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Les éliciteurs sont des substances
capables de provoquer
des réactions de défense
chez les végétaux, qui sécretent
alors des molécules
s’opposant a I'implantation
ou au développement d’agents
pathogeénes. L’avancée
de la recherche fondamentale
et appliquée permet aujourd’hui
de proposer des formulations
d’eliciteurs pour la protection
des végétaux. Nous présentons
ici des travaux sur un composé
d’extraits d’algues, d’extraits
d’acides aminés et de matieres
fertilisantes développé
par la société Tribo Technologies.
Codé TTFs, il est autorisé comme
fertilisant sous le nom de Sémafort.
Il a montré des effets significatifs
sur plusieurs couples plante/
pathogeéne lors de travaux menés
a I'Institut de biologie
moléculaire des plantes (IBMP)
de Strasbourg (CNRS)
et au laboratoire Bretagne
Biotechnologies Végétales (BBV).
* BBV, Bretagne Biotechnologies Végétales.
*Institut de Biologie Moléculaire des Plantes
du CNRS (UPR2357). 12, rue du Général-Zimmer,
67084 Strasbourg Cedex.
***Tribo Technologies.

() ndlr : sur loidium du fraisier, voir notre n® 601
de février 2007, pp. 24 d 27.
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a stimulation des défenses naturelles des
plantes a I'aide de composés appelés éliciteurs
constitue une nouvelle stratégie de protection
des cultures alternative aux pesticides ou aux
plantes transgéniques. L'usage de polysac-
charides comme éliciteurs est fondé sur leur
implication connue dans les interactions
plantes/micro-organismes en tant que signaux
moléculaires, et sur leur biodégradabilité.

Des éliciteurs polysaccharidiques issus d’algues
marines sont capables d'induire une large
panoplie de réponses de défense chez les
plantes, ceci en I'absence de toute infection.
L'induction de cette large gamme de réponses
antiparasitaires est gage de leur efficacité. Elle
leur permet de conférer des résistances
suffisantes pour protéger les cultures contre
des maladies récurrentes.

Nous avons étudié dans ce cadre le TTFs,
associant des extraits d’algues, des matiéres
fertilisantes et des extraits d’acides aminés.

Le laboratoire du CNRS a Strasbourg a conduit
des expériences afin de tester I'hypothése que
ce composé agissait en stimulant les défenses
naturelles des plantes. La plante test est le
tabac, Nicotiana tabacum L. Le produit a été
pulvérisé sur les plantes et on a évalué I'accu-
mulation de protéines aux activités antiparasi-
taires, les protéines PR (pathogenesis-related).

La figure 1 montre que le traitement a induit
I'expression d’une batterie de protéines PR
dont certaines sont des marqueurs de la voie
de signalisation de I’acide salicylique (dont le
dérivé le plus connu est 'aspirine), et d’autres
sont des marqueurs de la voie de I'éthyléne.

Tres clairement, TTF5 posséde une trés forte

activité d’induction de réponses de défense
chez le tabac. Il induit 'expression de mar-

queurs de plusieurs voies de signalisation
indiquant qu’un large spectre de réponses
de défense est activé, participant certainement
a l'activité de protection induite.

Nous avons également mené une étude pour
identifier quel composant de TTF5 serait
déterminant pour son activité biologique.

Nous avons traité des tabacs avec l'extrait
d’algues, I'extrait d’acides aminés et les ma-
tieres fertilisantes. Aucun des trois, dans
I'expérience illustrée par la figure 2, n’a induit
I'expression de protéines PR. Ceci suggeére que
c’est la combinaison des trois types de cons-
tituants qui confére son activité au produit.

Des expériences complémentaires sont néces-
saires pour comprendre le rdle et la contribu-
tion de chacun des éléments de la préparation
en terme d’élicitation de réponse de défenses
et de résistance. Une innovation majeure de
TTF5 semble reposer sur la mise en synergie de
plusieurs constituants. Les résultats sont
fortement encourageants en terme d’applica-
tion en traitements phytosanitaires.

Figure 1 - Expression de protéines PR
(Pathogenesis-related) chez le tabac \
traité avec TTFs.
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Figure 2 - Contribution des éléments
( constituants de TTFs a l'activité bl’o/ogl’que.\
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A BBV, le fraisier
apres la laitue

Dans le cadre de sa mission d'intérét régional,
BBV recherche et contribue au développement
de méthodes de protection des cultures
alternatives aux pesticides et plus respec-
tueuses de l'environnement. Depuis plus de
dix ans, le laboratoire développe des métho-
des adaptées a l'évaluation des stimulateurs
des défenses naturelles, ou éliciteurs.

