorces utilisées en
Q-PCR peut étre diminuée en fonction des espéces de Fusarium et expliquer en partie ce
résultat.

Les résultats comparant les 3 techniques sont présentés pour 7 espéces de Fusarium,
correspondant aux especes dont les tests de PCR en temps réel étaient disponibles. Nous
n’avons donc pas pu effectuer une comparaison étendue entre I'outil Pyrofus et la Q-PCR.
Cependant l'outil Pyrofus s’est avéré tres performant en termes de mise en évidence de
diversité (cf. figure 5). Il est le seul outil a pouvoir mettre en évidence de maniére exhaustive

la diversité du complexe Fusarium au sein des grains.

e Discussion et conclusion

Un outil basé sur le séquengage haut débit du barcode situé dans le gene EF1-a a donc été mis au
point dans ce projet et évalué sur des échantillons issus de parcelles agriculteurs. Cet outil a permis
de mettre en évidence la diversité des especes de Fusarium sur blés et orge. L’avantage de cet outil
est qu’il permet d’appréhender la diversité du complexe Fusarium sans a priori, contrairement aux
techniques classiquement utilisées en biologie moléculaire (PCR en temps réels espéces-spécifiques)
et en s’affranchissant des problémes de compétitions et d’identification morphologique des espéces
cryptiques (rencontrés en isolement mycologique).

De plus, 3 espéces du complexe Fusarium graminearum (FGSC) ont pu étre distinguées : F.
cortaderiae, F. meridionale et F. acaciae. Au cours d’'une étude menée en France en 2011 sur la
diversité du complexe FGSC, F. graminearum sensu stricto était prédominante sur blé, orge et mais,
mais, 3 souches de F. cortaderiae et 2 souches correspondantes a un hybride F. graminearum x F.
boothii ont été identifiées sur mais (Boutigny et al., 2014). L'outil devrait pouvoir identifier des
souches de F. cortaderiae en France mais pas les hybrides.

La mise a disposition de cet outil permettra de mener des études épidémiologiques sur la diversité
du complexe Fusarium sur céréales en France avec une approche bien plus fidele a la réalité. Dans le

cadre du projet PYROFUS, 280 échantillons de blé tendre, blé dur et orge ont été collectés en France
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en 2014, 2015 et 2016 par Arvalis. Ces échantillons vont étre analysés par I'outil PYROFUS en 2017.
Les résultats obtenus permettront d’établir un inventaire de la diversité des espéces de Fusarium en

France. Un article scientifique sera alors rédigé en 2017.

L'outil développé présente néanmoins certaines limites. En effet, il n’a pas été possible de
développer un couple d’amorce permettant une amplification exclusive du barcode chez Fusarium
spp. La région cible d’autres especes de champignons a été amplifiée, mais les séquences
correspondantes peuvent facilement étre assignées et éliminées des résultats. Les autres espéces
identifiées dans le blé dur étaient : Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum, llyonectria, llyonectria
et Lewia; dans le blé tendre : Alternaria, Campylocarpon, Chalastospora, Cladosporium,
Colletotrichum, Diaporthe, Lewia, Trichoderma et Zymoseptoria; et dans l'orge: Alternaria,

Cladosporium, Colletotrichum, Gnomoniopsis, Lewia, Trichoderma et Zymoseptoria (cf figure 6).

Blé dur Blé tendre

Campylocarpon
Chalastospora
Diaporthe

Alternaria
Cladosporium

Trichoderma
Zymoseptoria

Gnomoniopsis

Orge

Figure 6 : Répartition des autres genres de champignons détectés sur blé dur, blé tendre et orge.

L'étude d’un autre barcode (situé dans le géne RPB2) a été réalisée dans le cadre d’un stage de
Master 2 au sein de I’Anses en 2016 afin d’évaluer sa potentialité pour I'étude de la diversité du
complexe Fusarium par séquencage haut débit. Les résultats sont en cours d’analyse et un article
scientifique sera rédigé en 2017. Ce barcode permettra peut-étre de mieux distinguer les espéces du

complexe FGSC.
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4. Contribution au plan Ecophyto (et a I’agroécologie) :

