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Le programme initial du projet NABUCO prévoyait 6 taches présentées dans le schéma ci-dessous
(Figure 1).

Collection MMS
Souches fongiques marines

Niveau 1 s Niveau 1
Vitesse de croissance, production de spores Purification des peptaibols
. A IRHS
Niveau 2

Tolérance a divers stress
Température, dessication, sels, pH...

Niveau 3 s

Absence de mycotoxines connues

Niveau 4
Compatibilité avec les pesticides

Niveau 2 vegpalys Inn.
Analyse in vitro de I'activité antagoniste
Stimulation des défenses des plantes

- IRHS
Niveau 5 AGRAUXINE

Analyse in vitro de |'activité antagoniste

Etude de synergie
Associations souches/peptaibols/pesticides

ﬁ AGRAUXINE

‘ Valorisation

‘ Analyse in planta de I'activité antagoniste
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Tache Description Partenaire Commentaire
MMS 50 Trichoderma+ 8 autres souches marines
Fourniture de souches Agrauxine soucheTrichoderma atroviride|-1237
g 4 souches commerciales d&richoderma+ souches
IRHS N
phytopathogénes
1. Crlblage_ des souches Pa_rametres culturayx IRHS |a totalité des souches
marines (croissance, sporulation)
Tolérance a 10°C IRHS la totalité des souches
Production de mycotoxines MMS ,5 squchelsTm‘:hode_rmamarAms
(sélectionnées a partir de la tache 2)
. 5 a0 5 souchesTrichodermamarins
Croissance a 37°C IRHS (sélectionnées a partir de laache 2)
2_. Activité antagonlste_n Confrontation avec 5 agents IRHS 24 Trichodermaet 1 Acremonium
vitro des souches marines phytopathogénes
8. Purification des MMS peptaibols 11, 14, 15, 18, 19 et 20 résidus
peptaibols
4. Activités des peptaibols Ei DAAO 0060 1T A AOI IRHS la totalité des peptaibols appliqués a 1 dose sur 4 agents
in vitro phytopathogénes phytopathogénes
élicitation des défenses du pommier IRII—|S/Veg_epo|ys peptaibols 11, 15 et 19 testés a 2 doses
nnovation
IRHS/Veaenolvs Traitements préventifs :
5. Impactsur les maladies tavelure du pommier gepoly -souchesTrichodermaMMS1255, 927, 1295 testée a 1 dose
Innovation . P N
-peptaibols 15 résidus a 1 dose
Traitements préventifs :
-souchesMMSTrichodermal255, 927, 1295 testée a 1 ou 2
doses
septoriose du blé IRHSNeg_epons -peptaibols 15 et 19 résidus a 1 dose
Innovation
Traitements curatifs :
-peptaibols 15 et 19 résidus a 1 dose
o Validation du process(opérationnalité du process . o . . o
6. Valorisation de production, de purification,de caractérisation des Agrauxine a faire sur certains candidats sélectionnés
peptaibols, stabilité dans le temps)
Etude toxicité/éctoxicité Agrauxine a faire sur certains candidats sélectionnés
Enquéte de faisabilité industrielle et Agrauxine a faire sur certains candidats sélectionnés

économique




9 Exécution du projet (par tache, par partenaire),

Les taches qui ont été réalisées dans le cadre du projet et les partenaires impliqués sont précisés dans
le Tableau 1.

Deux types d’analyse prévues dans la tache 1, la recherche de mycotoxines et la compatibilité avec des
pesticides, se sont avérées particulierement contraignantes et fastidieuses. En conséquence, nous
avons décidé d’évaluer ces critéres sur un nombre plus limité de souches, c’est-a-dire les 5 souches de
Trichodermasélectionnées apreés les tests d’antagonisme menés dans le cadre de la tiche 2.

La tache 5 prévoyait d’appliquer certains souches et peptaibols présentant les meilleurs potentiels
antagonistes sur deux pathosytémes de référence : tavelure du pommier et septoriose du blé. Les
souches/métabolites ont été testées seules. Dans un second temps, il était prévu d’appliquer des
combinaisons pertinentes entre souches, peptaibols et pesticides pour rechercher une optimisation
du degré de protection contre les agents pathogenes. Cette derniére étape n’a pas pu étre réalisée
pour des raisons financiéres.

La tache 6 qui concerne une étude de la valorisation industrielle a commencé en 2018. Cela s’explique
par des difficultés rencontrées pour finaliser le protocole d’accord entre les partenaires du projet
(Agrauxine, Université de Nantes et I'INRA) et la nécessité de disposer des résultats de la tache 5 pour
sélectionner les meilleurs candidats pour lesquels une valorisation industrielle sera évaluée. Les
difficultés rencontrées dans la finalisation du protocole d’accord sont liées (i) initialement au départ
du principal protagoniste impliqué dans le montage de ce projet au sein d’Agrauxine ainsi qu’aux
réorientations stratégiques suite au rachat d’Agrauxine par le groupe Lesaffre en 2014, (ii) aux
changements d’interlocuteurs administratifs au sein de I'INRA. Agrauxine a finalement confirmé son
intérét pour le projet NABUCO et émis le souhait de préciser les perspectives d’exploitation des
résultats et propriétés intellectuelles préalablement a toute poursuite de son implication dans le projet
NABUCO. L'annexe 4 du protocole d’accord précise des modifications qu’Agrauxine a souhaité
apporter a la tache 6 du projet et qui ont été validées par les autres partenaires :

- JALON 1bis : les livrables attendus :

0 Etablissement et signature d’un protocole d’accord entre les 3 partenaires, protocole
d’accord qui est un contrat établissant les termes de la collaboration entre les
partenaires et définissant les droits et obligations des partenaires pendant la
collaboration, ainsi que décrivant les droits de propriété et d'exploitation des
différents éléments du Projet par les partenaires et les modalités de répartition,
protection et exploitation des droits de propriété intellectuelle résultant du Projet.

0 la validation de la liberté d’exploitation des micro-organismes sélectionnés suite a
I’étude des MicroOrganism Form des dits micro-organismes par le conseil scientifique
Lesaffre

0 la validation de l'opérationnalité et de la répétabilité du process production et
purification des peptaibols, de la disponibilité et de I'opérationnalité du moyen de
caractérisation des peptaibols, de I'obtention de peptaibols stables dans le temps. Les
contraintes seront identifiées.

- JALON 2bis : le livrable attendu :

0 Sélection de maximum 3 candidat(s) potentiel(s) sur la base des résultats des tests

d’efficacités in plantasur les pathosystémes choisis par les partenaires (tache 5)
- JALON 3bis : les livrables attendus :



0 Identification du (des) candidat(s) potentiel(s) sur la base de :
A Evaluation du bénéfice/risque pour chaque microorganisme ou métabolites
secondaires retenus a l'issue de la tache 5.
A Evaluation du colt homologation d’une substance active pour chaque
microorganisme ou métabolites secondaires retenus a 'issue de la tache 5
0 Décision d’Agrauxine quant a la conduite d’une faisabilité industrielle et économique
pour chaque candidat potentiel identifié.
- JALON 4bis : le livrable attendu :
O Etude de faisabilité industrielle et économique pour chaque candidat retenu au JALON
2bis

Moyens (humains et techniques) effectivement mis en ceuvre,
Le projet NABUCO prévoyait initialement le recrutement d’un Al pendant 9 mois par I'IRHS (INRA) pour
les taches 1, 2 et 4. Mr Franck Bastide a ainsi été recruté sur ce support mais a démissionné apres 7
mois de contrat pour intégrer I’équipe Fungisem de I'IRHS sur un poste d’Al. Dans ce nouveau contrat,
il a continué a mobiliser une partie de son activité sur le projet NABUCO.
Le projet prévoyait également le recrutement d’un TR par MMS (Université de Nantes) pour la tache 3.
Ce support a permis le recrutement de Mme Aurore Michaud. La tache 3 n’étant pas complétement
finalisée a la fin du contrat de Mme Michaud, I'IRHS I'a recruté pour 2,5 mois supplémentaire.
Les tableaux de déclaration de temps des agents mobilisés par ce projet seront fournis avec le bilan
financier.

