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Résumé

La fusariose vasculaire du cyclamen est une maladie causée par le champignon tellurique
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis. Elle est considérée comme I'une des maladies les plus
graves du cyclamen et se traduit par des pertes atteignant jusqu’a 50 % de la production.
Actuellement, les moyens de lutte ne permettent pas de contréler la maladie. Dans ce contexte,
une collaboration s’est engagée entre l'institut technique de I'horticulture, Astredhor,
représentant les producteurs, I'INRA de Dijon pour son expertise sur F. oxysporum et la société
Agrene pour son expertise en lutte biologique. Les objectifs de cette collaboration étaient
doubles : i) identifier un marqueur spécifique de la forme spéciale cyclaminis et développer un
outil de détection de I'agent pathogene permettant de mettre en place des méthodes de lutte
appropriées ; ii) identifier un agent de lutte biologique efficace contre le pathogéne. Le travail
s’est donc structuré autour de ces deux objectifs.

Une collection de souches représentatives de la diversité des populations de F. oxysporum f.
sp. cyclaminis a été constituée. Elle regroupe des souches provenant de collections
internationales et des isolats obtenus de cyclamens symptomatiques ou non. L'analyse
moléculaire de cette collection a permis de caractériser son importante diversité génétique et
a mis en exergue la difficulté d’identifier un marqueur moléculaire spécifique. Néanmoins, un
fragment d’ADN spécifique de I'agent pathogéne a pu étre mis en évidence par amplification
aléatoire d’ADN polymorphe. A partir de ce fragment, un couple d’amorces spécifiques a été
dessiné et un outil moléculaire a été développé. Ce dernier permet une détection du
champignon in planta en PCR conventionnelle et en PCR en temps réel.

Parallelement, une étude bibliographique approfondie relative aux méthodes de lutte
biologique contre les fusarioses induites par F. oxysporum sur les plantes ornementales a été
effectuée. Cette revue a souligné la possibilité d’utiliser des ressources d’origine microbienne
et d’origine végétale pour contréler F. oxysporum, mais cette stratégie impliquant une étape
de sélection nous est apparue lourde et laborieuse. Nous avons opté pour une autre démarche
visant a identifier, parmi des produits déja sur le marché, ceux susceptibles de réduire
significativement la gravité de la maladie. Des bioessais ont été conduits en serre, dans des
conditions proches de celles de la production pour tester sept produits reposant sur la
formulation de bactéries, de champignons ou de combinaisons de ces microorganismes. Les
produits les moins performants ont été éliminés a 'issue d’un premier essai. Des bioessais ont
été conduits a nouveau avec trois produits. Un seul de ces produits donne satisfaction mais son
efficacité devra étre validée en conditions de production réelles.

En conclusion, I'outil de détection spécifique permettra aux producteurs de s’assurer de la
qualité sanitaire de la culture et des supports de culture. L'agent de lutte biologique retenu a
I'issue de nos essais permettra dans un premier temps aux producteurs de prévenir le risque
d’activité infectieuse de F. oxysporum f. sp. cyclaminis. Cependant, un travail de recherche d’un
agent de lutte plus performant s’avere nécessaire. Des pistes sont proposées.

Mot-clés : Cyclamen persicum, diversité génétique, Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis, lutte
biologique, marqueur moléculaire, moyen de lutte, outil moléculaire de détection,
pathogénicité, RAPD-SCAR.






Abstract

Fusarium wilt of cyclamen is one of the most damaging diseases of cyclamen. The causal agent,
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis, is a soil-borne fungus. Losses can reach more than 50 %
of the production. Several methods of control are available, but none of them offer an efficient
and environmentally friendly solution. In this context, a project was developed in collaboration
with the French institute of horticulture, Astredhor, which represents the producers, the INRA
of Dijon, for its expertise on F. oxysporum and the company Agrene for its expertise in biological
control. The project has two goals: i) design a molecular marker specific of Fusarium oxysporum
f. sp. cyclaminis allowing a better management of the disease, ii) identify one or several efficient
biological control agents.

A collection of strains representative of the diversity of F. oxysporum f. sp. cyclaminis
populations was made up with strains from international collections and isolates collected from
symptomatic and asymptomatic cyclamens. A molecular study of the collection demonstrated
the high genetic diversity of the forma specialis, which makes the identification of a specific
molecular marker more complicated. However, a specific DNA fragment was identified by
random amplified polymorphic DNA. A primer pairs was designed and a specific tool of
detection was developed. Thanks to this tool, it is now possible to detect the fungus in planta
by conventional and real-time PCR.

Simultaneously, a broad literature analysis on the biocontrol of ornamental plant diseases
caused by F. oxysporum was performed. The review emphasized that biocontrol of F.
oxysporum encompassed both microbial biocontrol agents and botanicals. To avoid the
laborious and time-consuming screening step, we decided to assess the antagonistic activity of
seven commercial products containing bacteria, fungi or a combination of both
microorganisms. Greenhouse trials were performed under conditions similar to those of the
production. First trial led to the exclusion of the less efficient products. Other trials were
conducted with the three remaining products. Disease reduction was obtained with one of
these products although it must be validated in production.

Finally, the molecular tool of detection will allow producers to insure the health status of the
culture. In addition, the efficient biocontrol agent identified will prevent the disease progress
for a while but more investigations are needed to obtain reliable, efficient and sustainable
biocontrol agents. Proposals to improve Fusarium wilt control are discussed.

Keywords: biological control, Cyclamen persicum, Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis, genetic
diversity, method of control, molecular marker, molecular tool of detection, pathogenicity,
RAPD-SCAR.
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Contexte du projet

Le projet «Fusariose du Cyclamen (FuCy): détection précoce du risque et controle
biologique», dont les résultats sont présentés dans ce manuscrit porte sur la recherche de
solutions de contréle de la fusariose du cyclamen en production. Les partenaires impliqués dans
ce projet sont les suivants :

- Astredhor (association nationale des structures d’expérimentation et de démonstration en

horticulture) : cette association est un institut technique qui fédére les stations
d’expérimentation en horticulture ornementale depuis 1994. Il est organisé en 6 unités de
bassins et 10 stations d’expérimentation. L’institut mene de fagon coordonnée des essais
régionaux et des programmes nationaux pour répondre aux attentes des adhérents. Ces
derniers sont des producteurs, des entreprises du paysage, des distributeurs, des
fournisseurs et des établissements d’enseignement. Les thématiques abordées par I'institut
portent sur les techniques culturales, la diversification de la gamme de produits ainsi que
leur qualité et la protection des cultures.
Le projet FuCy a été piloté scientifiquement par Fabien Robert de l'unité nationale
d’Astredhor située a Paris. Une partie des travaux de ce projet a été réalisée a la station de
Mont-Saint-Aignan de 'unité de bassin Astredhor Seine-Manche sous la direction d’Agnés
Langlois et de Marc-Antoine Cannesan.

- INRA (Institut National de la Recherche Agronomique): linstitut développe des
thématiques de recherche dans les domaines de I'alimentation, de I'agriculture et de
I'environnement. Le projet a été mené au sein de I'équipe «écologie des champignons
phytopathogénes d’origine tellurique» appartenant au péle «interactions plantes
microorganismes» (IPM), appartenant lui-méme a l'unité mixte de recherche (UMR)
Agroécologie 1347 de I'INRA de Dijon. L'équipe, animée par Christian Steinberg, axe ses
recherches sur I'écologie des champignons d’origine tellurique et la recherche de solutions
de lutte contre plusieurs champignons telluriques pathogeénes. Elle s’appuie sur des études
de diversité génétique et fonctionnelle de I'agent pathogene étudié et des communautés
microbiennes de la rhizosphére des pathosystémes associés. Les recherches engagées dans
le projet FuCy ont été réalisées dans cette équipe sous la direction de Christian Steinberg
avec le co-encadrement de Véronique Edel-Hermann.

- Agrene (agriculture environnement études) : la société, installée a proximité de Dijon, a
pour but de mener des études, recherches et développement dans les domaines de
I'agriculture et de l’environnement. Elle propose des prestations de service pour la
protection des plantes, la qualité des sols et des récoltes et I'utilisation de microorganismes
pour la dégradation de matériaux. Agrene apporte également son expertise pour la
constitution de dossiers de réglementation et la rédaction de protocoles expérimentaux.
Pendant la durée du projet, Claude Alabouvette a apporté son expertise scientifique et
Christelle Cordier a mené un des essais du projet.
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Ce projet a été développé pour répondre aux attentes de la profession horticole, démunie
face a la fusariose du cyclamen. Pour apporter des solutions, les objectifs du projet sont les
suivants :

- Identifier un marqueur moléculaire spécifique de Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis,
responsable de la fusariose du cyclamen, pour permettre sa détection précoce en
production

- Identifier un ou plusieurs agents de lutte biologique efficaces contre le pathogéne

Le projet a débuté en février 2013. Les travaux menés et résultats obtenus sont présentés dans

le présent manuscrit, apres une bréve introduction générale qui présente le cyclamen et la

fusariose vasculaire du cyclamen, les F. oxysporum et leur diversité génétique, les outils de
détection envisageables, ainsi que les moyens de lutte contre F. oxysporum.
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P i

Figure 1 : Aires de répartition géographique des 22 espéeces de Cyclamen : C. africanum (1), C. alpinum (2), C.
balearicum (3), C. cilicium (4), C. colchicum (5), C. coum (6), C. creticum (7), C. cyprium (8), C. elegans (9), C.
graecum (10), C. hederifolium (11), C. intaminatum (12), C. libanoticum (13), C. mirabile (14), C. parviflorum
(15), C. peloponnesiacum (16), C. persicum (17), C. pseudibericum (18), C. purpurascens (19), C. repandum (20),
C. rohlfsianum (21), C. somalense (22). La figure a été réalisée d’apres Grey-Wilson, 1997.

Gyelamen ow pan de Pourcea.

Figure 2 : Gravure du cyclamen provenant du cours complet d’agriculture de Francois Rozier (1784, p. 615-617).
La figure présente : tubercule en coupe transversale (A), partie supérieure de la fleur vue intérieurement avec
les 5 étamines (B), réunion des étamines autour du pistil (C), pistil posé sur I'embryon (D), fond du calice duquel
sort le pistil (E), baie sphérique a une seule loge membraneuse s’ouvrant en 5 parties, renfermant des semences
ovales, anguleuses et brunes (F), coupe latérale du fruit (G).
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Le cyclamen

Le genre Cyclamen appartient a la famille des Primulacées regroupant des plantes
dicotylédones telles que les mourons, les primeveres ou les soldanelles (Pax, 1889). Il comprend
une vingtaine d’espeéces de plantes vivaces majoritairement originaires du bassin
méditerranéen (Figure 1) (Grey-Wilson, 1988). Ainsi, I'espece la plus septentrionale est
présente jusqu’en République Tcheque (i.e. C. purpurascens) et 'espéce la plus méridionale est
présente en Somalie (i.e. C. somalense) (Grey-Wilson, 1986; Thulin et Warfa, 1989). Certaines
especes, comme C. repandum, ont une aire de répartition géographique large tandis que
d’autres espéces, comme C. colchicum, présente uniquement dans une zone du Caucase, ou C.
balearicum, présente uniquement dans les Baléares, sont endémiques (Grey-Wilson et Wilford,
1998; Debussche et Thompson, 2003). Certaines de ces especes sont subdivisées en sous-
especes, en variétés voire en formes d’apres leurs caractéristiques morphologiques (Grey-
Wilson, 1997).

D’un point de vue botanique, le cyclamen (Figure 2) se distingue par un organe de réserve
semi-souterrain appelé tubercule (Lamarck et Candolle, 1805). Il permet a la plante de rentrer
en dormance pendant la période estivale (Wildmer et Lyons, 1985). Ses feuilles en forme de
cceur présentent un motif en leur centre allant du vert au blanc en passant par I'argenté. Ses
fleurs sont également remarquables puisqu’elles présentent une corolle ascendante sur le
calice, donnant aux fleurs leur allure si caractéristique (Lamarck et Candolle, 1805). Les formes,
couleurs et motifs des fleurs et feuilles de cyclamens sont trés variés (Figure 3). De nombreuses
études cytologiques ont été menées sur les différentes espéces de cyclamen (Bennett et
Grimshaw, 1991; Ishizaka, 1994, 2003). Bien que la majorité des cyclamens soient diploides,
certains cultivars sont polyploides. Le nombre de chromosomes décrits chez le cyclamen varie
entre 20 et 96 selon les cultivars et/ou espéces (Grey-Wilson, 1997).

En considérant I'ensemble des especes de cyclamen, il est possible de trouver un cyclamen
en fleur a presque toutes les périodes de I'année. Ainsi, certaines espéces fleurissent en
automne (C. africanum), beaucoup fleurissent I'hiver (C. persicum), certaines fleurissent au
printemps (C. balearicum) et quelgues-unes fleurissent I'été (C. intaminatum). Selon |'espéce
considérée, la floraison peut intervenir 2 a 5 ans apres le semis dans leur environnement
naturel (Grey-Wilson, 1997). Le cyclamen est décrit comme allogame bien que I'autogamie ne
soit pas totalement exclue (Affre et al., 1995; Affre, 1996). Une fois la fleur fécondée, la corolle
tombe et le fruit (capsule déhiscente) mdrit pendant que le pédoncule floral s’enroule
progressivement sur lui-méme. Lorsque la capsule atteint le sol, sa maturation est presque a
terme. Le fruit finit par s’ouvrir et libere ainsi les graines (Germain, 1870). Les fourmis se
chargent alors de les disséminer par attrait pour le mucilage sucré qui les recouvre (Hildebrand,
1898).
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Figure 3 : Diversité de formes, motifs et couleurs de feuilles et fleurs des différentes espéces de
cyclamen.

Les photographies présentent les feuilles et fleurs des espéces de cyclamen suivantes : C. africanum (A),
C. balearicum (B), C. hederifolium (C), C. cilicium (D), C. rohlfsianum (E), C. cyprium (F), C. libanoticum
(G), C. coum (H). Photographies d’Arnold Trachtenberg (F), de John T Lonsdale (C, D, E, G) et de Mary
Sue Ittner (A, B, H).

Janvier a avril

Fructification

Décembre a février

Repiquage

Mars a juin

Mai a juillet

Floraison

Octobre a janvier

Figure 4 : Cycle de production du cyclamen en France.
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Le mot cyclamen dériverait du mot grec «kukAaulvoc» signifiant cercle ou couronne, se
rapportant probablement a la forme circulaire de son tubercule (Miller, 1785). Le mot cyclamen
peut également étre employé comme adjectif pour qualifier une couleur. Dans la littérature, il
est également possible de trouver le mot cyclame pour désigner un cyclamen (Cuvier, 1818).
'autre nom vernaculaire du cyclamen est «pain de pourceau» par référence a I'attrait des
porcs pour cette plante (Jonghe, 1844). L'aspect peu commun des cyclamens a inspiré et inspire
encore de nombreux auteurs et peintres.

Cyclamen persicum est la principale espéce de cyclamen commercialisée. Ce cyclamen dit
«des fleuristes» a longtemps été surnommeé a tort «cyclamen de Perse» alors qu’il provient des
cOtes méditerranéennes du Liban, de Syrie et de la Turquie et non pas de Perse (Iran). La culture
du cyclamen débute pendant la premiére moitié du 17¢™¢ siécle. L'espéce est alors cultivée
dans quelques jardins européens ou elle fleurit aprés 3 a 4 ans de culture (Blasdale, 1954; Grey-
Wilson, 1997). Ce n’est qu’au 19°™¢ siécle que la culture se développe vraiment, les nouveaux
cultivars permettent alors d’obtenir une floraison seulement 15 a 18 mois apres le semis. A
partir de cette période, la sélection variétale a permis de diversifier la gamme de coloris, de
taille et de forme de fleurs et feuilles et de réduire la durée du cycle de production. Aujourd’hui,
en conditions optimales, la floraison intervient 7 a 9 mois aprés semis. L'espéece se décline en
de nombreux cultivars, séries et hybrides F1 (Grey-Wilson, 1997). Les autres espéeces de
cyclamen constituent d’attractives sources génétiques pour la sélection variétale. Dans la
majorité des cas, les hybrides obtenus sont non viables ou stériles (Ishizaka et Uematsu, 1995;
Ishizaka, 2008). L’hybridation interspécifique n’a d’ailleurs jamais été observée dans la nature.
Les seuls cas ou les hybrides obtenus se sont montrés viables correspondent aux croisements
effectués entre des especes ayant le méme nombre de chromosomes (Grey-Wilson, 1997).
Cependant, I'utilisation de la technique de culture in vitro de sauvetage d’embryon a permis
d’outrepasser cette incompatibilité (Ishizaka, 2008).

En production, les cyclamens sont généralement semés de janvier a mars, voire avril, pour
atteindre la floraison d’octobre a janvier selon les cultivars (Figure 4). Le semis est réalisé dans
de la tourbe et les cyclamens doivent étre placés en chambre de germination a 17-18 °C avec
une humidité de 90 % pendant une vingtaine de jours a I'obscurité. Les jeunes plants sont
ensuite placés en serre a une température de 18 a 20 °C. Apres |'apparition de la premiere
feuille, les plantules sont repiquées dans de plus grandes alvéoles pour permettre au tubercule
et au systéme racinaire de bien se développer. Il est courant que cette premiere étape de
culture soit réalisée chez des producteurs spécialisés parfois également obtenteurs. Les jeunes
plants peuvent donc étre vendus aux horticulteurs qui conduisent le reste de la culture jusqu’a
la floraison (CNIH, 1986; Grey-Wilson, 1997). Environ 6 a 8 semaines aprés |'étape de
repiquage, les jeunes plants sont rempotés dans leurs pots finaux. Cette derniere étape de
production est généralement menée a une température variant entre 15 °C et 18 °C.

Le cyclamen est une plante sensible aux variations de température. De trop fortes ou trop
faibles températures sont responsables de I’'entrée en dormance de la plante. Le substrat est
lui aussi important, il doit étre drainant, aéré et d’'un pH neutre de préférence. Les tourbes sont
généralement conseillées pour la culture de cyclamens (Grey-Wilson, 1997). La photopériode

25



Introduction générale

26



Introduction générale

n’a aucune influence sur la culture. Cependant, une forte quantité de lumiére en intensité et
en durée favorise la floraison. En conditions inverses, les plantes présentent une surface plus
importante des limbes foliaires et une diminution du nombre de fleurs (Grey-Wilson, 1997;
Cheon et al., 2006).

Le cyclamen est majoritairement vendu comme plante fleurie en pot d’intérieur ou
d’extérieur. Cependant, il est également possible, bien que plus rare, de I'acheter en fleurs
coupées. Il est en vente dans les jardineries et chez les fleuristes principalement durant le
dernier trimestre de I'année. En France, au moment de la Toussaint, le cyclamen est la
troisieme plante la plus achetée apres le chrysantheme et la bruyere (FranceAgriMer, 2015a).
De maniere générale, le cyclamen est la troisieme plante fleurie en pot la plus achetée en
France (8 % en 2014) apres |'orchidée (20 %) et la jacinthe (13 %) (FranceAgriMer, 2015b).
Historiguement, la production de cyclamen est principalement européenne, les principaux pays
producteurs étant I'Allemagne, |'ltalie et les Pays-Bas. Cependant, le cyclamen est également
cultivé aux Etats-Unis, au Japon ou en Argentine (AIPH et Union Fleurs, 2011, Lori et al., 2012).
Trés peu de données rendant compte de la production internationale ou européenne sont
disponibles. A titre d’exemples, environ 22 millions de pots de cyclamen ont été produits en
Allemagne en 2012 et au Japon en 2008 tandis que 35 millions de pots de cyclamen ont été
produits en Italie en 2007 (FranceAgriMer, 2015b).

Plusieurs ravageurs et agents pathogenes peuvent endommager les cyclamens au cours
de la production et les rendre impropres a la commercialisation. Le charancon de la vigne
(Otiorhyncus sulcatus) est I'un des arthropodes les plus dangereux pour la culture. En effet, les
adultes se nourrissent des feuilles et fleurs tandis que les larves consomment les racines et la
base du tubercule (Smith, 1932; CNIH, 1986). Les autres arthropodes redoutés sont les larves
des mouches des terreaux (Bradysia sp. et Sciara sp.), certains thrips (Frankliniella occidentalis
et Thrips tabaci), I'acarien du cyclamen (Phytonemus pallidus) et les chenilles du papillon
Duponchelia fovealis (CNIH, 1986; Grey-Wilson, 1997; Jagdale et al., 2004; Pozzebon et al.,
2015).

Plusieurs microorganismes peuvent étre responsables de maladies sur cyclamen. La
pourriture du tubercule est due a la bactérie Pectobacterium carotovorum. Ce symptéme
typigue est accompagné du jaunissement du feuillage et de son flétrissement. Il s’agit de la
seule maladie bactérienne fréquente chez le cyclamen (Chandrashekar et Diriwaechter, 1983;
Grey-Wilson, 1997). Plus rarement, Phytophthora tropicalis est responsable d'un
dessechement de la partie aérienne de la plante. Cet oomycéte détruit le systéme racinaire du
cyclamen (Gerlach et Schubert, 2001). Des champignons comme Rhizoctonia solani,
Thielaviopsis basicola ou Colletotrichum sp. peuvent également se développer au cours de la
culture (Grey-Wilson, 1997; Someya et al., 2000; Wright et al., 2006). Cependant, les deux
champignons les plus dangereux sur cyclamen sont Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis et
Botrytis cinerea (Reimherr, 1985). Trés polyphage, ce dernier provoque des taches sur feuilles,
pétioles et fleurs et se développe en présence d’une forte humidité (CNIH, 1986; Kessel et al.,
1999).
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Figure 5 : Symptémes caractéristiques de fusariose vasculaire sur parties aériennes et sur tubercules
de cyclamen.
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La fusariose vasculaire du cyclamen

La fusariose du cyclamen et son agent causal Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis (Focy)
furent décrits pour la premiere fois par Wolfgang Gerlach en 1930 (Gerlach, 1954). La maladie
peut se déclarer soudainement a tout moment du cycle de culture bien qu’elle soit plus
fréquente en fin de cycle de production (Tompkins et Snyder, 1972). Elle se caractérise par un
jaunissement foliaire qui s’étend progressivement a I'ensemble du limbe. Le pétiole de la feuille
atteinte flétrit puis la feuille tombe sur le bord du pot (Figure 5). Les premieres feuilles
symptomatiques sont les plus agées. La maladie se déclare souvent d’un seul c6té de la plante
avant de se généraliser a la plante entiere. Cependant, le flétrissement des parties aériennes
ne constitue que les symptomes secondaires, les symptdmes primaires se déclarant au niveau
du tubercule. Une coupe transversale de cet organe de réserve révéele des ponctuations brunes
plus ou moins abondantes au niveau des vaisseaux conducteurs qui sont caractéristiques de la
fusariose du cyclamen (Rouxel et Grouet, 1974). Lorsque la maladie est bien avancée, du
mycélium blanc peut parfois étre observé a la surface du tubercule. Les symptdmes de cette
maladie peuvent parfois étre confondus avec ceux dus a P. carotovorum. Cependant, une coupe
du tubercule permet généralement d’affiner le diagnostic (Grouet, 1985).

