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Plan de I'exposé

e Introduction sur les SDP



Interactions plante/bioagresseur

Bioagresseur

l Défenses = =— = Délfen_ses
systémiques

Mort cellulaire




Trois catégories de défense

Action biocide

- métabolites Il (phytoalexines)
- protéines (protéines PR)
- formes actives d’oxygene (ROS)

Barriere
=S / . chimique




Trois catégories de défense

Renforcement pariétal

- polyphénoils (lignine)

- polysaccharides (callose)
- protéines

Barriere
physique




Trois catégories de défense

Signalisation
- Acide salicylique
- Acide jasmonique
- Ethylene

Signaux
d’alerte




Trois voies de signalisation majeures

Antagonisme | Additivité

Barrieres Barrieres A\ Barrieres
chimique & chimique & =— chimique &
physique % physique

Résistance a d’autres
bioagresseurs

Résistance a certains
bioagresseurs




Interactions plante/blioagresseur

Bioagresseur

SA/JA/IET )
Défenses = = = Delfen_ses
systémiques

Mort cellulaire

Bioagresseur

(Défenses)

Maladie Maladie Maladie




Interactions plante/bioagresseur

Bioagresseur

l Défenses =— = =

SA/JAIET SA/JAIET

— -p  Défenses
systéemiques

Mort cellulaire

Bioagresseyr

(Défenses)

Maladie Maladie Maladie




Offre actuelle en SDP

Exemples de produits accessibles (officiellement ou non)

revendiquant un effet de stimulation des défenses, ou du moins

une protection de la plante sans action directe sur le pathogene

Agat-25k
Agro mos
Alexin
Aliette
Altex
Binab
Bion
Carraghénanes
Chitoplant
Chitosan
Cofuna
Comcat
Crop set
Ecobio
Ele-max
Elistim

Elot vis
Ema
Embiosa
Ethephon
Fencheldl
Grinkraft Brottrunk
llsamin
lodus 40
IRF 84

ISR 2000
Kendal
Lecithin
Lysaplant
Megagreen
Messenger
Milsana

Mycosin
Nectar Intense
Neudo-vital
Novosil
Oikomb

Pen referer
Penergetic
Phyto3
Promot
Proval PK2
Purin d’ Ortie
Purin de Préle
Regalis

Rezist
Rootfeed
Semafort

Sérénade
Siliforce
Stifenia
Stimulase
Stimulia
Technobiol
Terra biosa
Timorex
Trafos
Trianum
Trichosan
Trichostar
Ulmasud
Vitaalin-trichoderma
V-Plaask




Offre actuelle en SDP

Exemples de produits accessibles (officiellement ou non)

revendiqguant un effet de stimulation des défenses, ou du moins

synthese

A
Altex

Binab

Bion
Carraghénanes
Chitoplant
Chito
Cofuna

Ele-max
Elistim

tion de la plante s

Produits de

d’organismes divers

biosa
ephon
Fencheldl
Grinkraft Brottrunk
llsamin

lodus 40

|IRF 84

20

Extraits

pd

Oikomb
Pen referer
Penergetic
Phyto3
Promot
Proval PK2
Purind

Purin de Préle
ﬁgalis

Rezist
Rootfeed
Semafort

Microrganismes
divers

ur le pathogene

Stimulia
Technobiol
Terra biosa

Composés purifiés
d’organismes divers

Z_
=




Constat

Efficacité globalement décevante en conditions de production

m==)> Manque cruel de méthodes de criblage en amont
(utiles pour la profession au sens large, législateurs)

m=) Nécessité de comprendre comment utiliser ces nouveaux
produits en conditions de production



Plan de I'exposé

e Travaux sur le pommier

- Criblage amont



Criblage amont

1¢" dilemme

SDP candidats

et/ou
Propriétés Propriétés
d’induction de d’efficacité de
défenses protection

Quel pathosysteme ?



