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Project #4 - BIOSENS HILCTITCY

Développement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour France-Wallonie-Viaanderen &t

détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Intégrer des technologies de Concevoir des capteurs
pointe spécifiques et sensibles

(MICRO)
BIOLOGIE
MOLECULAIRE
&
BIOINFORMATIQUE

AGRONOMIE

PHYSIQUE BIOCHIMIE
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Project #4 - BIOSENS iterreyg -

Développement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour France-Wallonie-Viaanderen EX25E
détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Détecter quol ?

Bactéries
Levures
Champignons

Lipopeptides Bactéries

Surfactine, ... Bacillus subtilis, ... Lanterbecq_5
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Developpement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour
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Comment ? MT 3 - Fabrication des puces detectrices (SPR)

MT 4 - Instrumentation opto-fluidigue

MT 5 - Fonctionnalisation biologigue

MT 6 - Validation biologigue (labo) et agronomique
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MT 3 - Fabrication des puces détectrices (SPR)

MT 4 - Instrumentation opto-fluidigue

MT 5 - Fonctionnalisation biologique

MT 6 - Validation biologique (labo) et agronomique
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Comment ?

MT5 - Fonctionalisation biologigue

Sondes
Immunologiques
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Project #4 - BIOSENS 1HILCITCY

Developpement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour

France-Wallonie-Vlaanderen rosese oue

détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Par quol
commencer ?

Pathosysteme:
Blé — Agent pathogene de la septoriose
(Zymoseptoria tritici)

=] ot e powons

Design et
production de
sondes spécifiques

Fig. 2 Cultures of Mycosphaerella graminicola

Septoria tritici blotch symptoms on leaves in artificial inoculation conditions (A) and in the field (B). (Photograph in B by L. Chartrain.) isolates growing as a yeast-like mass (A) and a
filamentous mycelium (B).

Lanterbecq_9



Project #4 - BIOSENS HILCTITCY

Developpement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour

France-Wallonie-Vlaanderen tioeerous

détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Design des sondes Pathosystéme:
ADN Blé — Zymoseptoria tritici
Perfect match! Mismatch!
CA T OLIGONUCLEOTIDE 2 “ AT
=T A « complémentaire » -T -
“CG. (LIGAND) ~“c T
OLIGONUCLEOTIDE 1 G oA -C T =
(SONDE) L - —G C™
A T _A A\-I
T A T A
PLAQUE q q

Difficulté réside dans la sélection de fragments « sondes » :
- tres spécifigues (complémentaires uniquement de I'espece du pathogene concerné, voire
méme specifique de la souche parfois, sans aucune complémentarité possible avec de I'ADN

'polluant’)
- courtes afin de pouvoir étre greffées sur la ‘puce’
- détectables par les méthodes classiques afin de pouvoir valider le systeme (MT6)

Lanterbecq_10




Project #4 - BIOSENS HILCGITey B
Développement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour France-Wallonie-Viaanderen &t
détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Design des sondes Pathosystéme:
ADN Blé — Zymoseptoria tritici

- Etude bibliographique:
- identifier des genes d'interét
- sélectionner des techniques de détection et de guantification classiques de
biologie moléeculaire (PCR, PCR temps réel et quantitative, ...):
PREPARATION de la VALIDATION de la puce (MT6)

- Etude bioinformatique menée sur 1’alignement des séquences nucléotidiques de ces
differents genes afin de dégager des zones suffisamment spécifiques (sondes)
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Project #4 - BIOSENS HILCITCY KN
Développement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour France-Wallonie-Viaanderen EXHHE™
détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Greffage des

Pathosysteme:
sondes ADN Blé — Zymoseptoria tritici
Design et -
production de 2
sondes spécifiques % g
: 2
H ’
SPR chip  Immobilization | — 3 m— ._
Hybridization & ;.
AN Detection
ALY J
':}M C—> mrnnnn
DNA Extraction PCR aunnng
Aanununuiunu,

Wang et al. Journal of Translational Medicine 2011, 9:85
Difficulté réside dans la sélection du mode de greffage adéquat sur surface d’or et

de son paramétrage expérimental (durée de contact, température, intermédiaires

. . Lanterbecq_12
chimiques,...)