9 Réalisation des jalons et de la production des livrables annoncés,
Le calendrier prévisionnel initial du projet NABUCO est présenté sur la Figure 2. Le jalon 1 (J1)
correspond a l'identification d’une ou plusieurs souche(s) marine(s) présentant des efficacités

antagonistes similaires ou supérieures a la souche commerciale 1-1237 d’Agrauxine en conditions A Y

@ A (NdlLiRavons ainsi identifié 5 souches présentant ces caractéristiques (souches MMS912, MMS927,
MMS1255, MMS1295 et MMS1520). Le jalon 2 correspond a lidentification d’un ou plusieurs
peptaibols présentant des activités antifongiques significatives en conditions A Y ZNbus N@ns
montré que des fractions de peptaibols de différentes longueurs (11, 14, 15, 18, 19 et 20 résidus)
exercaient de forts effets inhibiteurs envers des agents pathogénes en conditions A Y @ds aictNdBés
antifongiques sont dépendantes de I’agent pathogene ciblé et de la longueur des peptides testés. Ces
deux jalons ont été réalisés dans le temps imparti.

Le premier livrable (L1) a été finalisé fin 2017 et correspond a la fin de I'étape de criblage A Y @k
souches et des métabolites.

Les tests d’inoculations sur plantes ont été réalisés en 2018 comme prévu initialement (jalon 3). Un
dernier test (traitement curatif de la septoriose du blé) est en cours au moment de la rédaction de ce
rapport.

Comme indiqué précédemment, Agrauxine a souhaité ajouter des jalons supplémentaires liés a une
valorisation industrielle potentielle (jalons nommés ci-dessus Jalon 1bis-4bis). Ces actions sont
actuellement menées par I'entreprise.
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9 Collaboration effective a I'intérieur du projet et, éventuellement, entre projets,

Depuis le début officiel du projet (4 décembre 2015), 4 réunions avec I’'ensemble des chercheurs
impliqués ont été organisées (le 20 décembre 2016, le 27 mars 2016, le 6 juillet 2016 et le 17 janvier
2018) pour présenter le bilan des actions menées et arbitrer les actions encore a mener. Une troisieéme
réunion a eu lieu le 21 juin 2017 en présence de chercheurs et des responsables juridiques des 3
tutelles (INRA, Université de Nantes et Agrauxine) pour aborder la rédaction du protocole d’accord et
la stratégie de valorisation industrielle. Plus réguliérement, des contacts existent entre les partenaires
du projet visant a I’élaboration des expériences ainsi qu’a la stratégie de valorisation, de protection et
d'exploitation des résultats.

9 Différents produits du projet (a lister)

Le projet a permis de développer des modes opératoires visant a cribler des antagonistes potentiels.
Nabuco a aussi permis de caractériser le potentiel antifongique des souches et des métabolites
secondaires listés ci-apres :

SouchehbRh @2 RSNYI

¢ NA OK 2 RiSNEMIIMSOR R S

¢ NA OK2 RS NIYMMS1295 N2 OA NA RS

¢ NA OK 2 RS NI MMSE255Nd A |y dzY

¢ NA OK 2 RS NY MMSESRONT A |y dzY

¢ N OK detSThiENoterma MMS912

Métabolites secondaires
-mélange de peptaibols a 11 résidus

-mélange de peptaibols a 14 résidus

-mélange de peptaibols a 15 résidus

-mélange de peptaibols a 18 résidus

-mélange de peptaibols a 19 résidus

-mélange de peptaibols a 20 résidus

-peptaibols a 15 résidus purifiés
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En repartant des objectifs et hypotheses initiaux, il s’agit de montrer en quoi le projet a fait avancer la
connaissance, évoluer les concepts, fourni des réponses, des méthodes ou des outils et posé de
nouvelles questions.
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Produire plus pour faire face a une démographie mondiale croissante tout en respectant
I’environnement constitue un véritable défi a relever pour I'agriculture. La réduction imposée de 50%
des intrants chimiques dans le cadre du projet Ecophyto faisant suite au Grenelle de I'environnement
souligne combien le recours aux produits de synthése reste encore massif en agriculture malgré les
importants travaux de sélection pour développer des résistances sur les plantes cultivées et les efforts
pour appliquer des stratégies de biocontrole. A I'heure actuelle, les agents de biocontréle ne
représentent qu’une portion modeste du marché mondial de la protection des plantes et reposent sur
une base étroite d’agents biologiques et de substances. Les produits de biocontréle pour lutter contre
des maladies cryptogamiques sur grandes cultures ou en arboriculture sont par exemple encore peu
nombreux et présentent souvent des niveaux d’efficacité partiels. Dans ce contexte, il apparait
nécessaire et urgent de définir des processus de criblage efficace et rapide pour élargir la gamme de
solutions de biocontréle. Dans le cadre du projet NABUCO, en nous appuyant sur des outils haut et
moyen débit issus de laboratoires de recherche, nous proposons de développer des méthodes de
criblage applicables a des micro-organismes et molécules d’intérét visant a accélérer le tri de ces
produits sur la base de leur potentiel pour le contréle biologique de maladies cryptogamiques. Nous
avons fait le choix d’appliquer ce criblage a des mycetes issus de I’écosysteme marin, qui représente
une source non négligeable de nouveaux agents de biocontréle potentiels (Gal-Hemed et al., 2011).
Méme si de nombreux champignons « marins » sont originaires du milieu terrestre, ils ont pu
s’acclimater biologiquement et biochimiquement aux conditions de vie marine. En particulier, leur
métabolome est souvent différent de celui de leurs homologues terrestres. Ainsi, ils pourraient
présenter des activités biologiques originales et valorisables dans de nombreux domaines et en
particulier en biocontréle. De plus, ces souches marines sont généralement trés résistantes a divers
stress environnementaux et possedent donc un fort potentiel pour une utilisation industrielle. Pour
I’ensemble de ces raisons, la collection fongique marine du laboratoire MMS (partenaire 2), qui
comprend des souches isolées des zones conchylicoles de I'estuaire de la Loire, constitue une bio-
ressource originale et unique en France pour la recherche de nouveaux agents de biocontrole. Cette
collection comprend des especes issues de différents genres d’Ascomyceétes et notamment une
soixantaine de souches de Trichoderma

Les champignons du genre ¢ NJ&A O K 2séhSdishadteurs déja connus de la lutte biologique. Leurs
modes d’action sont tres variés : antagonisme direct (avec les champignons parasites
phytopathogenes), compétition, antibiose, antagonisme indirect en stimulant les défenses naturelles
des plantes par élicitation et potentialisation (Pal et Gardener, 2006). Moins d’une dizaine de souches
de ¢ NJA OK 2 RAuthE)Y d’origine terrestres, sont homologuées en tant que produits
phytopharmaceutiques de biocontrole et autorisés a la vente en France. Ces souches commercialisées
sont issues pour la plupart d’études ponctuelles réalisées a partir d’'un petit nombre d’isolats. Des
criblages plus ambitieux basés a la fois sur des parametres culturaux et biologiques devraient conduire
a identifier des souches encore plus efficaces.