Problemes phytosanitaires du pommier

Puceron vert
(Aphys pomi)

Feu bactérien
(Erwinia amylovora)

Tavelure Carpocapse Alternariose
(Venturia inaequalis) (Cydia pomonella) (Alternaria mali)

Puceron cendré Araignée rouge Nectria
(Dysaphis plantaginea) (Panonychus ulmi) (Nectria galligena)



Criblage amont

SDP candidats

et/ou

Propriétés Propriétés
d’induction de d’efficacité de
défense protection



Criblage amont

SDP candidats

Propriétés
d’induction de
défense

Propriétés
d’efficacité de
protection
dans différents pathosystemes



Criblage amont

2¢me dilemme

Quelle méthode choisir ?



Meéthodes possibles

ciblée globale

Gene de défense

l

ARN ] >

ADN

ENm BTEB (% du contrble)

i, _
(dont enzymes) Ny — A e "
T SHTRSE 4
Métabolites 1 \
Macromolecules T T .




Meéthodes possibles

Avantages

Inconvénients

Meéthodes globales

Faible risque de
« passer a coté »

e Reste coliteux

e Masse de données pas
facile a gérer

Méthodes ciblées

Plus accessible
(colit, données)

Gros risque de « passer
a coté »




Analyse ciblée : risque de « passer a coté »

chimique &

Barrieres A‘
physique -

Barrieres
chimique &
physique

A\

Activateurs de la voie ET

s

Barrieres
chimique &
physique

0

Marqueurs spécifiques de la voie SA




Analyse ciblée : risque de « passer a coté »

Activateurs de la voie SA

chimique & chimique &
physique 2 physique

chimique &
physique

Barrieres A‘ Barrieres A\ Barrieres
R

Marqueurs spécifiques de la voie ET




Meéthodes possibles

ciblée globale

Gene de défense

ADN
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M.N. Brisset, INRA Angers, 28 sept. 2011



gPFD = Puce Faible Densité quantitative

Outil moléculaire prét a I'emploi pour quantifier 28 marqueurs de défense
dans un tissus de plante

(Brevet WO/2011/161388)

\ ¥

- g ‘ 1 plaque =1 échantillon de tissus




Sélection des 28 marqueurs il Barriere chimique

l
l

Pectine

()
()

Y \

—
e

l

()
cad

+ méthanol

Pectates Callose Lignine

K Glucose-6-P
Ribilose-S-P Glyc\era*dehyde-S-P

Al Barriere physique

Signalisation

o] -

Erythrose-4-P Phosphoenolpyruvate
A
Pyruvate
o X\
Shikimate Acetyl CoA
A

AA aromatiques  AA aliphatiques

Phénylalanine
Cinnamate

p-Coumarate

v

Caffeoyl-CoA « p-Coumaroyl CoA

FETN R —

Chalcones N\
—
DHC
Flavanones

@~

V

Glutathion

l
l

Alkyl cysteines sulfoxides

Vi

Acides sulféniques

/N

¢
o |
Vo

MEP

Vo

Vo
>

()
Fpps

GGPP <«—— FPP <—— GPP

¥ ¥

Flavan-3,4-diols Flavonols

G- -

Anthocyanidines Flavanols

Oxydes de  Thiosulfinates
propanthial

Diterpenes Triterpenes Monoterpénes
Polyterpenes Sesquiterpenes
Chlorophylle  Protéine prenyl.

Modification de la paroi

Produits phénoliques + quinones

Cysteine sulfoxides

Isoprénoides

ETIRT e
Signalisation SA, JA, ET




Sélection des 28 marqueurs il Barriere chimique

Al Barriere physique
\L K Glucose-6-P
Ribilose-S-P Glyc:*dehyde-&P

Signalisation

o~ -

l Erythrose-4-P Phosphoenolpyruvate
A
l Pyruvate 1
Shikimate Acetyl CoA l
Pectine \L

()
AA aromatiques  AA allphathues ¢ ¢
Phénylalanine GIutathlon MEP

o | o

p-Coumarate

«—— GPP

p-Coumaroyl CoA

() Alkyl If
e % \ y CyStelnes - .\-\E
Chalcones \ €

Flavinones I\/Ietabollsme secondalre
¥ \ / \ Y

amp-3,4-diols  Flavonols Diterpenes Triterpenes
Oxydes de  Thiosulfinates Polyterpenes Sesquiterpenes

propanthial Chlorophylle Protéine pre

Monoterpénag
Pectates Callose

+ méthanol

G Protéines PR

Lignine

Anthocyanidines Flavano

roduits phénoliques + quinones

Stress ox.

