Développement de méthodes de biologie
moléculaire pour la lecture des lames :
avantages et inconvénients par rapport a une

lecture optique
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Principe

Remplacer I'identification des pollens ou spores (assignation a un taxon

: espece/genre/famille) sur des critéres optiques (morphologie) par
une identification moléculaire
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Criteres d’'une bonne méthode d’analyse des captures

Identification des especes allergenes : toutes et seulement elles
spécificité — sensibilité
Quantification / sensibilité

Rapidité / « temps réel »
Equipement

Expertise
Colt
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|dentification moléculaire

|dentification des especes allergenes : toutes et seulement elles
spécificité — sensibilité
* Chaque individu (plante, animal,
30 million years later:

homme...) a une séquence d’ADN CAATEBATCG
25 million years later:
unique

CAATTBATCG

Common ancestor:

, . o CAATTTATCG
® Plus I'ancétre commun de 2 individus
25 million years later:

est éloigné, plus les différences entre TS _.
sequences vont étre importantes => Hcanrrrar@®
possibilité de différencier especes,

genres, familles...

= MAIS, les méthodes actuelles de séquencage de masse ne permettent
de séquencer que quelques centaines de paires de bases
(génomes entiers = centaines de millions de nucléotides)

= INRA

SCIENCE & IMPACT

ML Desprez-Loustau - JES RNSA - novembre 2018 =



Code-barre ADN

e IIINII|fV|II|I|IIHI\II\IIIIIIIII\I\{IIIIIIINIIIHIIIIIIII\IIII S
|

et AR R
MBI 000 OO 1110

IHI\IIIVIIM‘IIIIIIIIIIHII|!II||III||III||II
| |
arve sovcare | AN NORARA

© Herbert et al. 2004, Plos Biology

merle d'Amérigue

}* File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World WideWeb  Options Window  Help

= 0
) |EuurierNew j I11 j B 3 total sequences
MDdEZISelchSIide ,l Selection: nul Sequence Mask: None Start

Postion: Munbering Mask: None ey at |

DITH GBFE@ .ﬁg II Hi!muﬁg—ﬂﬁm @MIE Sool LT ]

speed slow oy o fact

;I!F'!!|'!!F!|F!!Fl!F!'!|!'!F!|F!'!Fl'!!!'!|!'!!!|!!'!!|'!!F'!|F'!!Fl!F!!|!!F!|F!'!Fl'!!!'!|!'!F!|!!'!!|'!!!'!|FT!F|!F!!|!!F!|F!!F|1

| 10 20 30 40 50 60 70 80 50 100 11¢
Imbrosia artemisiifolia [ TARGTGGTGGTTGATAACACAGTCGTCTCGTGTTGTGCGTTTTCA - TTCTATGATGTAGATGCTATTARAGTACCCTGACGRATTGTCTTGCGETGATGETTCGT
ambrozia trifida =000 iesiasssssssssssssassssssssansas Cavnnnnnsnans G..oCTouTneanns R L AT
Baccharis hamilifolia = feesemmsesenns C..2..C-CG.AR......C...T..C.C-—-G..B.RAGG..GC..C...AC.G. LR ,.TR.Cucunnnnn. 2
ML Desprez-Loustau - JES RNSA - novembre 2018 IN?A

SCIENCE & IMPACT



Résolution taxonomique

& ) Sample{Species)
OPEN & ACCESS Freely available online =" PLOS one
. . Acanthaceas 4E3(342)
Use of ITS2 Region as the Universal DNA Barcode for Amaranthaceas 408131}
Plants and Animals Apiaceae 1440[B44)
Hui Yao'”, Jingyuan Song'” Chang Liu'” Kun Luo'?, Jianping Han', Ying Li', Xiaohui Pang’, Hongxi Ap“r“ima mtm:l
Xu®, Yingjie Zhu*, Peigen Xiao', Shilin Chen'* .:;:Irl:E::: 405[!125:'51:!
—_ 1 | Brassicaceas 15THSET)
=3 ooo Gymnosparms Campanulaceas 280{154)
—_ Caryophyllaceas 438217
S soo - Monocotyledons Colastracean 83(59)
= H Di oty Crassulaceas 385(267)
i E Die ledons Cucurbitaceas 538(133)
o Ericaceas A50(188)
= 800 - Euphorbiaceas 613(422)
€ o Fabaceas 4363(2635)
S Gentianaceas 443(243)
(&) 400 3 Gesneriaceas 302(288)
Lamiaceas B58(314)
Malvaceas 563(265)
200 [——— ] ———— Melastomataceas £38(507)
Myrtaceas 206(24T)
Hyctaginaceas S4(68)
Orobanchaceae 385(1348)
8} Plantaginaceae TI0{459)
Polygalaceas 2400 2E9)
Polygonaceae 441(207)
Proteaceas 182(178)
Ranunculaceas 2780187}
Rosaceae 1217(5T0)
-Corre.c"t . Rubiaceas BI2(624)
Taxa identification Sapindaceas 855(192)
Sapotacea 242(201)
Taxa level (%) Scrophulariaceas 130(117)
Solanaceas 632(439)
Agavaceas - 41{38)
. . Amaryllidaceas - 2ED[216)
Dicotyledons Species 76.1 Araceas - 92(63)
Argcaceas - 288(105)
Cyperaceas BO1[50E)
Genus 99.1 Hyacinthaceae - 126(52)
) Hydrocharitaceae - a7(18)
Monocotyledons Species 74.2 Iridaceas 2(77)
Liliaceas - 494[247)
Marantaceas - 16(15)
Genus 97.9 Melanthiaceas - 197(87)
. Orchidaceas - 4336(2568)
Gymnosperms Species 67.1 Poaceae - 2638{1061)
Zingiberaceae - GOB[IE1)
Cupressaceas - 180{76)
Genus 99.5 Podocarpaceas - 49(34)
0 20 40 60 80 100
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Comparaison microscopie vs. séquences (1)

