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Métabolomique des plantes : des perspectives ?
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Le métabolisme spécialisé des plantes

plant
reproduction

glucosinolates
lignins hormones

flavonoids " terpenes
/ Primary

| /
j alkaloids Metabolism
defens
2 . sugars :
aga.nn:st i k amino organic
abiotic acids acids

\stresses phosphorylated
\ R \_\compounds

Lorsque les plantes se défendent contre |'attaque de pathogenes des modifications
majeures de leur métabolisme spécialisé ou secondaire (phytoalexines, acide

hydroxycinnamique, etc) sont observées.
Castro-Moretti et al. 2020. Metabolites



Métabolisme spécialisé et fusariose de I'ail

Lail (Allium sativum)
e Culture a forte valeur ajoutée
* Enjeux économiques majeurs pour les exploitants

La fusariose de I'ail (Fusarium proliferatum)

* Apparition tardive des symptémes : au stockage sans apparition de
signes distinctifs de maladie au champ tout au long de la culture

* Jusgu’a 80% de pertes sur certains lots (chrétien et al., 2020)
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Métabolisme spécialisé et fusariose de I'ail

Lail (Allium sativum)
e Culture a forte valeur ajoutée
* Enjeux économiques majeurs pour les exploitants

La fusariose de I'ail (Fusarium proliferatum)

* Apparition tardive des symptémes : au stockage sans apparition de
signes distinctifs de maladie au champ tout au long de la culture

* Jusgu’a 80% de pertes sur certains lots (chrétien et al., 2020)

Axe 2 — Tache 2-1

Peut-on identifier des métabolites végétaux pouvant

servir de marqueurs de fusariose a des stades précoces de
croissance des aulx?

Objectif: Caractérisation du métabolome
de l'ail dans les essais du projet Synergies
* en conditions contrdlées
* au champ ou leffet suppressif de
composts a été évalué

Hypothese: Métabolome de I'ail serait modifié en
présence de F. proliferatum, y compris dans sa forme
non-symptomatique




Démarche expérimentale

Modalités comparées

Préparation des
échantillons

Séparation

organes Racines

(n=15)

+ Lyophilisation
broyage

Extraction LC-DAD-QTOF

méthanol (Modes +/-)

»Phases mobiles : eau et
acétonitrile (polarité)
»Phase stationnaire :
colonne silice greffée C18

Métabolomique non ciblée

Comparaison de profils

Traitement des données avec
4
Wm
= intensité ions a un temps
de rétention donné

* Analyses statistiques
multivariées non supervisées
(ACP) et supervisées (PLS-DA)

* Identification par rapport aux
bases de données (locales,
bibliographie, données MS/MS



Tests de pathogénicité en conditions controlées (CTIFL Balandran)

2020
MODALITES TESTEES (pour Analyses de Métabolomique)
C Sol non-stérile non-infecté par F. proliferatum
C1 Sol non-stérile infecté avec 5 g de graines d’orge inoculé/L
Cc2 Sol non-stérile infecté avec 20 g de graines d’orge inoculé/L

Conditions expérimentales

»F. proliferatum, souche G45-1-2/1.

»Inoculation : graines d’orge inoculées avec F. proliferatum
»Variété : Edenrose 2,

»Sol prélevé en parcelle AB e
» Essais sous tunnel (5 blocs x3 plantes /modalités)

Echantillonnage:

»Au stade 6 feuilles pour les analyses du métabolome dans les compartiments
feuilles, bulbes, racines

»Au CTIFL: suivi de la croissance, de I'état sanitaire des plantes et aprés récolte
stockage des aulx pour analyse des symptémes




Recherche de marqueurs précoces de fusariose de I’ail
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Recherche de marqueurs précoces de fusariose de I'ail

» ldentification des 20 ions (“composés”) impliqués dans la séparation des métabolomes dans les différents tissus
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Moins abondant en C2 (=20g d’orge inoculé) vs C (non-inoculé)
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7 pu étre annotés (peu de données disponibles dans les bases de
10 X données).
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Recherche de marqueurs précoces de fusariose de I’ail

> ldentification des 20 ions (“composés”) impliqués dans la séparation des métabolomes dans les différents tissus
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Wolinska et al. PNAS 118(49):e2111521118



Recherche de marqueurs précoces de fusariose de I'ail

> ldentification des 20 ions (“composés”) impliqués dans la séparation des métabolomes dans les différents tissus
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Recherche de marqueurs précoces de fusariose de I'ail

> ldentification des 20 ions (“composés”) impliqués dans la séparation des métabolomes dans les différents tissus
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Recherche de marqueurs précoces de fusariose de I'ail

> ldentification des 20 ions (“composés”) impliqués dans la séparation des métabolomes dans les différents tissus

lons R3 e Bulbe

3 X X X
2 Racines

Kruskal Wallis (p<0.05)

10 X # Garlicnine D -

F. proliferatum

14
16
18 X
20

Nohara et al. 2012 Chem. Pharm. Bull. 60:747



Analyses métabolomiques sur les échantillons des essais au champ

[Essai 1 (2020)] [Essai 2 (2021)}
Localisation: Drome (SERAIL, CA26) Localisation: Drome (SERAIL, CA26)
Varieté: Flavor Varieté: Clédor
Composts : |1 (industrie agroalimentaire), D (déchets Composts : A2 (déchets verts) et H (marc de café, pulpe
verts) et B (déchets verts et fumier dinde) olive, raisin etc)
Résultat: pas d’effets suppressifs des composts Résultat: le compost A2 limiterait [égerement la fusariose

