Résistance du coquelicot
aux inhibiteurs de ’ALS

La mise au point d’outils de diagnostic
rapide a permis de révéler la présence de

cette résistance en France
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Des résistances du grand
coquelicot aux herbicides inhibi-
teurs de l'acétolactate-synthase
(ALS)® ont été mises en évidence
pour la premiére fois en France.
Des tests « ADN » ont permis

de détecter un nombre notable
de plantes résistantes dans des
échantillons prélevés aprés des
échecs de déherbage. Cette
présence de la résistance aux
inhibiteurs de 'ALS chez

les coquelicots en France,
désormais prouvée, doit étre
prise en compte pour raisonner
la stratégie de désherbage.
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(1) Regroupe 4 familles chimiques : imidazolinones,
sulfonylurées, sulfonyl-amino-carbonyl-triazolinones et
triazolopyrimidines. Elles représentent le « groupe B » dans
la classification de 'HRAC, Herbicide Resistance Action
Committee.

Parmi les espéces adventices, certaines sont
bien connues du grand public en raison de leur
valeur culturelle (usage médicinal, symbolique
populaire...) ou esthétique, etont de ce faitune
valeur « patrimoniale » (Chauvel et Gasquez,
1993). On peut citer au nombre de ces plantes
les coquelicots, dont trois espéces sont ob-
servées en France : Papaver rhoeas, Papaver
dubium et Papaver argemone.

Une adventice tenace

Parmi ces espéces observées en France, le
grand coquelicot (P. rhoeas) est I'espéce la
plus commune. Mais, a c6té de leurindéniable
valeur patrimoniale (nombreuses représenta-
tions picturales, dont des toiles de Monet ou
Van Gogh) et de leur réle de source alimentaire
pour les insectes pollinisateurs, les coquelicots
restent des adventices préjudiciables s’ils pro-
liférent dans des cultures comme les céréales
(photo 1) ou le colza.

Une résistance
aux inhibiteurs de ’ALS
en France ?

La restriction de la gamme de substances uti-
lisables pour le désherbage chimique (régle-
mentation européenne, plan Ecophyto 2018)
a eu pour conséguence un recours accru aux
herbicides inhibiteurs de ’'ALS. Ces herbicides
ontdeuxavantages : ils s’appliquenta un faible
grammage a I'hectare et ont un spectre large. Le
revers de la médaille est qu’il s’agit du groupe
d’herbicides pour lesquels le plus grand nom-
bre de cas de résistance ont été signalés dans
le monde (Heap, 2011).

En France, aucune démonstration de cas de ré-
sistance aux inhibiteurs de ’ALS n’avait encore
été publiée chez les coquelicots. Néanmoins,
des cas de résistance chez les coquelicots
sont connus et publiés dans d’autres pays

Infestation de grand coquelicot (Papaver rhoeas)
dans un champ de blé. Une telle densité de plantes
aprés un désherbage a l'aide d’un produit visant le

coquelicot laisse supposer lexistence de résistance
a cet herbicide. Encore faut-il la prouver, car d’autres
causes d’échecs de désherbage peuvent exister.

(Angleterre, Espagne, Gréce, Italie : Heap, 2011).
Cetravail avait donc deux objectifs : développer
un testde diagnostic de la résistance aux inhibi-
teurs de ALS chez les coquelicots, et l'utiliser
pour analyser des populations francaises de
grand coquelicot pour lesquelles des difficultés
de contrdle avec des inhibiteurs de I'ALS ont
été observés.

Un test de
diagnostic rapide

Le mécanisme de résistance auxinhibiteurs de
I’ALS le plus connu est la résistance de cible :
des mutations a des positions particuliéres
dans le géne de I'ALS (« codons ») conférent
une résistance a des herbicides (Tranel et al.,
2011). Il s’agit de mutations spontanées na-
turellement présentes dans les populations
d’adventices, avant 'usage d’herbicides. Lors
de l'application d’herbicides, les plantes por-
tant ces mutations survivent et se reproduisent
(plantes résistantes), alors que les plantes sen-
sibles sont tuées.