Suite & un premier essai assez prometteur sur le
pathosystéme laitue-mildiou, il a évalué I'in-
térét du TTF5 contre 'oidium du fraisier, sur
lequel il est impératif d’identifier de nouvelles
méthodes de protection, a la fois pour réduire
les risques d’apparition de résistance aux
fongicides autorisés et contribuer a la réduc-
tion d’emploi des pesticides conventionnels®.

Mesurer lUeffet, et le comprendre

Plusieurs études ont été menées. Dans un
premier temps, I'efficacité de protection aprés
un traitement préventif au TTFs a été évaluée a
I'aide d’un pathotest mis au point au sein du
laboratoire de pathologie végétale de BBV.

Ensuite, des essais destinés a mieux compren-
dre le mode d’action du TTF5 ont été menés.
Tout d’abord, son effet sur la germination des
spores d’oidium, parasite strict, a été évalué ;
puis son effet sur le métabolisme de défense
des plants de fraisier a été étudié. Pour cela
trois parametres des multiples réponses de
défense possibles ont été mesurés chez les
fraisiers traités ou non avec le TTFs.

Tous les essais présentés dans cette étude ont
été menés sur de jeunes plants de fraisier
(trays plants) de la variété Elsanta.

Effet protecteur
en concjitjons
controlees

L'efficacité du TTF5 a été évaluée au cours de
4 essais indépendants (répétitions) dont les
conditions sont résumées ci-apres. La figure 3
présente de maniére simplifiée les principales
étapes de ce test.

ESSAIS D’UN ELICITEUR

Figure 3 - Représentation schématique du dispositif d’évaluation en conditions contrélées de
lefficacité du produit TTFs vis-a-vis de l‘oidium du fraisier aprés un seul cycle de traitement.
Linoculation artificielle a lieu s jours aprés traitement, qui représente le temps zéro (Jo).

b =) 15 M2FME
Bdtaplizn & Tl liavsafl Iraoulatom Ml tnh dad
FRECALADS deg P FRaCe] LTS e phiT e
Ty plania

photos BBV

Cing plants par modalité

Au cours d'un essai, par modalité, 5 plants
de fraisier sont traités a un stade moyen de
4-5 feuilles. Ainsi, par modalité une vingtaine
de feuilles sont traitées puis notées 12 a 15 jours
plus tard en fonction du niveau de dévelop-
pement du pathogéne.

Cependant, entre le traitement et le moment
de notation, il apparait en moyenne 5 a 6 nou-
velles feuilles n’ayant pas recu de produit
(feuilles néoformées). Leur notation permet,
en parallele, d’évaluer le niveau de rémanence
de la protection induite par le traitement.

Les notations sont réalisées a partir d’une échel-
le & 9 classes basée sur I’échelle officielle mise
au point par le SRPV Aquitaine en aoiit 1989.

Ces essais évaluent le TTF5 appliqué a la dose
de 0,75 % v/v. Cette modalité, au cours des
divers essais, a été comparée a trois modalités
témoins : témoin « eau », référence chimique
fongicide (Topaze appliqué a la dose de 0,05 %
v/v), référence SDN (I’acibenzolar-S-méthyle,
éliciteur connu dans la spécialité Bion MX,
analogue de I'acide salicylique, codé ASM et
appliqué a la dose de 0,05 % v/v).

L'application des modalités par pulvérisation
foliaire est réalisée préventivement cing jours
avant inoculation artificielle calibrée.

Comme on le voit figure 3, la lecture des
symptomes est réalisée 7 a 10 jours aprés I'ino-
culation artificielle, soit 12 a 15 jours apres
le traitement.

Efficacité de protection

L'expression des résultats est effectuée sous
forme de surface foliaire infestée (Figure 4).

La pression parasitaire moyenne obtenue au
cours des 4 essais sur la modalité témoin
« eau » est stable avec respectivement 46 % et
42 % de surface foliaire « oidiée » pour les
feuilles traitées et néoformées.

Alors que le niveau de développement de
I'oidium sur les feuilles traitées est nul sur les
modalités références « fongicide » et « SDN »
(respectivement 0,8 et 1,3 % de surface infes-
tée), la modalité TTFs 0,75 % présente une
efficacité proche avec une surface foliaire
moyenne oidiée de 5 %.