Le champignon est présent dans le sol sous forme de propagules. A proximité de la racine,
la propagule germe et I'hyphe adhére a la surface de la racine. Le champignon pénétre
majoritairement au niveau des jonctions des cellules épidermiques (Lagopodi et al., 2002). Il
progresse ensuite entre les cellules végétales jusqu’a atteindre les vaisseaux du xyleme qu’il
colonise progressivement (Bishop et Cooper, 1983; Rodriguez-Galvez et Mendgen, 1995;
Olivain et Alabouvette, 1999). A terme, le développement du champignon dans ces vaisseaux
finit par les obstruer. La diminution du flux de xyleme qui en résulte est responsable des
symptomes de flétrissement typiques de la maladie. En conséquence, la maladie se déclare
fréeqguemment lorsque de fortes chaleurs et une faible hygrométrie engendrent un important
flux de xyleme (Rattink, 1980). Par ailleurs, la température optimale de croissance de Focy se
situe entre 27,5 °C et 30 °C (Pitta et Teranishi, 1979; Grouet, 1985; Rattink, 1986).

Les sources de contamination pendant le cycle de culture sont assez méconnues. La
possible contamination des graines de cyclamen fait débat. Des tests ont montré que le
champignon est absent des fleurs et des fruits de cyclamen. La contamination interne des
graines est donc peu probable (Grouet, 1985). En revanche, I'ouverture de la capsule au niveau
du sol laisse envisager qu’une contamination externe des graines est possible bien que cette
hypothese soit discutée (Gerlach, 1954; Tompkins et Snyder, 1972; Rattink, 1982). Apres 3 a 4
mois de culture, il a été montré que 2 a 5 % des jeunes plants sont contaminés bien
gu’asymptomatiques (Grouet, 1985). De plus, la période d’incubation de la maladie est parfois
longue (Gerlach, 1954; Rouxel et Grouet, 1974). Par conséquent, le matériel végétal, bien
gu’asymptomatique, peut héberger le champignon et étre source de contamination pour les
plantes adjacentes (Rattink, 1980). Dans ces circonstances, |'irrigation en circuit fermé ou par
subirrigation est déconseillée (Grouet, 1985; Stelder, 1991; Minuto et Garibaldi, 1998).
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Figure 6 : Chronologie de I'apparition de la fusariose vasculaire du cyclamen dans le monde.

Figure 7 : Structures de conservation et de dissémination Fusarium oxysporum.

Les chlamydospores (A) de F. oxysporum permettent la survie du champignon dans le sol pendant
plusieurs années. Ses macroconidies (B), en forme de fuseau, donnent son nom au genre fongique et
ses microconidies (C), de forme ovoide sont regroupées en «fausse-téte» sur un phialide.
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Aucune étude ne s’est intéressée a la dissémination du champignon par les insectes.
Cependant, pour d’autres F. oxysporum pathogénes de plante, il est communément accepté
que les insectes sont vecteurs (Rekah et al., 2001). Le matériel de culture (pot, tablard, serre)
et le substrat sont aussi des sources potentielles de contamination (Rattink, 1980; Grouet,
1985).

En 1930, la maladie est observée et décrite pour la premiére fois dans la région berlinoise
(Gerlach, 1954). En 1935, I'agent causal est alors nommé F. oxysporum f. sp. aurantiacum
(Wollenweber et Reinking, 1935). En 1954, une autre souche du champignon responsable de
fusariose est isolée, identifiée et nommée F. oxysporum f. sp. cyclaminis (Gerlach, 1954). Ce
n‘est qu’en 1965 que les deux dénominations sont considérées comme synonymes et que le
nom Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis est conservé (Gordon, 1965). Depuis son apparition,
la maladie a été décrite dans de nombreux pays dans le monde (Figure 6).

L'impact de la maladie est tel que certaines exploitations sont contraintes d’arréter la
culture (Grouet, 1985). En 1972, Tompkins et Snyder rapportent la perte de la totalité de la
production (50000-60000 plantes) dans des sites de production américains. Lorsque I'incidence
de la maladie est considérée comme faible, 10 % de pertes peuvent étre atteints tandis que
dans les cas extrémes les pertes atteignent jusqu’a 90 % (Orlicz-Luthardt, 1998). Cependant,
dans la majorité des cas, les pertes atteignent entre 40 et 50 % (Elmer, 2002).

Ill.  Fusarium oxysporum
1.1 Généralités

Fusarium oxysporum est un champignon Ascomycéte dont le téléomorphe n’a jamais été
observé (Leslie et Summerell, 2006). L’espece a été isolée de sols du monde entier (cultivés ou
non) et sous tous les climats (arctique, tropical, désertique) (Joffe et Palti, 1977; Burgess, 1981;
Kommedhal et al., 1988; Mandeel et al., 1995). Bien que I'espece soit classiquement retrouvée
dans les sols, elle est également isolée d’endroits plus insolites : circuit d’eau d’hdpitaux, eau
de mer, eau de riviére, eau du robinet, lave-vaisselle (eau, produits détergents), lentilles de
contact ou nourriture (Hageskal et al., 2006; Imamura et al., 2008; Palmero et al., 2009; Sautour
et al., 2012; Bevilacqua et al., 2013; Babic et al., 2015). F. oxysporum est capable de croitre en
saprophyte dans le sol et d’y survivre pendant plusieurs années sous forme de structures de
conservation : les chlamydospores (Figure 7) (Park, 1959). Lorsque le champignon se
développe, il produit deux types de conidies qui assurent sa dissémination. Les microconidies,
de petite taille (8-10 um), ovoides et non septées, sont en général nombreuses et regroupées
en «fausse-téte» sur des phialides portées par le mycélium. Les macroconidies sont plus grosses
(jusqu’a 45 um), en forme de fuseau et multiseptées, en bouquets sur des phialides terminales
portées par des conidiophores (Burgess, 1981). Ces caractéristiques permettent I'identification
de F. oxysporum au microscope (Leslie et Summerell, 2006).

L'espéce regroupe une grande diversité de souches qui peuvent étre de simples
saprophytes, des pathogenes opportunistes de I'homme ou des animaux et des souches
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pathogenes de plantes (Park, 1959; Armstrong et Armstrong, 1981; Ortoneda et al., 2004). Les
souches qualifiées de «non pathogénes» sont des souches pour lesquelles aucune plante hote
n‘a été identifiée. Ces souches ont la particularité d’étre de trés bonnes compétitrices
(Couteaudier, 1990). Certaines sont d’ailleurs connues pour étre antagonistes d’autres souches
de F. oxysporum pathogénes de plantes et d’autres microorganismes phytopathogenes comme
Pythium ultimum, Phytophthora erythroseptica et Sclerotinia sclerotiorum ou d’autres
ravageurs de plante (Park, 1963; Paulitz et al., 1987; Benhamou et al., 2002; Rodriguez et al.,
2006; Dababat et Alexander, 2007). La souche de F. oxysporum Fo47, isolée d’un sol résistant
aux fusarioses en 1978, est particulierement bien connue (Alabouvette et al.,, 1987). Cette
souche s’est révélée un excellent agent de lutte biologique contre les fusarioses du lin, du
melon, et de la tomate (Alabouvette et al., 1993). Certaines souches de F. oxysporum non
pathogenes sont également endophytes (Demers et al., 2015). La grande plasticité écologique
et la grande diversité de souches de I'espéce suscitent la curiosité des chercheurs depuis de
nombreuses années.

1.2 Les Fusarium oxysporum phytopathogenes

Les F. oxysporum phytopathogénes sont responsables de deux types de symptémes
distincts : les flétrissements vasculaires et les pourritures des racines et/ou du collet (Gordon,
1965). Une grande diversité de plantes peut étre atteinte de fusarioses causées par F.
oxysporum. L'espece a dailleurs été classée parmi le «top 10» des champignons
phytopathogénes, sur la base de son importance économique et de son intérét scientifique
(Dean et al., 2012). Cependant, si le champignon est polyphage a I'échelle de 'espéce, il nen
est rien a I"échelle de la souche. En effet, chaque souche de F. oxysporum phytopathogéne
montre une grande spécificité d’hdte. Les souches sont classées en formes spéciales selon
I'espece végétale infectée. Les formes spéciales sont parfois subdivisées en races, dénommées
par rapport aux genes de résistance gu’elles sont capables de contourner (Armstrong et
Armstrong, 1981; Gordon et Martyn, 1997). Le nombre de races par forme spéciale varie de
deux, comme pour la forme spéciale conglutinans, a six comme c’est le cas dans la forme
spéciale vasinfectum (Correll, 1991; Holmes et al., 2009). Cependant, pour certaines formes
spéciales, et notamment F. oxysporum f. sp. cyclaminis, aucune race n’a été identifiée bien que
des différences d’agressivité entre souches aient été constatées (Rattink, 1986; Elmer et
Daughtrey, 2012).

Actuellement, plus de 150 formes spéciales et races sont décrites au sein de l'espece F.
oxysporum (Annexe 1). Cependant, certaines souches pathogénes sont décrites dans la
littérature sans qu’un nom de forme spéciale leur soit systématiquement associé (Bullock et
al., 1998; Elmer et al., 2007; Bertetti et al., 2012, 2013; Elmer et Marra, 2015). Le nombre de
formes spéciales et races de F. oxysporum est donc certainement bien plus important. Dans
certains cas, la notion de spécificité d’hdte qui définit une forme spéciale est ambigle. En effet,
chez les Cucurbitacées et chez certaines plantes ornementales, des cas de pathogénicité
croisée ont été observés (Martyn et Vakalounakis, 2012; Gullino et al., 2015). Par exemple, la
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forme spéciale chrysanthemi, responsable de la fusariose du chrysanthéme, peut également
étre pathogene d’autres especes de la famille des Asteracées telles que Argyranthemum
frutescens, Gerbera jamesonii et Osteospermum sp. (Minuto et al., 2007). Dans ces cas
particuliers, la forme spéciale ne serait pas inféodée a une espéce mais plutét a une famille
végétale.

L'impact économique de F. oxysporum est important de par la diversité de ses plante-
hotes. En effet, des cultures aussi importantes que la tomate, le coton, la vanille, le lin ou le
concombre peuvent étre attaquées. L'un des exemples les plus notables est certainement la
fusariose du bananier (Panama disease) causée par F. oxysporum f. sp. cubense. Pendant la
premiére moitié du 20eme siecle, la maladie a décimé les bananeraies de Centre Afrique et des
Caraibes et est considérée comme étant la plus importante sur la banane. Le marché mondial
de la banane n’a été sauvé que par 'introduction du cultivar Cavendish, résistant au pathogene
(Stover, 1962). De méme, le développement de F. oxysporum f. sp. vanillae dans les plantations
de vanille est le principal facteur limitant la production mondiale (Tombe et Liew, 2010).

Si un ceil entrainé peut différencier F. oxysporum d’autres espéces de Fusarium au
microscope, il n'est pas possible d’en faire autant avec deux souches de F. oxysporum. Ainsi,
des souches partageant les mémes caractéristiques morphologiques peuvent étre pathogéenes
de la tomate, agent de lutte biologique ou pathogéne opportuniste de I'homme. La
différenciation des souches de F. oxysporum et l'identification des formes spéciales sont tres
importantes pour pouvoir comprendre |'écologie des populations pathogénes et
I"épidémiologie des maladies. De cette identification va également dépendre la mise en place
de mesures de lutte adaptées. Pour 'instant, seuls les tests de pathogénicité sur plantes et la
vérification des postulats de Koch permettent d’identifier la forme spéciale d’appartenance
d’une souche (Leslie et Summerell, 2006). Cependant, les tests de pathogénicité sont tres
chronophages. Par exemple, un tel test prend entre 4 et 6 mois sur dattier des Canaries (F.
oxysporum f. sp. canariensis) et entre 8 a 12 mois sur palmier a huile (F. oxysporum f. sp.
elaeidis) (Priest et Letham, 1996; Abadie et al., 1998).

Bien que les outils moléculaires puissent permettre d’identifier des marqueurs
génétiques spécifiques de certains taxons, rares sont les formes spéciales de F. oxysporum pour
lesquelles un tel marqueur de détection est disponible. Leur mise en évidence offrirait un
moyen plus rapide, plus sensible, plus reproductible et moins cher pour détecter
spécifiguement une forme spéciale, mais nécessite au préalable, la connaissance de la diversité
génétique de la forme spéciale considérée.

[1l.3 Diversité génétique de Fusarium oxysporum

Historiquement, la diversité génétique de F. oxysporum a été étudiée via la détermination
de groupes de compatibilité végétative ou vegetative compatibility groups (VCG) (Katan, 1999).
Cette technique, d’abord utilisée chez Aspergillus nidulans, a été mise en place pour F.
oxysporum par Puhalla en 1985. Elle se base sur la confrontation en boites de Petri de souches
mutées dans des genes du métabolisme du nitrate sur un milieu carencé en nitrate. Deux
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souches mutées capables de complémenter et de former un hétérocaryon (i.e. formé par
I’'anastomose puis la fusion de deux hyphes) sont regroupées dans le méme VCG (Puhalla,
1985). L’hétérocaryon est une cellule multinucléée au sein de laquelle des échanges d’ADN
peuvent intervenir. Lorsqu’aucun hétérocaryon n’est obtenu avec une souche donnée, celle-ci
ne peut étre associée a un VCG et est dite auto-incompatible (Heterokaryon Self-
Incompatibility, HSI) (Leslie, 1993). Les tests de compatibilité végétative ont été utilisés pour
caractériser de nombreuses formes spéciales (Baayen et al., 1998; Lori et al., 2004; Abo et al.,
2005) et une nomenclature des VCG a été définie (Katan, 1999). Le nombre de VCG par forme
spéciale peut varier de 1, comme dans le cas de la forme spéciale albedinis, a 24 pour la forme
spéciale cubense (Katan, 1999). Il est compliqué d’établir une relation entre forme spéciale,
race et VCG. En effet, si dans certains cas une race correspond a un VCG, comme pour F.
oxysporum f. sp. raphani, d’autres exemples montrent qu’une race peut grouper plusieurs VCG,
comme c’est le cas pour la race 1 de la forme spéciale niveum (Jacobson et Gordon, 1988;
Correll, 1991). Les VCG sont tres utiles pour décrire la proximité génétique entre souches
puisqu’ils permettent d’atteindre un niveau clonal. Cependant, ils ne permettent pas de révéler
les relations génétiques entre VCG (Kistler, 1997). De plus, cette technique est laborieuse et
tres chronophage. Bien que la détermination des VCG ait longtemps été la méthode de
référence pour la caractérisation des populations pathogénes de F. oxysporum, elle est
actuellement moins utilisée.

Le développement des techniques moléculaires a permis de progresser dans la
caractérisation de la diversité génétique de F. oxysporum. De nombreux marqueurs
moléculaires, correspondant a des régions codantes ou non codantes du génome, existent et
permettent d’atteindre différents niveaux de discrimination. Actuellement ils sont
principalement utilisés en comparant les séquences de produits d’amplification obtenus par
PCR (polymerase chain reaction). Ainsi, I'espaceur interne transcrit (internal transcribed spacer,
ITS) de I’ADN ribosomique (ADNr), classiquement considéré comme le code-barres des
champignons permet généralement de différencier les especes fongiques (O’Donnell et
Cigelnik, 1997; Schoch et al., 2012). Chez Fusarium, la région ITS n’est cependant pas suffisante
ni pour différencier certaines espéces proches ni pour mener des études de phylogénie
(O’Donnell et Cigelnik, 1997). En revanche, de récentes études ont montré que certains génes
sont plus informatifs. Ainsi les genes de la plus grosse sous-unité de I’ARN polymérase Il (RNA
polymerase Il largest subunit, RPB1) et celui de la deuxieme plus grande sous-unité de I'enzyme
(RNA polymerase Il second largest subunit, RPB2) sont plus informatifs pour comprendre
I’évolution des champignons en général et de Fusarium en particulier (Schoch et al., 2009;
O’Donnell et al., 2013). L'utilisation de certains de ces marqueurs moléculaires a d’ailleurs
montré que I'espéce morphologique F. oxysporum peut étre qualifiée de complexe d’espéces
(O’Donnell et al., 2009). D’autres marqueurs moléculaires permettent d’atteindre un niveau de
polymorphisme plus fin et de révéler la diversité intraspécifique de F. oxysporum (Alves-Santos
et al., 1999; Mbofung et al., 2007; Sasaki et al., 2015). Ces marqueurs peuvent étre des genes
codant des protéines connues pour leur implication dans le pouvoir pathogene (xylanase,
polygalacturonase), des genes dits de «ménage» (facteur d’élongation de la traduction 1-a (EF-
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1a), B-tubuline), des régions d’ADN non codant comme I'espaceur intergénique (IGS, intergenic
spacer) de I’ADNr (Jiménez-Gasco et al., 2002; Hirano et Arie, 2009; Holmes et al., 2009;
O’Donnell et al., 2009; Demers et al., 2014). utilisation de la région EF-1a a permis de décrire
46 groupes génétiquement différents au sein d’une collection de 205 souches de F. oxysporum
isolées de 26 sols non cultivés en Australie (Laurence et al., 2012). La combinaison de différents
marqueurs moléculaires (multilocus DNA sequence typing) permet d’atteindre un niveau de
discrimination génétique encore plus important et de rassembler les souches en génotypes ou
sequence type (ST) (Demers et al., 2014). Ainsi chez F. oxysporum, de nombreuses études ont
combiné I'utilisation des marqueurs EF-1a et IGS (Poli et al., 2012; Silva et al., 2014). O’Donnell
et al. (2009) ont ainsi identifié 256 ST parmi 850 isolats de F. oxysporum. Des techniques
d’amplification aléatoires comme les techniques de RAPD (random amplified polymorphic DNA)
ou d’AFLP (amplified fragment length polymorphism) ont également été appliquées a I'étude
de la diversité de nombreuses formes spéciales de F. oxysporum (Sivaramakrishnan et al.,
2002). L'étude combinée de marqueurs moléculaires et de la technique de VCG a d’ailleurs
confirmé que cette derniere permet d’atteindre un niveau de discrimination clonal (Steinberg
et al., 1997; Baayen et al., 1998). L’'ensemble de ces outils a permis d’analyser la diversité des
populations pathogenes et saprophytes de F. oxysporum.

De nombreuses études portant sur les souches de F. oxysporum pathogénes ont montré
que certaines formes spéciales seraient monophylétiques (i.e. ayant une seule origine
évolutive) tandis que d’autres seraient polyphylétiques (i.e. ayant plusieurs origines évolutives)
(O’Donnell et al., 1998; Baayen et al., 2000). Dans le cas des formes spéciales polyphylétiques,
le pouvoir pathogéne aurait été acquis plusieurs fois au cours de I'évolution et de facon
indépendante au sein des populations de F. oxysporum non pathogénes ou via le transfert
horizontal de genes (O’'Donnell et al., 1998; Ma et al., 2010). Pour citer quelques exemples, les
formes spéciales cubense, gladioli et vasinfectum sont polyphylétiques tandis que les formes
spéciales spinaciae, radicis-cucumerinum et tulipae sont monophylétiques (O’Donnell et al.,
1998; Vakalounakis et Fragkiadakis, 1999; Baayen et al., 2000; Skovgaard et al., 2001). Dans le
cas de Focy, seules deux études ont été menées ; la premiére il y a 20 ans portait sur une
collection de 53 souches provenant de 7 pays ; la seconde plus récente comportait 64 souches
uniguement argentines. La premiere étude suggere que la forme spéciale cyclaminis serait
polyphylétique (Woudt et al., 1995; Lori et al., 2012).

Les analyses qui ne se limitent pas a une forme spéciale donnée mais plus généralement
aux F. oxysporum d’un environnement complexe révelent une diversité intraspécifique
particulierement importante (Edel et al., 2001; Lori et al., 2004; Edel-Hermann et al., 2015).
Une étude portant sur 151 souches de F. oxysporum associées a I'ceillet a révélé que les 129
souches non pathogenes de I'ceillet se distribuent parmi 97 VCG et les 22 souches de F.
oxysporum f. sp. dianthi se regroupent en un seul VCG (Lori et al., 2004). Un récent travail a
porté sur la diversité génétique des populations de F. oxysporum associées a un champ de
tomate (Demers et al., 2015). L'utilisation du gene EF-1a a révélé la grande diversité génétique
présente dans les différents sols ainsi que dans les plants de tomate. Ainsi, la diversité des F.
oxysporum endophytes par plante était de 4,2 génotypes en moyenne.
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Certaines souches de F. oxysporum pathogénes sont génétiquement plus proches de
souches de F. oxysporum non pathogénes ou appartenant a une autre forme spéciale que de
souches de la méme forme spéciale (Kistler, 1997; O'Donnell et al., 1998). Il faut en effet
rappeler que les isolats d’'une forme spéciale donnée n’ont pas systématiquement de lien clonal
puisque I'affectation d’une souche a une forme spéciale se fait uniquement sur la base de sa
capacité a étre pathogene d’une plante hote donnée. La diversité génétique des formes
spéciales polyphylétiques complique donc leur possible discrimination par des outils
moléculaires. Dans ces circonstances, I'étude de la diversité génétique de la forme spéciale est
un prérequis indispensable a la recherche d’un marqueur moléculaire spécifique, fiable et
pérenne.

lIl.4 Détection des formes spéciales de Fusarium oxysporum

Peu d’informations sont disponibles concernant le déterminisme génétique du pouvoir
pathogene des formes spéciales de F. oxysporum. En 2005, une protéine sécrétée dans le
xyleme (secreted in xylem, SIX) de la tomate par F. oxysporum f. sp. lycopersici a été mise en
évidence. La méme étude a montré qu’elle est impliquée dans le pouvoir pathogéne de la
forme spéciale (Rep, 2005). D’autres génes codants des enzymes (chitine synthase, B-1,3-
glucanosyltransferase, endopolygalacturonase), des facteurs de transcription ou des protéines
impliquées dans la transduction de signaux (protéine G, kinase) sont des déterminants du
pouvoir pathogene de F. oxysporum (Di Pietro et Roncero, 1998; Di Pietro et al., 2001; Jain et
al., 2002; Caracuel et al., 2005; Martin-Urdiroz et al., 2008; Michielse et al., 2009). L’étude des
génomes de différentes souches de F. oxysporum doit permettre de mieux comprendre les
déterminants de la pathogénicité de I'espéce. En 2010, une étude comparative a été menée
sur les génomes d’une souche de F. verticillioides, une souche de F. graminearum et une souche
de F. oxysporum f. sp. lycopersici. L'étude a montré que le génome de F. oxysporum comprend
60 Mb réparties en 15 chromosomes. Mais l'information la plus surprenante et la plus
intrigante est certainement la présence d’un «core genome», commun aux trois especes, et
d’un «accessory genome» présent uniquement chez F. oxysporum et représentant 40 % de son
génome. |l comprend des chromosomes riches en éléments transposables ainsi que des genes
impliqués dans la pathogénicité (des effecteurs) (Ma et al, 2010). Ces chromosomes
surnumeéraires ont été acquis par transfert horizontal et détermineraient la spécificité d’hote
des souches de F. oxysporum pathogénes. lls auraient joué un role important dans le caractére
polyphylétique des spécificités d’hote de F. oxysporum et dans I'émergence de nouvelles
souches pathogenes (Ma et al., 2013; Ma, 2014). Par la suite, une étude similaire a été mise en
place pour comparer les génomes de différentes souches de F. oxysporum et comprendre la
plasticité génétique du complexe d’espéces aboutissant ou non a la virulence d’une souche (Ma
et al., 2013). Depuis, le Broad Institute a séquencé le génome de 10 autres souches de F.
oxysporum appartenant aux formes spéciales conglutinans, cubense, lycopersici, melonis, pisi,
radicis-lycopersici, raphani et vasinfectum, ainsi qu’une souche antagoniste et une souche
pathogéne de I'homme. Ce projet est toujours en cours et permettra de comprendre ce qui
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différencie une souche pathogene d’une souche non pathogene pour pouvoir développer des
outils de détection.