Des tests ADN permettant de détecter a l'aide
d’un seul test toutes les mutations a un codon
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donné de I'ALS intervenant dans la résistance
a des herbicides ont été développés pour le
grand coquelicot. Les codons ciblés sont ceux
intervenant le plus souvent dans la résistance :
les codons 122, 197, 205, 574 et 653. Les tests
fontappela la PCR. Ils ont été développés sur la
base de la séquence d’ALS du grand coquelicot,
en utilisant le méme principe que celui d’un test

récemment décrit pour le vulpin et les ivraies
(Délye et al., 2009).

A partir d’un petit morceau de feuille (fraiche ou
séche) collectée au champ (1cm?), chaque test
permet d’obtenir un fragment d’ADN du géne
de ’ALS contenant 'un des codons de ’ALS
cruciaux pour la résistance.

Le diagnostic se fait par digestion enzymatique

Figure 1 - Visualisation par électrophorése sur gel d’agarose du profil PCR de 22 plantes de grand
coquelicot analysées a l'aide du test PCR détectant la présence de mutations au codon 197 de I'ALS.
E, marqueur de poids moléculaire ; H20, contréle de qualité de 'analyse (pas de contamination des
réactifs). Le fragment mutant et le fragment non mutant se différencient par leur position sur le gel.
Chaque plante contient deux copies du géne de I’ALS. Les plantes non mutantes (N) ne contiennent pas
de mutations au codon 197. Les plantes mutantes hétérozygotes (m) contiennent une mutation au co-
don 197 sur une des copies de I’ALS, et aucune mutation au codon 197 sur l'autre. Les plantes mutantes
homozygotes (M) contiennent une mutation au codon 197 sur les deux copies de I'ALS.
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Tableau 1 - Echantillons de grand coquelicot étudiés.
Codeparcele g fiuiey,  Departement  CHOLIINANS B D
1 2010 02 197 100 %
2 2010 o4 Aucun 0%
3 2010 04 197 80 %
4 2010 o7 197 82 %
5 2010 13 197 100 %
6 2010 17 197 91%
7 2006 28 197 100 %
8 A* 2009 34 197 98 %
9 A* 2009 34 197 96 %
10 A* 2009 34 197 90 %
11 2010 49 197 100 %
12 2010 51 197 100 %
13 2007 53 197 98 %
14 2010 62 197 100 %
15 B* 2010 63 197 100 %
16 B* 2010 63 197 100 %
17 B* 2010 63 197 100 %
18 B* 2010 63 197 100 %
19 B* 2010 63 197 100 %
20B* 2010 63 197 100 %
21 2010 71 197 100 %
22 2010 71 197 100 %
23 2010 74 Aucun 0%
24 2010 80 197 100 %
25 2010 80 197 100 %
26 2010 80 197 100 %
27 2010 81 197 66 %
28 2010 83 197 100 %
29 2010 86 197 89 %
* Parcelles dont le code est suivi de la méme lettre = parcelles distinctes d’une méme exploitation.
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de ce fragment d’ADN : le fragment est coupé
uniquements’il contient la version non mutante
(« sensible ») du codon. Si une mutation, quelle
qu’elle soit, est présente au codon étudié, le
fragment n’est pas coupé. La différence de taille
observée aprés électrophorése (figure 1) permet
de déterminer si la plante analysée est mutante
ou non au codon considéré. Ces tests, mis au
point sur le grand coquelicot (P. rhoeas), sont
utilisables sur six autres espéces de Papaver,
dont P. dubium et P. argemone.

Des mutations dans I’ALS
de coquelicot :
la résistance est la!

Des populations de grand coquelicot ont été
prélevées entre 2006 et 2010 dans 29 parcelles
réparties sur 18 départements (Figure 2).
Dans chacune de ces parcelles, 'efficacité du
contrdle des coquelicots par des inhibiteurs de
’ALS n’était pas satisfaisante 'année du pré-
lévement. Vingt a 50 plantes présentes aprés
traitement ont été analysées par les tests ADN
dans chaque parcelle. Sur les 29 parcelles,
deux ne contenaient aucune plante mutante
(Tableau 1).

Pour ces deux cas, un traitement en serre ef-
fectué sur des plantules issues de graines
prélevées dans les parcelles a révélé que les
coquelicots étaient sensibles aux inhibiteurs
de 'ALS, et donc que le mauvais contrdle des
coquelicots était dd a des conditions d’appli-
cation de 'herbicide inadéquates.