D’autre part, la majorité des Trichodermaspp. est productrice de peptaibols, des peptides linéaires
(contenant entre 5 a 20 acides aminés) spécifiques du monde fongique (Mukherjee et al., 2011). lls
présentent la particularité de contenir des acides aminés non-protéinogenes, en particulier |'acide a-
aminoisobutyrique, et de posséder une partie N-terminale acétylée et un résidu hydroxylé en position
C-terminale (Shishupala, 2009). Certains de ces métabolites secondaires sont reconnus pour participer
au potentiel antagoniste des Trichodermade par leurs propriétés antimicrobiennes (Howell, 2003 ;
Kucuk et Kivanc, 2004) ou leur aptitude a éliciter les défenses des plantes (Viterbo et al., 2007 ; Rippa
et al,, 2010). Les Trichodermamarins étant généralement de forts producteurs de peptaibols
présentant des tailles variées (Landreau et al., 2002 ; Ruiz et al., 2007; Carroux et al., 2013), il apparait
donc pertinent de se focaliser sur leur potentiel d’utilisation comme agents de biocontrdle et
d’intégrer le profil de production des peptaibols dans les programmes de sélection des souches
d’intérét.
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La phase initiale a consisté en une caractérisation in vitro des souches marines. Celles-ci ont été
soumises a des étapes de sélection en fonction de leurs caractéristiques culturales (vitesse de
croissance, production de spores), de leur tolérance a des températures basses (10°C). Les capacités
d’antagoniste des souches retenues ont ensuite été évaluées par des confrontations en boites de Petri
avec une sélection d’agents phytopathogénes: Botrytis cinerea Fusarium graminearum
Venturiainaequalis Pythium ultimum Phytophtora nicotianaeDes explants de I'agent pathogéne et
de I'antagoniste candidat sont disposés a chaque extrémité d’un milieu gélosé PDA (Potato Dextrose
Agar) et I'évolution de la confrontation est suivie pendant 15 jours a 24°C (Figure 3). Deux parameétres
sont évalués : (i) I'effet antibiose, c’est-a-dire I'inhibition de croissance de I'agent pathogene a distance
(avant contact avec I'antagoniste potentiel), et (ii) I'aptitude au parasitisme évaluée par une note de
recouvrement de I'agent pathogene par I'antagoniste candidat (Figure 4).
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Figure 4: Echelle de notation du parasitisme @echoderma (A) envers un agent phytopathogene (P,Bici
cinerea). Lesnotes indiquées sous les images correspondent a un niveau de recouvrement du phytopathogéne p
Trichoderma

Suite a ces premieres étapes de criblage, I'innocuité des souches sélectionnées en particulier vis-a-vis
de 'Homme a été évaluée en recherchant la production éventuelle de mycotoxines connues et en
vérifiant I'incapacité de croitre a 37°C. Pour chaque souche considérée, la recherche de mycotoxines a
été réalisée a partir de cultures en microplaque 24 puits sur quatre milieux solides distincts (CYA,
Czapek Yeast Extract ; MEA, Malt Extract Agar ; PDA et milieu a base de millet) a raison de 5 répétitions
techniques par milieux de culture. Les extraits obtenus (aprées extraction de chaque puits a 'acétate
d’éthyle) ont été analysés par chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie
de masse haute résolution (HPLC-HRMS) sur le plateau Thalassomics (plateforme Corsaire-
Biogenouest). Apres retraitement des données HPLC-HRMS obtenues en mode d’ionisation positive et
négative, la recherche de mycotoxines dans les extraits a été effectuée par déréplication chimique sur
la base de leurs masses moléculaires haute résolution (m/z) et par l'analyse de données
complémentaires (indice de rétention, spectre UV, nature des adduits chimiques).

Le dernier critére analysé vise a déterminer si l'utilisation de ces souches est compatible avec
I"application d’autres matiéres actives d’origine minérale ou de synthese. Les antagonistes candidats
ont ainsi été exposés pendant 4h a des matieres actives de différentes catégories (fongicides,
insecticides, régulateur de croissance...) aux doses homologuées et leur aptitude a croitre a ensuite
été analysée par comparaison a un témoin non exposé.

En parallele du phénotypage des souches fongiques, des fractions de peptaibols de différentes
longueurs (11, 14, 15, 18, 19 et 20 résidus) ont été extraites a partir de diverses cultures de souches
de Trichodermale protocole d’extraction a consisté en une macération des biomasses fongiques dans
un mélange dichlorométhane/méthanol (1 :1, v/v) suivi d’'un partage liquide/liquide en présence
d’eau. Les extraits bruts obtenus aprés évaporation ont été fractionnés et purifiés par des techniques
classiques de purification (chromatographies sous vide, chromatographie liquide sur colonnes
ouvertes, HPLC). La pureté des peptaibols et mélange de peptaibols purifiés a été contrdlée par
spectrométrie de masse. Les différentes catégories de peptaibols purifiés ont été appliquées sur des
suspensions de spores de quatre agents phytopathogénes (Botrytis cineregFusarium graminearum
Venturia inaequalisPythium ultimum). Leur croissance a été suivie au cours du temps et des
pourcentages d’inhibition ont été calculés par comparaison des aires sous les courbes de croissance
des échantillons traités et non traités (Figure 5).
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Figure 5. Exemple deaurbes de croissance @gthium ultimum en présence de différentes doses de peptaibols
15 résidusCes courbes ont été obtenus par suivi de la germination de spores en néphélométrie laser.

Plusieurs étapes ont nécessité de réaliser un suivi de croissance de champignons filamenteux en
présence de molécules de synthése (suivi des Trichodermaapreés contact avec des matiéres actives) ou
de métabolites secondaires (suivi de la croissance de divers agents phytopathogénes en présence de
peptaibols). Ce type d’analyse est souvent fastidieux en cas d’utilisation de la méthode
conventionnelle, qui consiste a déterminer la croissance radiale sur boite de Petri. Cette derniere
présente plusieurs inconvénients puisqu’elle est relativement longue (entre 5-10 jours d’incubation),
peu précise (et nécessite donc un grand nombre de répétitions, au minimum 5) et qu’elle est colteuse
guantité de molécule d’intérét (le volume d’analyse est important, entre 10 et 20 ml). L'équipe
FUNGISEM de I'IRHS (partenaire 1) a développé un outil permettant de lever ce verrou technique. La
procédure consiste a suivre la germination de spores fongiques dans des micro-cultures (300 ul)
liquides réalisées en microplaque (96 puits) via la technologie de néphélométrie laser (Joubert et al,
2010). Cette méthodologie permet de traiter un grand nombre d’échantillons en un laps de temps
restreint (24-30 h). Lorsqu’elle était applicable, les étapes de criblage prévues dans NABUCO se sont
donc appuyées sur cette technologie qui a fait ses preuves (Joubert et al, 2011a et b ; Calmes et al,
2013 ; Pochon et al, 2013 ; Gaucher et al, 2013).