Dans certains cas, des outils de détection ont été définis a partir des genes identifiés
comme impliqués dans la pathogénicité. C'est par exemple le cas pour le géne SIX1 a partir
duqguel un couple d’amorces a été dessiné et permet de détecter spécifiquement les races 1, 2
et 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Rep et al., 2004). De méme, les séquences des genes
codant une endopolygalacturonase et une exopolygalacturonase ont permis de définir deux
couples d’amorces spécifiques des races 2 et 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici et de la forme
spéciale radicis-lycopersici respectivement (Hirano et Arie, 2006). Une autre stratégie se base
sur I'amplification par PCR de séquences d’éléments transposables. Ainsi, des amorces de
détection des formes spéciales albedinis et chysanthemi ont été développées en utilisant les
régions flanquantes du transposon Fotl (Fernandez et al., 1998; Pasquali et al., 2004).
Cependant, les principales méthodes utilisées pour définir un outil de détection spécifique se
basent sur la mise en évidence aléatoire de différences génétiques entre souches (Kelly et al.,
1998; Garcia-Pedrajas et al., 1999; Chiocchetti et al., 2001). Par exemple, la technique de RAPD
consiste a amplifier de I’ADN par PCR avec de courtes amorces afin de générer un profil
d’amplification multi-bandes permettant de révéler un polymorphisme entre souches. Le
mangue de reproductibilité de cette technique est souvent pallié par la définition d’amorces a
partir du fragment d’ADN identifié (sequenced characterized amplified region, SCAR). La
combinaison des techniques de RAPD et de SCAR permet d’aboutir a une détection plus simple
et plus fiable de la cible (Lievens et al., 2008). Ces techniques ont permis de mettre au point
des outils de détection pour plusieurs formes spéciales ou races telles que les formes spéciales
cucumerinum et radicis-cucumerinum (Lievens et al., 2007). Pour cela, 115 oligonucléotides ont
été utilisés et les profils d’amplification ont été analysés. Les fragments d’ADN d’intérét (i.e.
présents uniguement pour le pathogéne souhaité) ont été séquencés et un couple d’amorces
a été défini pour chacune des deux formes spéciales. Les marqueurs moléculaires obtenus
peuvent permettre une détection sur différentes matrices telles que I'eau ou la plante (Kelly et
al., 1998; Lievens et al., 2007).

En 1995, une étude a été menée sur la diversité génétique de Focy. Les 53 souches de
I'étude ont été réparties dans 3 VCG (Woudt et al., 1995). Une étude plus récente décrit 5 VCG
parmi les 64 souches de Focy isolées d’Argentine mais sans intégrer dans |'étude des
représentants des 3 VCG de la précédente étude (Lori et al, 2012). Cependant, aucun
marqueur moléculaire spécifique de Focy n’a été identifié pour l'instant. C'est la raison pour
laquelle, la recherche d’un tel marqueur pour identifier spécifiguement Focy constitue I'un des
objectifs de ce projet.
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Movyens de lutte contre Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis

Le développement d’un outil moléculaire de détection de Focy permettrait de mieux
connaftre la propagation du pathogéne en production. De plus, le développement d’un outil de
détection en production permettrait d’adapter la lutte contre le pathogéne a chaque situation.
Cependant, peu de méthodes permettent une lutte efficace contre la maladie.

La mise en place de toute mesure permettant de prévenir I'introduction et la dissémination
du champignon dans les exploitations est fortement recommandée. Ces mesures passent par
I'utilisation de matériel végétal sain, ce qui nécessite de pouvoir détecter le champignon ou
qu’il soit de facon spécifique. Or, pour l'instant, seuls les tests sur cyclamen permettent
d’identifier les souches de Focy. Les plantes symptomatiques doivent étre rapidement
évacuées et détruites et le matériel contaminé doit étre nettoyé. L’entretien d’un bon état
sanitaire des sites de production et du matériel utilisé (semoir, pot, systeme d’irrigation) est
primordial (ElImer et Daughtrey, 2012). Par ailleurs, le substrat utilisé joue également un role
sur I'expression de la maladie. En effet, il a été montré que I'incidence de la maladie est plus
élevée dans de la tourbe ou dans un mélange désinfecté de différents substrats (tourbe, sol,
fumier et feuilles de hétre) que dans un substrat a base de compost (Garibaldi, 1987). Enfin, le
pH semble également étre un facteur favorable au pathogéne puisque la maladie est plus
importante lorsque le pH du substrat est acide, tandis que le nombre de plantes malades est
diminué lorsque le pH du substrat est neutre (Gerlach et al., 1997; EImer et Daughtrey, 2012).

La sélection variétale serait probablement I'un des meilleurs moyens de lutte contre ce
pathogéne. Des tests ont été menés sur différentes especes (C. coum, C. graecum, C.
hederifolium, C. persicum, C. purpurascens) et sur des hybrides interspécifiques de cyclamen
(C. persicum x C. purpurascens) afin de déterminer si des sources de résistance existent. lls ont
mis en évidence des différences de sensibilité a la maladie. Les especes C. graecum et C.
purpurascens ainsi que certains hybrides sont effectivement moins sensibles a la maladie.
Cependant, si des sources de résistance ont été identifiées chez d’autres plantes hotes de F.
oxysporum comme chez la tomate, aucune résistance totale n’a été identifiée chez le cyclamen
(Huang et Lindhout, 1997; Orlicz-Luthardt, 1998). Pour l'instant, la lutte variétale ne permet
pas d’apporter une solution contre la fusariose vasculaire du cyclamen.

Des molécules chimigues comme |'azoxystrobine ou le bromure de méthyle, sont ou ont
été utilisées comme fongicide ou pour désinfecter le substrat respectivement (Gullino et al.,
2002; ElImer et Daughtrey, 2012). L'apport d’azoxystrobine au rempotage a permis de limiter le
pourcentage de plantes mortes a 36 % contre 89 % sans aucun traitement (Gullino et al., 2002).
En 1986, Rattink a testé le chlorothalonil, le thiophanate-méthyl, le tolylfluanide et le bénomyl
pour lutter contre Focy. Le bénomyl a permis de limiter les pertes a 54 % de plantes contre 80
a 90 % sans traitement. Cependant, les résultats obtenus avec les molécules chimiques ne sont
pas suffisants et ne permettent pas une action curative (Elmer et McGovern, 2004). Les
applications sont donc souvent préventives en cours de culture et avant la commercialisation.
La suppression de molécules chimiques du marché limite d’autant plus I'utilisation de la lutte
chimique. En France, les substances actives fréqguemment utilisées sont le thiophanate-méthyl,
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I'azoxystrobine et le fludioxonil (Eyraud production, Morel). De plus, plusieurs études ont
montré que la lutte chimique peut étre plus efficace si elle est combinée avec la lutte biologique
(Minuto et al., 1995; Daughtrey et Tobiasz, 2004; Elmer et McGovern, 2004).

La lutte biologique se définit comme I'utilisation d’agents ou de produits naturels qui
nuisent a des ravageurs de plantes ou a des microorganismes pathogénes de plantes. Cette
définition inclut les macroorganismes (insectes, acariens, nématodes), les microorganismes
(i.e. champignons, bactéries, virus), les médiateurs chimiques (phéromone, kairomone) et les
substances naturelles (extraits de plantes, huiles essentielles) (Directive européenne
2009/128/CE). L'utilisation de microorganismes pour lutter contre d’autres microorganismes
phytopathogenes n’est pas récente. En effet, des 1892, il est constaté que I'incidence de la
fusariose vasculaire varie selon les sols (Atkinson, 1892). Un sol dans lequel I'incidence d’une
maladie est faible malgré la présence du pathogene est dit «résistant». Des lors, de nombreuses
études ont cherché a connaltre la raison de cette résistance. Dans les années 1960, des études
ont porté sur le role de facteurs abiotiques (i.e. la composition minéralogique du sol) sur ce
phénomene (Stover, 1962; Stotzky et Martin, 1963). Quelques années plus tard, des études se
sont intéressées au rble de facteurs biotiques dans la résistance des sols (Smith, 1971;
Toussoun, 1975). Lorsque des souches de microorganismes antagonistes ont été identifiées
comme impliquées dans cette résistance, I'apport de ces souches dans des sols sensibles a été
envisagé comme moyen de lutte (Louvet et al., 1976; Rouxel et al., 1977). Ainsi, en 1979, une
diminution de la maladie a été observée en ajoutant des souches fongiques, isolées d’un sol
résistant, dans le méme sol mais désinfecté (Rouxel et al., 1979). L'étude a montré que des
souches de F. oxysorum et F. solani jouaient un role prépondérant dans le mécanisme de
résistance. De maniére similaire, la sensibilité ou résistance de différents substrats de culture
a été étudiée dans I'objectif de lutter contre la fusariose vasculaire de la tomate (Couteaudier
et Alabouvette, 1981). De méme, I'incidence de la fusariose du cyclamen a été diminuée en
apportant des souches antagonistes de Fusarium sp. seules ou en combinaison. Cette étude a
également montré I'importance du ratio agent de lutte biologique/agent pathogene et du choix
du cultivar utilisé pour la mise au point de tests de lutte biologique (Minuto et al., 1995). La
souche de F. oxysporum non pathogene Fo47 a permis de réduire la fusariose du cyclamen de
maniere drastique (Alabouvette et al., 1993). En outre, I'antagonisme de la bactérie Serratia
marcescens a également été testé contre Focy. Cependant, les résultats n‘ont pas été a la
hauteur des attentes puisque la réduction de la maladie est d’'un peu moins de 40 % avec la
bactérie mais de 90 % avec le traitement chimique (Someya et al., 2000). Afin d’obtenir une
meilleure efficacité de protection du cyclamen, Elmer et McGovern (2004) évaluerent
I"utilisation combinée de produits de lutte biologique commercialisés et de produits chimiques.
Le meilleur résultat a été obtenu en utilisant le fluodioxonil et une souche de Streptomyces
griseoviridis (i.e. produit MycoStop). En effet, en combinant les deux produits, |'aire sous la
courbe de progression de la maladie (area under the disease progress curve, AUDPC) était de
seulement 8,6 contre 81,7 sans moyen de lutte. De maniére générale, les microorganismes
évalués par ces études permettent de diminuer l'incidence de la maladie et/ou de retarder son
apparition. Ces travaux n’ont cependant pas permis d’identifier un agent de lutte biologique
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durablement efficace contre la fusariose du cyclamen. La lutte contre cette maladie s’avere
donc difficile et les producteurs, démunis face a cet agent pathogene, sont dans I'attente de
solutions de contréle.

V. Le projet de these

Cette introduction bibliographique montre la diversité du complexe d’espéeces F.
oxysporum. Cette diversité, bien que fascinante pour les chercheurs, rend I'identification des
souches phytopathogénes d’autant plus difficile. Cette introduction présente également les
problémes de contréle des maladies des plantes rencontrés en production face a cette espéce
en général et face a Focy en particulier. Ainsi, ce projet a été développé pour répondre aux
attentes directes de la profession horticole, démunie face a la fusariose du cyclamen. Pour
apporter des solutions, les objectifs du projet sont les suivants :

- Identifier un marqueur moléculaire spécifique de Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis,
responsable de la fusariose du cyclamen pour permettre sa détection précoce en
production

- Identifier un ou plusieurs agents de lutte biologique efficaces contre le pathogene

Les travaux menés et les résultats obtenus sont présentés dans le présent manuscrit. Celui-ci
s’articule en 6 chapitres. Le premier introduira le contexte scientifique de I'étude ainsi qu’une
synthése bibliographique portant sur la lutte biologique contre les fusarioses, dues a Fusarium
oxysporum, sur cultures ornementales. Le second présentera les matériels et méthodes utilisés
au cours de I'étude. Le chapitre 3 portera sur I'étude de la diversité génétique de I'agent
pathogene, permettant d’aborder la recherche d’un outil de détection spécifique de I'agent
pathogeéne dans le chapitre 4. Le chapitre 5 portera sur l'identification de un a plusieurs agents
de lutte biologique. Enfin, dans le dernier chapitre, les résultats de cette étude seront discutés
ainsi que les perspectives qu’elle ouvre.
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Abstract

Ornamentals gather all decorative plants suitable for indoor or outdoor uses. A large
variety of plants is produced and sold on a worldwide market. One of the most worrying
pathogenic microorganisms for ornamental production is the soil-borne fungus Fusarium
oxysporum Schltdl. (1824) (Hypocreales, Nectriaceae). Many F. oxysporum Schltdl. (1824)
(Hypocreales, Nectriaceae) pathogenic strains can infect numerous ornamental plants during
production and/or storage. Once the disease has broken out, plants are no longer suitable for
commercialization. No curative control method is currently available. The best management of
the diseases can only be achieved through an integrative approach in which biocontrol can play
a major role. Biocontrol methods on ornamentals are limited to the use of microbial biocontrol
agents and botanicals, i.e. essential oils or plant extracts. An overview of the studies about
botanical and microorganism use against F. oxysporum Schitdl. (1824) (Hypocreales,
Nectriaceae) on ornamentals highlighted that the use of these methods is recent and that they
arouse increasing interest. Microorganism and botanical sources are countless; consequently,
the choice of a screening method to select good candidates is critical. Both microorganisms and
botanicals display various modes of action that are not all fully understood, especially for
botanicals. As soon as a promising microorganism or botanical candidate is identified, different
parameters linked to the development of the product (mode of application, dose, formulation,
production) need to be defined and standardized to optimize the quality of the final product.
These steps also determine the success or failure of a product on the market. Once the product
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has been elaborated, the registration process can start. Depending on the country,
requirements are different and the whole process is more or less tedious. However, 26
biocontrol products are currently available for F. oxysporum Schlitdl. (1824) (Hypocreales,
Nectriaceae) control on ornamentals, and the biocontrol market is growing. Moreover,
biocontrol methods can be combined with one another or with other control methods.
Biocontrol keeps emerging as a sustainable way to control pathogens within the framework of
an integrated approach for disease management.

Key-words
Fusarium oxysporum diseases, integrated disease management, floriculture, botanicals,
microbial biocontrol agents

l. Introduction

Ornamentals include all plants grown for decorative purposes for indoor or outdoor
uses. They are produced in potting mixture, in soilless culture medium, or directly in the field.
Crops are divided into several categories: cut flower or cut foliage crops, bulb and corm crops,
potted plants, and woody ornamentals. The world production of flowers and potted plants is
dominated by the European Union, with 34 % of the production. The second producer is China
(16 %), and the third one the USA (14 %). In Europe, The Netherlands produce 32 % of
ornamentals, followed by Italy (12 %), and Germany (13 %) (European Commission, 2015).
Global annual sales of flowers range between USS 40 and 60 billion. Consumers constantly seek
for new products, and the demand is rising. Globally, the floriculture sector is growing,
especially in developing countries and to a lower extent in Western Europe, North America and
Japan. Nevertheless, Europe, America and Asia productions provide for more than 90 % of
current needs (Intracen, 2016).

Fusarium oxysporum Schltdl. (1824) (Hypocreales, Nectriaceae) is a well-described soil-
borne fungus (Gordon and Martyn 1997). The species includes a wide diversity of strains
responsible for wilts or rots on many plant species (Kistler 1997; Ortoneda et al. 2004; Dean et
al. 2012). Among its broad range of host plants, many are ornamental crops. F. oxysporum-
induced diseases cause serious damage during both production and storage (Gullino et al.
2015). Pathogen control and disease management can only be achieved through an integrative
approach in which biocontrol can play a major role. The aim of this review is to present an
overview of biocontrol methods against F. oxysporum in ornamentals, their strengths and
weaknesses, and their integration into a global disease management approach.

Il.  Fusarium oxysporum diseases on ornamentals

Several fungi can cause diseases on ornamentals, but the most worrying one for worldwide
production is the soil-borne fungus Fusarium oxysporum. This morphological species is now
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Table 1: List of ornamental plants affected by Fusarium oxysporum.

Host plants

Formae speciales

References

Actinotus helianthi
Anoectochilus sp.
Argyranthemum frutescens
Callistephus chinensis
Cattleya sp.

Cereus marginatus var.
cristata

Cereus peruvianus

Chrysanthemum sp.

Coreopsis verticillata
Crassula ovata

Crocus sativus

Cyclamen persicum
Delphinium sp.
Dianthus sp.
Echeveria agavoides

Echeveria tolimanensis

Euphorbia mammillaris var.

variegata
Eustomae sp.
Exacum sp.
Freesia sp.

Gerbera sp.

Gladiolus sp.
Gypsophila sp.
Hibiscus sp.
Hosta sp.
Hyacinthus sp.

Iris sp.

Undefined f. sp.

f. sp. anoectochili
f. sp. chrysanthemi
f. sp. callistephi

f. sp. cattleyae
Undefined f. sp.

Undefined f. sp.

f. sp. chrysanthemi, f. sp.
tracheiphilum

Undefined f. sp.

f. sp. crassulae

f. sp. gladioli, f. sp. croci and
undefined f. sp.

f. sp. cyclaminis
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Ixia sp. Undefined f. sp., f. sp. gladioli ~ Fantino et al., 1985; McClellan 1945
Lewisia rediviva Undefined f. sp. Gullino et al., 2015

Lewisia cotyledon Undefined f. sp. Garibaldi et al., 2005

Lilium sp. f. sp. lilii Imle 1942

Mammillaria zeilmanniana f. sp. opuntiarum Garibaldi et al., 2016b

Mandevilla sp. Undefined f. sp. Sellaetal.,, 2010

Mimosa sp. f. sp. perniciosum Hepting 1939

Narcissus sp. f. sp. narcissi Gregory 1932

Osteospermum sp. f. sp. chrysanthemi Minuto et al. 2007

Papaver nudicaule f. sp. papaveris Garibaldi et al., 2012; Ortu et al., 2015b
Philodendron oxycardium Undefined f. sp. Wang et al., 2015a

Protea sp. Undefined f. sp. Swart et al., 1999

Ranunculus asiaticus f. sp. ranunculi Martini et al., 2006

Rhus sp. f. sp. callistephi Armstrong and Armstrong 1971
Sanguinaria canadensis Undefined f. sp. Elmer and Marra 2015

Tulipa sp. f. sp. tulipae Bergman 1965

NT i .
Fig. 1: Symptoms caused by Fusarium oxysporum on ornamental plants: Cyclamen sp. (a), Mandevilla
sp. (b), Tulipa sp. (c), Eustoma sp. (d), Dianthus sp. (e), Gladiolus sp. (f).
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recognized as a species complex because of its high level of phylogenetic diversity (O’Donnell
et al. 2009).The species complex includes a wide diversity of saprophytic and phytopathogenic
strains. The pathogenic strains are characterized by narrow host specificity; they are named
formae speciales according to their species specificity. When resistance genes are identified in
the plant, formae speciales are further subdivided into races according to their cultivar
specificity (Gordon and Martyn 1997). More than 150 formae speciales and races are currently
described. F. oxysporum host plants include some of the most valuable ornamental plants, such
as Chrysanthemum spp. Dianthus spp., Gerbera spp., Gladiolus spp. and Lilium spp. (Massey
1926; Imle 1942; van Arx 1952; Nelson 1964; Engelhard and Woltz 1971). On the whole, more
than 30 ornamental plant genera are known targets of F. oxysporum (Table 1). Surprisingly, only
21 formae speciales are described on ornamental crops. A strain from a given forma specialis
may infect different ornamentals, and a same ornamental species can be infected by strains of
F. oxysporum belonging to several formae speciales. For example, the forma specialis
chrysanthemi can cause disease on Barberton daisy, chrysanthemum, daisybush, and Paris
daisy, which are all plants from the Asteraceae family, while the forma specialis tracheiphilum
is pathogenic on Barberton daisy and chrysanthemum (Engelhard and Woltz 1971; Minuto et
al. 2007; Troisi et al. 2010). Likewise, F. oxysporum f. sp. gladioli affects several plants from the
Iridaceae family (corn lily, crocus, freesia, gladiolus, iris) (McClellan 1945). Consequently, in
ornamentals, the “narrow specificity of formae specialis” concept might not apply, or it applies
at the botanical family level rather than at the species level (Gullino 2012).

On ornamentals, diseases caused by F. oxysporum occur during cultivation and/or
during storage of bulbs and corms. Two kinds of symptoms are associated with the fungus:
vascular wilt, and crown and root rot (Engelhard and Woltz 1971; Linderman 1981; Brayford
1996). Wilting is usually described on whole plants and on some storage organs, as on gladiolus
corm or tulip bulb (Fig. 1) (Bald et al. 1971). F. oxysporum penetrates the host roots until it
reaches the xylem vessels, which it colonizes upwards (Olivain and Alabouvette 1999). The first
visible symptoms of Fusarium wilt are aerial. They begin with a progressive yellowing of the
foliage, often on one side only. Then, leaves gradually wilt, until the whole plant collapses (Fig.
1). Symptoms associated with crown and root rot are described only on some storage organs
such as those of lily, crocus, narcissus, or tulip (Bald et al. 1971; Gullino 2012). The fungus
degrades the cortex layers, and causes the formation of severe brown to black necrotic spots
that lead to basal plate rot (Fig. 1) (Bald et al. 1971; Baayen and Rijkenberg 1999). Storage
organs, such as the corm or bulb, are characterized by a shortened stem. In this context, we
may wonder if the symptoms considered as rotting may in fact be advanced wilting symptoms
on these peculiar organs.

Losses can have a high economic impact, e.g. on carnation and chrysanthemum
production. On gladiolus, F. oxysporum f. sp. gladioli colonizes corms during storage. This can
result in 60 % to 80 % losses (Barrera-Necha et al. 2008). Since its first outbreaks in 1930 in
Germany, Fusarium wilt of cyclamen had spread to all production areas worldwide and led
some growers to stop cyclamen production and/or diversify their production (Gerlach 1954;
Rouxel and Grouet 1974). Furthermore, in the last decade F. oxysporum diseases have been
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newly described on ornamental crops such as Anoectochilus spp., Crassula sp., Lewisia spp., or
Ranunculus sp. (Table 1) (Ortu et al. 2015a).

