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Introduction (JCS)

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud
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Introduction : deux ans déja!
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Groupe de recherche
Identification,
Caractérisation et
Evolution des insectes
Ravageurs et auxiliaires
en sYlvi- et Agriculture

Qui?

Astrid Cruaud CR INRA
Gérard Delvare Cadre CIRAD
Jean-Yves Rasplus DR INRA
Jean-Pierre Rossi DR INRA
Jean-Claude Streito IR INRA
Gwenaélle Genson TR INRA
Eric Pierre Al INRA

Fernando Farache (Doctorant)
Martin Godefroid (Doctorant)
Lillian Rodriguez (Doctorante)

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud
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On ne vous parlera pas d’lcerya

Questions biologiques ?

Qui sont-ils, sont-ils des complexes, que font-ils?

Quelle est leur histoire évolutive?

Peut-on prédire et controler leurs impacts dans des
conditions changeantes?

Comment s’assemblent leurs communautés (interactions /
réseaux trophiques)?

Comment? (Compétences / Outils)
Systématique, Phylogénie, phylogéographie, génétique des
populations, écologie spatiale, écologie du paysage.

Analyse morphologique, Biologie moléculaire, Bio-
informatique, data mining, analyse du paysage, sig,
imagerie.

Quels produits:

Bases de connaissances liées a des outils de diagnostic
disponibles sur le web.

Collections de références et d’ADN

Publications scientifiques, Logiciels, Protocoles, outils Smart
Phone, écoles chercheurs, sessions de formations, cours,
mook

.04
17102/ 2015
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Programmes dont on ne vous parlera pas non plus!

BIOFIS, Agropolis Fondation (2011-2015) => Bioagressors and invasive species:
from individual to population to species

= AuxiGene, SPE (2013-2015) => Identification moléculaire d’auxiliaires des cultures

3 Coleotool, Casdar (2014-2016) => Développement d’outils moléculaires en vue

% d'identifier les principaux charangons ravageurs des cruciféres et leurs auxiliaires

o0 parasitoides 0\
Lycovitis, Smach (2014-2016) => Du diagnostic visuel au séquengage : Sys3D un e 0
outil de diagnostic intégratif pour la tomate et la vigne OCETIOM

Tricho-NG, SPE (2013-2015) => Développement et analyse de marqueurs de

nouvelle génération pour la caractérisation et la phylogénie des Trichogramma (Hym.
Chalcidoidea) Ge p'K

TriPTIC, ANR (2015-2018) => Trichogramma for plant protection: Pangenomics,
Traits, and establishment Capacities (labellisée Ecophyto2018, Terralia, GIS BV)

@
Q-Collect, FP7 (2013-2015) => Collections d'organismes de quarantaine

¢!
r PTIC
Geek, Smach (2014-2016) => Google trends network & pest outbreak

Thése M. Godefroid, Smach (2013-2015) => Intégrer la phylogéograhie dans les @_ co | IeCi
modéles de distribution d'espéces (scolytes, mouches de fruits)

Biosurveillance Caractérisation

.05
17/02/2015
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Introduction : deux ans déja!

Le barcoding au CBGP en janvier 2013

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

Arthropod_es Arthropodes Ravageur_s du Tortricidae
quarantaine émergents Patrlmc_)lne Aphididae des vergers
CBGP - UZF CBGP M. Martinez A CaT GTeetD J.Y. Rasplus
LSV i F. Fohrer C. Cocquempot
QBoL FP7 Biofis CICRP CTIFL
Agriotes : .
M. Martinez Ps’\z:n?vlmo_tettlx Psyllidae Agromyzidae :
5 . Martinez C.Cocquempot - Cerambycidae
i Fr'eltas M. Freitas N. Sauvion M. Martinez C. Cocquempot
S. Puissant Bayer : R. Gil Ortiz o (e
Bayer
Divers CBGP
Tetranyques Agro Pests
Spodoptera CBGP
Ostrinia LSV
Etc.

