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Etats des lieux des résistances

chez Cercospora beticola

vis-a-vis des Strobilurines et des Triazoles

EX
4 @ Réseau de Réflexion MINISTERE
' etde .".?c(_hr'(hus sur E;é:f:;%%\:g:fsmné "
4 P esRésistances LMENTARE N
N | aux Pesticides Pt a ses



Cercospora beticola

Agent de la cercosporiose de la betterave

Lésions nécrotiques au niveau foliaire

Forts impacts sur les rendements

Développement favorisé pas un climat chaud et humide
Cycles répétés de contamination et dissémination

Gamme d’hotes chénopodiacées (autres familles...)
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Contexte

Baisse d’efficacité des Strobilurines dans les parcelles des 2014-2015

Forte pression de la cercosporiose depuis 2017

Nombre de substances actives & modes d’action disponibles réeduit

—

Inhibiteurs de I'a-14-déméthylase :

IDMs - triazoles
Inhibiteurs A14-reductase et/ou A8-->A7 isomérase : o

(Pipedine = fenpropidine )

)

Inhibiteurs du cytochrome b (complexe Ill) — QolP :
(Strobilurines) A : Respiration mitochondriale

et production d'énergie

Inhibiteurs succinate deshydrogénase (complexe ) :
(SDHI)

Cuivre (statut derogatoire)
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|-Statut des résistances
ViS-a-VvIS des Triazoles et
des Strobilurines en France

Approches par tests biologiques




statut des résistances en France

Vis-a-vis des Strobilurines (Qol-P) et des Triazoles (IDMs)
2 campagnes de prelevements realisées par I'ITB 2019 et 2020
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statut des résistances vis-a-vis des strobilurines

A : Respiration mitochondriale

Tests biologiques en population et prodution dénerie

- Test en dose discriminante (DD) sur populations de spores azoxystrobine (5 mg/l)
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qualitative

EFFECTIFS

CI50 S csor [C]

- 2 modalités azoxystrobine +/- SHAM : Résistance liée a la cible et non liée a la cible
(AOX)
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statut des résistances vis-a-vis des strobilurines

AZOxyStrOblne (5 mg/l) + SHAM : RLC ﬁ:Respiration.mitc:chond'riale
et production d’énergie

0 O 2019

10-] O 2020

proportion de B>
spores résistantes %20_30}
130-40]

B ]40-50]

B >50

RLC généralisée
Confirmée par la recherche de G143A chez 79 souches isolées en 2019 et 2020 :

100% mutées
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Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

S LR MR R HR

Résistance aux Triazoles est quantitative

effectif

[€]

CIs0 S CI50 HR

Test en croissance mycelienne : établir des courbes dose-réponse et estimation des

Clg,d’'un panel de souches
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Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

Sensibilité d’un panel de souches vis-a-vis de 10 Triazoles _

Nombre de souches

Substances actives testées en croissance
myceélienne

D
uthampton s Bruxelles BN

Brighton

CYPROCONAZOLE 43 ‘,’,“3 ml: s
DIFENOCONAZOLE 101 'Q? = ' '7’
EPOXICONAZOLE 43 y E,“S' ( W
FLUTRIAFOL 46
MEFENTRIFLUCONAZOLE 90
METCONAZOLE 35
PROCHLORAZE 43
PROTHIOCONAZOLE-
DESTHIO 101
TEBUCONAZOLE 46
TETRACONAZOLE 100
668 estimations de Clg,
10 substance actives sur 103 souches
différentes
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Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

Clsp (mg.L™)

Sensibilité d’un panel de souches vis-a-vis de 10 IDMs
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Une variation continue de la sensibilité pour
I'ensemble des substances actives
&
Corrélation positive entre les CI50 des
différentes substances actives :
résistance croisée entre les triazoles




Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

Sensibilité d’un panel de souches vis-a-vis de 10 IDMs

Une variation continue de la sensibilité pour
'ensemble des substances actives

Choix de 2 DD pour chaque SA pour tests en
population de spores

2 DD - 3 classes de FR

Facteurs de Résistance FR <30 FR30-100 ma:&mO))]

?o Méfentrifluconazole 1.3 1.3a5
(S Difénoconazole 2 236

(7]

a Tétraconazole 5 5a18
o

a

Prothio-Desthio 1.51 1.5135




Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

MEFENTRIFLUCONAZOLE —

Distribution des fréquences
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Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

DIFENOCONAZOLE _

Distribution des frequences
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Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

PROTHIO-DESTHIO _

Distribution des fréquences
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resistance aux Triazoles

lI-Mécanismes de




Mécanismes de résistance vis-a-vis des Triazoles

Modification de la cible

Séequencage du gene Cyp51 codant pour la cible des triazoles I'a-14-demeéthylase chez
souches isolées