La capacité des peptaibols ou des souches a induire les défenses végétales a ensuite été évaluée sur
semis de pommier @ Aalméthode qPFD. Cet outil de diagnostic moléculaire permet I’étude simultanée
au niveau transcriptomique de différentes voies métaboliques de défense des plantes aux stress
biotiques (Duge de Bernonville T., Brisset M.N., 2010. Brevet d’invention DI-RV-08-0050 - W 637 - 5894
K.). Ces analyses ont été réalisées par Vegepolys Innovation. Le mode opératoire consiste a appliquer
préventivement le produit (peptaibol ou souche fongique) puis a simuler une attaque de bioagresseur
par un traitement au H,0,. Des disques foliaires ont ensuite été prélevés 24 et 48 h aprés ce traitement,
a partir desquels les ARNs ont été extraits, retro-transcrits puis analysés par PCR quantitative
permettant de suivre I'expression de 28 genes impliqués dans diverses voies de défense de la plante.
Etant donné les co(its assez élevés associés a cette prestation, ce type d’analyse a été ciblé uniquement
sur 3 catégories de peptaibols (11, 15 et 19 résidus) ainsi que sur 2 souches de ¢ NJ&A O K ANRVE 1295 |
et MMS1520) et uniquement sur pommier. Les peptaibols ont été appliqués par pulvérisation (jusqu’au
point de ruissellement) sur le feuillage a 2 doses (15 et 30 uM). Les souches de ¢ NJA O K 2d=t&NJY |
ont été inoculées dans le substrat de culture.

Suite a ces différentes étapes de caractérisation, les souches et peptaibols combinant les meilleurs
potentiels antagonistes et industriels ont été sélectionnés et testés pour leur capacité a réduire les



symptémes de tavelure sur pommier et de septoriose sur blé. Ces essais ont été menés en prestation
par Vegepolys Innovation en conditions controlées sous serre et en chambre climatique a partir de
plantes issues de semis. Deux criteres permettant d’évaluer I'importance de la maladie ont été relevés :
I'incidence (pourcentage de plantes malades) et la sévérité (pourcentage de surface foliaire présentant
des symptomes caractéristiques). Chaque modalité (témoin et traitée) a été testée sur 20 ou 30 plantes.
Deux timings d’applications ont été analysées avec soit un positionnement préventif du traitement de
protection (2 traitements a -4 j (ou -7j) et -24h avant I'inoculation par I'agent pathogéne), ou un
positionnement curatif (traitement 2j apres I'inoculation par I'agent pathogene). Les peptaibols
(calibrés a 50 pg/ml) ou des suspensions de spores (calibrées a 107 ou 10° spores/ml) ont été appliqués
par pulvérisation (jusqu’au point de ruissellement) sur le feuillage.
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Un premier travail que nous avons mené en paralléle du criblage de souches/peptaibols a consisté a
préciser I'identité des isolats de ¢ NJA O K 2ssuSddldvebllection de I'équipe MMS. Cette tache n’était
pas initialement prévue dans le programme d’activité du projet NABUCO mais s’est avérée nécessaire

suite a d’importants remaniements récents de la classification des espéces du genre ¢ NA OK 2 RS NJXY |
(Chaverri et al., 2016). Nous nous sommes basé sur différentes régions du génome (correspondant aux

Internal Transcribed Spacer, facteur d’élongation et actine) pour préciser le positionnement
phylogénétique et le nom d’espéce de chaque isolat considéré. Cette approche nous a permis

d’assigner un nom d’espece a certains isolats (par exemple MMS 1231, 1342, 1529, 1566, 1571) ou de

modifier I’assignation initiale (par exemple la souche 1520 initialement décrite comme un membre de

I'espece ¢ B NJ Aappyralr¥pparteniralespece¢ @ aA XY Y2y a A A

Le premier niveau de criblage a été appliqué a 50 souches de ¢ NA O K 2niRiEd)I douches de
¢ NRA O K (tRredsdé)lissus de produits commerciaux. Ces 54 souches de ¢ NJA O K 2tdt&eNg |
répartissent dans 11 espéces distinctes (Tableau 2). Les espéces ¢ @ K | Nd di I ['yidmRID ANALRS || NB
sont les plus représentées. Des espéces d’origine marine appartenant a d’autres genres fongiques ont
également été intégrées: 5t Sy A QA/f tf A 2rE 11! SO KN !IA © NIBI2 2 Lgshitkr¥es de
croissance et les taux de sporulation ont été calculés aprés incubation sur milieu PDA sans application
de contrainte particuliére. Les résultats présentés dans la Figure 6 montrent que globalement la plupart
des ¢ NA O K 2of Gnhldgdrulation efficace et une vitesse de croissance bien supérieure a celle des
autres genres fongiques intégrés dans cette étude. D’autre part, un grand nombre d’espéces marines
présentent des vitesses de croissance bien supérieures a celles des souches commerciales (plus de 2
fois supérieure dans certains cas).

Le second niveau de criblage consiste a confronter les souches a des contraintes pour ne conserver
que les plus robustes et éliminer des souches présentant des sensibilités trop fortes. La capacité
germinative des spores ainsi que la croissance mycélienne ont été analysées lors de |’exposition des
mycetes a une température de 10°C. Sept souches ont présenté une sensibilité tres forte a ce type de
traitement et ont donc été écartées de la suite du criblage. Pour I'ensemble des autres souches,
I"application de cette température basse entraine tout de méme une forte diminution de croissance
mycélienne (taux d’inhibition supérieur a 65 %) et un retard (entre 24 et 48h) de la germination des
spores. Le taux de germination n’est cependant pas impacté.



A la suite de ces deux premiers cribles (caractéres culturaux et sensibilité & 10°C), 24 souches (19
¢ NRA OK 2miarss,NX¥ NRA O K 2edindtdialix et 1! O NB Y 2 ofthétdzdélectionnées pour subir
les analyses ultérieures du crible (Tableau 2). Nous avons privilégié les souches présentant les
meilleures croissances et/ou sporulation, les moins sensibles au froid et appartenant a des espéces
différentes (8 espéces de ¢ NJA O K 2s6hS ididvetentées dans la sélection). Du fait de la nature
contraignante et fastidieuse de certaines analyses, nous avons décidé d’évaluer (i) la recherche de
mycotoxines et (ii) la compatibilité avec des pesticides pour un nombre plus limité de souches. Les 24
souches sélectionnées ont donc subi directement les tests d’antagonisme prévus dans la tache 2.
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Les souches ont été testées pour leur activité antimicrobienne par confrontation A Y &éc les@nts
pathogénes suivants:. 2 (0 NB (i A @dzOK NISdB | INE Y & ¢z8Kk NHz& (I IKS Idzvl, td& & A Y d
t K& (2 LIK ( 2INSNouy/can@atods/qle Ya souche d’! O NB Y 2aifish qiY3 des souches de
¢ NRA O K Asku& Nptoduits commerciaux présentent globalement des capacités parasitiques trés
limitées par comparaison aux autres souches de ¢ NJ&A O K 2diarfgihenlrine (Figure 7A). Certaines
souches possedent néanmoins une efficacité parasitique uniquement sur un agent pathogéne testé,
C'est le cas par exemple de la souche C4 contre t @  dzf. §i N'ofi dfisidére I'ensemble des
confrontations, la souche commerciale qui présente le potentiel parasitique le plus élevé dans nos
conditions est la souche C1 (¢ @ | (i NRo@sAaveds RI&ntifié 5 souches marines (¢ @ | ( NP OA NA |
MMS912, MMS927 et MMS1295, ¢ & K | N@II\/}\Sl'ZS/S,d&\CD Y& ¥ WM31520) présentant des
notes cumulées supérieures a C1 et que nous avons sélectionnées pour la suite. Il est logique de



sélectionner des individus de ces espéces, puisqu’elles sont connues pour leur qualité de mycoparasite.