Project #4 - BIOSENS HILCTITCY

Developpement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour

France-Wallonie-Vlaanderen tioeerous

détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Greffage des
sondes ADN

Pathosysteme:
Blé — Zymoseptoria tritici

Design et
production de
sondes spécifiques

Difficulté réside dans la sélection du mode de greffage adéquat sur surface d’or et de son
paramétrage expérimental (durée de contact, température, intermédiaires chimiques,...)
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Project #4 - BIOSENS mnterreg B

IFRNISIENREINE Quantification / Specific detection  FrenesWallonie-Viaanderen E555
détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Validation labo Pathosystéme:
~ (preparation) Blé — Zymoseptoria tritici

DETECTION SPECIFIQUE

Classic PCR
gPCR SYBRGreen
gPCR TagMan
BLAST

ADN de référence
ADN extrait de préelevements de
differentes natures (air, sol,

feuille, epi,...)

QUANTIFICATION

* Courbe Standard

Lanterbecq_14



Project #4 - BIOSENS HILCITCY
DREWSuiiEaEl Quanftification / Specific detection

France-Wallonie-Vlaanderen tioeerous

détecter et quantifier pathogenes et agents/prodults de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Validation labo Pathosystéme:
(erthn) Blé — Zymoseptoria tritici

DETECTION SPECIFIQUE

Classic PCR

T1E T2B S1E S2@ blanc®l R1E R2E ( Aird

gPCR SYBRGreen
gPCR TagMa
BLAST

Melt Curve

Amplification Plot

Lanterbecq_15
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Project #4 - BIOSENS HILCITCY -

DéVGlOppement de biocap Quon'l'lflcohon / SpeCIfIC de-l-ec-l-lon France-Wallonie-Vlaanderen i
détecter et quantifier pathogenes et agents/prodults de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Validation labo Pathosystéme:
(rlon Blé — Zymoseptoria tritici

Standard Curve Amplification Plot

VALIDEE en LABO
(outils de biologie

77 / moléculaire classique)

QUANTIFICATION

Courbe Standard

Lanterbecq_16
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Développement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour France-Wallonie-Viaanderen &
détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Prépar_ation Pathosysteme:
echantillons Blé — Zymoseptoria tritici

ECHANTILLONS

Alr (spores)
Feuilles
Sol
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Developpement de biocapteurs compacts et faciles d’utilisation pour

France-Wallonie-Vlaanderen tioeestou

détecter et quantifier pathogenes et agents/produits de biocontrole SMARTBIOCONTROL

Perspectives...

DIFFERENTS PATHOGENES

FUSARIOSE ROUILLE

e Puccinia striiformis
* Puccinia recondita

» Fusarium graminearum
* Microdochium nivale

AGENTS DE BIOCONTROLE

BACILLUS AMYLOLIQUEFASCIENS BACILLUS SUBTILIS

LIPOPEPTIDES Lanterbecq_18
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DIFFERENTS PATHOGENES

|

oligonucléotide Y

Perspectives...

eligonucléotide X

PUCES
MULTICIBLES

D=100 pm

75 mm . Image from ESI Montreal

/

25 mm
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Déborah Lanterbecq
Responsable
Martin Spanoghe
Maitre-assistant chargé de recherche
John Riviére
Assistant de recherche
Meganne Moulin
Assistant de recherche
Francois Dupont
Assistant de recherche
Camille Dekuijper
Assistant de recherche

Iiatoire de iotechologie et
Biologie Appliquée

Websites

http://www.carah.be
http://www.condorcet.be/recherche-appliquee/laboratoire-de-biotechnologie-et-de-biologie-appliquee.html
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