Control methods
[11.1 Available control methods

Pathogenic F. oxysporum strains represent a serious threat to production, and no curative
control method is currently available. The best control is achieved by integrating several
management tools throughout the production cycle. Prophylactic measures and cultural
practices are the first methods to be used to prevent the introduction and further dispersal of
pathogens. In practice, they consist in: (i) keeping the greenhouse and equipment (machinery)
in good sanitary conditions, (ii) using F. oxysporum-free plant materials, (iii) disinfecting soils
and substrates, (iv) managing water in an appropriate manner, (v) paying special attention to
crop monitoring, and (vi) rotating crops (Katan 2000; Elmer 2001; Riaz et al. 2009; Mehta et al.
2014; Raudales et al. 2014). In an attempt to control the disease, several chemicals have been
used over the years. For instance, Benomyl has long been used to reduce disease severity
(Minuto et al. 1995; Someya et al. 2000). However, its carcinogenic effect on mammals led to
its removal in several countries at the beginning of the 21°t century (McCarroll 2002). Methyl
bromide has also been extensively used as a soil fumigant, but it is now banned because of its
ozone-depleting effect (Gullino et al. 2005). Today, the use of chemicals is restricted since more
and more molecules are phased out for environmental and health purposes. Crop breeding to
select resistant cultivars is a useful and efficient method to manage the disease; however, it
takes time to obtain resistant cultivars with suitable ornamental characteristics. Dutch studies
reveal that partial F. oxysporum resistance exists in most bulbous plants, such as tulip and lily
(Straathof et al. 1996). On carnation, the progression of F. oxysporum f. sp. dianthi in the xylem
of a resistant cultivar is limited by vessel occlusion as compared to a susceptible cultivar
(Ouellette et al. 1999). Nevertheless, virtually no resistant cultivar is available yet among
ornamentals. The first objective of breeding in ornamentals is to improve yield and valuable
quality traits, generally at the expense of resistance to pathogens. Moreover, the main
drawback of plant breeding is undoubtedly its unpredictable durability due to possible
overcome by pathogens.

Biocontrol can provide effective solutions for managing F. oxysporum diseases. It is
currently defined by the International Biocontrol Manufacturers Association (IBMA) as the use
of agents or products that naturally affect crop pests and pathogens by limiting their
propagation. This definition fits with the European directive 2009/128/CE, which promotes the
reduction of pesticide use by developing non-chemical methods for disease and pest
management in agriculture, including physical, mechanical and biological practices, and
biocontrol (EU 2009a). The agents or products that naturally affect crop pests and pathogens
include macroorganisms, microorganisms, chemical mediators, and natural substances. A large
variety of substances can be considered as “natural”, like those originating from animals,
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microorganisms or plants. In this review, we consider the IBMA definition and focus on
microorganisms and natural substances originating from plants (i.e. botanicals), the only
products supposed to be able to control F. oxysporum on ornamentals.

[1l.2 Microorganisms to control Fusarium oxysporum

The sources of potential microorganisms able to control soil-borne pathogens are diverse.
However, historically, in the 1960s, studies on suppressive soils, i.e. soils with a low disease
incidence despite the presence of the pathogen, emphasized the existence of antagonistic
microorganisms in the soil (Stover 1962; Stotzky and Martin 1963). The first symposium
dedicated to the ecology of soil-borne plant pathogens was held in 1965. Different biocontrol
methods using resident microorganisms were considered. Biocontrol via the introduction of
organisms was later proposed by Baker and Cook (1974) in their book “Biological control of
plant pathogens”. Several strategies have been developed to identify potential Microbial
Biocontrol Agents (MBA) through in vitro or in vivo tests. These MBA are mostly fungi and
bacteria. They are able to control soil-borne diseases by directly antagonizing the pathogens or
indirectly competing for common trophic and/or spatial resources, or stimulating plant defense
reactions, or both (Alabouvette et al. 2009). The different methods used to screen MBA, their
modes of action, and their production and registration processes are addressed in part 5.

[1l.3 Botanicals to control Fusarium oxysporum

Botanicals include plant extracts (PE) and essential oils (EO). They are mixtures composed
of 20 to 60 volatile or/and aromatic components, including acetones, acids, alcohols,
aldehydes, alkaloids, esters, terpenes, and phenols (Bakkali et al. 2008; Negi 2012; Azmir et al.
2013). They accumulate in glandular trichomes or in secretory cavities of plant cell walls and
represent between 1 % and 2 % of plant biomass. Since these peculiar cells can be found in
most part of the plant, botanicals can be extracted from any part of the plant (Koul et al. 2008;
Bakkali et al. 2008). Two to three major components of a mixture are present in higher
concentrations, whereas the others are minor components present at trace levels. According
to the International Organization for Standardization (ISO), an EO is a “product obtained from
a natural raw material of plant origin either, by steam distillation, by mechanical processes or
by dry distillation, after separation of the aqueous phase, if any, by physical processes”, while
a PE is “a product obtained by treating raw material with one or several solvents” (ISO 2013).
The methods for screening botanicals, their modes of action, and the production and
registration processes are addressed in part V.
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Fig. 2: Dynamics of publishing on biocontrol of Fusarium oxysporum on ornamentals using
microorganisms (full line) or botanicals (dotted line) over the years.
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Fig. 3: Most studied plant families to control Fusarium oxysporum on ornamentals.

50



V.

Chapitre | : Contréle biologique des maladies des plantes ornementales causées par Fusarium
OXysporum : une revue

Biocontrol of Fusarium oxysporum on ornamentals

We compiled peer-reviewed articles about MBA and botanicals as control agents of F.
oxysporum diseases on ornamentals published between 1977 and 2015. Health and
environmental concerns led to the phasing out of several chemicals, reinforcing the interest for
alternative control methods. This growing interest is illustrated by the increasing number of
works on the biocontrol of F. oxysporum on ornamentals published in the last 10 years (40 since
2004) as compared to the small amount (30) published between 1977 and 2004 (Fig. 2). The
first publication dealing with the use of MBA dates back to 1977, while the first one focusing
on botanicals was published in 2000 (Langerak 1977; Bowers and Locke 2000). MBA have been
known for a long time, and numerous studies deal with their use as fungicides. However, the
bibliometric data show that among the 45 publications on the subject, only 19 were published
during the last 15 years. Similarly, botanicals have been known and used for decades in various
sectors (agri-food, medicine, perfumery,...) and for various uses (antimicrobial activity, flavor,
fragrance, preservative,...), but their use to control F. oxysporum diseases of ornamentals is
recent (Philogene et al. 2005; Baser and Buchbauer 2009). Since 2000, 25 publications about
botanicals have been reported. This growing interest for biocontrol is probably supported by
socio-ecological concerns and stimulated by the different safety protocols implemented since
1985 (Isman 2000; Koul et al. 2008; Mohan et al. 2011; Gurjar et al. 2012).

Among microorganisms, fungi have been assessed more often than bacteria to control F.
oxysporum (68 % versus 32 %). More attention has been paid to the genus Trichoderma (53 %
of the fungi), which gathers species well-known for their biocontrol activity (Vinale et al. 2008;
Gajera et al. 2013). Other microorganisms well represented in the literature are non-
pathogenic Fusarium (23 %) and Penicillium (10 %). Bacteria tested as MBA mainly belong to
the genus Pseudomonas (44 %), followed by Bacillus (13 %) and Streptomyces (9 %). All these
bacteria belong to the plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) known to promote plant
growth and induce protection against abiotic stresses (Antoun and Prévost 2006). Bibliometric
data also reveal that 57 plant species distributed across 20 plant families have been
investigated with the aim to control F. oxysporum on ornamentals using botanicals (Fig. 3). The
most studied families are Lamiaceae (14 %), followed by Myrtaceae (11 %), Rutaceae (9 %), and
Asteraceae (9 %). They include plants such as citrus, clove, eucalyptus, marigold, and mint,
which are well-known for the antimicrobial activity of their oils or extracts (Salie et al. 1996;
Bozin and Mimica-Dukic 2006; Chaieb et al. 2007; Viuda-Martos et al. 2008; Ben Marzoug et al.
2010).

Regarding MBA as well as botanicals, the most targeted formae speciales are dianthi and
gladioli, probably because of the economic importance of the crops they attack. The other
formae speciales (chrysanthemi, cyclaminis, lilii, narcissi, and tulipae) have been less studied.
Microorganisms and botanicals can both display a wide range of efficiency levels. Among
potential microbial candidates for biocontrol of F. oxysporum diseases on ornamentals, 16 %
provided 80 % to 100 % efficiency, while 19 % provided between 60 % and 80 % and 19 %
provided 40 % to 60 % efficiency (Fig. 4). The most efficient microorganisms belong to the
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Fig. 4: Ranges of efficiency of biocontrol microorganisms evaluated in vivo.

We organized the efficiency rates of disease reduction (incidence or severity) by biocontrol
microorganisms in in vivo tests into 5 categories. For 5 % of the MBA, the data did not allow us to
calculate an efficiency rate.
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Bacillus, Fusarium, Glomus, or Trichoderma genera (Postma and Luttikholt 1996; Singh and
Vijay 2011; Maya and Matsubara 2013a; Hassan et al. 2014). Yet, almost one third (28 %) of the
microorganisms tested so far reduced the disease by only 10 % to 40 %. As for botanicals, most
of the studies performed so far were only in vitro tests, so a similar kind of categorization is not
possible yet. These categories raise the question of the level of efficiency required to consider
the commercialization of a biocontrol product. Actually, 40 % reduction of the disease is already
of real interest for producers.

V.  Screening for candidates

Sources of biocontrol candidates, whether microorganisms or botanicals, are highly diverse.
The most part of the current microorganisms of interest comes from different types of soils
(e.g. bulk soil, rhizosphere soil) or from suppressive soil (Beale and Pitt 1995; Gupta and Vakhlu
2015). The antagonistic abilities of microorganisms isolated from the rhizoplane, the
phylloplane, or from the endophytic compartment (mainly roots) of healthy plants have also
been tested (Carver et al. 1996; Someya et al. 2000; Ajit et al. 2006). MBA can also be found in
microorganism collections or from currently commercialized products registered towards other
pathogens (Elmer and McGovern 2004; Shanmugam et al. 2011). More unusually, potential
MBA have been isolated from mangrove, raised bog, or vinegar waste compost (Samuel and
Muthukkaruppan 2011; Szentes et al. 2013; Lin et al. 2014). Moreover, knowing the ecological
competence and adaptability of the microorganism is essential to understand suitable
conditions of growth of the microorganism in the environment and ensure the best control.
Such information is anyway required for the registration process. Similarly, there is a wide
diversity of sources among botanicals. They can be extracted from a whole plant or from a plant
part (aerial part, branch, bulb, flower, fruit, leaf, peel, root, seed), and from fresh or dry plant
material (Okwu et al. 2007; Chohan et al. 2011; Cordova-Albores et al. 2014; Wang et al.
2015b). The composition of botanicals fluctuates in quantity and quality depending on the plant
(species, variety, subspecies, and chemotype), the organ, the age or the life stage of the plant,
the soil composition, the season, and the climate (Pitarokili et al. 2003; Baser and Buchbauer
2009; Raeisi et al. 2015; Licata et al. 2015; Moghaddam and Mehdizadeh 2015). Plant
candidates for the search for potential sources of botanical compounds are selected among
plants already well known for their interest in medicinal or food uses. They represent a wide
diversity of plant species, among which garlic, lemon, cinnamon, mint, Madagascar periwinkle,
or eucalyptus (Chandel et al. 2004; Okwu et al. 2007; Barrera-Necha et al. 2008). Another
research strategy focuses on plants involved in biocidal functions for other organisms through
the production of specific metabolites, e.g. allelopathic plants (Riaz et al. 2010). A practical and
timely perspective also consists in using and exploiting by-products from plant production to
get botanical candidates, as in the case of Citrus juice production (Crupi and Rispoli 2002).

The first step of the screening for microorganisms or botanicals of interest is performed in
vitro in 53 % and 96 % of the studies, respectively. The antifungal activity of a microorganism
or a botanical is mainly evaluated by measuring its impact on pathogen growth in liquid or agar
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culture media. Conidial germination percentages and agar well diffusion are commonly used to
assess MBA and botanical efficiency (Duijff et al. 1993; Shobha and Kumudini 2012). Other
methods are used to test microorganisms or botanicals specifically. The classical dual culture
method on Petri dishes was set up in 1960 by Johnson et al. to test the antagonistic abilities of
potential MBA. Microorganisms can also be selected according to their ability to produce
enzymes such as chitinase (Someya et al. 2000). The commonly used poisoned food technique
defines the minimum inhibitory concentration of botanicals needed to inhibit fungal growth,
while the less frequent vapor phase test is used to evaluate the effect of botanical volatiles on
fungi (Zentmeyer 1955; Nakahara et al. 2003). Based on the poisoned food technique, citronella
oil failed to inhibit nine different fungal species, while it inhibited the growth of all of them in
the vapor phase test (Nakahara et al. 2003). Beale and Pitt (1990) isolated 135 microorganisms
from plant materials and soils. They screened all isolates for their antagonistic activity against
F. oxysporum f. sp. narcissi and for their tolerance to a fungicide. Among this collection, 30
microorganisms were found to be antagonists. In another example, the strain Trichoderma sp.
075 gave the best result to inhibit F. oxysporum f. sp. narcissi growth on Petri dishes, while the
same strain evaluated in the greenhouse resulted in a higher disease severity compared to the
pathogen alone (Beale and Pitt 1990). These examples emphasize the well-known irrelevance
of in vitro experiments to assess the potential of a microorganism or botanical to control F.
oxysporum, since in vitro results can be diametrically opposite to in vivo results.

The second screening step is performed in vivo in 78 % of the studies on MBA, but only in
20 % of the studies on botanicals. The tests are performed on storage organs in containers or
on whole plants in the greenhouse or in the field. Biocontrol efficiency is mostly evaluated from
the incidence and/or severity of the disease according to a defined disease index. Even so, it
can also be assessed by recording data on plant growth parameters such as plant height, the
dry or fresh weight of certain plant parts, or the flowering date (Beale and Pitt 1990; Nosir et
al. 2010; Shanmugam et al. 2011). For example, among the 30 antagonistic microorganisms
selected in vitro against F. oxysporum f. sp. narcissi by Beale and Pitt (1990), 17 were further
tested in greenhouse trials, and 5 were tested in field experiments. The fungus Minimedusa
polyspora gave the best disease reduction (only 33 % of diseased bulbs), and significantly
increased bulb weight and flower yield.

The screening can be based on the physiological status of the plant through measurements
of the water status (e.g. transpiration, stomatal conductance), of changes in antioxidant activity
(e.g. enzymatic activity levels), or the production of plant defense molecules (e.g. phytoalexins)
(van Peer et al. 1991; Sant et al. 2010; Maya and Matsubara 2013b). More rarely, the
production of molecules such as fusaric acid by the pathogen is monitored (Nosir et al. 2011).
However, the results of in vivo assays really depend on external parameters such as the plant
cultivar, the plant growth stage, cultivation conditions, the growth substrate, the way
microorganisms are applied, and the pathogen/MBA ratio (Sneh et al. 1985; Garibaldi et al.
1987; Minuto et al. 1995; Postma and Luttikholt 1996).

Modes of action
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A large amount of studies has been performed on the modes of action of microbial
antagonists and reviewed elsewhere (Compant et al. 2005; Harman 2006; Alabouvette et al.
2009; Lioussanne 2010). Antagonistic microorganisms act directly or indirectly against F.
oxysporum and thus reduce its development. These actions include mycoparasitism, antibiosis,
competition for nutrients or for an ecological niche, and induction of plant defense reactions
(Baker 1968).

Mycoparasitism is defined as the parasitism of a fungus by another fungus. It is mediated

by the development of peculiar organs (haustoria) and by the synthesis of enzymes or
secondary metabolites to finally allow nutrient uptake from the pathogenic fungus (Manocha
1991; Daguerre et al. 2014). Some strains of Trichoderma are known for their mycoparasitic
ability on F. oxysporum hyphae (John et al. 2010). Secondary metabolites, antibiotics or
enzymes are also involved in antibiosis. For example, a strain of Bacillus thermoglucosidasius
produces antibiotics, resulting in growth inhibition and control of F. oxysporum f. sp. lilii (Chung
et al. 2011). Competition for resources is another kind of interaction between microorganisms.
Some microorganisms have developed beneficial strategies to be ahead of others when they
compete for a same ecological niche or for a same source of nutrients. The secretion of
peptides that have high affinity for iron, called siderophores, is a good example of competition
for nutrients. This strategy is used by some strains of Pseudomonas to control F. oxysporum f.
sp. dianthi (Elad and Baker 1985; Lemanceau et al. 1992, 1993; Duijff et al. 1993). Other
molecules produced by microorganisms trigger plant defense reactions. St-Arnaud et al. (1997)
hypothesized that Glomus intraradices induces Dianthus caryophyllus disease resistance
mechanisms against F. oxysporum f. sp. dianthi to explain reduced disease severity. Similarly,
the non-pathogenic strain F. oxysporum Fo47 primes the defense responses of tomato plants
to control F. oxysporum f. sp. lycopersici (Aimé et al. 2013).
In comparison to MBA, the mechanisms whereby botanicals act against microorganisms are
even less known. These mechanisms rely on the composition of botanicals, which is multi-factor
dependent. A few studies reveal that the major components are mainly responsible for the
biological activity of botanicals, but others conclude that several components act in synergy
(Pitarokili et al. 2003; Bakkali et al. 2008). Furthermore, as botanicals contain a mixture of
diverse components, their antifungal activity is probably not attributable to a single
mechanism. The main mechanisms reported so far are membrane disruption, metal chelation,
interaction with DNA, and induction of plant defense reactions (Cowan 1999; Arzoo et al. 2012).
Several studies report that EO or some of their components are able to disrupt cell wall and
membrane integrity and to easily penetrate into the cells (Li et al. 2015; Pontin et al. 2015).
This disruption causes mitochondrial membrane damage, which induces changes in the
electron transport chain. Consequently, free radicals are produced, and they oxidize and
damage lipids, proteins, and DNA. In contact with reactive oxygen species (ROS), EO phenolic
compounds are oxidized and release reactive phenoxyl radicals (Bakkali et al. 2008; Alam et al.
2014). The induction of plant defenses by EO has also been investigated. Thyme oil application
on tomato roots efficiently triggered peroxidase accumulation in roots, which are well-known
to be part of the plant defense mechanisms (Kawano 2003; Ben-Jabeur et al. 2015). Similarly,
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Table 2: Biocontrol microorganisms commercialized to control Fusarium oxysporum on ornamentals in the world.

Antagonistic Strain Product * Targeted crop Use Company
microorganism
Bacillus pumilus GB34 Yield Shield Ornamentals and others Seed treatment Bayer Crop Science
Bacillus pumilus, NM Pro-mix BX Ornamentals (indoor gardening, perennials, potted flowering Potted crop Premier Tech
Bacillus subtilis and Biofungicide plants, annuals, foliage plants) and others including greenhouse Horticulture
Glomus intraradices +Mycorrhizae  vegetables, vegetable transplants and young plant propagation
Bacillus subtilis GBO3 Companion Ornamentals (greenhouse plug production) and others including Foliar spraying, seed Growth products
vegetables, herbs, hydroponics, small fruits, berries and nut trees  treatment, soil
drenching
GBO3 Kodiak Ornamentals and others including barley, bean, corn, cotton, pea, Seed treatment Bayer Crop Science
soybean and wheat
QST 713  Rhapsody Ornamentals (annual and perennial bedding plants, potted Foliar spraying, tank Bayer Crop Science
flowers) and others including conifer, deciduous trees, landscape mixing, soil drenching
plants, shrubs and trees
MBI 600 Subtilex greenhouse and nursery ornamentals and others including fruits, Soil drenching or BASF
herbs and vegetables mixing
FZB24 Taegro Ornamentals and others including cucurbits, fruit and leafy Cutting or  root Novozymes and
vegetables dipping, seed Syngenta
treatment, soil
drenching
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Gliocladium 11446 Prestop*™ Ornamentals and others including fruits and vegetables Dipping, foliar Lallemand
catenulatum spraying, soil
drenching or mixing
Pseudomonas cepacia NM Intercept Ornamentals and others including bulb, field crops, fruit, Root dipping, soil Soil technologies
greenhouse crops, herbs, spices, vegetable and vine crops drenching
Pseudomonas 63-28 AtEze Greenhouse ornamentals and others including nursery crops and  Drenching EcoSoil Systems
chlororaphis vegetable transplants
Pythium oligandrum M1 Polyversum* Ornamentals and others including cereals, forest nursery, grape, Root dipping, seed Biopreparaty
hop, strawberry, turf and vegetables treatment, spray
application, watering
suspension
Streptomyces K61 Mycostop* Ornamentals and others including herbs, seedling productionand Bulbs or cuttings Verdera oy
griseoviridis vegetables dipping, seed coating,
soil drenching or
mixing, watering
Streptomyces lydicus ~ WYEC Actinovate SP Ornamentals and others including all greenhouse and nursery Bulb or crop dusting, Novozymes
108 crops and landscape plants cutting  or  root
dipping, seed
treatment, soil
drenching, spray
application, watering
Trichoderma T34 T34 biocontrol  Carnation Root dipping, Biocontrol
asperellum spraying, watering technologies
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Trichoderma DSM Agroguard Ornamentals and others including fruits and vegetables Soil drenching, Live systems
harzianum 14944 watering technology
T-22 Trianum* Greenhouse ornamentals and others including, carrot, cucumber,  Soil drenching, Koppert
lettuce, tomato and turf mixing, or spraying,
watering
OBTh55  Tricho-D WP Ornamentals and others including fruit, greenhouse crops and Soil drenching, Orius biotecnologia
vegetables, nurseries, perennial crops, seeds and tubers, short- spraying
cycle crops and vegetables
T-22 Plantshield Ornamentals and others including hydroponic crops, shadehouse Cutting  or  root BioWorks
and outdoor nursery crops, cucurbit vegetables, fruiting dipping, soil
vegetables, herbs, leafy vegetables, mints, pome fruits, spices, drenching, spraying
stone fruit and tree nuts
T-22 RootShield Ornamentals and others including asparagus, berries, bulb In-furrow, soil mixing BioWorks
granule vegetables, cereal grains, citrus fruits, cucurbit vegetables,
fruiting vegetables, herbs, leafy vegetables, legume vegetables,
mints, oilseed crops, small fruits and spices
KRL-AG2 Rootshield WP Ornamentals and others including berries, bulb crops, citrus Cutting or  root BioWorks
fruits, cucurbit vegetables, fruiting vegetables, herbs, hydroponic dipping, dusting, in-
crops, leafy vegetables, mints, pome fruit, shadehouse and furrow, soil
outdoor nursery crops, small fruits, spices, stone fruit, tree nuts drenching or spraying
and tuber crops
Trichoderma NM Binab TF WP*  Ornamentals (cut flowers, flower bulbs, ornamental trees) and Soil mixing or praying, Bio-innovation AB
harzianum and others including, berries, fruit, grass fields, nurseries, pot plants watering
Trichoderma and vegetables
polysporum
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Trichoderma T-22 and RootShield Ornamentals and others including asparagus, berries, bulb Bulb, cutting or root BioWorks
harzianum and G41 plus WP vegetables, cereal grains, citrus fruits, conifer tree and seedlings dipping,  in-furrow,
Trichoderma virens cucurbit vegetables, fruiting vegetables, herbs, hydroponic crops, soil drenching,

leafy vegetables, legume vegetables, mints, oilseed crops, dusting, spray

peanuts, pome fruits, shadehouse and outdoor nursery crops,

small fruits, spices, stone fruits, root and tuber vegetables,and

tree nuts
Trichoderma virens GL-21 SoilGard Ornamentals and others including field crops and transplants Drip irrigation, soil Certis USA

drenching or
spraying, sprinkler

NM: Not mentioned

*An asterisk denotes that the product is commercialized in Europe
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Arzoo et al. (2012) found evidence of the induction of plant defense responses against F. oxysporum
f. sp. lycopersici using different plant extracts. Although the antimicrobial mechanisms of action of
botanicals have been carefully studied for their pharmaceutical or food preservative uses, less
information is available concerning their use to control plant pathogenic microorganisms (Burt 2004,
Buchbauer 2009; Negi 2012).

