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FUSARIOSE DES EPIS = COMPLEXE D'ESPECES
LES FUSARIUM ET MICRODOCHIUM
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Metabarcoding targeting the EF1 alpha region
to assess Fusarium diversity on cereals
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v Fusarium :Espéces productrices
de mycotoxines - risque sanitaire
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MICRODOCHIUM SUR CEREALES:

? ESPECES INDIFFERENCIABLES

v' Wollenweber (1930) propose pour la premiere fois la reconnaissance de deux

SOuUSs-especes:

Fusarium nivale var. nivale et Fusarium nivale var. majus

pour 2 sous-especes)

v' Samuels & Hallet (1981) => Déplacé dans le genre Microdochium (1 espéce

Microdochium nivale var. nivale et Microdochium nivale var. majus

=> 2 especes distinctes décrites et validees par des outils

moléculaires:

Microdochium nivale et Microdochium majus

Symptomatologie identique
Differenciation par Fohservation-des-conidies serait possible au
microscope mais S S GANRIEXE .. EL . LISQUE  derreurs tres
|m portant isolates of Microdochinm nivale leads to elevation of varieties

o, ) . majus and nivrfle to species 5;tatus .
Différenciation par des outils moléculaires (PCR, qPCR...)
Specificite  d’hotes wainsi-gue ~dewlegeres. differences de T°

ve, Newpaort, Shropshire TFIO SNB, U
E-mail : nglynn @ sac.ars.usda. gov

optimales ettt
Organes veégeétatifs préeférentiels - M. nivale serait plus
responsable de la fonte des semis alors que M. majus serait
plus agressif sur feuilles et épis

accepred 16 May 2005,




MICRODOCHIUM SUR CEREALES:
UNE MALADIE DOMINANTE ET PREJUDICIABLE?

o Pas de mycotoxines = risque sanitaire nul
o Pink snow mold = assez rare en France sur céréales
o Quelle fréquence en France?

o Nuisibilité pouvant atteindre 20qgx/ha (Données
Arvalis)

- Présence significative 1 année sur 2 depuis 10 ans

e ";l) CARTO (2
i~ FUSA (&

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201120122013 2014 2015 2016

- 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 20052006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016



MICRODOCHIUM SUR CEREALES:
QUID DE LA RESISTANCE VARIETALE®S

v Intensivement travaillée pour F. graminearum:
v Nombreuses équipes de recherche
v Nombreux projets et résultats
v Nombreux QTL identifiés
v Notes de sensibilité variétale

v Microdochiume
v QTL déterminés pour le FSB (TAL et 2BS)

7 . Vé
v QITL déetermines pour le FHB :
M. majus: 4A, 58, 7D |
Contents lists availabla at SciencaDiract
M . ni\/OIe : ] D Field Crops Research i
journal homepaga : www.alsev iar.com/locater ter
> Résistance FSB et FHB différente - - |
Ident?ﬁcatlgn of novel quant.ltatlve tFeut loctlfor [‘ES]StanFE to _Fusar]um @cmm
hY 7 oo seedling blight caused by Microdochium majus and M. nivale in wheat
% ES p e C e S p e C I fl q U e 2 Runsheng Ren*", John Foulkes®, Sean Mayes®, Xingping Yang?, Rumiana V. Ray"*
£12 5RO, LK

= Institute of Vegetabie Crops, fiangsu Academy of Agricultural Sclences, 50 Zhongling Sereel, Nanjing 210014, PR Ching
" pivastan of Flane and Crop sciences, School of Sosciences, Lniversit Sutton Bontngton camp




LE PROJET FSOV 2014 MICRODOCHIUM: OBJECTIFS

(-Dé’rerminer la flore ¢ Existence d'un ||er?
fongique du BT en feuilles et épis
France et equilibre des , . .
populations . DeTerman’rlon. du
e Facteurs sfdde Opilmdle
agronomiques d’infection au
favorisant le champ
développement de
Microdochium WP

WP2 J

. Occurrence

et facteurs de
risque

Epidémiologie

WP3

Phénotypage )

e Outil de » Comportement
phénotypage - des variétés face a
VIDEOMETER® Microdochium spp