Figure 4 - Etude de effet du TTFs

sur le développement de l'oidium
(du fraisier aprés une application foliaire \
réalisée s jours avant inoculation

100 artificielle calibrée.
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La notation réalisée sur les feuilles traitées et
non traitées, 7 a 10 jours aprés inocul ation,
pernet d éval uer |a rénanence du TTF5 par
conpar ai son aux réf érences fongici des
(Topaze) et éliciteur de synthese (ASV). Les
lettres représentent |es groupes honogénes
suite a |’anal yse statistique (ANOVA avec _=5

%et test LSD de F sher aprés transfornation ‘

Rémanence de la protection induite

La figure 4 nous permet de conclure que la
rémanence de la protection induite par le TTFs,
sur les feuilles néoformées, reste moyenne
(surface foliaire moyenne infestée égale a
17 %) par comparaison aux deux références.

Afin de préciser ce point, la comparaison de la
protection induite par le TTF5 sur des feuilles
du méme age traitées et non traitées mériterait
d’étre faite. En effet la sensibilité a I'oidium
évaluée sur les feuilles néoformées, plus
sensibles dans nos conditions, ne permet pas
de conclure précisément sur ce point et permet
seulement de déduire des tendances.

Caracterisation
du mode d’action

Dans un premier temps, en paralléle des essais
de criblage, des tests de mesure de I'effet anti-
germinatif du TTF5 sur les spores d’oidium ont
été menés. Ces essais permettent de compléter
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les hypothéses établies sur I'origine de I'effi-
cacité (mode d’action) des produits évalués.

Ensuite, I'effet sur le métabolisme de défense
des plants de fraisier a été étudié.

Pour tester |'effet antigerminatif du TTFs, des
spores fraiches de Sphaerotheca macularis
(agent responsable de 'oidium du fraisier,
souche locale) sont mis en contact avec les
produits a évaluer. Pour une méme modalité
trois répétitions sont réalisées et, pour chaque
produit, deux concentrations sont évaluées
(dose N et 2N), la dose N correspondant a la
dose appliquée au cours des tests de protec-
tion. Pour chaque répétition, on observe 100
spores par modalité et on prend comme
pourcentage de spores germées la valeur
moyenne des 3 répétitions.

Les résultats du tableau 1 montrent que le TTFg
a tres peu d’effet sur la germination des
spores d’oidium par comparaison aux référen-
ces fongicides et ASM. Notons que I'ASM, a
c6té de son mode d’action éliciteur bien
connu, a un effet fongicide significatif sur la
germination des spores d’oidium.

Quant au TTFs, a la dose N utilisée, son effet
anti-germinatif est trop faible pour expliquer
I'efficacité de protection constatée, au
contraire de la référence chimique fongicide.

Afin de mieux cerner le mode d’action a I’ori-
gine de 'effet du TTF5, I’étude de son effet sur
I’accumulation de certains marqueurs de
défense est donc nécessaire.

Lors d’une résistance induite par un éliciteur,
de nombreuses réponses de défense peuvent
étre mises en place au niveau des cellules
végétales et de la plante entiére pour contrer
'agression du pathogeéne.

Parmi ces réponses, nous avons cherché a
mesurer l'effet d’un traitement au TTF5 sur
I’accumulation des enzymes peroxydases
(PR 9) et glucanases (PR-2), protéines PR
connues pour leur implication dans certains
mécanismes de défense des plantes.

Tableau 1 - Effet anti-germinatif des
produits testés sur les spores d’oidium.

Taux de
germination (%
Modalités |Concentrations |par rapport aux
spores totales
observées)

Témoin Eau, = 20%2
Réf. SDN N (0,8 g/1) o
(ASM) 2N 0
TIFs5 N (0,75 %) 18

2N 13,5
Réf. N (0,5 ml/I) 0
chimique
(Topaze®) 2N o
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Figure 5 - Mesure de 'effet du TTFs sur le métabolisme de défense
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Modalités de traitement

I] Prélevement avant inoculation, J5

D Prélevement 7 jours apres inoculation, J12

et effet est nesuré par |e dosage de |’ activité des peroxidases (Protéines de défenses PRO) 5 jours apres
traitenent, avant inoculation puis 12 jours apres traitenent en présence du pathogéne et correspondant a |a date
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En complément, on a dosé les polyphénols,
métabolites secondaires produits précocement
par les plantes. Leur production fonctionne
comme un mécanisme de défense. La mesure
des composés phénoliques totaux suit le pro-
tocole décrit par Folin et Denis (1916), adapté
pour l'usage sur les feuilles de fraisier.