Elaboration of the products

The parameters of the processes for mass production and formulation of MBA and botanicals have
to be carefully defined to optimize the quality and yield of the final product. In fact, these steps affect
the efficiency, shelf-life, ease of handling and of application of the final product (Montesinos 2003;
Fravel 2005). Microorganisms are produced in high-volume fermenters to perform liquid or solid
fermentation. Mass production of a given microorganism has to be optimized by selecting optimal
growth conditions (aeration, pH, substrate, temperature). The product concentration should also be
optimized. For MBA, it is commonly accepted that efficient control can only be achieved when the
MBA is present in higher concentrations than the pathogen (Fravel et al. 2003). Then, the choice of a
formulant (e.g. alginate, coal, talc) is of prime importance (Fravel et al. 1998). In a commercialized
MBA product, the amount of formulant makes up the most part of the product. Companion® (Table 2)
for example, contains only 0.03 % of a strain of Bacillus subtilis, and 99.97 % of formulant. Garibaldi et
al. (1987) described that using poplar bark to formulate an inoculum of non-pathogenic strains of
Fusarium spp. decreased its biocontrol efficiency as compared to wheat kernels or wheat bran. The
mixture of microorganisms sold by Premier Tech Horticulture as Pro-mix BX biofungicide +
mycorrhizae” is composed of a combination of lime, peat, perlite, vermiculite, and a wetting agent.
The choice of the formulant is so determining that it is kept secret for most of the marketed products.

Conversely, little information is available about the formulation and mass production processes of
botanicals for plant disease management. However, more studies have examined these processes for
pharmaceutical or food uses. The main processes used to obtain EO are hydrodistillation, steam or dry
distillation, and mechanical extraction (e.g. expression) in large-volume distillation containers
(Schmidt 2015). The extraction parameters, such as temperature, pressure, and total time also
influence on the quantity and quality of the final product (Baser and Buchbauer 2009). As an example,
a lower yield but a higher quality of EO from Curcuma longa leaves was obtained with water distillation
(Babu et al. 2007). Thus, the extraction technigue needs to be carefully chosen. Similarly, the nature
of the solvents determines the chemical composition of PE. For example, anthocyanins can be
obtained with methanol or water extraction, while alkaloids can be recovered using ether or ethanol
as solvents (Azmir et al. 2013). As for MBA, the amount of product to be used has to be defined to
achieve best efficiency and to avoid undesirable effects (Bowers and Locke 2000). Special attention
has to be devoted to the standardization of these parameters to obtain a consistent and uniform final
product. Asparagus extract eluted with ethanol proved to be phytotoxic for asparagus seeds, while it
was not phytotoxic when other solvents were used to extract the PE (Rosado-Alvarez et al. 2014).
Anyway, application of botanicals presents limitations as a high amount of product is required to reach
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a good efficiency. Kadoglidou et al. (2011) calculated that 1 ha of oregano is needed to obtain the 5 t
of carvacrol required to treat 1 ha of field at an efficient concentration. Thus, the feasibility of a large-
scale use of botanicals is questionable.

The mode of application of the product can at least partially solve the scarcity issue. Applications
have to fit with the cultural practices of the diseased crop. The tuning of the mode of application with
cultural practices influences the success or failure of a biocontrol product. The method of application
also impacts the efficiency of the formulated product. MBA and botanical products can be prepared
under liquid or solid forms (Jones and Burges 1998; Soliman 2013). Essential oils or plant extracts can
also be prepared in a semi-liquid form (e.g. gel, liposomes) (Soliman 2013). Therefore MBA or
botanicals can be incorporated into horticultural potting mixes or in-furrow when they are under a
solid form (e.g. granular, powder), while a wettable powder formulation is more adapted for spraying
or dipping applications (Cook et al. 1996; Spadaro and Gullino 2005). These methods of application
are probably more suitable for use in the greenhouse. For open cultures, application by seed coating
or by micro-encapsulation is probably a better option (Minuto et al. 2007; Mohan et al. 2011; Soliman
2013; EI-Mougy et al. 2015).

All these steps of product development are essential to obtain a cost-effective products for
biocontrol. One of the main factors is the economic feasibility of the product, which highly influences
the grower’s choice. Thus it will contribute to its good competitiveness on the market of plant disease
management.

VIIl.  Registration processes

To commercialize a biological product, companies have to go through registration processes.
Registration requirements depend on countries. In Europe, both biological (MBA and botanical) and
chemical plant protection products are submitted to regulation No. 1107/2009 (EU 2009b). The active
substance is first evaluated by a reporter member state which assesses if its application is acceptable
and prepares a report. This report is then evaluated by the European Food Safety Authority (EFSA).
Finally, the Commission’s Directorate General for Health and Food Safety decides for its final approval
or not. Once the active substance is authorized at the European level, the preparation, i.e. the
formulated product, is evaluated by national authorities (Hauschild et al. 2011). Botanicals are
considered as low-risk active substances or basic substances according to regulation No. 1107/20009,
hence an easier registration process (EU 2009b; Tamm et al. 2011).

In Europe, biological products are evaluated in the same way as chemicals although they do not
behave as such (Alabouvette et al. 2012). The registration process can take up to 5 years and cost
more than 2 million euros (Ehlers 2011). The prohibitive impact of such a procedure on companies is
then easily understandable. Estimations show that only 0.1 % of the tested microorganisms reach the
market, which explains why the registration process is often considered as a real bottleneck for
commercialization (Pertot 2014). In the USA, regulatory approval conditions for MBA and botanicals
are less complicated as they are not evaluated in the same way as chemicals. They are divided into
microbial pesticides and biochemical pesticides. Products are submitted to the registration eligibility
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decision of the US Environmental Protection Agency (EPA), which only examines hazard and risk
assessments, not efficiency. Some of the biocontrol products can also be considered as minimal risk
pesticides; in this case, they can be used without any registration (Hauschild et al. 2011).
Consequently, the commercialization of these products is especially well developed in the USA
(Regnault-Roger et al. 2012).

Anyhow, these registration processes aim at listing the risks that need to be assessed prior to
registration in order to safely commercialize a product. In 1996, Stine Microbial Product Company
registered a bio-fungicide based on a strain of Burkholderia cepacia, but growing concerns regarding
the threat it represents for immunocompromised patients led to its removal several years later
(Holmes et al. 1998; Wozniak 2007). In Europe, according to regulation No. 1107/2009, requirements
include a precise identification and characterization of the microorganism at the strain level; a
description of its biological properties and ecology; all available details on the product composition
and production; information on the methods used to characterize the microorganism and the possible
contaminants of the product; a full study of the potential effects of the microorganism on human
health; a check on the residues likely to be present in the product or on the treated plant;
specifications about the fate and behavior of the microorganism in the environment and its potential
effects on non-target organisms (EU 2009b; Alabouvette and Cordier 2011). For botanicals, if the
product is registered as an active substance, the same requirements as those presented above are
needed (Hauschild et al. 2011). However, if the product is considered as a low-risk active substance or
as a basic substance, the conditions to be fulfilled are described in annex 1.5 and in article 23 of
regulation No. 1107/20009, respectively (EU 2009b). These requirements are only related to the active
substance of the product. Details about the formulated products, such as the mode of application, the
composition, the targeted pathogen or the conditions of use, can be requested at the national level
(Ehlers 2011).

IX.  Promising development and success stories

Despite the difficulties encountered to reach commercialization, 23 MBA products and 3 botanical
products are currently available round the world to manage F. oxysporum diseases on ornamentals
(Table 2). Among these products, only 5 MBA are authorized in Europe, while no botanical is yet
available. In 2010, Sant et al. published interesting results on the control of Fusarium wilt of carnation
using strain T34 of Trichoderma asperellum. The strain proved able to colonize the substrate and to
reduce disease incidence and severity by 33 % and 48 %, respectively. In 2011, the product was
registered by the EPA, in charge of recording all pesticides allowed for sale in the United States (EPA,
2011). In 2012, the European Food Safety Authority gave its first conclusion about the potential risk of
T34. The product is about to be commercialized in Europe (EFSA, 2012). In 2013, Canada’s Pest
Management Regulatory Agency decided to register the product for sale to control F. oxysporum on
greenhouse ornamentals (PMRA, 2013). The majority of the MBA products commercialized to control
F. oxysporum on ornamentals are composed of Trichoderma strains. More globally, the main microbial
species efficient against F. oxysporum on ornamentals are already represented on the market (Table
2). However, only a few formulations based on Fusarium spp., Streptomyces spp. or Pseudomonas spp.
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are sold, while many strains of these genera have been largely assessed in the literature. The low
number of studies published in this domain and assessed in the present review does not permit to
draw hypotheses about this observation. Nevertheless, when considering the entire market, it is
obvious that mainly microorganisms studied for a long time are commercialized, which highlights the
lack of diversity on the market (Pertot, 2014).

Regarding botanicals, even fewer products are marketed. However, they should provide a
sustainable control method: they display various modes of action, so the risk of pathogens bypassing
them is reduced (Chiasson et al. 2008). They are biodegradable, so they are naturally catabolized and
non-persistent in soil and water. This makes them an eco-friendly solution (Isman, 2000; Regnault-
Roger et al. 2012). Even if a high amount of biomass is needed, it is possible to use only part of the
plant or plant by-products from production (Batish et al. 2008). Furthermore, botanicals can be applied
in microcapsules or seed coating to facilitate their use and avoid any excessive input (EI-Mougy et al.
2015; Soliman, 2013). In addition, in some cases they promote plant yield and quality (Granja et al.
2014). Three products are currently registered round the world to control F. oxysporum on
ornamentals. The first one, Armorex’, is commercialized by SoilTech (lowa, USA). It is composed of a
combination of EO from garlic, pepper, sesame, rosemary, and clove. The second one, Fungastop®, is
also marketed by SoilTech. It is composed of citric acid, mint oil, citrus pulp, fish oil, glycerol, and
vitamin C. These two products are sold in the USA. The last one, named Regalis’, is produced by
Marrone bio innovations. It consists of an extract from giant knotweed, Reynoutria sachalinensis. This
product is approved for use nearly in the whole American continent.

As a whole, the market of biocontrol is making progress, although an improvement of the
European regulation process is certainly required to facilitate marketing. In 2004, the global biocontrol
market was $588 million, among which 40 % for microorganisms. The main sales were localized in
North America (43 %), followed by Europe and Asia with 21 % and 12 % of the market, respectively.
The European market doubled between 1985 and 2004, and is expected to keep rising in the years to
come (Bolckmans, 2008). These facts are confirmed by a study focusing on biocontrol perspectives in
Europe, which highlights an increasing interest for these products. In 2012, the European market for
biocontrol microorganisms was estimated around 52 million euros (Nicot et al. 2012). Similar figures
are not available for botanicals, but the increasing number of scientific publications in this area
highlights the promising future of these products. Globally, the potential of MBA and botanical
resources is not fully exploited yet, and there is ample space for improvement.

X.  Integrated disease management

The two control methods presented here have proved efficient alone, but they would be more
effective once combined and integrated with other control methods. Combination can be done
simultaneously or successively. As an example, Minuto et al. (2008) tested the effect of biocontrol and
physical methods by modifying the pH and the disinfection protocol of the nutrient solution (using UV
radiation, slow sand filtration, or slow rockwool filtration), and application of MBA (Fusaria mikx,
Streptomyces griseoviridis, or Trichoderma mix) to reduce the incidence of F. oxysporum on
chrysanthemum. The best result was achieved by combining a neutral pH of the nutrient solution, slow
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sand or rockwool filtration of the nutrient solution, and S. griseoviridis or Trichoderma mix application.

The use of each method alone revealed less efficient. On gladiolus corms, the combined use of

treatments inhibiting both the growth and the proliferation of the fungus (using EO, UV-C, and hot

water) was more effective in reducing the fungus population during storage than each treatment used

alone (Sharma and Tripathi, 2008). Biocontrol products can be combined with cultural practices (soil

or nutrient solution disinfection, management of the pH of the substrate) or chemicals at different
times during a production cycle (Duijff et al. 1995; Elmer and McGovern, 2004; Mishra et al. 2000).
The use of these different practices often allows for better and longer disease management.

XI. Conclusion

In the last years, new or updated control methods have emerged to offer plant growers

alternatives to chemicals to manage plant diseases. Among them, MBA and botanicals have sparked

interest. The main ideas of this work are listed below.

1)

Although pathogenic F. oxysporum are highly dangerous pathogens for ornamental
production, only few publications dealing with biocontrol of these fungi have been recorded in
comparison to other host plants of F. oxysporum. But the restriction of chemical use for
environmental and human health concerns has stimulated the study of these alternatives.

Among the microorganisms evaluated so far, a majority has proved efficient in reducing the
disease. However, only a few of them are commercialized. Thus, these microorganisms
represent good candidates that should be exploited.

Botanicals for the control of pathogenic fungi have been poorly studied, although their
antimicrobial properties for other uses have been well known for decades. Nevertheless,
studies show a good potential of these mixtures. In addition, they display interesting features
such as their low risk for the environment and for human health, and their biodegradability.
Botanicals will soon be part of integrated disease management strategies.

Numerous techniques and parameters are available to evaluate the biocontrol competences
of microorganisms and botanicals. However, in vivo tests under controlled conditions are
undoubtedly the best technique. Although in vitro tests are more convenient, in vivo tests
should first be performed to obtain reliable screening results.

In this context, research and development should play a key role in the development of these
products to define and optimize the parameters of production and use. They should be the link
between research and the market.

This development will only succeed if the training of agricultural stakeholders about the use of
biological control products, their advantages and drawbacks is encouraged in parallel.

Producers are expecting solutions to face the threat of diseases on crops, and they should be
a driving force for the development and the understanding of alternative control methods such
as biocontrol. The increasing number of studies on MBA and botanicals highlights that research
is already on-going. However, the low number of products available in Europe shows that
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legislation clearly slows down the commercialization of these products. This is even more
obvious when comparing the number of products available in the USA, where procedures are
different.

65



66



Chapitre Il :

Matériels et méthodes

67



68



Chapitre Il : Matériels et méthodes

l. Matériels

.1 Les souches microbiennes

1.1.1 Constitution d’une collection de souches de Fusarium isolées de cyclamen

Deux collectes d’isolats ont été menées par Astredhor Seine-Manche en 2009 et 2010 aupreés

d’horticulteurs de Normandie. Au total, 34 isolats de Fusarium (notés Fo 28 a Fo 61) associés a la
fusariose du cyclamen sont isolés de tubercules de cyclamen symptomatiques ou asymptomatiques
(Tableau 1). Les jeunes plants ont été prélevés chez 10 producteurs de Normandie s’approvisionnant
chez 6 fournisseurs européens différents. Les prélevements ont été effectués des la réception des
jeunes plants chez les producteurs. Les isolements ont été réalisés selon le protocole présenté dans la
partie 11.1.4.
Cette collection est complétée avec 40 souches de Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis (Focy)
originaires de différentes collections internationales de microorganismes ou fournies par des collegues
ayant travaillé sur la fusariose du cyclamen (Tableau 1). Par la suite, cette collection sera nommée
«collection Focy».

[.1.2 Constitution d’une collection de souches microbiennes diverses

Une seconde collection de souches microbiennes autres que Focy a été constituée (Tableau 2).
Elle se compose de 69 souches fongiques et bactériennes provenant de la collection MIAE
(Microorganismes d’Intérét AgroEnvironnemental, INRA, Dijon) et d’autres collections de
microorganismes. Cette collection est constituée de :

- 16 souches de F. oxysporum telluriques supposées «non pathogenes»

- 26 souches de F. oxysporum pathogenes d’autres plantes que le cyclamen

- 18 souches de Fusarium appartenant a d’autres espéces que F. oxysporum

- 3 souches de champignons telluriques n"appartenant pas au genre Fusarium

- 6 souches d’autres microorganismes pathogenes du cyclamen dont 1 bactérie et 5

champignons
Pour compléter cette collection, des isolements de champignons ont été effectués a partir de
graines de cyclamen (cf. partie 11.1.6.). Les isolats sont groupés en morphotypes d’aprés leurs
caractéristiques morphologiques. Au total, 31 morphotypes différents ont été décrits et 8 d’entre eux
ont été intégrés a la collection (Tableau 2). Ces 8 isolats ont été sélectionnés suite a leur identification
taxonomique, car ils représentent différents genres fongiques communément retrouvés dans les sols.
Par la suite, cette collection sera nommée «collection d’autres microorganismes».
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Tableau 1 : Souches de Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis et isolats de Fusarium collectés a partir de cyclamens symptomatiques ou asymptomatiques.

Isolats et souches Code de travail®> Numéro MIAE Autres numéros d'accession?  Origine Date Cultivar d'isolement © Fourni parou Identification moléculaire 4
géographique d'isolement référence
Isolats de Fo28(T1aTe) MIAE01800 (T1) Pays-Bas 2009 Umbrella A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fusarium issus de  Fo 29 (T1 4 T6) MIAE01698 (T1) Pays-Bas 2009 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
CarIn!:)agnes de Fo30(T1aTe) MIAEO1651 (T1) France 2009 Swan rose 1758 A. Langlois F. fujikuroi species complex
E’;:'Zeézr:e”t Fo31(TLaT6)  MIAEO1694 (T1) France 2009 Swan rose 1758 A.langlois  F. oxysporum
producteurs Fo32(T1aT6) MIAE01688 (T1) France 2009 Swann mélange A. Langlois F. oxysporum
Fo33(T1aTe) France 2009 Swan mélange A. Langlois F. oxysporum
Fo 34 (T1aT6) MIAE01689 (T1) France 2009 Swan mélange A. Langlois F. oxysporum
Fo35(T1aTe) MIAE01813 (T1) Italie 2009 Halios Frangé mélange  A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo 36 (T1aT6) MIAE01814 (T1) Italie 2009 Halios Frangé mélange  A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo37(T1aT6) MIAE01690 (T3) France 2009 Swan 363 rose flammé  A. Langlois F. oxysporum
Fo38(T1aT6) MIAE01691 (T4) France 2009 Swan 363 rose flammé  A. Langlois F. oxysporum
Fo 39 (T1aT6) MIAE01692 (T1) France 2009 Swan 363 rose flammé  A. Langlois F. oxysporum
Fo40(T1aTe) MIAEO01815 (T1) France 2009 Super Serie winter A. Langlois F. fujikuroi species complex
rouge ecarlate
Fo41(T1aTe) MIAE01816 (T1) France 2009 Super serie winter blanc A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo42 (T1aT6) MIAEO01695 (T1) France 2009 Super serie winter blanc A. Langlois F. oxysporum
Fo 43 (T1aT6) MIAEOQ1507 (T3) Pays-Bas 2010 Une variété de mini A. Langlois F. oxysporum
cyclamen*
Fo 44 (T1aT6) MIAE01693 (T1) Pays-Bas 2010 Une variété de mini A. Langlois F. oxysporum
cyclamen*
Fo45(T1aTe) MIAE01817 (T1) Italie 2010 Metis mélange A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo 46 (T1a T6) MIAE01701 (T1) Pays-Bas 2010 Halios Lollipop frangé A. Langlois F. oxysporum
mélange 257
Fo 47 (T1aT6) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
Fo 48 (T1aT6) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
Fo 49 (T1aT6) MIAE01699 (T1) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
Fo 50 (T1 a T6) MIAE01818 Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo51(T1aT6) MIAE01819 (T1) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo 52 (T1aT6) MIAEO01700 (T1) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
Fo 53 (T1aT6) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
Fo 54 (T1aT6) Pays-Bas 2010 Umbrella A. Langlois F. oxysporum
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Fo 55 (T1aT6) Pays-Bas 2010 Metis magenta decora A. Langlois F. oxysporum
(4220)
Fo 56 (T1aT6) MIAE01702 (T1) Allemagne 2010 Metis Mélangé flammé  A. Langlois F. oxysporum
Fo 57 (T1aT6) Pays-Bas 2010 Metis saumon écarlate  A. Langlois F. oxysporum
Fo 58 (T5 a T6) MIAE01820 (T5) Pays-Bas 2010 Metis victoria A. Langlois F. fujikuroi species complex
Fo 59 (T1aT6) MIAE01696 (T1) Italie 2010 Rainier A. Langlois F. oxysporum
Fo 60 (T1aTe) MIAEO01697 (T1) Italie 2010 Super Serie Mini Winter  A. Langlois F. oxysporum
Mélange
Fo 61 (T1aT6) MIAE01821 (T1) Italie 2010 XXL Mammouth* A. Langlois F. venenatum
Souches de Focy 1 France 1994 Inconnu F. oxysporum
Fusarium Focy 2 MIAE01687 France 1994 Inconnu F. oxysporum
oxysporum fsp Focy3 MIAE01658 BBA 62316 Allemagne 1955 Inconnu F. oxysporum
;’; g\g:ﬁ o Focyd MIAE00190 ATCC 16061, CBS 159.57, FRC  Allemagne avant 1995  Inconnu F. oxysporum
collections 0-1825, FRC 0-1831, BBA
internationales 7022, DSM 62316, IMB 7521,
ou fournies par NRRL 36266, NRRL 22542 .
des collegues Focy 5 NRRL 36266 Allemagne (Berlin)  Inconnue Inconnu J. Swezey F. oxysporum
Focy 6 NRRL 22542 Allemagne Inconnue Inconnu J. Swezey F. oxysporum
Focy 7 MIAEO1654 FRC O-6501, NRRL 26673 Etats-Unis (Texas) avant 1997  Inconnu J. Swezey F. oxysporum
Focy 8 MIAEO01655 FRC O-6503, NRRL 26674 Etats-Unis (Texas) avant 1997  Inconnu J. Swezey F. oxysporum
Focy 9 MIAE01656 FRC O-6507, NRRL 26675 Etats-Unis (Texas) avant 1997 Inconnu J. Swezey F. oxysporum
Focy 10 MIAEO1657 FRC O-6547, NRRL 26676 Etats-Unis (Texas) avant 1997  Inconnu J. Swezey F. oxysporum
Focy 11 MIAE01660 BBA 62315 Allemagne 1947 Inconnu W. Maier F. oxysporum
Focy 12 BBA 64417 Allemagne 1984 Inconnu W. Maier F. equiseti-incarnatum
species complex
Focy 13 MIAEOQ1684 Italie (Albenga) 2008 Alios A. Minuto F. oxysporum
Focy 14 MIAE01685 Italie (Albenga) 2008 Latinia A. Minuto F. oxysporum
Focy 15 MIAEO01686 Italie (Albenga) 2008 Alios A. Minuto F. oxysporum
Focy 16 MIAEQ1658 FRC O-1099, NRRL 38294 Australie Inconnue Inconnu Wouldt et al., F. oxysporum
1995
Focy 17 MIAEQ1667 FRC 0-1797 Pays-Bas avant 1995 Inconnu Wouldt et al., F. oxysporum
1995
Focy 18 MIAEOQ1664 FRC 0-1799 Royaume-Uni avant 1995 Inconnu Wouldt et al., F. oxysporum
1995
Focy 19 MIAE01663 FRC 0-1800 Royaume-Uni avant 1995 Inconnu Wouldt etal.,, F. oxysporum
1995
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Focy 20
Focy 21
Focy 22
Focy 24
Focy 25
Focy 26
Focy 27
Focy 62
Focy 69
Focy 79
Focy 83
Focy 84
Focy 85
Focy 86