\ 2 temps d’échantillonnage l
* Précoces= 6 Feuilles

* Tardifs = apres stockage

\

Méme protocole d'anal[ses métabolomiques

Analyse sur stade 6 feuilles et
apres stockage post-récolte

Analyse sur stade 6 Feuilles
uniquement

Deux types d’exploitation des résultats

* Comparaison des profils métaboliques en fonction des conditions composts
* Analyse ciblée sur des marqueurs précédemment identifiéss



Comparaison des profils métaboliques des aulx

Légende:
[Essai 1 (2020) - Stade 6 feuilles] Compost B
Compost D
Compost |
Contréle non amendé

Plotindiv Plotindiv Plotindiv

30% 37%

0 20 40 -80 -40 0 -40 -20 0
Kovariate 1 19% expl. var Kvariate 1: 31% expl. var Kovariate 1. 16% expl. var

PLS-DA / Feuilles PLS-DA / Bulbes PLS-DA / Racines




Comparaison des profils métaboliques des aulx

Légende:
[Essai 2 (2021) - Stade 6 feuilles] Compost A2
Compost H
Controle non amendé
Plotindiv Plotindiv
C a0
50 25 | G expl,nv » 25 50 = = X-variate 1- 106% expl. var ” !
PLS-DA / Bulbes PLS-DA / Racines



Comparaison des profils métaboliques des aulx

|
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Analyse ciblée sur certains des marqueurs identifiés

Essai 1 2020 — Flavor — stade 6 Feuilles Essai 2 2021 — Cledor — stade 6 Feuilles

b
Garlicnine A : composé dont la 5 ) a a a
teneur augmentait dans les = | I a
aulx infectés avec Ila taille » —
. s 7 &~ H 6.4
d’inoculum la plus élevée § * .
s |
i 63
i 62
Garlicnine D : composé dont la _ |
teneur diminuait dans les aulx B D o | C : A2 H C
infectés avec la  taille
a a a a

d’inoculum la plus élevée | 00

i a
| a :
56 : = i
b i
E 58

52

Aboi

Abondance

56
48

B D weaies | C A2 H C



Analyse ciblée sur certains des marqueurs identifiés

Essai 1 2020 — Flavor — stade 6 Feuilles Essai 2 2021 — Cledor — stade 6 Feuilles
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Analyse ciblée sur certains des marqueurs identifiés

Garlicnine A : composé dont la
teneur augmentait dans les
aulx infectés avec la taille
d’inoculum la plus élevée

Garlicnine D : composé dont la
teneur diminuait dans les aulx
infectés avec la taille
d’inoculum la plus élevée

Essai 1 2020 - Flavor — stade 6 Feuilles
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CONCLUSION

v' Le métabolisme spécialisé de I'ail est encore peu connu. Seul un nombre limité de composés
ont pu étre identifiés.

=» De nouvelles annotations/identifications pourront étre menées avec I'avancement des
connaissances.
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différencier les métabolomes de I'ail en fonction de la taille de I'inoculum dans tous les tissus

=>» Les composés impliqués dans la séparation des métabolomes sont-ils de bons marqueurs de
maladie?



CONCLUSION

v' Le métabolisme spécialisé de I'ail est encore peu connu. Seul un nombre limité de composés
ont pu étre identifiés.

=>» De nouvelles annotations/identifications pourront étre menées avec 'avancement des
connaissances.

v En cas de niveaux de maladie contrastés (CTIFL 2020, conditions contrdlées), on arrive a
différencier les métabolomes de l'ail en fonction de la taille de I'inoculum dans tous les tissus

=>» Les composés impliqués dans la séparation des métabolomes sont-ils de bons marqueurs de

maladie?
o Encore tres difficile a affirmer! Les conditions de maladie au champ n’étaient pas assez

contrastées pour pouvoir valider ces marqueurs. Nos analyses ciblées doivent étre poursuivies
afin de continuer I'étude des variations de leur quantité (en cours).
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v' Le métabolisme spécialisé de I'ail est encore peu connu. Seul un nombre limité de composés
ont pu étre identifiés.

=>» De nouvelles annotations/identifications pourront étre menées avec 'avancement des
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v En cas de niveaux de maladie contrastés (CTIFL 2020, conditions contrdlées), on arrive a
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o Encore tres difficile a affirmer! Les conditions de maladie au champ n’étaient pas assez

contrastées pour pouvoir valider ces marqueurs. Nos analyses ciblées doivent étre poursuivies
afin de continuer I'étude des variations de leur quantité (en cours).

=>» Le sont-ils pour toutes les variétés?

o La encore on ne peut pas l'affirmer! Plusieurs marqueurs identifiés chez Edenrose (CTIFL) ont
été retrouvés dans les métabolomes de Flavor et Clédor (Essais Champs).

Perspectives a long terme : Méthode de détection précoce de la maladie au champ basée sur
I’expression des génes impliqués dans leur voie de biosynthese ???
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