.06
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en Europe, Ouvrages

Landscaphid => ANR

Projets terminés

EDIT, FP6, => Réseau d’Excellence en Systématique =>
insertion dans les projets européens
DAISIE, FP7, => Base de données des insectes invasifs

Q-BOL, FP7 => Outil d’identification moléculaire des
arthropodes de quarantaine pour I'Europe (Q-Bank)
Bl4l, Speed-Id, BdV Génoscope => séquencgage Sanger
Chalci-TOL, NSF (2010-2013) => phylogénie des
Chalcidiens, analyse des traits de vie

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

T SUENCE & IMPACT

Delivering
/< Alien
nvasive
— Species
nventories
[Europe

LBOL
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A quoi ressemble un code-barre ?

Les codes-barres

TATIG)

aa
T
™

Show reverse-complement sequence

Basics statistios(Total length : 637)

Click me to show DNA o protein data ...
Sequencing primer F :

Trace files F :

PCR primer F :

Traces files R :
Sequencing primer R
PCR primer R :

M13F(-21)
No File available

1.LCO1490puc_t1
2.LCO1490Hem 1 _t1

No File avaiable

M13R(-27)

1. HCO2198puc_t1
Il

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

SCIENCE & IMPACT
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Contexte

Le contexte (JCS)

. .09
= J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 / 2015
SCIENCE & IMPACT

Contexte

Besoin d’outils rapides, fiables pour
le Diagnostic, la Détection et I'i Dentification.

Ce besoin augmente. Pourquoi?

Diminution de la couverture chimique (émergences...)

Des techniques plus exigeantes en diagnostic (IPM, lutte biol...)
Augmentation du nombre d’'invasions biologiques (échanges
commerciaux et changements de pratiques, climatiques...)
Déclin accéléré de I'expertise en taxonomie et diagnostic.

L’envoi d’échantillons est peu fréquent en diagnostic courant : co(t,
difficulté pour trouver un laboratoire, prélevement difficile, envoi
contraignant, délai...

Répondre a ce besoin : Action Clé Sys3D du Métaprogramme
SMaCH.

.010

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015
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Contexte

Besoin d’outils rapides, fiables pour
le Diagnostic, la Détection et I'i Dentification.

On fait actuellement du Barcoding au CBGP et on nous finance
dans cette optique appliquée d’outils de diagnostic

Le barcoding a d’autres justifications et d’autres sources de
financement :
Etude de la biodiversité (SpeedID, Bdyv, Bold...)
Ecologie fonctionnelle (librairies de génes...)
Etc.

hilus olbipunctel
et head miner
Mineuse de lépi de milet

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

= 17/02 /2015
SCIENCE & IMPACT

Sys3D au champ

Pratiguement comment ¢a va marcher ?

w a‘ IDENTIFIER/ CONNATTRE / MATTRISER
| 4 > ¥ Cutres Vigne

IDENTIFIER/ CONNATTRE/ MATTRISER

> W Cultures> Vigne

Diagnostic Terminé

Excoriose (Phomopsis viticola)

e
K

.012
17102/ 2015

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud
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Sys3D au champ

Symptdme inconnu :

- utilisation de E-Phytia : ce serait Phomopsis vticola ??
- prélevement échantillon + broyage dans Sys3D
- broyage dans Sys3D

- ségquence comparée a la base universelle et validée

. .013
= J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015
SCIENCE & IMPACT

™ SCIENCE& IMPACT

Sys3D au champ

P

Symptdme inconnu :

- résultat Xyllela fastidiosa maladie de pierce

- retour sur Ephytia : c’est quoi ? biologie ? symptdomes ?
contréle ? quarantaine ? vecteurs...

- signalement via photo et VigiPlant

Rebroyage :
Homalodisca vitripennis

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015
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Svs3D Création d'un outil universel de diagnostic a
y destination des professionnels et de la protection
des plantes

Que faut-il pour que ¢a marche ?

- Une base de données
- Des interfaces web
- Des outils d’analyse

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

IENCE & IMPACT

17/02 /2015

Contexte

Les projets en cours (JCS)

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

SCIENCE & IMPACT
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Générer des séquences

Tomate Vigne
CBGP-
SMaCH
Lycovitis

Arthropodes
émergents
CBGP
Biofis

deux ans

financés depuis 2013

Ceutho Colza
CBGP-
CETIOM
ColeoTool

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

Programmes en cours depuis plus de

Nouveaux programmes montés et

.017
17102 /2015

Générer des sequences

Séquences produites au CBGP depuis la

Agro Pests
CBGP
LSV

Tomate Vigne || Arthropodes découverte de la double hélice de
e SIS Watson et Crick
SMaCH CBGP
Lycovitis Biofis
Ceutho Colza
Aphididae CBGP- s
A. Ceeur d'acier CETIOM CBGP/3P
ColeoTool
Divers CBGP
) Tetranyques,
Agromyzidae
M. Martinez S%)dto_pt_era,
R. Gil Ortiz B:r:ir;::,
Bruches etc.