On constate que d’autres espéces, tellesque ¢ @ 2 NIMBSA571), € B2 y 3 A 6 NIMOISSS6) et dzY

¢ Ol(MBASE397)\gSssedent également un certain potentiel antagoniste. Il apparait d’autre part
gue certains agents phytopathogénes sont mieux armés pour lutter contre ce mycoparasitisme. C'est
le cas par exemple de C ® YA NIS [, gNédzXiles 2 souches de ¢ NJKA O K ZdRtSdNdbles de parasiter
efficacement. A l'inverse, les 2 oomycétest @ Y A @t (DA Id3f 38 SnYnolavErés globalement plus
sensibles & un grand nombre de souchesde ¢ NA OK 2 RS NXY |

Clof BIAQNREA ARYy2f | 1a GSadsa LR2dzNJ f SdzNJ OF LI
aa{ aStSOlA2YyYy @il TF2dNAYSH BRyia LRBOAASSA

Espece Effectif MMS testées MMS sélectionnées

13, 44,183, 408, 571, 691, 915,

Trichoderma harzianum 16 916, 918, 973, 1255, 1521, 1529, 915, 1255, 1573, C2, C3
1573, C2, C3

Trichoderma atroviride 9 639, 912, 925, 927, 1295, 1508, 912, 925, 927, 1295, C1
1513,C1,C4 C4

. . 591, 755, 847, 852, 1020, 1356,
Trichoderma capilare 9 1397, 1510, 1525 852, 1356, 1397, 1525

Trichoderma

. . 6 43,58, 147, 151, 856, 1342 58, 856
longibrachatium
Trichoderma 4 19, 1522, 1523, 1531 1522, 1523, 1531
citrinoviride
Trichoderma 4 752, 1354, 1512, 1541
pleuroticola
Trichoderma reesei 1 510 510
Trichoderma orientale 1 1571 1571
Trichoderma alni 1 1566
Trichoderma simmonsii 1 1520 1520
Trichoderma ghanense 1 975
Trichoderma gamsii 1 1231
Penicillium sp. 5 351, 388, 399
Acremoniumsp. 1 1120 1120
Clonostachys rosea 1 1090
Aspergillusterreus 1 815

Si on considére dans un second temps I'effet antibiose (Figure 7B), il apparait que cet effet est tres
variable selonles ¢ NJ& O K 2dt& Ma¥s bussi selon les agents phytopathogénes ciblés. Par exemple,
la souche 1255 inhibe & distance assez efficacement (30%) la croissance de C® 3 NJ Yrhaif 8a
par contre aucun effet sur la croissance det @ Y A O.&lidbalgient, dabs les conditions testées,
I’effet antibiose reste assez limité avec des taux d’inhibition rarement supérieur a 10%. Il n’y a pas de
corrélation évidente entre aptitude au parasitisme et le niveau d’antibiose. Les souches MMS927,
MMS1295 et MMS912, qui sont tres efficaces pour parasiter 'ensemble des agents pathogénes ciblés,
inhibent faiblement ou pas du tout leur croissance a distance. A noter que cet effet antibiose n’a pas
pu étre évalué sur les cultures de + @ A Y lelsrhjisdndé ldudvitesse de croissance trés réduite sur
milieu gélosé.
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Le métabolome des 5 souches marines sélectionnées (¢ @ | (i NEMIBR NAVIBOS7 et MMS1295,
¢ NI AMMSTAS, ¢ DYYERA BMIMA520) a été analysé par HPLC-HRMS pour rechercher la
présence de mycotoxines réglementées (aflatoxines B1, B2, G2 et M1 ; ochratoxine A; patuline;
zéaralénone ; fumonisines; T2 ; HT-2 ; déoxynivalénol). La recherche automatisée des mycotoxines
référencées a été effectuée pour la totalité des extraits (au nombre de 120) et sur les différents milieux
testés, aucune mycotoxine ciblée n’a pu étre mise en évidence. Ce critére est important puisqu’il
conditionne les dossiers d’homologation et une potentielle mise sur le marché.

La résistance/sensibilité de ces souches a divers produits phytosanitaires conventionnels a également
été analysée. Neuf produits phytosanitaires conventionnels classiquement utilisés sur pommier et avec
diverses activités (fongicides, insecticides, régulateurs de croissance) ont été ciblés jusqu’a maintenant



(Figure 8). Les antagonistes candidats ont été exposés pendant 4h aux doses homologuées et nous
avons ensuite analysé leur aptitude a croitre par comparaison a un témoin non exposé. Les résultats
montrent que I'ensemble des souches présentent une sensibilité élevée a la matiére active dodine
utilisée en protection contre la tavelure. Ce produit aux doses appliquées n’apparait donc pas
compatible avec I'utilisation des ¢ NJA O K 2ad®BaNdveht, les autres produits testés n’entrainent pas
de forte inhibition de croissance des mycetes, a I'exception de la souche MMS912 qui apparait plus
sensible que les autres isolats a la plupart des molécules, notamment au cuivre. Nous avons donc
décidé d’écarter cet isolat sur ce critére. Il est a noter que les souches commerciales C1 et C2

présentent les plus fortes résistances a ces produits phytosanitaires conventionnels.
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Figure8: Inhibition de la croissance fongique aprés exposition a r@ofiuits phytosanitaires conventionnels
classiquement utilisés sur pommier pour luitentre la tavelure
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Des fractions de peptaibols de différentes longueurs (11, 14, 15, 18, 19 et 20 résidus) ont été extraites
a partir de diverses cultures de souches de TrichodermaUne purification plus soutenue a permis
I’obtention de 5 échantillons contenant des peptides uniques. Cette catégorie de peptaibols constitués
de 15 résidus n’a jamais été décrite jusqu’alors.