OCCURRENCE ET FACTEURS AGRONOMIQUES ASSOCIES

2015:30 échantillons  2016: 60 échantillons  2017: 60 échantillons

Analyses de flore: Analyses de flore: Analyses de flore:
Moyenne de 4.6% de grains fusariés ~ Moyenne de 49% de grains fusariés! Moyenne de 6.41%
B F.gram B Microdochium MW F.gram
F.aven W F.graminearum F.aven
m M.spp  F.poae m M.spp
F.poae W F.tricinctum ™ F.pgae
M F.tricin F.avenaceum M F.tricin
" F.lang B Fusarium T
B F.spp [ ] iFrTI(_jaer:Z;reT:iie "W
0.4% de F.\g/;gammearum Predomlnancdeacri]es I\l/lléc(r:zg(r)&:in:)unn;)gusqu a92% 3.15% de F. graminearum
1.7% de Microdochium 4.15% F. graminearum 0.85% de I:/I/E:rodochium

VS 41.5% Microdochium

-> Des équilibres tres variables entre les especes selon les années




qPCR pg/ng ADN total

Occurrence et facteurs agronomiques associés

q N 7 A A
Flore fusarienne (2015 a 2017) Résultats gPCR (moyenne annuelle)
M F.gram 6 - B Moyenne de pgADN
M. majus
F.aven 5 - /ngADNtotale
B M.spp B Moyenne de pgADN
4 - M. nivale
M F.poae /ngADNtotale
= F.tricin 3 A Moyenne de pgADN
' F.grami /ngADNtotale
B F.Lang 2 -
B Moyenne de Somme
W F.spp 1 Micro gPCR

o
|

- 75% de la flore identifiée
attribuée a Microdochium

2015 2016 2017 3 années

- « Prédominance » de M. nivale
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Occurrence et facteurs agronomiques associés

Analyses de 149 échantillons 2016 prélevés avant maturité

Analyses qPCR de la flore fongique sur épis
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Occurrence et facteurs agronomiques associés

e LES DONNEES
o 861 parcelles de Blé tendre & Blé dur

o gPCR Microdochium nivale, M. majus et F. graminearum

Localisation des parcelles enquétes agriculteurs 2007-2017

200
150

100 -
» H :
RIEEEEENERNS

2007 2008 2009 2011 2012 2013 2015 2016 2017

ANR DON&Co CASDAR ECOFUSA

Nb données

Enquétes ARVALIS- FAM

(861 parcelles localisées)




OCCURRENCE ET FACTEURS AGRONOMIQUES ASSOCIES
DISTRIBUTION DES DONNEES PAR ANNEE ET REGION
I B = e
i E F.graminearum nb MM.moy MN.moy
5 | 5 T 130 0.62 1.33
“ § | e L. 104 1.25 0.75
® | § ° 39 0.24 0.07
£ o0 . = BE 8 o 122 0.04 0.11
2 o T To8 o - . 169 0.76 0.84
: W5 SRS g8 188 157 0.89 0.44
B osq of SREE RN IT 30 0.02 0.01
I. .I - gl' L I 60 1.76 4.43
ol THOEE o8 gt L | EIEL I 60 0.01 0.03
sl ok a4 & B % sl F Ea @& & B & Ea & L
BBEEBEEBEEBEEER55a00aaa0085 - Variabilité interannuelle marquée
- Forte pression en 2016
M majus
i : M nivale
IS N o F o
w g 8 s} : § g ]
o - # j’ % i == S ©
I I I I I
CENTRE EST NORD OUEST SUD = 7 i 8 o 0
o | %; _T_ E L
CENTRE EST NORD QUEST SuD

- Présence de Microdochium dans toutes les régions
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OCCURRENCE ET FACTEURS AGRONOMIQUES ASSOCIES

ETUDE DES CORRELATIONS ENTRE ESPECES DE MSPP

r (blé tendre) = 0.80
r (blé dur)=0.81

correlation logMN / logMM - n17=591 - n40=280 correlation logMN / loghM - n =869 donnees

codeespece
=17

loghd

= 40

logMN logMN

—> Corrélations significatives entre les deux especes de Microdochium
- Pas d’exclusion avec F. graminearum

annee

—= 2007
—= 2008
—= 2009
== 2011
= 2012
== 2013
—= 2015
—= 2016
= 2017




OCCURRENCE ET FACTEURS AGRONOMIQUES ASSOCIES
FACTEURS EXPLICATIFS@

Modele 1 : Random Forest avec « agronomie »

Log Mspp ~ codeespece + annee + lambert93x + lambert93y +
regionArvalis + wsol + precedent + fusariose.noteresistancevarietale
+ variables climatiques