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

SCIENCE & IMPACT
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Tomate Vigne
CBGR-
SMaCH
Lycovitis

Aphididae
A Coeur dacier

Agromyzidae
M Martinez
R Gil Ortiz

Agreger des séquences

Arthropodes

émergents
CBGH
Biofis

Ceutho Colza
CBGE-
CETIOM
ColeoTool

Auxiliaires
Lutte
biologique
CBGP-Sophia
AuxiGen

Trichogramma
CBGR
richo NG
el

Phytoseidae
Mo et
Chalcidoidea
G Delvare
A Ciliaud
JdY Rapls

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

T~ SCIENCE & IMPACT

Arthemis
Base Arthropodes du
CBGP

Arthropodes
Réunion
CBGPBP

Divers CBGP
Tetranyqgues,
Spodoptera,
Ostrinia,
Bemisia,
Bruches etc,

Agro Pests
CBGE
LBV

Biofis (2011-2015)

BlOagressors and invasive species: From
Individual to population to Species

»>Trois axes de recherches appliqués et académiques concernant les bioagresseurs et

les espéces invasives (des cultures)

Tache 1/ identification/caractérisation
Tache 2/ mécanismes d’évolution/les processus démographiques
Tache 3/ gestion

Tache 1: Niveau espéce (J.-Y. Rasplus + M.-S. Tixier)

- identifier/caractériser les espéces actuellement/potentiellement invasives le plus
rapidement possible aprés ou avant leur introduction + leurs ennemis naturels qui
pourraient étre utilisés dans des programmes de lutte biologique.

1000 especes a séquencer d’ici fin 2015

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

BLEES-

18/02/2015

10



AuxiGene (2013-2015)

[dentification moléculaire d
d’auxiliaires des cultures ’ \

30 juin 2012 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE Texte 56 sur 202

matériel vivant a une autre structure) ou de I'exploitation commerciale du macro-organisme est notifié aux

ministéres chargés de lagriculture et de l'environnement et a I’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I"alimentation.

Art. 3. - Lorsque la demande concerne un macro-organisme qui a déja fait I'objet d'une évaluation
officielle du risque phytosanitaire et environnemental dans un Etat dont les conditions agricoles,
phytosanitaires, environnementales, notamunent en termes de climat et de biodiversité, sont comparables au
territoire pour lequel la demande est effectuée, les éléments de cette évaluation sont joints au dossier de
demande.

Le dossier est rempli en faisant référence a cette évaluation pour les items ol cela est pertinent.

Art. 5. - Dans le cas d'une demande d’introduction dans 1'environnement, un dossier spécifique est rempli
pour chaque territoire envisagé d’introduction et pour chaque macro-organisme concerné défini au niveau de
son espece et de son territoire d’origine. Dans le cas d’un macro-organisme destiné a étre conunercialisé, le
dossier est rempli également pour une référence commerciale dommée.

Dans le cas d'une demande d'entrée sur le territoire en milieu confingé sans introduction dans

.021

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015
SCIENCE & IMPACT

....... ]I

AuxiGene

Identification moléculaire
d’auxiliaires des cultures

Objectifs du projet :

Créer un outil d'identification moléculaire des auxiliaires des cultures utilisées
en lutte biologique. Barcoding multigénique (COI, ITS2).

Développer une base de données iconographique et moléculaire.

Créer une collection de référence (CBGP centre de dépots des macro-
organismes pour les Ministeres de I'Agriculture et de 'environnement).