Ces différentes catégories de peptaibols ont été appliquées a 50 ug/ml (de 25 a 42 uM selon la taille
des peptaibols) a des suspensions de spores de quatre agents phytopathogenes. Leur croissance a été
suivie au cours du temps. Des pourcentages d’inhibition ont été obtenus par comparaison des aires
sous les courbes de croissance des échantillons traités et non traités (Tableau 3). Dans nos conditions,
les peptaibols présentent une forte activité antifongique mais il est surprenant d’observer que cette
activité est fortement dépendante de la cible et de la catégorie de peptaibol. Ainsi ces métabolites
affectent faiblement la croissance de F. graminearumL’efficacité contre B. cinereaest corrélée a la
longueur des métabolites : les plus longs présentant la plus forte activité. De fagcon assez surprenante,
V. inaequalisest uniguement sensible aux peptaibols a 15 résidus. P. ultimumest quant a lui
particulierement sensible aux peptaibols, surtout ceux a longue séquence (18-20 résidus). P. ultimum
est le seul oomycéte ciblé dans ce test et il apparait pertinent de vérifier la sensibilité d’autres
oomycetes a ces métabolites. Nous émettons I’hypothése que I'activité différentielle observée des
peptaibols pourrait étre liée en partie a leur aptitude a pénétrer a I'intérieur des organismes.
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Catégor_l_es de B. cinerea F. graminearum V. incequalis P. ultimum
peptaibol
11 12,48 0,85 -0,35 8,69
14 9,58 2,14 -10,68 35,45
15 29,16 1,76 25,07 51,89
15 FP7 9,85 -0,72
15 FP8 8,39 17,81 46,03
15 FP9 7,87 -0,91 24,21
15 FP10 22,83 20,62 33,1 34,
15 FP11 2,72 -2,23 4,05
18 23,99 -0,99 3,05
19 34,09 -0,24 7,28
BT 0,61 6.90

Outre I'action directe des peptaibols contre les agents pathogenes, leur capacité a induire les défenses
des plantes a été évaluée sur semis de pommier. Trois peptaibols ont été testés (11, 15 et 19 résidus
(les mélanges et non les FP)) a deux concentrations (15 et 30 uM). Les plantes sont traitées deux fois a
J-3 et JO avec le méme produit a la méme dose. Un traitement a I’H;0; est ensuite réalisé a J+1 pour
mimer une attaque de bioagresseur et des disques foliaires issus de 5 plantes sont prélevés a J+2 et
J+3. Comme indiqué précédemment, I'expression de 28 genes impliqués dans les défenses a été suivie
par un outil de type microarray (qPFD). Dans les conditions testées, les métabolites appliqués n’ont pas
eu d’effet significatif sur I'induction des défenses du pommier, quelles que soient leur nature et leur
dose (Figure 9).
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Des essais préliminaires ont été menées pour évaluer I'impact des souches de ¢ NJA O K 2sit NI |
défenses de la plante. Dans ce cas, les souches testées (MMS1295 et MMS1520) ont été directement
intégrées dans le substrat et I'induction des défenses a été suivie sur des périodes plus longues (J+15

et J+30). Dans ces conditions, les défenses ne sont pas significativement induites par rapport aux
témoins non exposés aux ¢ NA OK 2 RS NJY |
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La derniére partie du projet a consisté a sélectionner des souches et/ou métabolites a partir des étapes
du criblage et d’évaluer leur capacité de protection contre deux maladies, la tavelure du pommier et la
septoriose du blé. Etant donné le caractére novateur des peptaibols a 15 résidus et leur forte activité
antimicrobienne dirigée contre + ® A Y |(aBelptdzllaftakebure), les partenaires du projet ont décidé
d’évaluer en priorité leur action ainsi que celle de la souche MMS1255, productrice de ces peptaibols
a 15 résidus et fortement antagoniste de + ® y' | S |j Ldzldduxisduches MMS927 et MMS1295, qui
apparaissent comme les plus performantes a l'issue du criblage, ont également été testées par
aspersion des spores sur les parties aériennes (Tableau 4).

¢hof YaalRINt AGSAE (GSaidsSa Sid 72 RS LINR G SOidak@ayfs. 20 G Sy dza & dzN.
Produit Concentration Nombre 4EIETC ABADD %
AGADDPI EA ABADPDI EA TETi ABI AGEI T AA 1 protection
Peptaibol 15 vt t CTI 2 -4j et-1j 22
Ethanol 2% 2 -4j et-1j 4
MMS1255 107 spores/ml 2 -4j et-1j 34
MMS1255 105 spores/ml 2 -7jet-2j 13,1
MMS927 105 spores/ml 2 -7j et-2j 7,7
MMS1295 105 spores/ml 2 -7j et-2j 26,2
Référence .
AB (Curatio) 0,15L/ha 1 -1j 64
Référence
chimique 10L/ha 1 -1 100
(Score)
Référence
chimique 1,9 kg/ha 1 -1 100
(Merpan)

Environ 20 jours aprés I'inoculation par+ @ A Y I; I& hivdaluxfdé\péotection ont été calculés a partir
des valeurs d’incidence de la maladie (pourcentage de plantes malades) par rapport a une modalité
témoin traitée a I'eau. Nous observons un effet de protection contre la tavelure du pommier de 34%
apreés application de la souche MMS1255 (a la dose de 107 spores/ml) et de 22% aprés application du
métabolite « peptaibol 15 ». Ces deux modalités présentent également des niveaux de sévérités
(pourcentage de surface foliaire présentant des symptomes) significativement plus bas (environ deux
fois moins que le témoin eau). Ces résultats indiquent que, dans les conditions testées, chacun des 2
produits testés, la souche MMS1255 et le « peptaibol 15 », exercent un effet préventif contre la
tavelure du pommier. Ces résultats sont trés encourageants car ils traduisent I’efficacité intrinseque
des produits biologiques testés, qui ont été appliqués sans aucune formulation pouvant encore
optimiser leur efficacité. Appliquée a une dose inférieure (10° spores/ml), I'efficacité de protection de
la souche MMS1255 diminue, ce qui semble indiquer qu’un certain niveau d’inoculum est nécessaire a
I"activité antagoniste. Alors que la souche MMS927 semble moins performante, la souche MMS1295
présente également un profil intéressant d’antagoniste puisqu’appliqguée a une dose réduite (10°
spores/ml), elle procure un niveau de protection évalué a 26%. Pour ces deux souches, il semblerait
pertinent de tester I'application a une dose supérieure (107 spores/ml). Logiquement, les meilleurs
niveaux de protection ont été obtenus suite a I'application de produits de synthese aux doses
homologuées. Le curatio® , qui est un produit homologué en agriculture biologique a base de
polysulfure de calcium, montre également une protection efficace.



D’autres essais d’évaluation d’efficacité de produits issus du crible ont été réalisés sur la septoriose du
blé, maladie provoquée par le champignon %28 Y 2 & S LJi 2NNG h’avoiis 3 iidtdgld e mycete
dans les étapes préalable du crible en raison de difficultés techniques a manipuler A Y @bh ageNtR
pathogene. Ce champignon est dimorphique et se préte mal a nos analyses en microplaque ou en boite
de Petri. Du fait de I'intérét particulier porté aux peptaibols a 15 résidus par les partenaires du projet,
les premiers essais de protection ont donc été ciblés sur I'application de ces métabolites ou de leur
souche productrice (MMS1255) (Tableau 5).