RF_1

annee o
c1Pluiesup1_et Tmoysup12epi1cmmaturite o

lambert93y @
Setpfloraison8jfloraison7] o
c1Pluiesup3_et Tmoyinf19epiaisonmaturite =
Spluiefloraison9jfloraisondj @
Spluieepiaisonmaturite ©
nTmoyinf19epiaisonmaturite =

lambert93x @

epiaison_jours ©
ntmoysup16floraisongjfloraison3j o
c2Pluiesup02épiaisonijfloraison3j @

regionArvalis o
fusariose.noteresistancevarietale
nTMoysup149floraison5jfloraison3j

c1Pluiesup1_et Tmoysup2_et Tmoyinf2leveeepiaisaon
ntmininfdleveeepiaison

precedent @
stmoyepi1cmfloraison?| &
c1TMaxiinf30_et TMinisup11épiaisoni2jfloraison3j o
nTmoysupSfloraison19jfloraison3j o
codeespece &
c1Tmoysup16_et_Pluiesup1floraison9jfloraison3) o
c1Pluiesup1_et Tmoy1sup179floraison8jfloraisonij o
wsol @

T | [ |
10 20 30 40 50

Le modele explique 64%

de la variance totale

%IncMSE

-> Agronomie peéese tres peu

Modéle 2 : Random Forest uniquement sur variables

climatiques

Setpfloraisongffloraison’j
Spluiefloraison9ffloraisongj

c1Pluiesup1_et Tmoysup12epi1cmmaturite
nTmoyinf19epiaisonmaturite
c1Pluiesup3_et_Tmaoyinf19epiaisonmaturite
Spluieepiaisonmaturite
c2Pluiesup02épiaisonifloraison3j

epiaison.jours

nTMoysup 149floraison15jfloraison3j

ntmoysup 16floraison8jfloraison3j
ntmininfdleveeepiaison

c1Pluiesup1_et Tmoysup2_et Tmoyinf2leveeepiaison
stmoyepi1cmfloraison7j
nTmoysup9floraisoni9jfloraison3j

c1TMaxiinf30_et TMinisup11épiaisoni2jfloraison3j
c1Tmoysup16_et PluiesupifloraisonSjfloraison3j
c1Pluiesup1_et Tmoy1sup179floraison8jfloraisonyj

Le modéle explique 59%

de la variance totale

RF_2

- Lapluie et les températures <19°C a !

floraison et post floraison favorise

Microdochium




OCCURRENCE ET FACTEURS AGRONOMIQUES ASSOCIES
FACTEURS EXPLICATIFS DE LA PRESENCE DE
M. NIVALE VS M. MAJUS?
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stmoyepi1cmfloraison’]

precedent
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c1Tmoysup16_et PluiesupfloraisonSifloraisondj
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Spluieepiaisonmaturite

Setpfloraison8ffloraison’)
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fusariose noteresistancevarietale
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c1Tmoysup16_et Pluiesup1floraison9jfloraison3)
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-> Sensiblement les mémes variables qui ressortent
en téte des facteurs explicatifs




PHENOTYPAGE AUX CHAMPS:
DETERMINATION D'UN PROTOCOLE OPTIMALE
D'INFECTION ARTIFICIELLE

2 années d’essqis

3 sites
0202 Cappelle en Pévele
4 variétés : @
e Cellule
Oreqarain Louville la Chenard
[
9 el @R-A‘GTO O Boigneville
e Arezzo ARVALTS
s Premio

Inoculation avec M. nivale

4 stades distincts + 1 témoin :

Dernieres feuilles étalées (239)

Mi épiaison (Z55)

Mi floraison (Z65)

1 semaine apres la fin floraison (Z69)
Sans inoculation = témoin

Prélevements et notations a plusieurs dates sur feuill
et épis
Analyses gPCR des feuilles, des épis et des grains




100

BOXPLOT_Effet Année

PHENOTYPAGE AUX CHAMPS:

DETERMINATION D'UN PROTOCOLE OPTIMALE

[ % nécroses épillets ]

D'INFECTION ARTIFICIELLE

BOXPLOT_Effet Année

* [ Analyses qPCR sur épis | ]

Modalite:

=i

£ DFE+MIFLO

@
£ Floraison + 1 semaine gw,
El Wi épiaison E

£ Wifloraisan

i 2015 2016
2016

Modalite

1 oFE

S DFE+HIFLO

5 Foraison + 1 semaine




PHENOTYPAGE AU CHAMP:
DETERMINATION D'UN PROTOCOLE OPTIMALE
D'INFECTION ARTIFICIELLE

@ »
= B
2 3
@' @ w 2
= =
S g T 2 ° El
2 [ E ] o E
C = = z = =
1
3 P vodalite Tsmean ] upper.cL .gr
necrose_feuilles 1 0.89 0.75 5 Necrose_epillets 1 057 0.69 DFE 10.25227 2.660480 139 4.9 15.51251 ¢
: ) Temoin 16.54319 2.66 3 }
4 DFE + MI FLO 19.02941
2 Mi floraison 23.70125 3.07
2 A sEs 4 q.:i-:i. Trzr:r _g . :‘. A0
M nivale 0.89 1 0.87 0 M nivale 0.57 1 Mi épiaison 24.94038 3.0720 31.01438
2
4 0.4
; 6 0.6
M.majus 0.75 0.87 1 M.majus 0.69 1
8 0.8
1 1

» Corrélation notations et gPCR plus faibles pour le
pourcentage d’épillets (liee a la présence de F.
graminearum)

» Tres bonne corrélation entre les notations
visuelles et les données moléculaires

» Pas de différences significatives entre les

modalités > Les analyses statistiques montrent un léger effet

modalite: applications a Mi-floraison & Mi-
épiaison :

—

o Sery;
TGN



Phénotypage au champ:
Evaluation de la sensibilite varietale

o 2 années d’essai: 2016 et 2017
o 45 variétés :
o 40 variétés récentes

o 4témoins connues pour leur sensibilité/résistance a la fusariose + 1 témoin avec une
sensibilité marquée pour Microdochium spp.

o Création de 2 sous-panels de 25
o 20 variétés réparties en 5 groupes de précocité + 5 témoins
o les 2 sous-panels sont répartis sur 12 lieux différents sur 2 ans.
o Semis en pépiniére maladie avec irrigation
o 3 modalités :
o Inoculation par M. nivale
o Inoculation avec M. majus
o Aucune inoculation
o Chague modalité comporte 2 répétitions

o Contamination en 2 ou 3 applications :

o année 2 : au stade DFE, soit derniére feuile étalée et a mi-floraison (pour chaque
groupe de précocité)

o année 3: 3 inoculations (DFE+ mi-épaison+ mi-floraison)
o Plusieurs notations sur feuilles et épis

o Tousles témoins ont été analysés en gPCR ainsi que les grains de toutes les variétés des 4
essais les plus pertinents (2 essais par an)
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Phenotypage au champ:
° ° egog 7 4
Evaluation de la sensibilite varietale
Cappelle-en-Pévele i
t-Denis (60)
Orgerus 1
(78)g
Allonnes (28) =39 Modality
N % B Mmajus
L& Poueze (49) & B Mnivale
10-
Réalville (82)
.
Apach Bern:lude Premio R Tremie
Variétés
16-
20-
15- 12
g Siofiaiy § Modality
M.majus = B M.majus
- T L .
g
o
feadh A ”I‘Ude e 8 TR Apach Bermud: Premio R Tremie

Varigtés

Variétés



gPCR M. majus

Phénotypage au champ:
Evaluation de la sensibilite varietale

L4 04
Mavle (78‘ ° Verneuvil-I'étang (7

Orsonville (78)

.
Allonnes (28) |, jlle-la-Chenard (28)

6- .
.
.
4- .
.
Ll 9
L] Modality
. — M.majus
- M.nivale
. 3
& . i - Sans_inoc
= L
27 .

Apache Bermude Premio Renan Tremie
Varietes

gPCR F. grami

gPCR M. nivale

50- =
.
40-
.
30- : :
Modality
B M.majus

. - M.nivale

20- * Sans_inoc
.
10-
.
" -d
Apache Bermude Premio Renan Tremie
Varigtés
.
G-
.
. .
.
A L]
4- = . . )
. Modality
ES Mmajus
. B nnivale
. . * Sans_inoc
.
23 .
. . . :
.

' ! ' ! !
Apache Bermude Premio Renan Tremie
Varigtes




NOTE_GLOBALE_FEU

Phénotypage au champ:

Souche

ES Mmajus_Mi0s001
S Mnivale_MI12085
S Munivale_Mi12088

5e [ sans_inoc
o
o]
@ » el S ®
& & & & &
Variet
a 5 1 15 20 0 20 40 &0 1 3 5 T
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LR M st (s = 0] [
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TE_GLOBALE_FEU fhin = oo
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Evaluation de la sensibilite varietale