Animateurs :
J.-C. Streito (INRA-CBGP Montpellier) — N. Ris (INRA-ISA, Sophia-Antipolis)

Financement : INRA - SPE (33 Keuros) (2013-2015)

200 espéces a séquencer

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Coleotool

Identification moléculaire des charangons ravageurs
des cruciféres et de leurs parasitoides
@)

T comrs et ineprofescicane
L oléagineux et du chanvr

Objectifs du projet :

Créer un outil d'identification moléculaire des principaux charangons
ravageurs des cruciféres et de leurs auxiliaires parasitoides.
Barcoding multigénique (COlI, ITS2).

Développer une base de données iconographique et moléculaire.
Créer une collection de référence (CBGP et CETIOM). Transfert
technologique au laboratoire du CETIOM.

Animateurs :
J.-Y. Rasplus (INRA-CBGP) - G. Delvare (CIRAD-CBGP) - C.
Robert (CETIOM)

Financement : CASDAR (285 K€ dont 70 CBGP) (2014-2017)

.023

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015

SCIENCE & IMPACT

T T T T

Du diagr
de diagril = swoeecu

Franc Alain O bases de données

Chaumeil Philippe Outils d’assignation, bases de données
LeSaux Marion Bactériologie
Portier Perrine Bactériologie

cndesetiory T

Foissac Xavier

Danet Jean Luc Phytoplasmes
Grenier Eric Nématologie
Castagnone Philippe Nématologie

1065

DI

1202

1202

1345

wironnement, travail

1345

1332

1332

1332
1332

1349

1355

1349

Gwenaélle Genson

Budget :
200 K€ sur 3 ans dont 33 pour le

1355

1062

1062
1062
1062

Artige Emmanuelle ntomologie ctions

Cruaud Astrid Entomologie, BM
Rasplus Jean-Yves Entomologie

J.C. Streito, G. Genson, P. C

1062

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Contexte

Organisation du barcoding au CBGP (GG)

.025

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015

SCIENCE & IMPACT

Organisation du barcoding
au CBGP

Organisation : collecte, identification, séquencage
validation, archivage

Personnel impliqué

.026

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015
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Logigramme du barcode...

Collecte
Liste de spécimens _ conditionnement Identification

Acleis hombara stockage
Aclerisvariegana .
Adotophyesorana

Base de données
interface Web

X Xm0 X

i
Argyrotaenia liungiana
R A D
Choristonedra hebensirietelia
Clepsis sectrana;
Cydiapomandia
G R
) ohar 2enskis
i o

2 Fredielf .
Baiams i Extraction et

it R stockage ADN gy

PCR amplification

i COIl + nuDNA

Séquencage
1

(
£ ODB
52 .0 Correction dt::-s séquences
i ; 18" controle qualité

Analyse
phylogénétique

. .027
J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17/02/ 2015
SCIENCE & IMPACT

Liste de spécimens

Liste des ravageurs et des auxilliaires nécessaires dans la base :

- que doit elle contenir?
- les ravageurs
- les auxilliaires
- espeéces voisines
- espéces présentes dans I'agrosysteme
susceptibles d'étre trouvées et confondues

028

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102/ 2015

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Logigramme du barcode...

. B Collecte Base de données
Liste de spécimens | conditionnement \dentification interface Web
Aderis thombena stockage =
Acl ik A A
Adoxophyesorana n %f‘: ©OO DG
Arct a

2

cana
Argyrotaenia ljungiana
Cacoecimorpha pronubana
Choristoneura hebenstrietella
Clepsis spectrana

Cydia pomonella

Grapholita (Aspila) janthinan

na
Pammenerhediella
Pandemis cerasana
Pandemis corylana
Pandemis heparana

stockage ADN
o, g \\‘

T

ﬂ‘ PCR amplification
l\ COI + nuDNA
2¢me contréle qualité
Séquencage
1
(

;M DBL
l Analyse
5 .0 Correction des séquences phylogénétique

1¢r contréle qualité
3

. .029
J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 /2015
SCIENCE & IMPACT

Dimension internationale de Lycovitis

Une mission organisée en Afrique du Sud

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17/02/2(:)31%

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Logigramme du barcode...