Sines PR dant




Matériel et méthode

Matériel Végétal

Semis de pommier

Meéthodologie

Pulv. des produits a JO
(£ H,0,aJ1)

el -'.."ﬁ'v.

(population)

Prélevements de disques
foliaires a JO, J1, J2, J3

o=

|

Extraction d’ARN




Exemple de résultat avec 11 SDP candidats

A B Cc D E F G H | J K
RéPfESSiO“‘ ’ Induction ["h.0, [+H,0] [ - Hz02 [+Hz0: ~Hy0z |#Ho0g| [ -H20; [#Ha0z| [ -H20; [+H20z| | - H20, [#Ha0s| | - Ha02 [+H204| [ - H202 [#H:05| [ - H202 [+H:05| [ - H20; [#H:0:
1]32]33[22]43] [31]92]33[42]33 31]32]33]32[43] [21]92]33[22]33] [32]92]a3[a2]33| [31]a2]23]a2] 3| [32]22]3]32]a3] [31]a2]a3]32] 3] [32]a2]33]a2]a3] [21]32]a3[22]43] 323

H20,

PR1
PR2 .
PR4 I |
Protéines PR PR5 |
PR8
PR14
PR15
PAL
ANS
Voie des phénylpropanoides |CHS
DFR
PPO
HMGR
Voie des isoprénoides FPPS
FAR

| | -I | * II 11 | ILII

I |H.' . .

Voie de la cystéine CSL

APOX
Stress oxydant GST l l II i I l l I I
POX LRI TN . . . .

CAD
Modifications pariétales CalS

PECT L | 1 NN

Voie de I'acide salicylique EDS1 1} o | 1
WRKY : : :

LOX
JAR

ACCO NI BLIL

EIN3

Voie de I'acide jasmonique

Voie de I'éthyléne




Répression ‘

Exemple de résultat avec 11 SDP candidats

} Induction

A B C D E

F

G

H

J

K

-H202 [+H202| | -H202 [+H202§| -H202 |+H202| - H202 |+H202| | - H202

+H20;|

- H202

+H20;)

-H0; |+H:04 ) - H:0:

+H,0,

- H202

+H20;

- H202

+H20;

- H202

+H20;]

H20,

32[33

J31]32]33

SERE |

SE\RE RE EEEE | EEREEE

32[33

31]32[33[32[ 23

J31]32]33

32[33

31J32]33

32[33

32[33

Protéines PR

PR1

PR2

PR4

PR5

PR8

PR14

PR15

i

.i! ‘ IH

h

Voie des phénylpropanoides

PAL

ANS

CHS

DFR

PPO

S RE REEEEE N ER EEEE EEEE (ER EEEEEEEE | SREEEEEEEEN ‘REEEE
| [
I
: I
I

Voie des isoprénoides

HMGR

FPPS

FAR

Voie de la cystéine

CSL

lﬂ,

Stress oxydant

APOX

GST

POX

Modifications pariétales

CAD

CalS

PECT

Voie de I'acide salicylique

EDS1

WRKY

Voie de I'acide jasmonique

LOX

JAR

!

Voie de I'éthyléne

ACCO

EIN3

AN

[/

Quatre candidats sont capables d’induire de maniere significative et
répétable un nombre important de genes de défense




Criblage de SDP sur pommier

SDP candidats

Propriétés
d’induction de
défense

3 pathosystemes

Propriétés
d’efficacité de
protection

dans différents pathosystemes



Choix des 3 pathosystemes majeurs du pommier

Feu bactérien
(Erwinia amylovora)

Semis de pommier
(population)

Tavelure
(Venturia inaequalis)

.. permettent le complet développement des
symptomes typiques

Puceron cendré
(Dysaphis plantaginea)



Infection
relative(%)

Feu
bactérien

Résultats de protection avec
les 11 SDP candidats

K

Strept.