Ces dosages sont réalisés a partir de préle-
vements réalisés a trois dates :

* Le premier a ], pour connaitre la teneur en
marqueurs de défense des plants de fraisiers
utilisés dans nos conditions d’essai.

* Le deuxiéme a J; (avant inoculation), réalisé
sur des feuilles ayant recu le produit.

* Le dernier apres la lecture, a ], réalisé sur les
feuilles traitées et inoculées. Il permet de
mesurer |'effet du traitement en conjugaison
avec l'agent pathogéne pour mettre en
évidence un éventuel effet potentialisateur
(« priming ») des produits étudiés.

Par modalité et par date, trois échantillons
distincts sont dosés et analysés statistique-
ment (ANOVA =5 % et test LSD de Fisher).

La figure 5 montre I'effet du TTF5 sur Iactivité
des peroxidases (Protéines PR-9) et leur forte
accumulation dans les feuilles traitées. En
effet, en I'absence du pathogeéne, alors que
I’eau présente une activité des peroxidases au

niveau du seuil physiologique du fraisier (J,),
tout comme la référence fongicide et I’ASM, la
modalité TTF5 présente une activité des pero-
xidases 4 fois supérieure a ce seuil. Dans nos
conditions I’ASM ne semble pas induire signi-
ficativement d’accumulation de peroxidases.

A Jip» SOIt 7 jours aprés inoculation, le déve-
loppement du pathogéne entraine une légére
accumulation de peroxidases dans la modalité
témoin « eau inoculé ». Cette accumulation,
trop tardive pour entrainer une réduction des
symptomes, est consécutive a la reconnaissan-
ce du pathogéne par une plante peu réactive.
Une plante traitée au TTF5 sera plus réactive.

Les données de la figure 5 nous laissent aussi
supposer un léger effet « potentialisateur » du
TTF5: ce dernier, en présence du pathogéne
(dosages a J;,) permet de multiplier par deux
le niveau de I'accumulation des peroxidases par
rapport au niveau a Js en I'absence du patho-
géne. Cette hypothése devra étre vérifiée.

Dans nos conditions (Tableau 2), le TTFg
montre une efficacité de protection (88 % *
5,9), comparable avec celle des références
SDN 1 (ASM) et fongicide (Topaze 0,05 %), res-
pectivement 97,2 % + 1,7 et 98,3 % + 1,7 d effi-
cacité. La rémanence du produit sur les feuilles
néoformées est significativement inférieure a

Tableau 2 - Efficacité de protection et mode d’action du TTFs et des modalités associées.

Modalités Efficacité sur Efficacité Inhibition de Induction aJs
feuilles traitées sur feuilles | la germination| (exprimée en % par rapport
(en % par rapport| néoformées (en % a la modalité Eau) des...
al'eau) (en % par par rapport Phénols PR-9 PR-2
rapport a I’eau) al'eau) totaux
Tém. Eau o (c) o (c) o (a) o(a) |o(ab) | of(a)
Réf. fongicide
(Topaze 0,05 % 98,3 (a) 97,9 (a) 100 (b) 46(a) | o) | o(a)
Réf. SDN 1
(ASM 0,08 %) 97,2 (ab) 89,3 (ab) 100 (b) 158 (a) | o (ab) |4 299 (b)
TTFs (0,75 %) 88,0 (ab) 59,8 (b) 9 (a) 30 (a) [268(c) |3 904 (b)

Synthese des essais. Les lettres entre parenthéses représentent les groupes homogeénes suite a I’analyse statistique.




Expérimentations sur la vigne,
un effet sur le mildiou

En viticulture plusieurs expérimentations
menées par I'INRA et la FREDON semblent
confirmer un effet suffisamment signi-
ficatif de TTFs5 sur le mildiou de la vigne
pour en faire une solution opérationnelle.
En effet I'application de I'éliciteur a
raison de 3 a 4 I/ha en début de saison
présente dans les premiers tests réalisés
un intérét fort tant en terme de protection
que de nutrition.

L’intérét du TTF5 sur I'oidium de la vigne
semble beaucoup plus limité, rien de
significatif n’ayant été observé a ce jour.
Une campagne d’expérimentation en
plein champ est prévue. Un travail
important de recherche a I'INRA lors de la
campagne 2008 permettra de mieux
connaitre le mode de fonctionnement de
TTF5 sur le plan fondamental (activation
des voies de défense de la vigne) afin
d’établir les corrélations avec les effets de
protections constatés au vignoble.

