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Pathologie végétale

Etude in vitro de la résistance de Botrytis cinerea
aux fongicides anilinopyrimidines

P Leroux *, M Gredt

INRA, unité de phytopharmacie et médiateurs chimiques, route de Saint-Cyr, F-78026 Versailles cedex, France

(Recgu le 22 mai 1995 ; accepté le 27 juillet 1995)

Résumé — Parmi les souches de Botrytis cinerea collectées dans des vignobles francgais en 1993 et 1994, certaines
étaient faiblement résistantes au cyprodinil et au pyriméthanil (anilinopyrimidines) ainsi qu'au fenpiclonit (phénylpyrro-
le). Par ailleurs, une forte résistance aux anilinopyrimidines, non associée a une moindre sensibilité aux phénylpyr-
roles, a été observée chez quelques souches issues de baies de raisin, ainsi que chez des mutants de laboratoire
sélectionnés sur des milieux de culture enrichis en cyprodinil ou en pyriméthanil.
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Summary — In vitro study of resistance to anilinopyrimidine fungicides in Botrytis cinerea. Among the strains of
Botrytis cinerea collected in various French vineyards during 1993 and 1994, a number exhibited low levels of resis-
tance to cyprodinil, pyrimethanil (anilinopyrimidines) and the phenylpyrrole derivative fenpiclonil. A few field strains and
several laboratory mutants selected on cyprodinil or pyrimethanil were highly resistant to these anilinopyrimidines but

remained sensitive to phenyipyrroles.
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INTRODUCTION

Le cyprodinil, le mépanipyrim et le pyriméthanil
sont des fongicides systémiques a large spectre
d'activité appartenant a la famille des anilinopyri-
midines. En France le cyprodinil est autorisé
contre le piétin-verse et I'oidium du blé, il présen-
te également des efficacités intéressantes vis-a-
vis de la rhynchosporiose et de I'helminthosporio-
se de l'orge. Quant au pyriméthanil, il a été intro-
duit pour combattre la pourriture grise sur
diverses cultures. La tavelure du pommier consti-
tue également une cible intéressante pour les

* Correspondance et tirés a part

anilinopyrimidines (Maeno et al, 1990 ; Neumann
et al, 1992 ; Heye et al, 1994).

Ces anilinopyrimidines se caractérisent par
une activité anti-pénétrante vis-a-vis de nom-
breux champignons phytopathogénes. Cet effet
pourrait résulter de l'inhibition de la sécrétion
d'enzymes hydrolytiques (p ex protéinases, cuti-
nases, cellulases, poly-galacturonases...) néces-
saires au processus d'infection (Milling et al,
1994 ; Miura et al, 1994). Par ailleurs, sur milieux
artificiels, I'arrét de l'élongation des hyphes
mycéliens, induite par ces fongicides, résulterait
d'une inhibition de la biosynthése de certains
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acides aminés (Leroux, 1994 ; Masner et al,
1994).

La mise sur le marché d'une nouveile famille
de fongicides implique une évaluation du risque
de résistance. Bofrytis cinerea, l'agent de la
pourriture grise, qui a déja développé des résis-
tances a d'autres familles de fongicides (Leroux
et Moncomble, 1993), nous a semblé un modéle
d'étude intéressant pour les anilinopyrimidines.

MATERIEL ET METHODES

Des souches de B cinerea ont été collectées en sep-
tembre 1993 et 1994 sur des baies de raisin, dans
divers vignobles frangais. Leur résistance ou leur sen-
sibilité aux fongicides dicarboximides (par ex iprodio-
ne, procymidone, vinchiozoline), benzimidazoles (par
ex carbendazime, bénomyl) et phénylcarbamates (par
ex diéthofencarbe) sont déterminées selon la méthode
de Leroux et Clerjeau (1985). Elles sont maintenues
sur un milieu gélosé a base de malt ou de V8, dépour-
vu de fongicide.

Les matiéres actives expérimentées sont le cyprodi-
nil et le pyriméthanil (anilinopyrimidines), ainsi que le
fenpiclonil, qui appartient aux phénylpyrroles, une nou-
velle classe de fongicides anti-Botrytis (Leroux et
Moncomble, 1993). Elles sont incorporées dans les
milieux de culture sous forme de solutions éthano-
liques (la teneur finale en éthanol est de 0,5%).