Les 27 autres parcelles contenaient entre 66 %
et 100 % de plantes mutantes (Tableau 1). Tou-
tes les plantes mutantes identifiées contenaient
des mutations exclusivement au codon 197 de
’ALS. Aucune des plantes analysées ne conte-
nait de mutations a un autre des cing codons
testés (122, 205, 574 et 653). La présence de
mutations au codon 197 de lALS estassociée a
une résistance a des inhibiteurs de 'ALS.

En particulier il a été montré chez le grand co-
quelicot que ces mutations conférent une résis-
tance autribénuron (famille des sulfonylurées),
une résistance ou une résistance modérée a
I'imazamox (famille des imidazolinones), et pas
de résistance ou une résistance modérée au
florasulame (famille des triazolopyrimidines)
(Délye etal., 2011 ; Tranel et al., 2011).

De ce fait, il est indéniable que la résistance a
des inhibiteurs de 'ALS est présente chez les
coquelicots dans 27 des 29 parcelles « suspec-
tes » étudiées.

Une résistance simple
a diagnostiquer
Auvu des analyses effectuées, la résistance liée
a des mutations au codon 197 de 'ALS semble
le mécanisme de résistance prédominant chez
le grand coquelicot. De ce fait, 'emploi du test
ADN ciblant le codon 197 devrait suffire pour
diagnostiquer la plupart des cas de résistance
aux inhibiteurs de UALS chez les coquelicots.




L’intérét de ce test est sa rapidité (le diagnostic
peut étre établi en une journée de travail a partir
de fragments de feuilles).

Enrevanche, il ne détecte pas d’autres mécanis-
mes de résistance que les mutations de 'ALS,
alors qu’une étude récente (Délye et al., 2011)
suggére l'existence de mécanismes de résis-
tance non liés a ’ALS dans des populations de
grand coquelicot en Italie. Toutefois, des études
supplémentaires sont nécessaires pour avoir
une idée de leurimportance et de leur nature.

Quelles conséquences
pratiques ?

Le poids des inhibiteurs de ’ALS dans les pro-
grammes de désherbage ainsi que le nombre de
cultures sur lesquelles ils peuvent étre utilisés
ne cessent de croftre (Duroueix etal., 2010). Une
des conséquences de la réduction de la diver-
sité des substances herbicides disponibles est
la sélection de résistances. Cette étude lillustre
bien dans le cas du grand coquelicot.

Les cas étudiés ici sont ceux de parcelles o

la présence d’adventices résistantes était sus-

pectée, etoll des pratiques de désherbage non
recommandées étaient mises en ceuvre, par
exemple l'utilisation chaque année d’herbici-
des inhibiteurs de I'ALS. Ils ne sont pas repré-
sentatifs de la situation générale en France.

Néanmoins, la présence quasi-systématique

de trés fortes fréquences de plantes résistantes

dans les parcelles « suspectes » (Tableau 1) a

valeur d’avertissement.

Ceci permet de rappeler que :

- La résistance aux inhibiteurs de I'ALS ne
touche pas que les graminées adventices.
Le risque de résistance concerne aussi les
dicotylédones.

— Lorsque la résistance pose un probléme prati-
que de contrdle d’une espéce adventice dans
une parcelle, c’est qu’une fraction importante
de la population est devenue résistante dans
cette parcelle. Il est alors trop tard pour préser-
ver lefficacité de ’herbicide concemé, voire
de lafamille ou du mode d’action concerné. Il
estdonc primordial de réagir rapidement lors-
gu’on constate une dérive d’efficacité pour le
controle d’une espéce habituellement bien
maitrisée, et de mettre en place les mesures
appropriées.

Une perte d’efficacité des inhibiteurs de 'ALS

est certainement moins préjudiciable pour le

désherbage des coquelicots qu’elle ne l'est
pour celui de graminées adventices comme le
vulpin ou les ivraies (Délye et al., 2009), parce
que lagamme de substances actives et de mo-
des d’action efficaces sur coquelicots est plus
riche et plus diversifiée. En particulier, un grand

nombre de substances actives appartenant a

un groupe HRAC différent de celui des inhibi-

teurs de I'ALS (groupe B) est disponible dans

les cultures de la rotation (Tableau 2).

Malgré une diversité non négligeable de solu-

tions chimiques, la production extrémement

importante de semences du grand coquelicot

Figure 2 - Origine géographique

des échantillons de coquelicots contenant

des plantes avec une ALS mutante.