EI S;m:immiwﬂ&ﬂm
§ -Mnlvale_MHZDBS
GI 4- . M.nivale_MI12088
g -Sans,im:c
#Cy;, & . e
Factor Trait Df Pr(>F)
Variete gPCR_M.nivale 4 0.0004***
Variete qPCR_M.majus 4 0.0545*
Variete qPCR_F.grami 4 1.780e-06***
Variete gPCR_Total Fungi 4 7.079e-08***
Variete NOTE_GLOBALE_FEU 4 0.1142
Variete NOTE_GLOBALE_EPI 4 6.317e-06***
~ Différence variétale significative entre les 5
témoins pour différents traits
» Corrélations faibles & moyennes entre les

notations épis et
biomasses fongiques > Interactions avec
F. graminearum

les

données de




Phénotypage au champ:
Evaluation de la sensibilite varietale

Cotation Fusariose :
1 sensible a 9 résistant

30-

= 2.5

=
=Y
B34
BE 45

1 ‘F |
-*j!—! ﬁ—* *M* i *M*! ,,— i‘*ﬁ‘* { :, .-

Cultivars

gPCR M. majus + gPCR M. nivale (pg/ng DNA)

v’ Différences variétales significatives - progrés génétiqgue possible

v" Tendance globale d’une réponse similaire a la résistance a F.
graminearum

v’ Variabilité dans les différents groupes de notes CTPS




Phénotypage par imagerie multispectrale :
Evaluation de la sensibilité variétale

Imageur multispectrale : Videometer
Lab3

Camera—"

Principe du Videometer : Eclairage de
I'échantillon avec 20 LEDs de longueurs
d’'ondes différentes de 375nm & 970nm

Integrating

sphere N\

LEDs
1 acquisition <& 20 images

- Différenciation possible entre grains - —
fusariés par F. graminearum et grains
sains : algorithme FusaSpectral blé
tendre (GEVES)

2 Grain'sain T 7 &Y 4
: M \‘ \‘ \( \
\ N\, A D \

& Vot B ok W Cond B ‘-&

40000000&0

' Grain fusarié
M M M M)
A | HHH NN

OBJECTIFS:

Tester la capacité du Videometer 4 classer les grains en 3 groupes :
- Groupe 1 : grains sains
- Groupe 2 : grains contaminés par Fusarium spp.
- Groupe 3 : grains contaminés par Microdochium spp.




Phénotypage par imagerie multispectrale :
Evaluation de la sensibilité variétale

o Base de données de réféerence de
8090 grains couplant les données
multispectrales, les analyses visuelles et
microbiologiques

Jose 0 wumm

o Bibliotheque de référence :
BlobCollection - ‘. G gt 0 28

o 27 caractéristiques définies » 990000
e 12 caractéristiques spectrales
e 15 caractéristiques morpho-métriques

o Base d'apprentissage : 50% des grains,
avec des classes equilibrees
(1348 grains/classe)

o Modele de classification basé sur des
foréts d'arbres de décisions et
développée sous MATLAB (GEVES)




Phénotypage par imagerie multispectrale :
Evaluation de la sensibilité variétale

Sain Fusa Micro
- Taux moyen de 81.81%
Sain 87% 2% 11% d b | f t
Analyse e ponne classitication
sanitaire Fusa 5% 87% 8%
Micro 20% 6% 75%

Matrice de confusion sur 'ensemble des données,

soit 8090 grains

- Taux moyen de 63.03%

Sain Fusa Micro . .
de bonne classification
67% 5% 28% ,
Analyse avec données « externes »
sanitaire 13% 66% 21%
31% 9% 61%

matrice de confusion sur I'ensemble des données
externes, soit 4046 grains

- Modele a 3 classes non utilisable a ce stade:
v’ Biais de I’analyse sanitaire sur le statut des grains
v Elargir base de référence
v' Etudes hyperspectrales et modification des longueurs
d’ondes




CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

o Microdochium: 2 especes d ne pas sous-estimer!

o Facteurs climatiques sont prédominants pour
expliguer leur présence > Besoin de les
caractériser plus précisement pour développer un
modele/grille de risque

o Des symptomes foliaires mieux connus mais une
caractérisation sur épis qui reste difficile et gui
nécessite des oufils compleémentaires a ['cell
(QPCR, imagerie,...)

o Maitrise aléatoire des conditions artificielles
d’inoculation: pression faible, interaction avec F.
graminearum > Besoin de tester d’autres
protocoles

o Démonstration de différences varietales dans lo
sensibilifé a Microdochium - progres génétique
possible




CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Mais encore des connaissances « manquantes »

v Spécificité d'hote

v Geénétique, Génomique, Diversité

v Pathogénicité, Interactions plantes-pathogenes

v Maitrise des contaminations et caractérisation des variétés
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