Feu
bactérien

Résultats de protection avec

les 11 SDP candidats

80

60 —

Infection

relative(%)

20
0

Eau A

B C D E

A

B E

=

G H I

K

J

K

- H20,

+H204

- H20;

+H0l| - H202 [+H20o|fff - H20; |+H202( | - H202

+H20,)

-H0; |+H02

Répression‘ ’ Inductiiomz02 |+H202| | - Hz02 |+H:02f| -H202 |+H20:f - H20; |+H:0:|fl - H:0; |+H:0:
EFEEEREEEREEEEEEREEE |EREEEEEEEE [EREEEEEEEE EREEEEEEEE

31]32]33

REEE |

31]32]33

EEEE (EREEEEEEEE FREEEEEEEENEREEEE

32[33}

31]32]33]32]33

PR1
PR2

Protéines PR PR5 |

i

4l

th

Voie des phénylpropanoides [CHS

Voie des isoprénoides FPPS

Voie de la cystéine CSL

Stress oxydant GST

Modifications pariétales Cals

Voie de I'acide salicylique

Voie de I'acide jasmonique

Voie de I'éthyléne

Pas de faux négatifs

Un faux positif




Résultats de protection avec
les 11 SDP candidats

Feu
bactérien

Tavelure et
puceron cendré

T
80V ; = L 1 __7
Infection 69 1 N A
. 40 || X~ -
relative(%) T T ~
20
0 —_
Eau A B C D E F G H I J K Strept.
A B E F | J K HeO2
Répression ‘ ’ Inductiiomi202 |+H20| | - Hz02 |+H:02)| -H202 |+H20: - H202 |+H20|fl - H20; |+H202| | -H:02 [+H:0ff | -H202 |+H20:f( - H20; |+H:0:ff - H202 [+H202| | -H202 [+H202| [ - H202 |+H:20)
EEEEEEEEEREEREEEEREEE (EREEEEEEEE EREEEEEEEE| EREEEEEEEENEREEEEEEEE |EEEEEEEEEE |EEEEEEEEEE| R EEEE EEEEREE EBEE EEEE N ER EEEEEEEENEEEE
PR1 . .
PR2 . | I |I I I |
PR4 I I | g
Protéines PR PR5 | | ] . |
PR8 ] | ! | | . . | : |I |I
PR14 : . | .
PR15 ) ] 11 |
PAL | |
ANS
Voie des phénylpropanoides [CHS
DFR
PPO | | .
HMGR . . |
Voie des isoprénoides FPPS |
FAR |
Voie de la cystéine CSL L|
st L b an| CHo
Stress oxydant GST
POX 1L 1A |
CAD
Modifications pariétales Cals
PECT I _l__j_ S
) L e EDS1 Ny
Voie de I'acide salicylique WRKY
Voie de I'acide jasmonique LOX
JAR 1
Voie de I'éthyléne Q(I:Nclio I l l

Pas de faux négatifs Un faux positif




Plan de I'exposé

e Travaux sur le pommier

- Fonctionnement au verger



Fonctionnement au verger
Constat actuel

Induire une résistance significative et répétable au champ reste un défi
méme avec un “vrai” SDP testé au labo

Nombreux points a étudier. Parmi eux :

Réceptivité/réactivité au champ

Effet génotypes

Qualité de I'application

Intégration dans les calendriers de traitements

AN A NANAN




Fonctionnement au verger
Constat actuel

Induire une résistance significative et répétable au champ reste un défi
méme avec un “vrai” SDP testé au labo

Nombreux points a étudier. Parmi eux :

Réceptivité/réactivité au champ

Effet génotypes

Qualité de I'application

Intégration dans les calendriers de traitements

AN NA AN




Une certitude

Stress abiotiques Stress biotiques

Interactions
multiples ?