Figure 6 - Essais sous serre réalisés
a U'INRA de Dijon sur boutures \

de Marselan (V. vinifera). Différence
entre traitements statistiquement
significative (seuil de 5 %).
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celle des références fongicide et ASM, éliciteur
réputé pour induire une résistance systémique
acquise (SAR), ce que confirme ce travail.

Les résultats obtenus mettent en évidence le
mode d’action du TTFs.

Ce dernier agit comme un éliciteur en ayant un
effet significatif sur I'accumulation de certai-
nes protéines de défense comme les PR-9 et
PR-2. Son effet sur I'induction de la synthese
des polyphénols n’est pas significatif. Son
effet sur la germination des spores d’oidium
n’est pas significatif lui non plus.

Ce dernier résultat est important : il suggére
une absence d’effet fongicide direct, et donc
que l'effet significatif contre l'oidium sur
feuille vient bien d'un mode d’action indirect
du type éliciteur.

Remerciements : Nous tenons a remercier le
Cerafel Bretagne (Morlaix) et le Conseil régio-
nal de Bretagne pour leur participation finan-
ciére a cette étude.

Conclusion

Cette étude montre I'intérét potentiel du TTFs
dans la maitrise de certains pathogénes. Plus
largement, son effet sur les systémes de défen-
se des plantes, associé a son efficacité sur
d’autres couples plantes-pathogeénes, nous
suggerent son intérét dans le développement
de stratégies alternatives et complémentaires a
I’emploi des fongicides conventionnels. A
I'avenir, sous couvert d’'une AMM, il semble
envisageable de pouvoir protéger de maniére

Resume

Le TTF5, préparation fertilisante de la socié-
té Tribo Technologies associant des extraits
d’algue, des extraits d’acides aminés et des
matiéres fertilisantes, semblait avoir des
effets protecteurs contre certaines mala-
dies. Des recherches ont été réalisées pour
vérifier si le produit a un effet éliciteur (sti-
mulateur de défenses naturelles de plan-
tes). Des essais sur tabac au CNRS de Stras-
bourg ont montré que le produit stimule la
production de protéines PR (pathogenic-
related) signe de réaction de défense de la
plante ; aucun de ses composants ne le fait a
lui seul. Des essais & BBV (Bretagne Biotech-
nologies végétales) ont montré I'effet du
TTF5 contre I'oidium du fraisier. Le produit
n'a pas d’effet fongicide direct sur la
germination des spores d’oidium mais agit
sur le métabolisme de la plante (taux de
peroxidases ou protéines PR-9, de glucana-
ses ou protéines PR-2, et dans une moindre
mesure de polyphénols). Des essais préli-
minaires sur vigne montrent un effet contre
le mildiou.

ESSAIS D'UN ELICITEUR

satisfaisante des plants de fraisier vis-a-vis de
I'oidium & partir d’'un programme de traite-
ment utilisant une alternance TTF5/fongicide.
Des essais sont en cours afin de définir les
meilleurs programmes. En cas de résultats
concluants, cela permettrait de diviser par
deux les applications de fongicides conven-
tionnels, donc de contribuer a I'objectif de
réduction d’emploi des pesticides du plan
interministériel de juin 2006. Ceci permettrait
aussi d’augmenter la durabilité des fongicides
menacés par des risques de résistance.

Mots-clés : éliciteurs, stimulateurs de défense

naturelles, TTFs, oidium du fraisier, mildiou
de la vigne, efficacité, mode d’action.

Summary

TESTS ON TOBACCO, STRAWBERRY AND VINES OF
TTFs, a fertiliser capable of stimulating the natural
defence mechanisms of plants against pathogens

TTFs, a fertilisation product made by Tribo Techno-
logies, combining algae extracts, amino acid
extracts and fertilising ingredients, would appear
to offer protection against certain diseases. The
objective of our trial was to establish whether this
preparation could also stimulate the natural
defence mechanisms of plants. Tests on tobacco
carried out at the Strasbourg branch of the National
Scientific Research Institute showed that the
product stimulated the production of pathogenic-
related (PR) proteins; none of the three components
were able to do this alone. Other tests carried out by
BBV (Plant Biotechnology Institute of Brittany)

showed the effect of TTF5 against strawberry
powdery mildew. A study of the mode of action
established that the product did not act as a
fungicide (no effect on spore germination) but did
act on the plant metabolism (especially the content
of proteins PR-9 and PR-2). Preliminary trials on
grapevines would appear to indicate an effect
against downy mildew.
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