. B (_3_0"6019 Base de données
Liste de spécimens  conditionnement Identification interface Web
Aderisrhombana stockage

Acleris variegana rYvs. v
Adonoesarena ||- XXX
Arct a ST

2

cana
Argyrotaenia ljungiana
Cacoecimorphapronubana
Choristoneura hebenstrietella
Clepsis spectrana

Cydia pomonella

Grapholita (Aspila) janthinana

Pammenerhediella
Pandemis cerasana
Pandemis corylana
Pandemis heparana

omé ana

Séquencage
1
(
) MDD
l Analyse
5 .0 Correction des séquences phylogénétique

1¢r contréle qualité

_ .031
J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17 /02 / 2015
SCIENCE & IMPACT

Identification

- Spécialistes — taxonomistes/systématiciens
- Collections
- Biblio

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17/02/'(2)(:)31%

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Logigramme du barcode...

_ B Collecte Base de données
Liste de spécimens  conditionnement \dentification interface Web
Adleris rhombana stockage

Adleris variegana )

Moonwowa ||
Archips a
Archips

.
Argyrotaenia ljungiana
Cacoecimorphapronubana
Choristoneura hebenstrietella
Clepsis spectrana
Cydia pomonella
Grapholita (Aspila) janthinana
Grapholita (Aspila) lol
Grapholita (Aspila) mi

PCR amplification
COl + nuDNA

Analyse
orrection des sequences phylogénétique
18" controle qualité
-

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 033

.03
17/02 /2015
SCIENCE & IMPACT

Extraction non destructive

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /'(2)(:)3145

SCIENCE & IMPACT
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Logigramme du barcode...

Base de données
interface Web

CX XM X

Collecte
Liste de spécimens  conditionnement \dentification
Aderis rhombana stockage

Adleris variegana =
N ;*;;mg -
Archips podana ;“ - ?

Archips rosana
Archips xylosteana
Argyrotaenia ljungiana
Cacoecimorphapronubana
Choristoneura hebenstrietella
Clepsis spectrana

Cydia pomonella

Grapholita (Aspila) janthinana
Grapholita (Aspila) lobar zewskii
Grapholita (Aspila) molesta
Hedya nubiferana
Pammenerhediella
Pandemis cerasana
Pandemis corylana
Pandemis heparana

Ptycholomalecheana

PCR amplification
COI + nuDNA

Analyse
s Correction des séquences phylogénétique

1¢f controle qualité
-

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /'(2)031%

SCIENCE & IMPACT

Premier contrdle qualité :
Correction des séquences

) Alignements
Séquengage Sanger
a IExtérieur du Laboratoire Blasts

But éliminer :

- les séquences de trop mauvaise qualité
- les contaminations

- les Wolbachia

etc.

Correction des séquences
1¢" contrdle qualité

||~ A la sortie on a une séquence exploitable de
l'insecte étudié

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /'(2)031%

SCIENCE & IMPACT
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Cacoecimorphapronubana

Choristoneura hebenstrietella

Clepsis spectrana

Cydia pomonella

Grapholita (Aspila) janthinana
ta

Grapholita (i
Hedya nubiferana

Pammenerhediella
Pandemis cerasana
Pandemis corylana
Pandemis heparana

g\

/

Séquencage

@

Spilonota ocellana

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud

SCIENCE & IMPACT

| fe==s  stockagg ADN

PCR ampjification

o 52 .0 Correction dgs séquences
i ; 18" controle qualité

3

Logigramme du barcode...

. , F:_ollecte Base de données
Liste de spécimens  conditionnement \dentification interface Web
Aderis rhombana stockage ; -
Aclerisvariegana — = | 2 V@
Adoxophyesorana ||- Q waw'd L X X e X
Archips podana =y ) —
Archips rosana T e
Archips xylosteana
Argyrotaenia ljungiana

COI + puDNA
2¢me contréle qualité

Analyse
phylogénétique

3

.037
17102 /2015

Archivage : Séquences
Collection / ADN et Vouchers
Biolomics / Séquences

Vouchers

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /'(2)031%

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Logigramme du barcode...

Base de données
interface Web

X Xm0 X

Collecte
Liste de spécimens  conditionnement
Aderis rhombana stockage

Acleris variegana =y
it o u-)»ghw@3|m-}
Archips podana g ?