SDP



... retour au labo Eau Bion

Un exemple : effet de I'intensité wmIERE] lumIERE

lumineuse sur la réponse a un SDP i

PR4
PR proteins PR5
PR8
PR14
Sous intensité PR15
lumineuse croissante Pl
ANS
Phenylprop.path. |CHS
DFR
, Y o g o0
Semis de pommier HMGR
Isoprenoids path. |FPPS
Far

+ Cys. Path. Alli
Apox
. \ Oxidative stress [GST 20 BEEE
Analyse gPFD 3 jours apres POX o il
application d’eau ou du Bion CAD
Cell-wall modif. [CalS
Pect2

EDS1 18 T
A path.
S pa WRKY ‘ . 1 m
Lox2
JA path.
pa JAR

ACCO
EIN3

ET path.




... retour au labo Eau Bion

Un exemple : effet de I'intensité wmIERE] lumIERE

lumineuse sur la réponse a un SDP i

PR& | | ]|
PR proteins PR5 ‘
PR8
PR14
Sous intensité PR15
lumineuse croissante PAL
ANS
Phenylprop.path. |CHS l N
DFR TTHEL L
PPO o B ‘ 1 I8
HMGR
Isoprenoids path. |FPPS
Far

~

Analys Impact indéniable LU ] ]

applica . .
des conditions environnementales

N T T

Lox2
JA path.
- JAR
ACCO
ET path.
EIN3




Fonctionnement au verger
Constat actuel

Induire une résistance significative et répétable au champ reste un défi
méme avec un “vrai” SDP testé au labo

Nombreux points a étudier. Parmi eux :

Réceptivité/réactivité au champ

Effet génotypes

Qualité de I'application

Intégration dans les calendriers de traitements

ANANA VAN




... retour au labo

Comparaison de génotypes

Niveau global de défense

0N BhNONDO ©

Scions greffés

4

Analyse gPFD 3 jours apres
application d’eau ou de Bion

l}cw’b“‘ -y

‘!hv

[]Jo

Elstar Fuji Gala
(++) (+) (+++)

Golden
(+++)

Variétés (sensibilité a la tavelure)

Pink Lady
(++++)




Comparaison de génotypes

... retour au labo

Scions greffés

4

Analyse qPFD 3 jours apres
application d’eau ou de Bion

Est-ce réaliste de tenter de protéger un génotype tres sensible,
ayant un tres faible niveau de défenses constitutives,
9 avec un SDP ?
- - ~—&3 1 !
S R L | L
S 6
g, T
= Elstar Fuji Gala Golden Pink Lady
(++) (+) (+++) (+++) (++++)

Variétés (sensibilité a la tavelure)




Fonctionnement au verger
Constat actuel

Induire une résistance significative et répétable au champ reste un défi
méme avec un “vrai” SDP testé au labo

Nombreux points a étudier. Parmi eux :

Réceptivité/réactivité au champ

Effet génotypes

Qualité de I'application

Intégration dans les calendriers de traitements

AN NANAN




Point de
ruissellement

400 L/Ha 800 L/Ha

1 1

Volume classique  Volume moins classique



... retour au labo

Fort effet dose démontré au labo
(induction de défense)

Dilution en série au % de Régalis
Méme méthodologie (pulvérisation manuelle, analyse gPFD)

Semis de pommier

.5 - PR14

4,0 -
3,5 -
3,0 -
2,5
2,0
1,5

I

Rapide diminution du niveau
d’induction

i

057 )0 Eau Dilutions en série au 72 de Régalis

Log2ratio

1,0
0,5

13



... retour au labo

Fort effet dose démontré au labo
(induction de défense)

Dilution en série au % de Régalis

Méme méthodologie (pulvérisation manuelle, analyse gPFD)

Semis de pommier

4,5

PR14
4,0

3,5 -
o 30 Rapide diminution du niveau
5 25 - I d’induction

Le mode d’application des SDP mériterait
peut-étre plus d’attention...