Les départements contenant un point rouge
sont ceux ol des plantes mutantes ont été
deétectées dans au moins un échantillon de
coquelicot provenant d’une parcelle ot le
contréle de cette adventice par des inhibiteurs
de 'ALS n’était pas satisfaisant. L’année
figurant sur chaque département est celle

ot ’échantillon le plus ancien contenant des

plantes mutantes a été prélevé.

NB : La résistance n’est pas encore

généralisée. Les inhibiteurs de 'ALS
conservent donc vraisemblablement

leur efficacité sur coquelicot dans la plupart
des parcelles de ces départements.
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Tableau 2 - Herbicides possédant une efficacité satisfaisante contre le grand coquelicot
et n’appartenant pas au groupe des inhibiteurs de I'ALS.

Les modes d’action sont donnés sous la forme de la classification HRAC (Herbicide
Resistance Action Committee, http://www.hracglobal.com/). Groupes : C2 et C3,
inhibiteurs de la photosynthése ; E, inhibiteurs de la protoporphyrinogéne-oxydase ;
F1, inhibiteurs de la phytoéne-désaturase ; K1, inhibiteurs de la polymérisation
des tubulines ; K3, inhibiteurs de la synthése des acides gras a longue chaine ;

L, inhibiteurs de la biosynthése de la cellulose ; O, analogues d’hormones.

Pour mémoire, les inhibiteurs de 'ALS appartiennent au groupe HRAC B.

Substance(s) Famille(s) Groupe(s) HRAC
Substances formulées seules
Isoxaben Benzamide L
2,4-MCPA* Acide phénoxy-carboxylique 0
2,4-MCPB Acide phénoxy-carboxylique 0
Mécoprop-p Acide phénoxy-carboxylique 0
Napropamide Chloroacétamide K3
Pendiméthaline Dinitroaniline K1
Associations
Bifénox + chlortoluron Diphényl-éther + urée E+C2
Bifénox + ioxynil + mécoprop-p chiFr)tt]oé;\Xiléé&zer A+ hitrle s acide phenoy: E+C3+0
Bifénox + isoproturon + Diphényl-éther + urée + acide phénoxy- B0
mécoprop-p carboxylique
Bromoxynil + diflufénicanil + méco-  Nitrile + pyridine-carboxamide + acide phénoxy- . ¢ . o
prop-p carboxylique S
Bromoxynil + ioxynil + mécoprop-p  Nitrile + nitrile + acide phénoxy-carboxylique 3+C3+0
Bromoxynil + dicamba + Nitrile + acide benzoique + acide phénoxy- . 5,0
mécoprop-p carboxylique 30+
Chlortoluron + isoxaben Urée + benzamide C2+L
Dicamba + mécoprop-p Acide benzoique + acide phénoxy-carboxylique ~ 0+0
Dichlorprop + mécoprop-p + acide phénoxy—cgrboxxlique + acide phénoxy- 0+0+0
2,4-MCPA carboxylique + acide phénoxy-carboxylique
Diflufénicanil + flurtamone Pyridine-carboxamide + non défini F1+F1
i[;iglslrfsgjrcoa:” + flitamones Pyridine-carboxamide + non défini + urée Fi+F1+C2
loxynil + mécoprop-p Nitrile + acide phénoxy-carboxylique C3+0
Métazachlore + quinmérac Chloroacétamide + acide quinoline-carboxylique K3 +0
Pendiméthaline + picolinafen Dinitroaniline + pyridine-carboxamide Ki+F1

*Sur jeunes plantes.
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(jusqu’a 100 000 semences par plante) peut
poser des problémes de gestion, du fait de
développement de populations trés denses.
Dans le contexte actuel, il reste donc impératif
de préserver l'efficacité de tous les herbicides
encore disponibles, et particulierement des
inhibiteurs de I’ALS au vu de leur importance
pour le désherbage.