L'effet des fongicides sur la croissance mycélienne
de B cinerea est étudié selon la méthode de Leroux et

al (1992). Le milieu de culture renferme 10 g de gluco-
se, 2 g de KH,PO,, 1,5 g de K,HPO,4, 1 g de
(NH4),S0O,4, 0,5 g de MgSO,, 7H,0 pour 1 | d'eau
désionisée (milieu «<MPG»). Les notations journaliéres
des diametres des plages mycéliennes (incubation 4 j,
a 20°C et a l'obscurité) permettent d'estimer les
concentrations en fongicide inhibant de 50% (CI50) la
vitesse de croissance mycélienne. La présence ou
I'absence de développement mycélien au bout de
1 sem permet d'évaluer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

L'effet des fongicides sur I'élongation des filaments
germinatifs issus des conidies de B cinerea est étudié
selon la méthode de Leroux et al (1992). Les essais
sont conduits soit sur du milieu «<MPG», soit sur du
milieu renfermant 10 g de glucose, 2 g de KH POy, 2 g
de K,HPO,, pour 1| d'eau désionisée (milieu «PG»).
Aprés une incubation de 24 h, a 20°C et a I'obscurité,
les longueurs des filaments germinatifs sont mesurés
sous le microscope et permettent d'estimer les
concentrations en fongicide inhibant de 50% (C{50)
I'élongation des filaments germinatifs. Au bout de
1 sem, des observations macroscopiques conduisent a
I'évaluation des concentrations minimales inhibitrices
(CM).

RESULTATS

En fonction de l'effet du cyprodinil sur I'élongation
des filaments germinatifs, il a été possible de
classer les souches de B cinerea en 3 catégories
(tableau I} :

Tableau l. Effet de fongicides sur les spores de diverses souches de Botrytis cinerea.

Phénotypes Cyprodinil Pyriméthanil Fenpiclonil
(nombre o -_ — — - - : :
de souches) Cl 50 CcMmI Cl 50 CcMmI Cl 50 Cmi
Sa (5) 0,02 0,15 0,09 0.4 0,07 0,30
[0,015-0,025] [0,1-0,2] [0,08-0,1] [0,2-0,5] [0,05-0,08] [0,2-0,4]
Ra1 (5) 0,15 0,80 0,4 1,5 0,35 1,2
[0,1-0,2] [0,5-1] {0,3-0,9] [1-2] [0,3-0,4] [1-1,5]
Ra2 (3) 1,2 >10 3,5 >10 0,06 0,25
{1-1,5] [3-4] [0,05-0,07] [0,2-0,3]
Ms-a (5) 4,0 > 10 6,0 >10 0,06 0,38
[2-8] [4-10] [0,05-0,08] [0,3-0,4]
M1-a (5) 3,0 >10 5,0 >10 0,35 1,2
(2-5] (3-8] [0,3-0,4] [1-1.,5]

Cl 50 : concentrations moyennes en mg/l inhibant de 50% I'élongation des filaments germinatifs sur milieu «<PG». CMI :
concentrations minimales moyennes en mg/l inhibant le développement de B cinerea aprés inoculation conidienne sur milieu «MPG».
Les valeurs extrémes observées correspondent aux nombres entre crochets.
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— les souches les plus nombreuses, collectées
ces 2 derniéres saisons dans des vignes traitées
ou non avec une anilinopyrimidine, considérées
comme sensibles (Sa) ont des CI50 comprises
entre 0,015 et 0,025 mg/l.

— En 1993 et 1994, sur un total d'environ 600
parcelles (traitées ou non avec une anilinopyrimi-
dine), des souches faiblement résistantes au
cypronidil (Ra1) ont été décelées dans 5% des
sites échantillonnés. Elies ont des CI50 com-
prises entre 0,1 et 0,2 mg/l.

— En 1994, dans une parcelle du vignoble borde-
lais ayant recu une application de pyriméthanil,
des souches fortement résistantes au cyprodinil
(Ra2) ont éte isolées. Elles ont des CI50 com-
prises entre 1 et 1,5 mg/l.

Les souches Ra1l présentent une faible résis-
tance vis-a-vis du cyprodinil, du pyriméthanil et
du fenpiclonil lorsque les essais sont effectués
sur des conidies de B cinerea (tableau I). Dans
les essais conduits a partir d'implants mycéliens,
les souches Sa et Ral ont des comportements
proche en présence de ces 3 fongicides (tableau
[1). Au sein de chacun de ces 2 phénotypes, il y a
des souches sensibles et résistantes aux dicar-
boximides, aux benzimidazoles et aux phenylcar-
bamates (Leroux, non publié).