- —l 7 . 7 .
057 jo  Eau Dilutions en série au 72 de Régalis

13



Fonctionnement au verger
Constat actuel

Induire une résistance significative et répétable au champ reste un défi
méme avec un “vrai” SDP testé au labo

Nombreux points a étudier. Parmi eux :

Réceptivité/réactivité au champ

Effet génotypes

Qualité de I'application

Intégration dans les calendriers de traitements

ANANANAN




Parcelle expérimentale de 'INRA d’Angers

1 ha ‘Golden’ Reinders®/M9 Emla

3 blocs de 4 parcelles de 5 rangs de
13 arbres

Protocole

e Témoin positif : Protection Fruitiere Intégrée | PFI

ou B

e Témoin négatif = PFl « allégée » |PFI al

e 2 modalités « test » : PFl «allégée » +




Essai 2013

e Focalisation sur la tavelure
* PF| allégée en fongicides pendant |la période de contamination primaire (- 10)

e Application systématique de Bion tous les 8 jours pendant cette période (+ 10)

Lecture 20 juin

Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3
100 n - o
_ 80 - B -
£ 60 - 5 . -
Q r [ 8
€ 40 F B - - 1
B 20 _ g _ i |_ .
N x
PFI PFl al. Bion PFI PFIl al. Bion PFI PFl al. Bion

100 F i = i
80! % f—
60 H : .
20+ . T H &

20} i D :

N P — g !

PFI PFl al. Bion PFI PFl al. Bion PFI PFl al. Bion

% infection




Essai 2013

e Focalisation sur la tavelure

* PFl allégée en fongicides pendant la période de contamination primaire (- 10)

e Application systématique de Bion tous les 8 jours pendant cette période (+ 10)

Lecture 20 juin

Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3
100 ;
2 60 —|V \ V oL
IR — ' N
HGE_J 40 J_.;.(/’ \ S
S a N )
20 e ..
0 Résultats tres encourageants. S
\ . . d ion
Reste a affiner le calendrier...
100
| k _/
W/ 80
)y — 4
2 60 A I
) / \ :
(]
£ 40 : — Sy
X , ‘
=20 _ N
I B A K

PFI PFl al. Bion PFI PFl al. Bion PFI PFl al. Bion



Impact des autres intrants sur |'efficacité des SDP

Retour au labo....

Exemple d’un éclaircisseur Rhodofix

Semis de pommier

A B © D \E F G H I J K s
-H20; |+H202( | -H202 |+H20z| | -H202 |+H20;| [ -H202 |+H202| [ - H202'\\#H202| | - H202 [+H20z| | - H202 [+H20z| | -H20z |+H202| [J - H202 |+H202| | - H202 [+H20;| [ - H202 |+H20,
11]92]33[2]43] [41]32]23[42]33 11]32]33[a2[u3] [21]92]33[Ne|u3] [2]32]23[a2] 33| [31]a2]3]a2] 3| Ja1]a2]3]32]a3] [pa]a2]a3]a2]a3] [a2]a2]35]a2]s3] [a1]a2]a3[a2]u3] [32]33]
PR1 : : : :
= I il '
PR4 N ! : [ | |
Protéines PR PR5 | : | 1
PR8 | . , iip L L
PR14 | 1 | . 1 |
PR15 | | . | 11! .
PAL | : I [
ANS

Feu
bactérien

Relative 28 I [
infection (%) 20 1 T T
0 —
Water A B C D E F G H I J K Strept.




Impact des autres intrants sur |'efficacité des SDP

Retour au labo....

Exemple d’un éclaircisseur Rhodofix

Semis de pommier

7
| : < H202
- Ha -H202 [+H202| | - H202 [+H202

- J1]92 QUGSUOH : 3| [92]a2]u3]a2]a3] [32]u2]33]a2]a3] [22]43

PR2 . . . .

- o Inversement, pourrait-il y avoir des effets KN I

- antagonistes de certains intrants rh %
| . afit!

o vis-a-vis des SDP ? I

Feu
bactérien
. \ L
_ S — \
Relative 28 I [
infection (%) -0 1N T L
0 —_—
Water A B C D E F G H I J K Strept.




Conclusion

Du succes au labo...

e Méthode qPFD mise au point sur pommier .
e Permet uniqguement de cribler des SDP « a potentiel » p

Pad e Résultats encourageants

_” e Mais le plus gros reste a faire...

e ... au succes au champ



Merci de votre attention