7 lames de Bordeaux 2016 (mars-mai) comparées pour comptages en microscopie et

séquencage avec le marqueur cytoplasmique trnL (blast « best hit » sur base de séquences de
référence)

= Tous les taxons identifiés au microscope l'ont été par ADN (quand présents dans la base)

= Forte corrélation entre comptages micro et nombre de séquences (en % par date) = 0.77
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Résultats obtenus

7 lames de Bordeaux 2016 (mars-mai) comparées pour comptages en microscopie et
séquencage avec le marqueur cytoplasmique trnlL (blast « best hit » sur base de séquences
de référence)

= Tous les taxons identifiés au microscope l'ont été par ADN (quand présents dans la base)
= Plus forte résolution moléculaire en général

M Cupressus Taxus Juniperus

Microsc opie
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Base de séquences de référence (plantes allergénes)

Acer campestris, monspessulanum,
pseudoplatanus

Alnus glutinosa

Betula alba

Carpinus betulus

Corylus avellana
Baccharis halimifolia

Arbres
Espéces Famille Potentel allergisant
Erables* Acéracées Modéré
Aulnes* Bétulacées
Bouleaux*
Charmes*
Charme-Houblon
Noisetiers*
Baccharis Composées Modéré
Cade Cupressacée

Cyprés commun

Cupressus

Cypreés d'Arizona Cupressus arizonica
Genévrier Faible/Négligeable |Juniperus communis
Thuyas* Faible/Négligeable | Thuya orientalis
Robiniers* Fabacées Faible/Négligeable
Chataigniers* Fagacées Faible/Négligeable
Héfres* Modéré Fagus sylvatica
Chénes* Modéré Quercus ilex, petraea, pubescens,
robur, rubra, suber, coccifera,
pyrenaica
Noyers* Juglandacées Faible/Négligeable
Mrier a papier* Moracées Broussonetia papyrifera
Marier blanc*
Frénes* Oléacées Fraxinus excelsior
Olivier Olea europea
Troénes* Modéré Ligustrum vulgare
Pins* Pinacées Faible/Négligeable
Platanes** Platanacées Modéré** Platanus acerifolia
Peupliers* Salicacées Faible/Négligeable
Saules* Modéré Salix alba, fragilis, viminalis
If* Taxacées Faible/Négligeable | Taxus baccata, cuspidata
Cryptoméria du Taxodiacées Cryptomeria japonica
Tilleuls* Tiliacées Modéré Tilia cordata, platyphyllos
Ormes* Ulmacées Faible/Négligeable |UImus campestris

Sambucus nigra

ML Desprez-Loustau -

Herbacées spontanées

Urticacées

Pariétaires

Espéces Familles Potentiel allergisant
Chénopodes* Chénopodiacées Modéré Chenopodium album
Soude brulée Modéré
(Salsola kali)
Ambroisies* Composées Ambroisie
Armoises* Artemisia verlotiorum, vulgaris
Marguerites* Faible/Négligeable
Pissenlits* Faible/Négligeable
Mercuriales* Euphorbiacées Modéré Mercurialis perenne
Plantains* Plantaginacées Modéré Plantago lanceolata, major
Graminées Poacées Agrosts capillaris, stolonifera, Alopecurus pratensis,

Dactylis glomerata, Anthoxanthum odoratum, Avena
sulcata, Brachypodium sylvaticum, Bromus commutatus,
Cynodon dactylon, Cynosurus cristatus, Gaudinia fragilis,
Holcus lanatus, Hordeum secalinum, Lolium perenne,
Phléole, Poa frivialis, Triicum satvum

Faible/Négligeable |Urtica dioica

Parietaire

Graminées Ornementales

Elyme des sables

Fétuques®

Espéces Familles Potentiel allergisant
Baldingére Poacées Phalaris arundinacea
Calamagrostis
Canche sespiteuse

Festuca arundinacea

Fromental élevé Arrhenatherum elatius
Queue de ligvre Modéré Lagurus ovatus
Stipe géante Modéré Stipa gigantea
Collaborations

Didier Alard (Univ Bordeaux)
Collection Villa Thuret (INRA Antibes), Jardin botanique de

Bordeaux

Bruno Chauvel (INRA Dijon)
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Aspects pratiques

Rapidité 5jours (1jextraction ADN + 4 jséquencage)
100 lames hors transport

Colt < 3000€ 3007? 2300 €

Equipement (nouveaux capteurs)

labo extraction RNSA?
séquencage externalisé sur plate-forme génomique

Expertise externalisée
en amont des analyses
(base de données: taxonomie <-> séquences)
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Conclusion

Morphologie
(optique)

SPECIFICITE + ot
POLLEN et MOISISSURES

SENSIBILITE + +4+

(amplification ADN + toute la lame)
RAPIDITE _ _

(devrait s"améliorer)

FAISABILITE _ _
(inverse COUT) (temps de travail) ~ 4 ETP pour 50 * 100 échantillons
PERSONNEL / Expertise et analyses Expertise et analyses

internalisées et décentralisées externalisées et centralisées
(nécessité de regrouper toutes les

ORGANISATION

- échantillons) =
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En cours - Perspectives

» Poursuite de la base de données de séquences de référence
pour les especes a pollen allergene et especes proches
Amélioration des méthodes d’assignation

» Vers des données en temps réel :
nouvelles méthodes de séquencage?

» Comparer en conditions réelles

méthode standard —
méthode optique automatisée —

méthode moléculaire?

» Utilisation des captures du RNSA pour surveillance des
champignons pathogenes forestiers
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