Identification

Archips rosana

Archips xylosteana
Argyrotaenia ljungiana
Cacoecimorphapronubana
Choristoneura hebenstrietella
Clepsis spectrana

Cydia pomonella

Grapholita (Aspila) janthinana

Grapholita (Aspila) lobar zewskii
Grapholita (Aspila) molesta
Hedya nubiferana
Pammenerhediella

Pandemis cerasana

Pandemis corylana

Pandemis heparana

Ptycholomalecheana

2¢me contréle qualité

Séquencage
l
{
) MDD
l e = Analyse
52 g Correction des séquences : phylogénétique

18" controle qualité

S

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud
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Deuxieme controle qualite :
Validation des séquences
Libération des séquences!

But vérifier que :

- chaque séquence est associée au bon échantillon!
- tous les échantillons de la méme espece sont dans
le méme clade

- toutes les especes voisines sont dans des clades
différents

Barcoding with numts

8

1 '

Analyse . A la sortie une séquence libre

. 1

phylogeénétique II‘ H’d permet une identification
2¢éme controle —é‘. fiabl

qualité ‘; | ' lable

4

e

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17702 ,'(2)811%
SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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Validation of database

2sd quality control: phylogenetic analysis and sequenc es
validation

wnknown

Unveiid  Guangdorg =5

JSTROD205_0102 Orius

-
%mm,,m s iR ol -
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Organisation du barcoding
au CBGP

Mise en place :

- recherches de financements / appels d'offres / établissement des listes

- collecte

- extraction non destructive

- séquengage massif Sanger!

- procédures d’archivage des produits de 'ADN a la séquence en passant par le
spécimen : plateforme collection et base de données Arthémis

- validation des séquences

Forces du CBGP :

- une plateforme collections

- une plateforme BM

- une base de données

- des taxonomistes terrain et labo

.042
17102/ 2015
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) Personnel impliqué dans le
lls nt des séquences!

e ra N.Gauthier, M. Navajas, barCOdIng
~ By Migeon, P. Auger, G. Kergoat, L. Soldati,
M.P. Chapuis, N. Lemenager... S. Fellous, A. Estoup

D. Bourguet, R. Streiff, C. Kerdelhue...
: - Recherche de Projets :

J.-Y. Rasplus
A. Cruaud
J.C. Streito
Collecte Identification Taxonomie :
J-Y Rasplus, JC Streito, A Cruaud

E. Pierre, C. Cocquempot

G. Delvare

A. Coeur d’Acier, M.S. Tixier,

F.M. Gibon
LSV

4 -
Bases de données
interface web

Collection :
E. Pierre
E. Artige

V. Robert

Gestion des séquences : G.Genson
NGS : P. Cruaud L. Benoit

Ils ont des projets de barcoding :
A. Foucart, B. Michel, H.P. Aberlenc

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 1 o ) W 17/02 /'%11?5’:‘

"= SUENCE&IMPACT

Héberge des données sur 6500 especes, Arthem IS

d’arthropodes, contient 20000 séquences

et 800 photos. Base de données Arthropodes
du CBGP

Si on agrége nos données CBGP on

arrivera sans doute a plus de 60000
séquencesm http://www.qg-bank.eu/arthropods/

Projet d’héberger les données du 3P de la ® @ @ @ { ? 'E('i—s

Réunion et des séquences d’Agroscope
(Suisse).

Informations taxonomiques, biologiques
et de distribution sur les especes.
Informations sur les spécimens,
géolocalisation, hotes et données
moléculaires (séquences).

= Production de plusieurs sites web,
outils d’identification moléculaire de type
BLAST => comparaison d’une séquence
déposée au référentiel de barcodes =>
identification spécifique.

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud
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Contexte

Passage du Sanger au Haut Débit (PC)

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /'(2)81155
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Passage du Sanger...

Amuice
spécifique
s Fregment i imérét

Ammce
spirfiue

@ 3 Ampiification

Extraction de ’ADN

Amplification d’'un gene par PCR
Amorces spécifiques

b [Séquengage Sanger]
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Passage du Sanger...
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Obtention d'une séquence d’'un gene
par individu

. au séquencage haut-débit

Ce que nous cherchons :

Obtenir des résultats

sur plus d’individus,

sur plus de génes différents,
plus rapidement,

et a moindre codt.