Sur = 100 souches :
- 8 mutations non sens # identifiées + nombreuses mutations sens
- 19 haplotypes #

<<
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| |
CbCYP51 = 544 amino acids Inspirée de Spanner et al. 2021
1452111 1451987 1450356 (not to scale)
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Mécanismes de résistance vis-a-vis des Triazoles

Sensibilité en fonction des haplotypes

50 =

40 —

30 -~

20 -

Clso (mg.L ™)

10 =

haplotype

Grande variabilité phénotypique au sein des souches
porteuses d'une méme mutation et au sein des
haplotypes

Autres mécanismes de résistance en jeu :
surexpression de la cible ?
(mécanisme déja rapporté dans littérature)

el Q 1u d
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E n=3 n=1 n=1 n=1
é O difénoconazole
! O méfentrifluconazole
i O prothioconazole—-desthio
E _ O tétraconazole
<
[l 7| =
@ < 'ba--aﬁ' ool
1 1 I 1
12 13 15 16
haplotypes Description
3 Alléle sauvage 2
4 L144F (T)
7 L144F (C) + E170 (silencieux)
8 L144F (C) + E170 (silencieux) + 1309T
9 1387M
10 L144F (C)
11 Y464S
12 L144F (T) + E460Q
13 L144F (C) + E170 + D461E
15 S28 + A184P
16 Allele sauvage 1 (T-124C)




Mécanismes de résistance vis-a-vis des Triazoles

Niveaux d’expression de Cyp51

uE raha - L144F,
- L144F + 1309T,
- Y464S
. Surexpression significative
au groupe non mute.

Pas de différences
significatives intra-groupe

Moyenne ratio d’expression Cyp51

n=9 n=3 n=7 n=6

L144F Y464S L144F Non
+1309T mutées
Surexpression Cyp51 présente chez des souches résistantes et avec mutations

N’explique pas la variabilité phénotypique au sein des souches porteuses d’une
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Mécanismes de résistance vis-a-vis des Triazoles

Modification de la cible généralement associée a une perte de
sensibilité vis-a-vis des triazoles

Grande diversité des mutations et de leur association

Surexpression de la cible faible - r6le dans la reduction de sensibilité ?

ﬁuricol —p Fécostérol -—-> Ergostérol‘ w

, . r\ 1 - Modification de la cible des triazoles (Cyp51)
Autres mecanismes ? A
A, 2 — Surexpression du géne Cyp51
Triazoles
Cyp51

3-Augmentation de l'activité des A AA

transporteurs ABC ?
\K p A //

A
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Mécanismes de résistance vis-a-vis des Triazoles

Modification de la cible généralement associée a une perte de
sensibilité vis-a-vis des triazoles -

Grande diversité des mutations et de leur association

Surexpression de la cible faible - r6le dans la réduction de sensibilité ?

Développement
d’un outil de
sequencage

haut debit avec
une approche

populationnelle

AutreS mécan |SmeS 7 r\ 1 - Modification de la cible des triazoles (Cyp51)

A, 2 — Surexpression du géne Cyp51
Triazoles

Cyp51

3-Augmentation de l'activité des A AA

ﬁuricol —p Fécostérol -—-> Ergostérol‘ w

kk transporteurs ABC ? A

2

A
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l1I-Developpement d’'un outil
d'analyse haut debit

Détection et quantification d’alleles de resistance aux
Triazoles et aux Strobilurines




Détection et quantification d’alleles de résistance aux
Triazoles et aux Strobilurines

1 pop = Extraction Cytochrome b Etiqguetage
50 lésions / du pool moléculaire
50 feuilles d’ADN —

par pop

Etiquette Alléle d'un
Rouge=Popl des génes
d’intérét

» Information a la fois qualitative et quantitative (quelle(s) mutation(s) a
guelle fréquence) pour toutes les positions (loci) pour 2 genes pour toutes

| les populations
JER % 'ﬁ)‘{ Resvstanccs d




Détection et quantification d’alleles de résistance aux
Triazoles et aux strobilurines
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Détection et quantification d’alleles de résistance aux
Triazoles et aux strobilurines
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Résultats populations du terrain pour le gene Cyp51
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Conclusions

v Strobilurines (Qol-P)
Résistance généralisée avec quasi disparition de I'alléle sensible dans les populations

v Triazoles (IDMs)
Résistance présente dans les populations — variable selon la pop et la SA

Déterminants génétiques identifiés au moins en partie avec de nombreux alleles de
résistance (RLC)

v' Outils d’analyses
Approches populationnelles fonctionnelles en tests biologiques et moléculaires

v Outils séquencage haut débit :
Suivi de I'évolution des alléles en fonction des SA &
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Statut des résistance vis-a-vis des Triazoles

TETRACONAZOLE _

Distribution des fréquences
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