Focy 87
Focy 88

Focy 89
Focy 90
Focy 91

Focy 92

MIAEO01670

MIAEQ1665

MIAEO1666

MIAEO1668

MIAEO01669

MIAEQ1662

MIAEO1661

MIAEO1673

MIAEO1674

MIAEO01672

MIAEO01675

MIAEO1676

MIAEO1677

MIAEO1678

MIAEO1679
MIAEO01680

MIAEO1681

MIAEO1682

MIAEO1683

FRC 0-1802

FRC 0-1804

FRC O-1809

FRC O-1834

FRC 0-1842

FRC 0-1239

FRC 0-1205

Japon
Royaume-Uni
Pays-Bas
Pays-Bas
Pays-Bas
Etats-Unis
Australie

Argentine (Buenos
Aires)

Argentine (Buenos
Aires)

Argentine (Buenos
Aires)

Argentine (Buenos
Aires)

Argentine (Buenos
Aires)

Argentine (Buenos
Aires)

Argentine
(Cérdoba)
Inconnue
Etats-Unis
(Connecticut)
Etats-Unis
(Connecticut)
Etats-Unis
(Connecticut)
Etats-Unis
(Connecticut)
Inconnue
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avant 1995

avant 1995

avant 1995

avant 1995

avant 1995

avant 1995

avant 1995

<2004

<2004

<2004

<2004

<2004

<2004

<2004

<2002
<2013

<2013

<2013

<2013

<2013

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Sierra

Inconnu

Sierra

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Inconnu

Wouldt et al,,
1995

Wouldt et al,,
1995

Wouldt et al.,
1995

Wouldt et al.,
1995

Wouldt et al,,
1995

Wouldt et al,,
1995

Wouldt et al,,
1995
Lorietal.,
2012
Lorietal.,
2012
Lorietal.,
2012
Lorietal.,
2012
Lorietal.,
2012
Lorietal.,
2012
Lorietal.,
2012

W. H. Elmer

W. H. Elmer
W. H. Elmer
W. H. Elmer
W. H. Elmer

W. H. Elmer

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum
F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum

F. oxysporum
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Focy 93 MIAEO1671 MAFF 712101 Japon 1990 Inconnu Someya et al., F. oxysporum
2000

2@ Pour les isolats issus des campagnes de prélévements, 6 monospores ont été conservées aprés purification (notées T1 a T6) sauf pour l'isolat Fo 58 (2 monospores notées T5
et T6). Les souches provenant de collections internationales ou fournies par des collegues ont été notées Focy des leur réception au laboratoire. Leur appartenance a la forme
spéciale cyclaminis a été testée par la suite. ® ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, Virginie ; BBA, Biologische Bundesanstalt fir Land-und Forstwirtschaft, Berlin,
Allemagne ; CBS, Centraal-bureau voor Schimmelcultures, Baarn, Pays-Bas ; DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Allemagne
; FRC, Fusarium Research Center, State College, Pennsylvanie ; IMI, Centre for Agriculture and Biosciences International (CABI), Oxford, Royaume-Uni ; MAFF, Ministry of
Agriculture, Forestry and Fisheries, National Institute of Agrobiological Sciences, Tsukuba, Japon ; MIAE, Microorganisms of Interest for Agriculture and Environment, INRA,
Dijon, France ; NRRL, National Center for Agricultural Utilization Research, Agricultural Research Service (ARS), Peoria, lllinois. ¢ Les astérisques indiquent des plantes
asymptomatiques. ¢ Les souches ont été identifiées en utilisant les séquences de I'espaceur transcrit interne (ITS) de I’ADN ribosomique et du facteur d’élongation 1-a (EF-1a).
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Tableau 2 : Souches de Fusarium, de champignons telluriques, de microorganismes pathogénes du cyclamen et isolats fongiques isolés de graines de Cyclamen persicum.

Souches et isolats Identification taxonomique Code de Numéro Autres numéros d'accession ? Lieu d'isolement Date Identification moléculaire ®
travail MIAE d'isolement

F. oxysporum F. oxysporum 91069 MIAE01780 France (Dijon) 1991 F. oxysporum

telluriques "non £, oxysporum 91104 MIAEO1781 France (Dijon) 1991 F. oxysporum

pathogenes” F. oxysporum B2 MIAEQ1782 France (Blaudes) 2011 F. oxysporum
F. oxysporum B4 MIAEO1783 France (Blaudes) 2011 F. oxysporum
F. oxysporum Ca2 MIAE01784 France (Carquefou) 1997 F. oxysporum
F. oxysporum Ca3l MIAEQ1785 France (Carquefou) 1997 F. oxysporum
F. oxysporum Chat40 MIAE01786 France (Chateaurenard) 1997 F. oxysporum
F. oxysporum Chat49 MIAEQ1792 France (Chateaurenard) 1997 F. oxysporum
F. oxysporum Chat255 MIAEQ1787 France (Chateaurenard) 1997 F. oxysporum
F. oxysporum Chat266 MIAE01788 France (Chateaurenard) 1997 F. oxysporum
F. oxysporum E001 MIAEO01650 France (Epoisses) 2009 F. oxysporum
F. oxysporum E005 MIAE01790 France (Epoisses) 2009 F. oxysporum
F. oxysporum EO10 MIAE01791 France (Epoisses) 2009 F. oxysporum
F. oxysporum Fo20 MIAEOQ0676 France (Chateaurenard) 1978 F. oxysporum
F. oxysporum Fo34 MIAEQ0677 France (Chateaurenard) 1978 F. oxysporum
F. oxysporum Fo47 MIAEO0047 ATCC MYA-1198 France (Chateaurenard) 1978 F. oxysporum

F. oxysporum F. oxysporum f. sp. albedinis Foal MIAEO0453 ATCC MYA-1202 Maroc (Zagora) 1966 F. oxysporum

pathogénes F. oxysporum f. sp. asparagi Foasl MIAEQ1766 Inconnu Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. basilici Fob2 MIAEOQ1767 Inconnu 1994 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. basilici Fob3 MIAE01768 Inconnu >1999 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. cubense Focubl MIAEO1125 Taiwan Inconnue  F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. cubense Focub?2 MIAEO1126 Taiwan Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. cucumerinum Focucl MIAEO1473 Inconnu Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. dianthi Fod5 MIAEQ1769 Inconnu >2000 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. dianthi Fodb MIAEQ1770 Inconnu >2000 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. dianthi Fod7 MIAE01771 Inconnu >2000 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. elaeidis Foel MIAEQ1772 Inconnu Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. lini Foln3 MIAE00347 ATCC MYA-1201 France (Rennes) 1981 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. lycopersici Fol8 MIAEOOO46 ATCC MYA-1199 France (Villefranche sur 1971 F. oxysporum

Sabne)

F. oxysporum f. sp. lycopersici Fol26 MIAEQ0461 France (Nantes) 1977 F. oxysporum
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F. oxysporum f. sp. lycopersici Fol101 MIAEQ0525 Inconnu Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. melonis Fom15 MIAE00680 ATCC MYA-1200 France (Paris) 1965 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. melonis Fom24 MIAEO0681 France (Nantes) 1968 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. melonis Fom35 MIAEQ1644 France (Angers) 1985 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. pisi Fopisil MIAEO1463 ATCC 24381, CBS 127.73, IMI Royaume-Uni 1973 F. oxysporum
159029, NRRL 36228
F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici  Forl5 MIAEQ0471 France (Brest) 1993 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Forl12 MIAEQ0045 Maroc 1995 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Forl45 MIAEQ0476 France (Brest) 1998 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. raphani Forl MIAEO1775 Inconnu Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. raphani For2 MIAEO1776 Inconnu Inconnue F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. vasinfectum Fovl MIAEO1773 CBS 116611 Cote d'lvoire (Bouabé) 1994 F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. vasinfectum Fov4 MIAEO1774 CBS 116614 Cote d'lvoire 1994 F. oxysporum
(Tiéningboué)
Autres especes F. acuminatum FAC1 MIAEO0244 BBA 65224 Inconnu Inconnue F. acuminatum
de Fusarium F. avenaceum FAV5 MIAE00286 ATCC 24362, CBS 121.73, IMI Angleterre Inconnue Complexe d’especes F.
145562 tricinctum
F. chlamydosporum FCHL2 MIAE00287 ATCC 24372, BBA 62168, CBS Pakistan Inconnue Complexe d’especes F.
124.73, IMI 128101, NRRL chlamydosporum
25535
F. commune NH1 MIAE00101 Algérie (Oran) 2006 F. commune
F. culmorum FCUL4 MIAEO0688 France 1993 F. culmorum
F. equiseti FEQ1 MIAEO1649 France 1989 F. equiseti
F. graminearum PH1 MIAE01623 CBS 123657, FGSC #9075, NRRL Etats-Unis (Michigan) Inconnue Complexe d’especes F.
31084 sambucinum
F. langsethiae FLANG6 MIAE00289 France 2007 F. langsethiae
F. lateritium FLATS MIAEO0291 ATCC 11857, CBS 268.51 Pays-Bas Inconnue F. lateritium
F. moniliforme FMO3 MIAEO0061 Inconnu Inconnue Complexe d’especes F.
fujikuroi
F. poae FPO1 MIAEO00299 CBS 597.96 Pologne 1991 F. poae
F. redolens EO03 MIAEQ1652 France 2009 F. redolens
F. sambucinum FSA2 MIAEO0301 CBS533.96 Pologne 1991 Complexe d’especes F.
sambucinum
F. solani E006 MIAEO01653 France 2009 F. solani
F. sporotrichioides FSPO1 MIAEO0304 CBS 534.96 Pologne 1989 F. sporotrichioides

75



Chapitre Il : Matériels et méthodes

F. subglutinans FSUB2 MIAEO0O068 Inconnu Inconnue Complexe d’especes F.
fujikuroi
F. tricinctum FTR1 MIAEOO305 CBS 144.78 Inconnu Inconnue Complexe d’especes F.
tricinctum
F. verticillioides FVER3 MIAE00306 Italie (Turin) Inconnue Complexe d’especes F.
fujikuroi
Autres Aspergillus sp. SYS419 MIAE01778 France 2010 Aspergillus sp.
champignons Trichoderma sp. MIAE 29 MIAE00029 Inconnu Inconnue Trichoderma gamsii
telluriques Verticillium dahliae MIAE 48 MIAEO0048 Inconnu Inconnue Verticillium dahliae
Autres Botrytis cinerea BOT2 bis MIAEO1777 France (Eyragues) 1991 Botrytis cinerea
microorganismes  Cofletotrichum acutatum C. acutatum MIAEQ1743 (C27-1-3, NRRL 62813 Etats-Unis (Michigan) Inconnue Colletotrichum sp.
pathogenes du Pectobacterium carotovorum ATCC 15713, CCM 1008, DSM Etats-Unis (Illinois) Inconnue P. carotovorum
cyclamen 30168, LMG 2404, MPL-EC-WT-
1, NCPPB 312, NRRL B-4072
Phytophthora tropicalis PO199 MIAE01718 Inconnu Inconnue P. tropicalis
Rhizoctonia solani C1 MIAEQ1476 France (Chateaurenard) 2013 R. solani
Thielaviopsis basicola T. basicola  MIAEO1744 A-13644, NRRL 66261 Philippines (fle du Muzon) Inconnue Ceratocystis paradoxa
Isolats provenant Inconnue morph 1 MIAEQ1795 France (Dijon) 2013 Penicillium sp.
de graines de Inconnue morph 2 MIAEOQ1796 France (Dijon) 2013 Penicillium polonicum
cyclamen Inconnue morph 9 France (Dijon) 2013 Genre non identifié
(Heliotales)
Inconnue morph 10 MIAEQ1797 France (Dijon) 2013 Alternaria concatenata
Inconnue morph 14 France (Dijon) 2013 Geomyces sp.
Inconnue morph 22 France (Dijon) 2013 Penicillium sp.
Inconnue morph 24 MIAE01798 France (Dijon) 2013 Geomyces pannorum
Inconnue morph 26 MIAEQ01799 France (Dijon) 2013 Paraphoma fimeti

@ ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, Virginie ; BBA, Biologische Bundesanstalt fur Land-und Forstwirtschaft, Berlin, Allemagne ; CBS, Centraal-bureau voor
Schimmelcultures, Baarn, Pays-Bas ; CCM, Czech Collection of Microorganisms, Brno, République Tcheque ; DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig, Allemagne ; FGSC, Fungal Genetics Stock Center, Manhattan, New York ; IMI, Centre for Agriculture and Biosciences International (CABI), Oxford,
Royaume-Uni ; LMG, Belgian co-ordinated collections of micro-organisms (BCCM/LMG) ; MIAE, Microorganisms of Interest for Agriculture and Environment, INRA, Dijon, France
; NCPPG, National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, York, Royaume-Uni ; NRRL, National Center for Agricultural Utilization Research, Agricultural Research Service (ARS),
Peoria, lllinois. ® Les souches ont été identifiées en utilisant les séquences de I'espaceur transcrit interne (ITS) de I’ADN ribosomique et du facteur d’élongation 1-a (EF-1a).
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Tableau 3 : Produits de protection des plantes ou de matiere fertilisante utilisés dans cette étude.

Code des Composition Concentration annoncée Utilisation
produits (en UFC/g de produit) 2
1 Gliocladium sp. 2.108 Produit de protection des plantes
2 Bacillus sp. 2.10° Matiere fertilisante
3 Glomus sp. 4.103 Matiere fertilisante
4 Pseudomonas sp. et 10° (bactérie) et 4.10° Matiere fertilisante
Trichoderma sp. (champignon)
5 Trichoderma sp. 10° Confidentiel
6 Fusarium sp. 107 Aucune
7 Trichoderma sp. 107 Confidentiel

@ UFC : unité formant colonie
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.2 Les cultivars de cyclamens

Au cours de ces travaux, 2 cultivars de Cyclamen persicum provenant de 2 obtenteurs
différents ont été utilisés. Le cultivar Swan rose flammé (Eyraud production, Saint-Laurent-la-
Conche, France) a été décrit comme particulierement sensible a la fusariose du cyclamen lors
des campagnes de prélevement réalisées par Astredhor Seine-Manche. Ce cultivar a donc été
choisi pour effectuer I'ensemble des essais du projet a I'exception des tests en chambre
climatique. Pour ces derniers, le cultivar Melody red (Varinova, Berkel en Rodenrijs, Pays-Bas)
a été utilisé car il présente le meilleur taux de germination des cultivars disponibles au
laboratoire.

.3 Les agents de lutte biologique

Six produits a base de microorganismes vendus soit en matieres fertilisantes, soit en
produits de protection des plantes ont été sélectionnés (Tableau 3). Ces produits sont déja
commercialisés mais ne disposent d’aucune homologation relative a leur utilisation pour lutter
contre Focy. Un septiéme produit (n°6) a été sélectionné. Il est formulé mais pas encore
disponible a la vente. Les produits sélectionnés sont composés de microorganismes largement
décrits dans la littérature pour leur activité antagoniste contre divers agents pathogenes.

Méthodes

[I.1  Analyses microbiologiques

11.1.1 Purification des souches et obtention de monospores

Les souches sont purifiées pour assurer leur unicité génétique et pour éliminer les
éventuelles bactéries présentes dans la culture d’origine.

Pour les 34 isolats provenant de la campagne de prélevement de 2009 et 2010, 6
monospores indépendantes par isolat (identifiées de T1 a T6) ont été obtenues par I'Institut
Technique du Lin (ITL) avant le début du projet. Pratiquement, les isolats ont été mis en culture
sur milieu gélosé. Aprés incubation, des spores ont été décrochées du mycélium avec une
spatule stérile et introduites dans 9 mL d’eau stérile. A partir de cette suspension-mere, des
dilutions au dixieme ont été faites en série jusqu’a la suspension a 10-10. Pour chaque dilution,
1 mL a été déposé et étalé sur malt agar streptomycine (Annexe 2) et 6 boites/isolat ont été
préparées. Les boites ont ensuite été incubées a 25 °C pendant 5 a 7 jours. Les colonies bien
isolées ont été repiquées.

Toutes les autres souches de la collection Focy et les isolats provenant de graines de
cyclamen sont placés sur boites de Petri de Potato Dextrose Agar (PDA, Annexe 2) a
température ambiante pendant une semaine. Cing mL d’eau stérile y sont déposés et les spores
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sont mises en suspension a l'aide de pointes cénes. L'inoculum est filtré sur de la toile a bluter
de 48 um, et la suspension-mére obtenue est diluée au dixieme plusieurs fois. Les suspensions
sont agitées au vortex et 100 pL de chacune sont déposés sur boites de Petri de malt agar triton
(Annexe 2) et étalés a I'aide de billes de verre stériles. Les boites sont placées a I'étuve a 25 °C
pendant 2 a 7 jours selon les souches. Pour chaque souche, une colonie isolée est prélevée et
déposée sur boite de Petri de PDA.

L'ensemble des souches de la collection Focy et celles isolées de graines de cyclamen sont
ensuite repiquées trois fois successivement sur malt agar antibiotique (Annexe 2).

11.1.2 Conservation des souches

Les souches sont mises en culture en tube, sur pente de PDA pendant 10 jours. Un volume
de 750 plL de Potato Dextrose Broth (PDB, Annexe 2) est déposé par tube de PDA. Chaque tube
est agité au vortex pendant plusieurs secondes pour mettre les spores en suspension. Un
volume de suspension est déposé dans un cryotube, dans lequel un volume de glycérol %
(Annexe 2) est ajouté. Les tubes sont agités au vortex et congelés aussitot a — 80 °C.

La souche d’Oomycéte est mise en culture sur boite de Petri de Corn Meal Agar (CMA, 17
g/L CMA, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) pendant une semaine. Des explants de culture sont
prélevés et déposés dans des tubes de graines de chanvre (15 mL d’eau stérile /tube, 6 graines
de chanvre stériles/tube). Les tubes sont conservés a température ambiante.

11.1.3 Production d’inoculum de Fusarium sp.

Des inoculums sont préparés régulierement pour répondre aux besoins correspondant aux
différentes expérimentations dont les tests en chambres climatiques et les essais en serres.
Différents protocoles ont été utilisés pour produire ces inoculums.

Le protocole qui suit a été utilisé uniqguement pour le premier essai de pathogénicité
conduit en 2013. Les souches sont cultivées sur boites de Petri de malt agar (Annexe 2) pendant
plusieurs jours. Lorsque le mycélium est bien développé, les spores sont mises en suspension
avec une pipette Pasteur et 1,5 mL d’eau stérile. Elles sont ensuite comptées sur cellule de
Malassez et les inoculums sont préparées a la concentration souhaitée.

Le protocole qui suit a été utilisé pour I'ensemble des autres tests et essais. Un a plusieurs
tubes de PDA incliné sont inoculés avec la souche de Fusarium souhaitée. lls sont incubés a
température ambiante pendant 10 jours. Deux mL de malt liquide (Annexe 2) sont introduits
dans chaque tube. Les tubes sont ensuite agités au vortex pour décrocher les spores du
mycélium. La suspension obtenue est déposée dans le volume de malt liquide a inoculer. Les
inoculums sont incubés 7 jours a 25 °C et 125 rpm. Une souche de F. oxysporum produit en
moyenne 107 UFC/mL de milieu dans ces conditions. Les inoculums sont filtrés sur toile a bluter
de 48 um stérile et centrifugés a 4800 g et 15 °C pendant 20 min dans des flacons de 500 mL.
Les surnageants sont jetés et les culots sont re-suspendus dans de I'eau du robinet. Les
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inoculums sont centrifugés a deux reprises a 7000 g et 15 °C pendant 15 min dans des tubes de
15 mL. Entre ces deux centrifugations, les surnageants sont jetés et les culots sont re-suspendus
dans de I'eau du robinet. Les suspension-meres obtenues sont diluées plusieurs fois au dixieme.
Les dilutions sont dosées au spectrophotomeétre (UV-160A, Shimadzu, Kyoto, Japon) a 660 nm
avec un programme dédié au dosage des suspensions de spores de F. oxysporum. Les
inoculums sont ajustés a la concentration souhaitée avec de I'eau du robinet.

11.1.4 Isolement de souches fongiques a partir de matériel végétal

Des isolements fongiques ont été effectués a partir des tubercules prélevés chez les
producteurs lors des collectes de 2009 et 2010 d’aprés le protocole suivant. Les tubercules sont
nettoyés a I'eau du robinet puis désinfectés en les plongeant dans deux bains successifs : 2 min
dans I'alcool a 70 ° puis 10 min dans le NaOCI 5 %. lIs sont ensuite lavés 3 fois pendant 5 min a
I'eau stérile. Des morceaux de tubercule sont prélevés et déposés sur malt agar. Les boites de
Petri sont incubées a 28 °C pendant 10 jours.

Au cours des différents essais menés en serres, les ré-isolements de souches fongiques ont
été réalisés d’apres le protocole suivant. Différents tissus de plantes mortes, symptomatiques
ou asymptomatiques sont prélevés. Le matériel est stérilisé en surface en le plongeant
successivement dans un bain d’alcool a 70 ° et deux bains d’eau stérile de 20 s chacun. Les
temps des bains sont ajustés selon le matériel a stériliser. Un a plusieurs fragments de tissu
sont déposés sur malt agar antibiotique. Les boites de Petri sont incubées a température
ambiante au moins une semaine. Si 'identification morphologique n’est pas possible sur malt
agar antibiotique, les isolats sont repiqués sur gélose a I’eau contenant une feuille d'ceillet
(Carnation Leaf Agar (CLA), Annexe 2). Ce milieu stimule la sporulation des isolats et peut
permettre I'identification microscopique.