&9 [Séquengage haut-débit, lllumina MiSeq ]
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18/02/2015

24



... au séquencage haut-débit

Ce que nous sommes en train de faire

Amplification de 4 géenes différents
par PCR, en 2 étapes

= Amplification du fragment d'intérét

Extraction de 'ADN = Multiplexage
Mélange de tous les produits de PCR Séquencage haut-débit
pour les 4 genes et les 372 lllumina MiSeq

spécimens dans un seul tube

. N . = Séquencage classique Sanger = 12952 €
< CoUts (372 spécimens, 4 génes) - Séquencage haut-débit > 7415 €

SCIENCE & IMPACT

... au séquencage haut-débit

Ce que nous sommes en train de faire

Amplification de 4 génes différents par PCR, en 2 étapes

= Amplification du fragment d'intérét

Amorce séquenc;
Forward .
Fragment d'interét

Amorce séquengage
5 —

Amplification
plifi N

Amorce spécifique

Amorces utilisées

SCIENCE & IMPACT
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... au séquencage haut-débit

Ce que nous sommes en train de faire
Amplification de 4 génes différents par PCR, en 2 étapes

Multiplexage

Adaptateur MiSeq Amoree séquencay
etsed

5

Amplification

Amorces utilisées

Intérét de la PCR en 2 étapes : réutilisation des index indépendamment des amorces spécifiques

SCIENCE & IMPACT

... au séquencage haut-débit

Ce que nous sommes en train de faire

Adaptateur Amorce séquencage S Amorce séquencage Adaptateur
MiSeq P5 Forward Feapentdinteres Reverse MiSeq P7

= \7 \l/ \ e
T ¢ i T

: Amorce spécifique Amorce spécifique
Indexis
N Forward Reverse

Indexi,

SR

B
Surface d'une oellule de séquengage (fowsel)

OlgonucKolifes  compMmentsies  des

adapiatears Fyot Py

SCIENCE & IMPACT
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... au séquencage haut-débit

Ce que nous sommes en train de faire

[ Méthode classique de Sanger ] [Séquengage haut-débit]

15 millions de séquences obtenues
Pour 96 individus, 96 séquences obtenues
Traitement manuel impossible
Traitement manuel des séquences
Mise en place d’un traitement automatisé

= Mise en place d’un traitement bio-informatique

Nettoyage des séquences
Réattribution des séquences a leur échantillon d’origine
A terme, affiliation automatique des séquences obtenues

SCIENCE & IMPACT

... au séquencage haut-débit

Ce que nous chercherons ensuite :

Obtenir des résultats

sur toujours plus d’individus,
toujours plus différents,

sur toujours plus de genes,
sur des mélanges complexes.

SCIENCE & IMPACT

18/02/2015
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L'avenir du barcoding au CBGP (JCS)

Barcoding au CBGP

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /(2)(?1%
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Le barcoding ouvre de nouvelles perspective
pour la protection des plantes : m

Code-barres

LNTURN
LR

En terme de diagnostic

élimine les erreurs dues aux entomologistes,

identification fiable des stades pré imaginaux (ceufs, larves, nymphes),
assignation males/femelles...

détection des espéces cryptiques (peu différenciées)

unicité de la méthodologie moléculaire : une fois que la base de
réference est réalisée, des non-spécialistes peuvent faire une
identification

adaptée aux analyses de routines en grande série, alors moins colteux
que l'identification morphologique.

J.C. Streito, G. Genson, P. Cruaud 17102 /(2)(?1%
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Code-barres LNTTU

Le barcoding ouvre de nouvelles perspective
pour la protection des plantes :

- Utilisation du séquengage haut débit

Pour I'épidémiosurveillance :

« analyser le contenu d’'un piege,

« flore totale d’un sol ou d'une feuille...

¢ mise au point de pieges automatiques...

Pour I'étude des agrosystemes :

« analyse de contenus stomacaux,
« étude du parasitisme

e étude des microbiomes

* etc. A
Hellocheilus albipunctella

Milet hoad miner

Mineuse de Fégi de mifet

057
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Code-barres TR
I

Le barcoding ouvre de nouvelles perspective pour la
protection des plantes :

INRA et CBGP bien positionnés au niveau international,

- Volonté forte de SMaCH de valoriser nos compétences a
l'international,

- Dépbdts de deux déclarations d'intention : H2020 et Endure,

- Vers le montage de projets européens pluridisciplinaires.

. .058
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