Quant aux souches Ra2, elles se caractérisent
par une forte résistance a cyprodinil et au pyri-
méthanil dans les essais sur conidies ou sur
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mycélium. Ces souches Ra2 qui sont résistantes
aux dicarboximides, sensibles aux benzimida-
zoles et résistantes aux phénylcarbamates,
réagissent comme celles de type Sa vis-a-vis du
fenpiclonil (tableaux | et Il).

A partir des souches Sa et Ral, des secteurs
résistants (Ms-a dérivant de Sa et M1-a de Ra-1)
au cyprodinil ou au pyriméthanil ont été aisément
obtenus a partir d'implants mycéliens incubés
2 sem & des concentrations comprises entre 1 et
5 mg/l. Trois a 4 repiquages mycéliens en présen-
ce de fongicide, suivi d'un clonage monoconidien
nous ont permis d'obtenir des souches fortement
résistantes a ces anilinopyrimidines quel que soit
le type d'essais (tableaux | et Il). Les secteurs
M1-a dérivant des souches Ral conservent leur
faible résistance aux fenpiclonil dans les essais
sur conidies (tableau I). Par ailleurs, les spectres
de résistance aux dicarboximides, aux benzimida-
zoles ou aux phénylcarbamates sont similaires
entre les secteurs et les souches parentales.

CONCLUSION

En septembre 1993 et 1994, & partir de baies de
raisin pourries collectées dans divers vignobles
francgais, 2 types de souche de B cinerea exhi-
bant une sensibilité réduite vis-a-vis des anilino-
pyrimidines ont été caractérisées.

Tableau ll. Effet de fongicides sur la croissance mycélienne de diverses souches de Botrytis cinerea.

Phénotypes Cyprodinil
(nombre de — e
souches Cl 50 cMmi
Sa (5) 0,01 0,1
[0,007-0,02] [0,1]
Ra1 (5) 0,02 0,3
[0,01-0,05] [0,1-0,5]
Ra2 (3) 2 > 10
[1,5-2,5}
Mis-a (5) >10 >10
M1-a (5) 4 >10
[2-10]

Pyriméthanil Fenpiclonil
Cl 50 CMI Cl 50 cMi
0,07 0,3 0,01 0,2
[0,05-0,1] [0,3] [0,008-0,03] [0,1-0,3]
0,08 0,6 0,03 0,6
[0,06-0,15] [0,3-1] [0,02-0,05] [0,3-1]
4 >10 0,01 0,2
[3-5] [0,008-0,015] [0,1-0,3]
> 10 > 10 0,01 -
[0,01-0,02]
>10 > 10 0,04 -
[0,02-0,05]

Cl 50 : concentrations moyennes en mg/l inhibant de 50% la vitesse de croissance mycélienne. CMI : concentrations minimales
inhibitrices moyennes en mg/l. Essais réalisés sur milieu «MPG». Les valeurs extrémes observées correspondent aux nombres entre

crochets.
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Les plus fréquentes qui présentent une faible
résistance au cyprodinil et au pyriméthanil sont
également légérement moins sensibles au fenpi-
clonil. Cette résistance simultanée aux anilinopy-
rimidines et aux phénylpyrroles (exprimée essen-
tiellement aprés inoculation des milieux de cultu-
re par des conidies) est inattendue car ces 2
familles de fongicides anti-Botrytis possédent des
effets biochimiques différents (Leroux et al,
1992 ; Leroux, 1994). Des essais préliminaires in
vivo semblent indiquer que de telles souches
n‘ont pas de répercussion sur l'efficacité pratique
de ces fongicides (Leroux, non publié).

Quant a la forte résistance aux anilinopyrimi-
dines observée chez quelques souches de B
cinerea isolées au vignoble ou chez des mutants
sélectionnés au laboratoire, elle n'est pas corré-
lée avec une moindre sensibilité vis-a-vis des
phénylpyrroles. En France de telles souches (du
fait de leur rareté) n'ont pas entrainé de baisse
d'efficacité des anilinopyrimidines, alors qu'en
Suisse la résistance en pratique a été décelée
dans un essai pluriannuel (Forster et Schuepp,
com pers). Face a ce risque, la recommandation
actuelle de n'appliquer les anilionopyrimidines
gu'une fois par saison est probablement suscep-
tible de réduire la pression sélective de ces fongi-
cides. Par ailleurs, une surveillance des popula-
tions de B cinerea s'impose. Au vu de nos résul-
tats et, dans nos conditions expérimentales, des
concentrations discriminantes de 1 a 2 mg/l pour
le cyprodinil ou de 2 & 4 mg/l pour le pyriméthanil
pourraient étre utilisées pour estimer les fré-
quences des souches fortement résistantes aux
anilinopyrimidines.
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