11.1.5 Dénombrements microbiens

Des dénombrements microbiens ont été faits a partir d’'un gramme de matiere (tourbe,
produit de lutte biologique). L'échantillon est déposé dans un flacon de 45 mL d’eau stérile.
Trois flacons sont préparés par modalité. Les flacons sont placés dans un agitateur
bidimensionnel (Flask Shaker SF1, Stuart, Staffordshire, Royaume-Uni) a 700 oscillations/min
pendant 20 min. Cing mL de la suspension-mere sont prélevés dans le flacon apres
homogénéisation et déposés dans un nouveau flacon de 45 mL d’eau stérile. Le nombre de
dilutions a préparer est dépendant de I'échantillon considéré.

Pour dénombrer les champignons, 1 mL de la dilution souhaitée est déposé dans une boite
de Petri vide. Au moins 3 dilutions successives sont déposées a raison de 5 boites par dilution.
Du milieu malt agar antibiotique en surfusion est ajouté sur la goutte de dilution et le mélange
est homogénéisé en agitant doucement la boite.
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Pour dénombrer les bactéries, 100 uL de la dilution souhaitée sont déposés a la surface
d’une boite de Petri de Levure Peptone Glucose Agar (LPGA) avec cycloheximide (Annexe 2).
L'inoculum est étalé a I'aide de billes de verre stériles.

Les boites sont incubées a température ambiante pendant 7 jours, date du dénombrement
final.

[I.2 Caractérisation moléculaire
11.2.1 Extractions d’ADN

11.2.1.1 Extraction d’ADN fongique et végétal

Le protocole suivant a été utilisé pour extraire I’ADN de souches fongiques et de
matériel végétal. Les souches sont mises en culture sur boites de Petri de PDA pendant une
semaine a température ambiante. Cing mL de PDB sont déposés a la surface, le mycélium est
prélevé a I'aide d’une anse stérile pour inoculer une fiole de Roux contenant 100 mL de PDB.
La culture est placée a I’horizontal pendant 48 h a température ambiante et sans agitation, puis
elle est filtrée sur toile a bluter de 48 um stérile dans une fiole a vide reliée a une pompe. Le
mycélium obtenu sur la toile est placé dans un pilulier stérile. Le matériel végétal est stérilisé
en surface selon le protocole détaillé dans la partie I11.1.4. Le matériel végétal ou le mycélium
fongique est placé a—80 °C pendant au moins une nuit, puis il est lyophilisé (Beta 1-8 LD, Christ,
Osterode am Harz, Allemagne) et broyé a I'azote liquide. Les ADN sont extraits avec le kit
DNeasy plant mini kit (QIAGEN, Venlo, Pays-Bas). Pour certaines applications, les ADN fongiques
sont extraits en utilisant un protocole rapide de minipréparation présenté en Annexe 3.

11.2.1.2 Extraction d’ADN bactérien

Une bofte de Petri de milieu Luria Bertani (LB, Annexe 2) est ensemencée avec la souche
bactérienne a extraire et incubée a température ambiante pendant une semaine. A I'aide d’un
cure-dent stérile, des cellules bactériennes sont prélevées et mises en suspension dans 100 pL
de tampon de lyse (0,05 M NaOH ; 0,25 % SDS). Le mélange est incubé 15 min a 100 °C puis
centrifugé a 15000 g a température ambiante pendant 1 min. Le surnageant contenant I’ADN
est prélevé (Robin, 2006).

11.2.1.3 Extraction d’ADN de tourbe

L’ADN de la tourbe n°11 (Pindstrup, Ryomgaard, Danemark) est extrait suivant le protocole
détaillé en Annexe 4. Trois extractions sont faites a partir d’1 g de tourbe (3 répétitions
indépendantes). La densité de la tourbe étant tres faible, chaque répétition est subdivisée en 4
tubes de 250 mg de tourbe et les ADN sont regroupés en fin d’extraction.

81



Chapitre |l : Matériels et méthodes

Tableau 4 : Amorces oligonucléotidiques utilisées dans cette étude.

Régions d'ADN Amorces ? Séquences (5'-3') Référence ou fournisseur
amplifiées
ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes et Bruns, 1993
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990
EF-1a EF1 ATGGGTAAGGARGACAAGAC O'Donnell et al., 1998
EF2 GGARGTACCAGTSATCATGTT
IGS CNS1 GAGACAAGCATATGACTAC O'Donnell et al., 2009
NL11 CTGAACGCCTCTAAGTCAG
CNS2 AACTTCAATCGCCTCTCACG
CNSa TCTCATRTACCCTCCGAGACC
iNL11 AGGCTTCGCTTAGCGTCTTAG
NLA TCTAGGGTAGGCKRGTTTGTC
ADNr 16S 1492r CGGTTACCTTGTTACGACTT Lane, 1991
27f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
Clones SP6 GATTTAGGTGACACTATA Amorces universelles,
T7 AATACGACTCACTATAG Eurofins MWG
ADNr 28S de 28KJ GGCGGTAAATTCCGTCC Cullings, 1992
plante 28C GCTATCCTGAGGGAAACTTC
RAPD Kit OPA a OPD Kits Operon’s RAPD Eurofins MWG

2|TS, Espaceur transcrit interne de I'ADN ribosomique ; EF-1a, facteur d’élongation de la traduction 1-
a ; IGS, espaceur intergénique de I’ADN ribosomique ; ADNr 16S, 'ADN de la petite sous-unité
ribosomique bactérienne 16S ; ADNr 28S, ADN de la petite sous-unité ribosomique des plantes 28S ;
RAPD, amplification aléatoire d’ADN polymorphe
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11.2.2 Dosage et conservation des ADN

Les ADN sont quantifiés au spectrophotometre (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Etats-Unis) a 260 nm et dilués a 10 ng/uL en utilisant du tampon TE (10 mM pH 8 Tris
HCI; 1 mM EDTA). Lorsque les expérimentations ont nécessité une quantification plus précise
de la concentration en ADN, i.e. pour le clonage et la caractérisation de I'outil de détection, les
ADN sont dosés au fluorometre (Quantus, Promega, Madison, Etats-Unis) a l'aide du kit
QuantiFluor dsDNA Dye System (Promega, Madison, Etats-Unis), ou au spectrophotomeétre
(Biophotometre, Eppendorf, Hambourg, Allemagne) a 260 nm. Les ADN microbiens et végétaux
sont conservés a 4 °C tandis que les ADN extraits de tourbe sont conservés a — 20 °C.

11.2.3 Les amplifications par PCR

11.2.3.1 Généralités

Les réactions de Polymerase Chain Reaction (PCR) sont toutes réalisées dans le méme
thermocycleur (Master cycler gradient, Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Les amorces
utilisées sont présentées dans le Tableau 4. Différents marqueurs moléculaires sont amplifiés
par PCR. L'espaceur transcrit interne de I’ADN ribosomique (ADNr) ou internal transcribed
spacer (ITS) est utilisé pour I'identification taxonomique des souches fongiques. Le géne codant
le facteur d’élongation de la traduction 1a (EF-1a) permet d’affiner I'identification des espéces
de Fusarium et d’étudier leur diversité intraspécifique. La région pleine longueur de I'espaceur
intergénique de I’ADNr (intergenic spacer, IGS) est utilisée pour étudier la diversité
intraspécifique de F. oxysporum. L’ADN de la petite sous-unité ribosomique bactérienne (16S)
est utilisé pour identifier les espéces bactériennes. Une partie de I’ADN de la petite sous-unité
ribosomique des plantes (28S) est utilisée pour vérifier que ’ADN de plante peut étre amplifié.

Pour chacune des réactions de PCR, un témoin négatif d’amplification est préparé avec
de I'eau ultrapure stérile. Un témoin positif d’amplification est également préparé. La présence
de produits d’amplification est confirmée par électrophorése sur gel d’agarose (1 % agarose,
80 mL Tris Acétate EDTA 1x (5 Prime, Hilden, Allemagne)) a 100 V pendant 45 min. Les gels sont
colorés dans un bain de bromure d’éthidium (BET) a 10 mg/L pendant 15 min puis rincés dans
un bain d’eau pendant 15 min. La migration des ADN est visualisée en utilisant un imageur
(Vilbert Lourmat, Marne-la-Vallée, France) et le logiciel d’acquisition d’image Infinity-capt
(Vilbert Lourmat, Marne-la-Vallée, France). La taille des bandes est vérifiée par rapport a un
marqueur de taille (Smart Ladder, Eurogentec, Seraing, Belgique).

11.2.3.2 L’espaceur transcrit interne (ITS)

La région ITS est amplifiée par PCR en utilisant le couple d’amorces ITS1F et ITS4 (White
et al., 1990; Gardes et Bruns, 1993) dans un volume final de 25 uL contenant 10 ng d’ADN, 150
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UM de dNTP, 0,5 uM de chaque amorce, 3 U de Taqg polymérase (MP Bio, Carlsbad, Etats-
Unis) et le tampon de la Tag polymérase. Le programme d’amplification est le suivant : une
dénaturation initiale de 3 min a 94 °C, 35 cycles de 1 mina 94 °C, 1 min a 50°Cet 1 mina 72
°C, puis une élongation finale de 10 min a 72 °C.

11.2.3.3 Le facteur d’élongation 1-a (EF-1a)

Une partie du gene codant I'EF-1a des champignons est amplifiée par PCR en utilisant
le couple d’amorces EF1 et EF2 (O’Donnell et al., 1998) dans un volume final de 25 plL contenant
10 ng d’ADN, 150 uM de dNTP, 0,1 uM de chaque amorce, 3 U de Taqg polymérase et le tampon
de la Tag polymérase. Le programme d’amplification est le suivant : une dénaturation initiale
de 7 min a 95 °C, 38 cycles de 1 min a 95 °C, 1 min 15sa 57 °C et 1 min a 72 °C, puis une
élongation finale de 10 min a 72 °C.

11.2.3.4 L'espaceur intergénique (IGS)

La région IGS est amplifiée par PCR en utilisant le couple d’amorces CNS1 et NL11
(O’Donnell et al., 2009) dans un volume final de 50 pL contenant 10 ng d’ADN, 100 uM de dNTP,
0,2 uM de chaque amorce, 6 U de Tag polymérase et le tampon de la Tag polymérase. Le
programme d’amplification est le suivant : une dénaturation initiale de 5 min a 94 °C, 35 cycles
de1mina94°C, 1 mina55°Cet1mina 72 °C, puis une élongation finale de 5 min a 72 °C.

11.2.3.5 La petite sous-unité ribosomique bactérienne (16S)

La région de ’ADNr 16S est amplifiée par PCR en utilisant le couple d’amorces 27f et
1492r (Lane, 1991) dans un volume final de 50 uL contenant 2 uL d’ADN, 150 uM de dNTP, 0,2
UM de chaque amorce, 6 U de Tag polymérase et le tampon de la Tag polymérase. Le
programme PCR est le suivant : une dénaturation initiale de 5 min a 94 °C, 35 cycles de 1 min a
94 °C, 1 min a 55 °C et 2 min a 72 °C, puis une élongation finale de 15 min a 72 °C (Martin-
Laurent et al., 2001).

11.2.3.6 Les fragments clonés

Pour les expérimentations nécessitant une étape de clonage (cf. partie 11.3.2.), les
fragments intégrés dans un plasmide sont amplifiés par PCR en utilisant le couple d’amorces
SP6 et T7 dans un volume final de 25 plL contenant des cellules de clones positifs prélevées au
cure-dent, 150 uM de dNTP, 0,25 uM de chaque amorce, 3 U de Tag polymérase et le tampon
de la Tag polymérase. Le programme d’amplification est le suivant : une dénaturation initiale
de5mina95°C, 35cyclesde 455a95°C,45s5a55°Cet1 min30sa 72 °C, puis une élongation
finale de 10 min a 72 °C.
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Figure 8 : Carte de la région de I'espaceur intergénique ou intergenic spacer (IGS) de I’ADN ribosomique
d’aprés O’Donnell et al., 2009.

Les amorces symbolisées en vert correspondent a celles utilisées pour amplifier I'lGS, celles en rouge
ont été utilisées pour séquencer la région d’ADN. La figure présentée ici n’est pas a I'échelle.
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11.2.3.7 La petite sous-unité ribosomique des plantes (28S)

La région de I’ADNr 28S est amplifiée par PCR en utilisant le couple d’amorces 28KJ et 28C,
spécifiques des plantes (Cullings, 1992) dans un volume final de 25 uL contenant 5 ng d’ADN
de plante, 400 uM de dNTP, 0,4 uM de chaque amorce, 4 U de Taq polymérase et le tampon
de la Tag polymérase. Le programme d’amplification est le suivant : une dénaturation initiale
de3mina94°C, 35cyclesde 1 mina94 °C, 1 mina55°Cet 1 mina 72 °C, puis une élongation
finale de 5 mina 72 °C.

11.2.4 Séqguencage et analyses bioinformatiques

Pour cette étude, tous les produits de PCR obtenus avec les réactions détaillées
précédemment ont été séquencés excepté le produit d’amplification obtenu avec les amorces
28KJ/28C. Les réactions de séquencages ont été effectuées par Beckman Coulter Genomics
(Brea, Etats-Unis).

Chaque produit d’amplification est séquencé deux fois pour obtenir une double lecture de
chaque séquence. Pour I'lGS, la séquence amplifiée avec les amorces NL11 et CNS1 étant trop
longue pour étre séquencée avec le méme couple d’amorces, les amorces iNL11, NLA, CNS2 et
CNSa sont utilisées pour le séquencage (Tableau 4) (Figure 8) (O’Donnell et al., 2009). Afin
d’obtenir une double lecture de la séquence, la région IGS est amplifiée deux fois. Chaque
produit d’amplification est séquencé avec les 4 amorces. Pour chaque produit de PCR
séquencé, les séquences sont assemblées, vérifiées et nettoyées aux extrémités en utilisant le
logiciel SegqMan 6.0 (DNAstar Lasergene, GATC Biotech, Kronstanz, Allemagne).

Les séquences sont alignées sur la base de données GenBank (National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Etats-Unis) en utilisant le programme informatique Basic
Local Alignment Search Tool nucleotide (BLASTn, NCBI, Etats-Unis). Les résultats ayant le
meilleur pourcentage de similarité avec la séquence a identifier sont considérés, mais seules
les séquences associées a une souche identifiée et une référence bibliographique sont
retenues.

Pour les souches de F. oxysporum associées a la fusariose du cyclamen, les séquences de
I'EF-1a et I'IGS sont utilisées pour caractériser la diversité génétique de la forme spéciale
cyclaminis. Les séquences EF-Ia d’une part et IGS d’autre part, sont alignées avec le logiciel
MEGA 6 version 6.0.5 (Research Center for Genomics and Bioinformatics, Tokyo, Japon)
(Tamura et al., 2013). Les alignements sont comparés individuellement en utilisant la méthode
de neighbour-joining et le modele Kimura’s two parameter distance avec MEGA 6. Les deux
alignements sont concaténés et les souches sont comparées dans un arbre combinant les
séquences des deux marqueurs moléculaires. La topologie de I'arbre est testée apres 1000 ré-
échantillonnages par bootstrap.
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1.3 RAPD-SCAR

La technique de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) est une amplification
aléatoire d’ADN par PCR. Dans cette étude, elle est utilisée pour générer des profils
multibandes et rechercher un fragment d’ADN spécifique de Focy. Lorsque ce fragment est
identifié, il est cloné et séquencé afin de définir des amorces spécifiques de Focy de type SCAR
(sequence characterized amplified region).

11.3.1 RAPD

La technique de RAPD permet de révéler du polymorphisme entre plusieurs ADN en
utilisant de courtes amorces aspécifiques. Les amorces testées proviennent de kits Operon
(Eurofins, Luxembourg, Luxembourg).

Les conditions des réactions de PCR ont été mises au point en faisant varier les parameétres
du programme de PCR afin de générer des profils d’amplification multi-bandes reproductibles.
Les parametres testés sont la température d’hybridation des amorces et la concentration des
amorces.

Les réactions de PCR sont faites dans un volume final de 20 uL contenant 4 ng d’ADN, 200
uM de dNTP, 0,5 uM de I'amorce a tester, 1 U de Tag polymérase et le tampon de la Tag
polymérase (MP Bio). Le programme d’amplification est le suivant : une dénaturation initiale
de 3 min a 94 °C, 40 cycles de 1 min a 94 °C, 1 min a 40 °C et 1 min 30 s a 72 °C, puis une
élongation finale de 5 min a 72 °C. Les produits d’amplification obtenus sont révélés par
électrophorese sur gels d’agarose, comme mentionné précédemment et comparé au
marqueur de taille Low molecular weight DNA ladder (Biolabs, lpswich, Massachusetts) (cf.
partie 1.2.2.1.).

Pour simplifier la recherche d’un fragment spécifique, les amorces sont d’abord testées sur
un nombre limité de souches incluant 6 souches de Focy (Focy 13, Focy 14, Focy 16, Focy 19,
Focy 24 et Focy 89) Focy et 1 souche de la collection d’autres microorganismes (Fo47).
Lorsqu’un fragment spécifique est identifié¢, les ADN des autres souches sont testés avec
I’'amorce considérée.

11.3.2 Clonage

Lorsqu’un fragment spécifique est identifié, les produits de plusieurs réactions de PCR de
ce fragment sont groupés et déposés sur gel d’agarose. Apres migration, la bande spécifique
est découpée sous UV. Le fragment d’ADN est extrait de I'agarose suivant le protocole du kit
MinElute gel extraction (QIAGEN, Venlo, Pays-Bas). La taille du fragment est déterminée par
rapport a un marqueur de taille (Smart Ladder) sur gel d’agarose et sa concentration est
estimée au fluorometre (cf. partie 11.2.1.4). Le fragment est inséré dans le plasmide pGEM-T
easy (Promega, Madison, Etats-Unis), qui est ensuite intégré dans des cellules compétentes
d’Escherichia coli (JM109, Promega, Madison, Etats-Unis) suivant le protocole présenté en
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Annexe 5. La ligation et le clonage sont vérifiés par PCR avec les amorces SP6 et T7 (cf. partie
112.2.6.).

Les produits d’amplification sont séquencés avec le couple d’amorces SP6 et T7. Les
séguences sont nettoyées avec le logiciel SeqMan (cf. partie 11.2.3.). La séquence du plasmide
restante est recherchée et supprimée a I'aide du programme informatique VecScreen (NCBI,
Etats-Unis).

11.3.3 Recherche d’un SCAR

11.3.3.1 Recherche d’amorces spécifiques de Focy

Les séguences obtenues précédemment sont alignées sur les bases de données
GenBank et ENA (European Nucleotide Archive, Cambridge, Royaume-Uni). Les séquences
proches de celles de clones sont téléchargées et alignées avec les séquences des clones en
utilisant SeaView (Gouy et al., 2010). A partir de ces alignements, les zones d’ADN spécifiques
de Focy sont recherchées et utilisées pour définir des amorces de PCR. La spécificité des
couples d’amorces est testée in silico dans les bases de données de GenBank et de I'ENA.

11.3.3.2 Mise au point des conditions de PCR

La composition du mélange réactionnel et les caractéristiques du programme PCR sont
définies en faisant varier un a un différents parametres : la concentration en MgCl, qui joue sur
la spécificité et le rendement de la réaction, 'origine de I'enzyme (Tag high fidelity (Roche
Applied Science, Penzberg, Allemagne), Go Tag G2 polymerase (Promega, Madison, Etats-
Unis)), I'addition de protéine gp 32 du bactériophage T4 (Mpbio, Carlsbad, Etats-Unis) ou de
I'aloumine sérique bovine (BSA, Promega, Madison, Etats-Unis), connus pour améliorer
I'efficacité et la stabilité de I'enzyme. Concernant le programme de PCR, la mise au point s’est
principalement concentrée sur la durée de I’étape d’élongation et la température d’hybridation
des amorces en utilisant des gradients de température et la fonction Touchdown du
thermocycleur. Pour ce travail de mise au point, un faible nombre de souches est utilisé, a
savoir 2 souches de la collection Focy (Focy 5 et Focy 14) et 2 souches de la collection d’autres
microorganismes (Fo47 et Fol26).

La réaction de PCR mise au point est faite dans un volume final de 20 uL contenant 10
ng d’ADN, 200 uM de dNTP, 0,2 uM d’amorces, 3 U de Tag polymérase et le tampon de la Tag
polymérase. Le programme d’amplification est le suivant : une dénaturation initiale de 2 min a
94 °C, 40 cyclesde 1 mina 94 °C, 1 mina 68 °C et 30 s a 72 °C, puis une élongation finale de 5
min a 72 °C. Les produits d’amplification obtenus sont révélés par électrophorese sur gels
d’agarose (cf. partie 11.2.2.1.).
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11.3.3.3 Vérification de la spécificité des amorces

La spécificité des amorces est testée avec I'ensemble des souches comprises dans les
deux collections de microorganismes. Les amorces sont également testées sur de ’ADN de
cyclamen. Une PCR avec le couple d’amorces 28KJ/28C est réalisée sur ’ADN de cyclamen pour
vérifier qu’il peut étre amplifié (cf. partie 11.2.2.7.).

11.3.3.4 Mise au point des conditions de PCR en temps réel

Les amorces sont ensuite utilisées en PCR quantitative (StepOne Plus system, Applied
Biosystems, Foster city, Etats-Unis). Pour cela, les réactifs du kit ABsolute qPCR SYBR Green
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis) et la concentration d’amorces utilisée en PCR
sont utilisés. La réaction est réalisée dans un volume final de 15 pL contenant 7,5 uL de
mastermix SYBR green, 0,5 uM de chaque amorce et 5 puL d’ADN. Le programme est le suivant :
une dénaturation initiale de 15 min a 95 °C, 40 cycles de 155295 °C,30sa 68 °Cet 30sa 72
°C. A la fin de ce programme, une étape supplémentaire permettant d’obtenir une courbe de
fusion a été rajoutée. Cette étape suit le programme suivant : une augmentation de la
température a 95 °C pendant 15 s, puis une diminution de la température a 60 °C pendant 1
min et une augmentation progressive de la température a 95 °C.

Le nombre de copies du fragment cible est déterminé par comparaison a une gamme de
nombres de copies connus. Pour préparer cette gamme, le plasmide contenant le fragment
cloné est extrait et purifié selon le protocole du kit QlAfilter plasmid midi (QIAGEN, Venlo, Pays-
Bas) a partir d’une culture de 10 mL de cellules recombinantes obtenues précédemment (cf.
partie 11.3.2.). Le plasmide est linéarisé avec I'enzyme de restriction Pstl (Promega, Madison,
Etats-Unis) en suivant les instructions du fournisseur. Le produit digéré est déposé sur gel pour
vérifier la digestion, puis il est dosé au spectrophotometre. Une solution a 102 copies/uL est
préparée et conservée a—20 °C. Avant chaque expérience d’amplification en PCR en temps réel,
une gamme de concentration de 10% a 108 copies/pL est préparée et déposée deux fois. Le seuil
de fluorescence automatiquement calculé par le logiciel est conservé. Ce seuil est utilisé pour
calculer l'efficacité des réactions et déterminer le nombre de copies cibles dans les
échantillons. Chaque réaction est répétée deux fois indépendamment.