¢l of YaaRIpt AGSa (SadsSa Sid 22 RS LINGrSDleskedtyen Risdsisonty dza
en cours de réalisation.
Produit Concentration Nombre 4EIETC ABADD %
ABADPDPI EA ABADPDI EA TET 1 AOI AGEIT AA 1 protection
Peptaibol 15 vt t CTI 2 -4j et-1j 23,6
Ethanol 2% 2 -4j et -1] 10,6
MMS1255 107 spores/ml 2 -4j et-1j 23,9
MMS1255 105 spores/ml 2 -4j et-1j 19,5
Reference nc 1 5T o8
fongicide
Reférence nc 1 5T 24,9
biocontréle
Peptaibol 15 vt t CTI 1 +2
Peptaibol 19 vl t CTI 1 +2
Peptaibol 19 vmt t CTI 2 -6j et-2j
MMS1255 107 spores/ml 2 -6j et -2j

Dans les conditions testées, les peptaibols a 15 résidus montrent une efficacité de protection a peu
prés similaire a celle observée sur le pathosystéme pommier/V® A y I @3j9da). fa Aodche elle-
méme atteint des niveaux de protection a peu prés similaire quelle que soit la dose appliquée (10° ou
107 spores/ml). Ces produits exercent donc bien des effets de protection préventifs contre la septoriose
du blé. Des essais complémentaires sont actuellement en cours sur ce méme pathosystéme. lls visent
notamment a évaluer I’action curative des peptaibols a 15 résidus en appliquant ces métabolites apres
I'inoculation de I'agent pathogene. De plus, les actions préventives et curatives des peptaibols a 19
résidus seront également analysées. Enfin, un nouveau timing d’application (-6j puis -2j) de la souche
MMS1255 sera testé.

1 5Aa0daarzy Si O2yOtdaArzy

Un premier objectif du projet NABUCO consistait a développer une procédure visant a sélectionner
des souches fongiques et des métabolites associés présentant un fort potentiel d’antagoniste pour la
protection des cultures. Le constat que l'on peut faire sur les souches fongiques actuellement
commercialisées en protection des cultures est qu’elles sont majoritairement issues d’études
ponctuelles réalisées a partir d’'un petit nombre d’isolats. Notre hypothese est qu’un criblage plus large
et systématique sur un grand nombre d’isolats doit conduire a identifier des antagonistes encore plus
efficaces. Ce type de criblage a haut/moyen débit se heurte a certaines difficultés techniques, comme
le fait de pouvoir suivre trés précisément la croissance d’un grand nombre d’isolats de champignons
filamenteux dans un laps de temps court et en mobilisant peu de matériels. Nous avons pallié a cette
difficulté en utilisant un systeme de micro-culture associé a un monitoring de la croissance des
champignons filamenteux a I'aide de la technique de néphélométrie laser. Cette approche permet de
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traiter 96 échantillons/machine en 30h en moyenne. Dans cette procédure de criblage, nous avons pris
soin d’intégrer, outre I'évaluation des capacités antagonistes de chaque candidat, différents critéeres
permettant d’évaluer leur potentiel industriel (vitesse de croissance, production sporale, résistance au
froid) et leur innocuité en particulier vis-a-vis de I'Homme (rejet des souches produisant des
mycotoxines connues ou se développant a 37°C). Sur ces critéres menés en conditions in Vvitro, nous
montrons tres clairement que les souches issues d’un produit commerciale sont majoritairement assez
peu performantes par rapport aux souches marines testées. Si les parameétres culturaux restent
relativement comparables (croissance et sporulation satisfaisantes pour I'ensemble des souches
commerciales par rapport aux souches marines), les aptitudes a parasiter des organismes
phytopathogenes sont tres inférieures pour les souches commerciales, a I'exception de la souche C1.
La souche C1, tout comme la souche C3, sont formulées dans des produits homologués en tant que
matiere fertilisante. Ce n’est pas le cas des souches C2 et C3 qui sont homologuées en protection des
cultures. Sur les 19 souches de Trichodermamarins testés pour leur capacité d’antagoniste (par
confrontation avec un agent phytopathogene), 5 apparaissent plus performantes selon nos critéres a
la souche C1, et 19 (c’est-a-dire toutes les souches marines) sont plus performantes que les souches
C2, C3 et C4. Cela semble bien indiqué qu’il y a une marge de progression possible sur les qualités
intrinseques des souches fongiques destinées a une mise sur le marché. D’autre part, cette étude
menée sur un nombre limité de souches marines valide I'hypothése que les Trichodermamarins sont
de bons candidats pour une utilisation en phytoprotection.

La question qui demeure néanmoins a la fin de ce projet est de déterminer si cette meilleure
performance des souches marines observées sur des critéres in vitros’applique toujours sur les plantes
confrontées a la maladie. Pour répondre a cette question, il sera nécessaire d’évaluer dans les essais
de protection des plantes un plus grand nombre de souches évaluées comme plus ou moins
performantes d’apres le criblage initial. L'enveloppe budgétaire allouée au projet NABUCO ne nous a
malheureusement pas permis d’inclure suffisamment de candidats et la priorité a donc été donnée
aux souches et métabolites les plus prometteurs.

La procédure de criblage des activités in vitrodes souches et métabolites est désormais opérationnelle
au sein de I'IRHS. Pour les premiéres étapes de criblage (caractérisant croissance, sporulation et
antagonisme), il est envisageable de cribler au moins une centaine de souches en 3 mois. Le délai peut
étre raccourci si le nombre d’agents phytopathogénes ciblés est réduit. Les étapes suivantes
(recherche de mycotoxines, compatibilité avec les pesticides) sont plus complexes et plus longues. Il
est donc préconisé de les appliquer a un nombre plus restreint de souches issues de la sélection du
criblage primaire. Il en est de méme pour I'impact des souches sur les plantes (tests d’induction des
défenses et tests de contréle de maladies). L’analyse de I'activité antifongique des métabolites est
fortement facilitée par 'utilisation de la néphélométrie laser. Cette technique s’applique sur des micro-
cultures et permet ainsi d’analyser 96 échantillons/analyse et de minimiser la quantité de produit a
tester. Cela est particulierement intéressant lorsque la quantité de produit a tester est limitée.

Dans le cadre de ce projet, une nouvelle série de peptaibols a 15 résidus a été identifié. Ces composés
se sont avérés tres actifs in vitro contre V. inaequalisainsi que contre I'oomycéte P. ultimum Ils
réduisent également de fagon significative les symptomes de tavelure et de septoriose. De méme, la
souche MMS1255, productrice de ces peptaibols, s’est avéré efficace pour agir contre ces maladies. La
souche MMS1295, qui produit des peptaibols a 17 et 19 résidus, possede également un fort potentiel
d’antagoniste. Des actions sont désormais menées par le partenaire privé pour considérer une



éventuelle mise sur le marché de ces candidats : préciser les risques éco/toxicologiques, valider la
faisabilité industrielle et économique et évaluer les colts d’homologation correspondants.

D’autre part, certaines souches et métabolites ont présenté de fortes activités dirigées contre
B.cinereaet les oomycétes P. nicotianaeu P. ultimum Il n’était pas prévu dans le cadre de ce projet
d'intéger des pathosystémes impliquant ces agents pathogenes. D’aprés ces résultats, il nous
semblerait pertinent de tester ces produits pour des essais de protection par exemple sur vigne contre
B. cinereat Plasmopara viticola

Dans le cadre de ce projet, les taux de protection ont été obtenus a partir de fractions brutes
appliquées sur les parties aériennes par aspersion. Pour optimiser I'efficacité de ces produits, il
apparait désormais crucial de travailler leur formulation et d’évaluer divers modes d’application (dans
le substrat ou en aspersion). L'IRHS souhaite engager des actions allant dans ce sens et a identifié un
partenaire académique porteur de cette expertise (I'unité MINT de I'Université d’Angers) qui souhaite
collaborer avec des acteurs du pole végétal. D’autre part, I'IRHS et MMS collabore actuellement a
améliorer les qualités intrinséques des agents de biocontréle par modification de I’épigénome de ces
mycetes. Ce travail est financé par la région Pays de La Loire dans le cadre du RFI Objectif Végétal
jusqu’en 2019.