Il s’agit de discuter des sorties opérationnelles du projet (par rapport a ce qui avait été annoncé), en
distinguant :
e Ce qui a été effectivement produit et transféré (ex : un outil proposé avec un guide d’utilisation et ayant fait
I'objet de formation avec des utilisateurs)
e Les sorties identifiées, produites a I'état de prototypes ayant fait 'objet de discussion avec des utilisateurs
potentiels
e Les sorties projetées ou envisageables en indiquant comment une finalisation pourrait intervenir
e Les connaissances, informations et/ou recommandations que des acteurs pourront exploiter, par exemple
pour faire évoluer les dispositifs, dans un cadre qu’on essaiera de préciser
Dans tous les cas, on suggérera comment « aller plus loin » et avec qui.
Inclure dans cette partie :
e Une réflexion plus large, du type contribution du projet a questions transversales traitées a St Malo 2.
e Un avis recueilli par le coordinateur aupres des gestionnaires des dispositifs

Le projet PYROFUS a été cloturé en Novembre 2016. Le produit de ce projet consiste en un protocole
expérimental permettant d’extraire ’ADN d’échantillons de blé ou orge, d’amplifier le géne barcode
EF1-a, de le séquencer et un pipeline d’analyse permet d’affecter les séquences obtenues a des taxa.
Ce projet a donc permis de développer avec succes un protocole analytique qui permet d’obtenir des
données descriptives de la flore fusarienne pouvant étre utilisées pour des analyses
d’épidémiosurveillance. L'outil doit en effet permettre de détecter et gérer plus efficacement les

émergences d’especes de Fusarium, ou toute modification de la prévalence des especes impliquées

25



et le risque toxinogene associé. Son utilisation devrait participer a moyen terme a l'adoption de
nouvelles stratégies et de nouveaux comportements en matiére d’utilisation de produits
phytopharmaceutiques et de pratiques agricoles.

Finalement, I'outil développé devrait contribuer a I'amélioration de la qualité du recueil de données
d’observations et d’analyses dans le cadre du réseau d’épidémiosurveillance. En effet, la description
précise du complexe d’especes, sur un réseau représentatif de parcelles, associé a d’autres données
telles que la sévérité des symptdémes selon les pratiques culturales devrait permettre une meilleure
appréhension de cette maladie encore mal comprise. Préciser la nature de la pression parasitaire et
nourrir une analyse du risque pertinente devraient aider a prévoir une stratégie de gestion des
bioagresseurs durable. De plus, I'outil devrait permettre de détecter et gérer plus efficacement les
émergences d’espéces, ou toute modification de la prévalence des espéces impliquées et le risque
toxinogene associé. Un tel outil devrait participer a moyen terme a I'adoption de nouvelles stratégies
et de nouveaux comportements en matiére d’utilisation de produits phytopharmaceutiques et de
pratiques agricoles. Des données actualisées annuellement, sur un réseau représentatif de parcelles
permettraient de préciser la nature exacte de la pression parasitaire et de nourrir une analyse du
risque pertinente pour les experts nationaux et régionaux. Ces données pourraient étre dans un
premier temps intégrées aux bases de données d’épidémiosurveillance, par exemple via EPIPHYT,
I'outil de collecte centrale des données de la DGAI et seraient aussi parfaitement valorisées dans le
cadre d’'une communication de proximité au travers de la presse spécialisée (Perspectives Agricoles,

Yvoir, Arvalis Infos,...), pouvant étre déclinée jusqu’aux Bulletins de Santé du Végétal.

Actions de dissémination et de valorisation du projet :

La majeure partie du projet a été consacrée a la mise au point de I'outil au laboratoire. L’année 2017

devra permettre de valoriser I'outil développé auprés des acteurs terrain par différentes actions :

- Rédaction d’un guide d’utilisation

- Action de transfert de I'utilisation de I'outil de I'INRA vers Arvalis

- Action de transfert de 'utilisation de I'outil vers les acteurs terrains qui le demanderont

- Rédaction en cours d’un article de vulgarisation a paraitre dans Perspectives Agricoles (parution
programmée en début d’année 2017)

- Présentation de I'outil au prochain séminaire du RFSV (Réseau Frangais pour la Santé Végétale) en
2017.

- Rédaction en cours d’un article scientifique décrivant la mise au point de I'outil (soumission de
I'article en début d’année 2017dans une revue scientifique)

- Rédaction d’un article scientifique décrivant I'utilisation de l'outil dans le cadre d’études

épidémiologiques (prévu pour 2017)
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- Des communications orales dans des congrés européens/internationaux seront également
prévues en 2017 afin de valoriser I'outil auprés de la communauté scientifique, et des différents
acteurs du réseau d’épidémiosurveillance (14th European Fusarium Seminar, 12th European
Foundation for Plant Pathology, 10th French Society for Plant Pathology)

5. Rapport financier

Cf. Rapport financier
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