Ceci implique en particulier de bien raisonner
leuremploi, et de les inclure dans un program-
me de désherbage diversifié tant au niveau
des solutions chimiques que des pratiques
agronomiques.
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Résumeé
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les coquelicots est donc une réalité en France.
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ont été identifiées dans les parcelles étudiées.
De ce fait, 'emploi du test ADN ciblant ce co-
don devrait suffire pour diagnostiquer la plu-
part des cas de résistance aux inhibiteurs de
'ALS chez les coquelicots. Ce travail souligne
la nécessité de raisonner 'emploi des inhibi-
teursde 'ALS, et d’inclure ces herbicides dans
un ensemble aussi diversifié que possible de
pratiques de désherbage.
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Summary

Herbicides inhibiting acetolactate-synthase (ALS)
are the current major herbicide class in France.
Rapid resistance diagnosis helps upholding their
efficacy. DNA-based assays were developed to de-
tect ALS mutations endowing herbicide resistance
in poppies (Papaver rhoeas, Papaver dubium et Pa-
paverargemone). The assays were used to analyse
poppy plants sampled in fields where ALS inhibitor
application failures were reported. They detected
high frequencies of ALS mutations in 27 out of the
29 fields investigated. This shows resistance to
ALS inhibitors has evolved in poppies in France.
Only mutations at ALS codon 197 were detected
in the fields investigated. Thus, using only the cor-
responding DNA-based assay should identify most
cases of resistance to ALS inhibitors in poppies.
This work emphasizes the need to ponder ALS in-
hibitorapplications, and to use them in association
with the highest possible diversity of weed control
practices.

Key words: Poppy, Papaver, ALS, resistance, dia-
gnosis, PCR, wheat.

PHYTOMA

BULLETIN

D’ABONNEMENT

a renvoyer sous enveloppe non affranchie a :

PHYTOMA - Service Abonnements
Libre réponse n° 42031 - 75742 Paris Cedex 15

ou par fax au : 01 45 78 33 07

50 PHYTOMA - La Défense des Végétaux
N° 645 juin-juillet 2011

|
|
| s . S
" Je m'abonne a Phytoma . Je recevrai mon abonnement a cette adresse :
! | En FRANCE : ,il M. OMme OMle o
: []1 an, 10 numéros au prix de 74,50€ au lieu de 100€ om renom
I (prix de vente au numéro) soit plus de 25% d'économie. Société
1 | [J2ans, 20 numéros au prix de 136€ au lieu de 200€ Evial]
| (prix de vente au numéro) soit plus de 30% d'économie.
: Tarifs étranger : appelez le 01 45 78 33 00 Adresse
: Je vous régle par : Ccide PosTal |Comr|nune| |
. Telloe Lo Ty Tl JrRaxbe b by [y [y |
I | O Cheque bancaire joint a l'ordre de PHYTOMA
: 0 Carte bancaire () e TR QYT elo) g YR merci de répondre & ces quelques questions :
[ dontvoicileN°[ ;o o [ v o ¢ [y oy [y ] D\F/%t.re activite : , ,
I L a rlc‘ant.de Semences (FAESEN) [l Fabrlcgnt gie phyto, engrais (rascH)
i Date d'expiration Signature % Coopérative, négoce de céréales (coose) S Conseil, diagnostic ou prescription (scecns)
Cryptogramme Protection des végétaux iscespy) Collect|V|te§, admtmstratnpns (INso0P)
I [ Enseignement (oivee) (] Recherche, institut technique (scerm
1 (3 derniers chiffr27 2 d:és (Ze votre ct-artz)e % Entreprise de travaux paysagers sceere) [ Autre activité, précisez :
1 surta:oande de signature, Productions végétales : L |
I | JVirement - HSBC - 75010 PARIS SVigne(vm MEI Céréales (cer) ) I;l'gultures |égumiéres (CELNAR)
1 : = Cultures fruitiéres (ceare) [ Pépiniéres (cewper) [ Horticulture (ceLor)
i Code banque Guichet N° compte Cle Votre service -
i 30056 00024 | 00242011084 24 % Direction générale sero) L] Commercial sercon) [ R&D (seroey)
I < L 2 . Espaces verts (sersev) (] Documentation seroo) [ Marketing (serma)
| O Je reglerai a réception de facture 7 Autre, précisez: |
|
[ 5

Les renseignements demandés ici sont nécessaires au traitement de votre abonnement et réservés aux services concernés du Groupe France Agricole. Conformément & la loi, vous disposez d'un droit d'accés et de rectification pour les informations vous concernant.
Groupe France Agricole RCS Paris B 479 989 188 - Offre réservée aux professionnels et valable jusqu'au 31.12.2011. A partir de § abonnements groupés, nous constiter, Vous pouvez vaus abonne ; par le|ephune au: m 45 78 33 00- par fax all: 014578 33 07 - par Intemet : www.abonnements-gfa.com/phytoma