4.Contri buti on au ’apglraoné cEocloopghiyet)o (et a |

Ce projet a conduit a un progres méthodologique pour optimiser les actions de prospection et de tri
des produits de biocontréle applicables a diverses ressources fongiques, qui est de nature a accélérer
I’enrichissement de la palette du biocontrdle. Une information importante qui ressort de ce projet est
que plusieurs souches issues de produits commerciaux sont loin d’avoir les meilleures qualités
intrinseques d’antagonistes. L'utilisation systématique de procédures de criblage, telle que celle
décrite dans ce projet, doit donc permettre d’aboutir a des produits de protection plus efficaces. Il
apparait donc important d’isoler un grand nombre d’isolats candidats a partir de zones cultivées ou
d’autres écosystéemes particuliers riches en micro-organismes (tel le milieu marin). Pour certaines
étapes du criblage, telle que la recherche de compatibilité avec des produits phytosanitaires, des
modes opératoires ont été développés et sont maintenant opérationnels. Cette méthodologie présente
une certaine généricité dans le sens ou elle pourra étre appliquée ensuite a d’autres bioressources
fongiques. Elle constitue donc un apport des laboratoires de recherche publics a I'essor du biocontrdle.
L'IRHS est actuellement en discussion avec plusieurs agrofournisseurs pour initier a leur demande de
nouveaux criblages d’agents antagonistes.

Ce projet a permis de caractériser pour la premiére fois des peptaibols a 15 résidus et d’identifier de
nouvelles solutions potentielles de protection biologique contre des agents pathogenes qui affectent
des cultures trés consommatrices de pesticides et pour lesquels on ne dispose pas (ou peu) a I'heure
actuelle de solutions alternatives a la lutte chimique.

Suite a I'évaluation de faisabilité industrielle et économique qui a lieu actuellement, le partenaire
Agrauxine statuera sur une éventuelle mise sur le marché envisageable a relativement court terme de
produits de protection a base des candidats démontrant un potentiel intéressant a I'issu de la tache 5
(peptaibols a 15 résidus, souche productrice MMS1255, etc...).



9 Références bibliographiques

Calmes B., Guillemette T., Teyssier L., Siegler B., Pigné S., Landreau A., lacomi-Vasilescu B., Lemoine R., Richomme P., Simoneau P. 2013.
Role of mannitol metabolism in the pathogenicity of the necrotrophic fungus Alternaria brassicicola, Frontiers in RtdMlicrobe Interactions
4:131 doi: 10.3389/fpls.2013.00131.

Carroux A., van Bohemen A.l., Roullier C., Robiou du Pont T., Vansteelandt M., Bondon A., Zalouk-Vergnoux A., Pouchus Y.F., Ruiz N.
2013. Unprecedented 17-residue peptaibiotics produced by marine-derived Trichoderma atrovirideChemistry and Biodiversjty0:772-
786.

Chaverri P, Branco-Rocha F, Jaklitsch W, Gazis R, Degenkolb T, Samuels GJ 2016 Systematics of the Trichoderma harzianum species
complex and the re-identification of commercial biocontrol strains. Mycologia. 2015;107(3):558-590. doi: 10.3852/14-147

Gal-Hemed I., Atanasova L., Komon-Zelazowska M., Druzhinina I.S., Viterbo A., Yarden O. 2011. Marine isolates of Trichodermaspp. as
potential halotolerant agents of biological control for arid-zone agriculture, Applied and Environmental Microbiolggy(15):5100-5109.

Howell R.C. 2003. Mechanisms employed by Trichodermapecies in the biological control of plant diseases: the history and evolution of
current concepts, Plant Disease87:4-10.

Joubert A., Calmes B., Berruyer R., Pihet M., Bouchara J.P., Simoneau P., Guillemette T. 2010. Laser nephelometry applied in an
automated microplate system to study filamentous fungus growth. BioTechnique48(5):399-404.

Joubert A., Bataillé-Simoneau N., Campion C., Guillemette T., Hudhomme P., lacomi-Vasilescu B., Leroy T., Pochon S., Poupard P.,
Simoneau P. 2011. Cell wall integrity and high osmolarity glycerol pathways are required for adaptation of Alternaria brassicicolo cell wall
stress caused by brassicaceous indolic phytoalexins, Cellular Microbiology13, 62-80.

Joubert A., Simoneau P., Campion C., Bataillé-Simoneau N., lacomi-Vasilescu B., Poupard P., Francois J.M., Georgeault S., Sellier E.,
Guillemette T. 2011. Impact of the unfolded protein response on the pathogenicity of the necrotrophic fungus Alternaria brassicicoja
Molecular Microbiology79(5):1305-1324.

Kucuk C., Kivanc M. 2004. In vitroantifungal activity of strains of Trichoderma harzianunpTurkishJournal of Biology28:111-115.

Landreau A., Pouchus Y.F., Sallenave-Namont C., Biard J.F., Boumard M.C., Robiou du Pont T., Mondeguer F., Goulard C., Verbist J.F.
2002. Combined use of LC/MS and a biological test for rapid identification of marine mycotoxins produced by Trichoderméoningii, Journal
of Microbiological Methods}8:181-194.

Mukherjee P.K., Wiest A., Ruiz N., Keightley A., Moran-Diez M.E., McCluskey K., Pouchus Y.F., Kenerley C.M. 2011. Two classes of new
peptaibols are synthesized by a single non-ribosomal peptide synthetase of Trichodermavirens Journal of Biological Chemisz$6:4544-
4554,

Pal K., Gardener B.M. 2006. Biological control of plant pathogens. The Plant Health Instructor doi: 10.1094/PHI-A-2006-1117-02. APSnet:
1-25.

Pochon S., Simoneau P., Pigné S., Balidas S., Bataillé-Simoneau N., Campion C., Jaspard E., Calmes B., Hamon B., Berruyer R., Juchaux M.,
Guillemette T. 2013. Dehydrin-like proteins in the necrotrophic fungus Alternaria brassicicol&ave a role in plant pathogenesis and stress
response, PLOS ON&10): e75143. doi:10.1371/journal.pone.0075143.

Ruiz N., Wielgosz-Collin G., Poirier L., Grovel O., Petit K.E., Mohamed- Benkada M., du Pont T.R., Bissett J., Verite P., Barnathan G.,
Pouchus Y.F. 2007. New Trichobrachins, 11-residue peptaibols from a marine strain of Trichoderma longibrachiatupPeptides28:1351-1358.

Shishupala S. 2009. Bioactive peptaibol antibiotics from TrichodermaFrontiers in Fungal Ecology, Diversity and Metabolites (edited by
K.R. Sridhar), I.K. International Publishing House Pvt, Ltd, New Delhi.

552Rapport financier