11.3.4 Tests de sensibilité de I'outil moléculaire spécifique de Focy

11.3.4.1 Sur ADN de champignons et de tourbe

La sensibilité de I'outil en PCR conventionnelle et en PCR en temps réel est testée avec
I’ADN de 3 souches de Focy. Les quantités d’ADN apportées au mélange réactionnel sont les
suivantes : 10 ng, 5 ng, 1 ng, 500 pg, 100 pg, 50 pg, 10 pg, 5 pg ou 1 pg. Afin de tester une
éventuelle inhibition de la réaction d’amplification lors de la détection de Focy dans une
matrice environnementale (tourbe ou tubercule de cyclamen), la PCR est réalisée sur un
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Cinétique de détection de la maladie en chambre climatique Dijon, 2015

Inoculation de la modalité Inoculation de la modalité « post- Prélevements T1 a T4

« semis » (S) semis » (PS)
150 plantes/modalité 10° UFC/mL de substrat
3 modalités Souche pathogéne: Focy 22
10* UFC/mL de substrat Prélévement du TO
Souche pathogéne: Focy 22 3 x 10 tubercules prélevés
L K ' K,
Témoin négatif (T'): eau Prélevements e & & & &
Cultivar Melody red o o o o o
. T0 T1 T2 T3 T4
Substrat n°11 Pindstrup | | | | |
\\\ Semaine 43 Semaine 48 Semaine 49 Semaine 50 Semaine 51 Semaine 52

Figure 9 : Protocole et calendrier de la cinétique de détection de la fusariose du cyclamen.
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mélange d’ADN comprenant une quantité fixe d’ADN de tourbe ou de tubercule et une quantité
variable d’ADN de Focy.

11.3.4.1 Sur tubercules contaminés en chambre climatique

Pour déterminer la sensibilité de I'outil de détection pendant le développement de la
maladie, un test est mis en place en 2015 en chambre climatique a I'INRA de Dijon. Le calendrier
et les conditions de cet essai sont présentés dans la Figure 9. Pour ce test, la souche Focy 22
est apportée au semis (S) ou en post-semis (PS).

Des graines de cyclamen Melody red sont semées manuellement dans de la tourbe n°11
(Pindstrup, Ryomgaard, Danemark). Trois plaques de 150 alvéoles sont préparées et placées
dans une étuve réfrigérée a 18 °C et a I'obscurité. Une humidité importante est maintenue en
filmant les plaques et en les humidifiant par aspersion deux fois par jour. Lorsque la premiére
feuille apparait (4 semaines apres semis), les plagues sont transférées en chambre climatique
dans les conditions suivantes : 18 °C jour, 16 °C nuit et 10 h de jour.

Au semis (S) et aprés la levée (post-semis, PS), les inoculums sont préparés (cf. partie
11.1.3.) et apportés a une concentration de 10* UFC/mL de substrat et 10® UFC/mL de substrat
respectivement dans un volume de 5 mL d’eau du robinet. Les suspensions sont distribuées a
la pipette a la base des tubercules. Une plague de 150 alvéoles est inoculée au semis (modalité
«semis») et une autre a la levée (modalité «post-semis»). Une plague inoculée a I'eau du
robinet (T°) est préparée. La semaine suivant chaque inoculation, les arrosages sont superficiels
pour éviter le lessivage des spores fongiques, puis les plantes sont arrosées au moins 3 fois par
semaine. Les températures sont augmentées a 25 °C jour et 20 °C nuit au moment de
I'inoculation post-semis.

Trois prélevements de 10 tubercules par modalité sont effectués. Le premier
prélevement (TO) est effectué au moment de I'inoculation aprés la levée pour les conditions T
et S. Puis des prélévements sont faits toutes les semaines pendant 4 semaines dans les 3
traitements (T, S et PS). Les tubercules sont stérilisés (cf. partie 11.1.4.), puis congelés a — 80 °C
et lyophilisés pour en extraire I’ADN (cf. partie 11.2.1.1.). Chaque lot de 10 tubercules est
également pesé avant lyophilisation. La réaction de PCR en temps réel est décrite dans la partie
11.3.3.4.

II.4 Caractérisation de la pathogénicité de souches de Fusarium

[1.4.1 Essai en serre

'essai de pathogénicité (2014) a été mené a la serre d’expérimentation d’Astredhor Seine-
Manche a Mont-Saint-Aignan (Seine-Maritime). La serre fait 70 m? et contient 5 tablars de 10
m2. La serre dispose d’un systéme d’ouvrants et de rideaux d’ombrage. Pour cet essai, 81
souches et isolats ont été testées pour leur pouvoir pathogéne sur cyclamen. Les 40 souches
issues de collections internationales ou associées a d’autres travaux présents dans la littérature
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Figure 10 : Protocole et calendrier de I'essai de pathogénicité conduit en 2014 en serre dans une serre
d’expérimentation d’Astredhor Seine-Manche a Mont-Saint-Aignan (76).
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Figure 11 : Protocole et calendrier du test de pathogénicité conduit en 2014 et 2015, dans une chambre
climatique de I'INRA de Dijon.
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ainsi que la premiere monospore (T1) de chaque isolat collecté en Normandie ont été évaluées.
De plus, 7 autres monospores des isolats collectés en Normandie ayant montré lors de
précédents tests (non présentés) : Fo 37T3, Fo 37T4, Fo 38T3, Fo 38T4, Fo 39T3, Fo 43T3 et Fo
44T2. La souche de F. oxysporum non pathogéne Fo47 a été utilisée comme témoin négatif.

Le calendrier et les conditions de cet essai sont présentés dans la Figure 10. Pour |'essai,
des graines de cyclamen Swan rose flammé sont semées. Le semis est réalisé au sein de
I'entreprise Leclerc a Saint-Etienne du Rouvray (Seine-Maritime) dans des plaques de 240
alvéoles. Elles sont semées au semoir dans du substrat TS3 easy growing (Klasmann Deilmann,
Bremen, Allemagne), puis recouvertes de morceaux de liege (Neho, Les ponts de Cé, France)
pour garder ’humidité. Les plaques sont placées 15 jours en chambre de germination a 19 °C
et 90 % d’humidité. Au stade 5-7 feuilles, les cyclamens sont rempotés dans des pots de 500
mL. Au moment des inoculations, les suspensions sont distribuées a la pipette a la base des
tubercules. Des plantes témoins sont inoculées a I’eau du robinet. Dix plantes sont inoculées
par modalité. Les plantules sont rempotées avec de la tourbe n°4 (Pindstrup). Les inoculums
des souches a tester sont apportés en suspension dans un volume final de 20 mL et a une
concentration de 107 UFC/L de substrat (cf. partie 11.1.3.). Deux lots de 5 plantes par condition
sont placés aléatoirement dans la serre. Les pots sont espacés les uns des autres d’environ 5
cm. La semaine suivant l'inoculation, les arrosages sont superficiels pour éviter le lessivage des
spores. Ensuite, les plantes sont arrosées au pistolet d’arrosage une a plusieurs fois par semaine
selon les besoins hydriques des plantes. La solution nutritive est équilibrée (ratio 1-1-1) et est
apportée a chaque arrosage. Le nombre de plantes mortes par condition est noté au cours de
I'essai. Les plantes mortes sont envoyées a I'INRA de Dijon pendant toute la durée de |'essai et
des ré-isolements sont effectués. A la fin du test, des ré-isolements sont faits a partir de plantes
traitées a I'eau et de plantes asymptomatiques.

11.4.2 Essai en chambre climatique

Pour les souches dont le pouvoir pathogene évalué en serre n’a pas pu étre déterminé avec
certitude, un test de pathogénicité a été conduit en chambre climatique. Cet essai inclut la
souche de F. oxysporum non pathogéene Fo47 comme témoin négatif et la souche pathogéne
Focy 22 comme témoin positif. Les souches testées dans cet essai sont : Focy 11, Fo 48 et Fo
53.

L’essai est conduit en chambre climatique a I'INRA de Dijon en 2014 et 2015. Le calendrier
et les conditions de cet essai sont présentés dans la Figure 11. Des graines de cyclamen Melody
red sont semées a la main dans la tourbe n°11 (Pindstrup) dans des plaques de 150 alvéoles.
Les plaques sont placées en étuve suivant les conditions détaillées dans la partie 11.3.4.2. Au
stade 3-4 feuilles, les plantules sont rempotées dans des plagues de 96 alvéoles avec de la
tourbe n°11. Dans chaque plague, deux modalités de 24 plantes chacune sont disposées aux
extrémités de la plague. Elles sont placées en chambre climatique dans les conditions
suivantes : 25 °Cjour, 18 °C nuit et 10 h jour.
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Les inoculums sont préparés et apportés a 10° UFC/mL de substrat dans un volume de 10
mL (cf. partie 11.1.3.). Les suspensions sont distribuées a la pipette a la base des tubercules. La
semaine suivant I'inoculation, les arrosages sont superficiels pour éviter le lessivage des spores,
puis les plantes sont arrosées au moins 3 fois par semaine. L’évolution de la maladie est suivie
deux fois par semaine a partir de I'apparition des symptdmes. Le nombre de plantes mortes
par modalité est noté. Des ré-isolements sont faits a partir des tubercules et parties aériennes
des plantes mortes, de plantes traitées a I'eau, de plantes asymptomatiques et de plantes
traitées avec Fo47 a la fin de I'essai (cf. parties 11.1.4.). Les résultats de cet essai sont présentés
en Annexe 6.

[I.5 Essais de lutte biologique

Avant la mise en place des essais de lutte biologique, les concentrations des produits de
lutte biologiques, a I'exception du produit n°3 contenant du Glomus, sont vérifiées en suivant
le protocole présenté dans la partie 11.1.5.

Pour ces essais, des graines de cyclamen Swan rose flammé sont semées. Le semis est
réalisé au sein de I'entreprise Leclerc a Saint-Etienne du Rouvray (Seine-Maritime) dans des
plaques de 240 alvéoles. Les différents agents de lutte biologique (ALB) sont pesés et apportés
en suspension liquide aux concentrations souhaitées dans le substrat TS3 easy growing. Le
mélange est utilisé pour remplir les alvéoles et les graines sont semées a la main, puis
recouvertes de morceaux de liege pour garder I'"humidité. Des plaques sans ALB sont également
préparées. Les plaques sont placées 15 jours en chambre de germination a 19 °C et 90 %
d’humidité.

Pour chaque test, les inoculums des souches pathogéenes sont apportés a la pipette a la
base des tubercules. Des plantes témoins sont inoculées a I'eau du robinet. Des conditions
comprenant uniguement les ALB et uniquement les souches pathogénes sont également
préparées, pour chaque concentration testée. Les semaines suivant les inoculations, les
arrosages sont superficiels pour éviter le lessivage des spores. Les symptomes sont observés
au minimum deux fois par semaine a partir de leur apparition et le nombre de plantes mortes
par modalité est noté. Des ré-isolements sont effectués a partir des plantes mortes pendant
toute la durée de l'essai. A la fin du test, des ré-isolements sont également faits a partir de
plantes traitées a I’eau et de plantes asymptomatiques (cf. parties I.1.4.).

[1.5.1 Essai de 2014

Sept produits de protection des plantes ou de matieres fertilisantes présentés dans le
Tableau 3 ont été évalués pour leurs propriétés antagonistes seuls ou en combinaison (1+2,
2+3 et 2+4) contre la souche Fo 43T3. Cette souche a été sélectionnée car elle a montré une
forte agressivité lors du test de pathogénicité mené en 2013.

Les identités des produits de lutte biologique a I'exception du produit n°3 sont vérifiées
avant la mise en place de 'essai. L'identité du produit n°3 contenant une souche de Glomus n’a
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Figure 12 : Protocole et calendrier de I'essai de sélection d’agents de lutte biologique efficaces contre

la fusariose du cyclamen.
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Figure 13 : Protocole et calendrier des essais de lutte biologique conduits simultanément en 2015 sur
deux sites différents : a Breteniére et a Mont-Saint-Aignan.

Pour les deux essais, le protocole suivi est le méme. Les différences de calendrier entre les deux essais
sont indiguées en rouge (Breteniére) et en violet (Mont-Saint-Aignan).
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pas pu étre vérifiée. L'identité des produits a base de champignon et de bactérie est vérifiée
par séquencage de la région ITS et 16S, respectivement (cf. parties 11.2.2.2. et 11.2.2.5.).

Le test est conduit dans les serres de I'INRA de Dijon. La serre fait 37 m? et comprend 7
tablars de 1,8 m? chacun. La serre dispose d’un systéeme d’ouvrants, de rideaux d’'ombrage,
d’un brumisateur et d’un systéeme de refroidissement. Les conditions climatiques de la serre
sont réglées pour que la température puisse atteindre maximum 30 °C et pour quelle ne puisse
pas descendre sous 15 °C.

Le calendrier de cet essai est présenté dans la Figure 12. Les différents ALB sont apportés
au semis a 10° UFC/L de substrat. Les plaques sont transportées a Dijon et placées dans la serre.
Pour chaque ALB, 40 L de mélange tourbe/ALB sont préparés a la bétonniere pour obtenir une
concentration de 10° UFC/L de substrat. Lorsque les plantules atteignent le stade 5-7 feuilles,
elles sont rempotées dans des pots de 500 mL avec le mélange tourbe/ALB. L'inoculum de la
souche pathogene Fo 43T3 est préparé une semaine apres le rempotage (cf. partie 11.1.3.). La
souche est apportée aux concentrations 10°, 10° ou 10* UFC/L de substrat de telle sorte que
les rapports Focy/ALB soient les suivants : 1/1, 1/10 et 1/100. Les suspensions sont distribuées
dans un volume de 20 mL d’eau du robinet. Dix semaines apres le rempotage, un second
inoculum de Fo 43T3 est apporté aux mémes concentrations et dans les mémes conditions.
Quinze plantes sont inoculées par modalité. Les plantes sont placées aléatoirement dans la
serre et espacées les unes des autres d’au moins 5 cm. Les plantes sont arrosées au goutte-a-
goutte plusieurs fois par semaine selon les besoins hydriques des plantes. La solution nutritive
équilibrée (ratio 1-1-1) est apportée a chaque arrosage.

[1.5.2 Essais de 2015

Trois produits de protection des plantes ou de matieres fertilisantes sélectionnés suite a
I'essai conduit en 2014 ont été évalués a nouveau pour leurs propriétés antagonistes contre les
souches Fo 43T3 et Focy 14. Ces souches pathogénes ont été sélectionnées, car elles ont
montré de fortes agressivités lors des tests de pathogénicité.

Le calendrier de ces essais est présenté dans la Figure 13. Les différents ALB sont apportés
au semis aux concentrations suivantes : 108, 107 ou 10° UFC/L de substrat. Lorsque les plantules
atteignent le stade 3-4 feuilles, elles sont rempotées dans des pots de 500 mL avec la tourbe
n°11. Les ALB sont apportés en suspension liquide aux méme concentrations qu’au semis. Les
inoculums des souches pathogénes sont préparés et apportés aux concentrations 10° ou 10°
UFC/L de substrat de telle sorte que les rapports Focy/ALB soient: 1/10 et 1/100. Quarante
plantes sont inoculées par modalité.

Le test a été mené simultanément sur deux sites différents :

- ABreteniere (21)

La serre utilisée fait 100 m? et contient 26 tablars de 1,75 m? chacun. La serre dispose d’un
systeme d’ouvrants et de rideaux d’ombrage. L'arrosage se fait au goutte-a-goutte. Les plantes
sont placées aléatoirement dans les serres comme suit : 5 blocs de 8 plantes. Une solution
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nutritive (14-7-22) a été apportée une fois par semaine a partie de la semaine 37 afin de
stimuler la floraison.
- A Mont-Saint-Aignan (76)

Le site est présenté dans la partie I1.4. L’arrosage est fait au pistolet d’arrosage. Les plantes
sont placées aléatoirement dans les serres comme suit : 4 blocs de 10 plantes. Une solution
nutritive (1-1-1) a été apportée une fois par semaine a partie de la semaine 30 puis une solution
19-6-10 a partir de la semaine 33 afin de stimuler la floraison.

1.6 Traitement des données

Afin d’évaluer I'impact de la maladie, la surface sous le courbe d’évolution de la maladie a
été calculée pour les différentes conditions. Ce calcul prend en compte le nombre de plantes
mortes dans un temps donné. Les résultats de I'essai mené a Breteniere en 2015 ont été traités
par analyse de variance (ANOVA).
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Avant-propos

Parmi les différentes maladies du cyclamen, la fusariose causée par F. oxysporum f. sp.
cyclaminis (Focy), est I'une des plus nuisibles. Les moyens de lutte contre ce pathogéene sont
limités et insuffisants pour garantir le bon état sanitaire de la culture. Le développement d’un
outil permettant la détection précoce de Focy et la mise en place de méthodes de lutte
efficaces ne seront possibles que si la diversité génétique de la forme spéciale est décrite. Nous
avons collecté 27 souches de Focy de collections internationales et isolé 24 souches de F.
oxysporum de cyclamens symptomatiques ou non. Les séquences de l'espaceur interne
transcrit de I’ADN ribosomique (ADNr) et du gene codant le facteur d’élongation de la
traduction 1-a (EF-Ia) ont permis de vérifier I'identité taxonomique des souches. Un test de
pathogénicité a révélé d’une part la virulence de 15 des 24 souches isolées, et d’autre part la
forte variabilité d’agressivité entre les souches. Les 9 souches restantes n‘ont montré aucune
virulence sur cyclamen et peuvent donc étre considérées comme des souches de F. oxysporum
endophytes. La diversité génétique des souches pathogenes et non pathogénes a été
caractérisée en comparant les séquences partielles du gene de I'EF-1a et les séquences pleines
longueurs de I'espaceur intergénique de I’ADNr. La forme spéciale cyclaminis se caractérise par
une grande diversité génétique puisque les 42 souches de Focy se répartissent en 6 génotypes.
Aucun lien n'a été établi entre les génotypes, 'origine géographique et |'agressivité des
souches. La diversité génétique était encore plus importante parmi les 9 souches non
pathogenes qui correspondent a 9 génotypes, tous distincts de ceux associés a Focy. Les
résultats de ces travaux sont présentés et discutés dans ce chapitre. lls ont également fait
I'objet d’une publication dans le journal de vulgarisation scientifique Le lien horticole (Annexe
7).
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Abstract Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis (Focy)
is the most damaging pathogen of cyclamen (Cyclamen
persicum). Confrol measures are limited and not
efficient enough to ensure a healthy production.
The development of a tool allowing the early detection
of Focy and an effective control method relies on the
knowledge of Focy diversity. We obtained 27 Focy
strains from international collections, and recovered 24
additional F. oxysporum isolates from cyclamen. A
pathogenicity test revealed 15 pathogenic isolates out
of the 24 isolates from cyclamen, with substantial dif-
ferences in aggressiveness among isolates. The other
nine wete non-pathogenic endophytic strains of cycla-
men. We described the genetic diversity of pathogenic

Electronic supplementary material The online version of thig
article (doi:10.1007/s10658-016-0856-3) containg supplementary
material, which is available to authorized users.

C. Lecomte - F. Robert
Astredhor, 44, me d’ Alésia, 75682 Paris, France

V. Edel-Hermann (<) - N. Gautheron - C. Stemberg
INRA, UMR 1347 Agroécologie, 17 rue Sully, 21065 Dijon,
France

e-mail: veronique.edel@dijon.inra. fr

M.-A. Cannesan - A. Langlois
Arexhor Seine Manche, 22 rue de Normandie,

76640 Fauville-en-Caux, France

C. Alabouvette
Agrene, 47 rue C. Pierrot, 21000 Dijon, France

Published online: 18 January 2016

and non-pathogenic strains by sequencing part of the
translation elongation factor 1-c¢ gene and the full-
length nuclear ribosomal intergenic spacer region. We
found high genetic diversity within the forma specialis,
with 42 Focy strains distributed into six two-locus se-
quence types (ST). No relationship was found between
genotypic grouping, geographic origin and aggressive-
ness within the collection of strains. Genetic diversity
was much higher among non-pathogenic strains:
the nine strains were distributed into nine ST, all
of them distinct from pathogenic ST. As both
pathogenic straing and endophytic strains can be pres-
ent in eyelamen, an efficient tool to detect Focy is badly
needed.
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Introduction

As part of the Primulaceae family, Cyclamen is a genus
of about 20 species all originating from mountainous
areas of the Mediterranean basin. The florist’s cyclamen,
Cyclamen persicum, is the only commercial ornamental
species. It is a valuable and appreciated plant cultivated
as flowering potted plants and cut flowers. Its produc-
tion represents a substantial market worldwide.
Cyclamen displays diverse shapes and colour patterns
on leaves, and an infinite variety of flower colours.
For gardeners and horticulturists, its key attractive
feature is undoubtedly its flowering time as flowers
primarily bloom in winter (Grey-Wilson 1997).
Cyclamen has to face pathogens such as Erwinia
carotovora, Botrytis cinerea or Cylindrocarpon
radicicola (Reimherr 1985). However, its most damag-
ing pathogen is the soilborne fungus Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis (hereafter referred to as
Focy), which causes Fusarium wilt.

The disease was first reported in 1930 near Berlin,
and then quickly spread across Germany in the follow-
ing years. It was then observed in Italy (1940), England
(1946), the USA (1949), Bulgaria (1952), Belgium
(1970), Brazil (1971), France (1973), The Netherlands
(1978), and Spain (1984) (Grouet 1985; Tello et al.
1985; Tompkins and Snyder 1972). Symptoms of
Fusarium wilt of cyclamen have been fully described
(Fig. 1). The fungus penetrates root tips and makes
progress through the cortex until it reaches the xylem
vessels where it grows. Once the pathogen is fully
established, vascular tissues clog up, progressively re-
ducing the flow of sap to finally interrupt it. No symp-
toms are detected on the surface of tubers, but inside the
tuber, dark-brown spots are located on vessels (Elmer
and Daughtrey 2012). Areas of discoloration quickly

spread on leaves and on the points of attachment of
petioles. Symptoms, first located on one side of the
plant, spread to the whole plant that finally dies
(Grouet 1985). Although seedlings can be contaminat-
ed, they hardly ever display symptoms. Actually,
Fusarium wilt is a tracheomycosis and disease symp-
toms are often noticed in the summer or at the end of the
production cycle, and occur suddenly (Grouet 1985;
Tompkins and Snyder 1972). The time lapse between
fungus penetration, xylem colonization and sap disrup-
tion varies from several weeks to several months. It
mainly depends on temperature and on the plant’s water
needs (Rattink 1986). This delay in symptom outbreak
makes the control of the disease very difficult. All
preventive measures have to be taken to maintain
and promote healthy culture conditions during the
entire production cycle. The use of healthy seed-
lings and of clean pots/substrates/greenhouses is
essential to prevent the risk of disease (Grouet
1985; Tompkins and Snyder 1972). It is also recom-
mended to avoid any temperature increase and closed
irrigation systems (Rattink 1986). Any symptomatic
plant should be removed and quickly destroyed as soon
as it is detected (Grouet 1985).

Several methods of control are available, but none of
them offer an efficient and environmentally friendly
solution. Chemical products do not provide a curative
action against the pathogen (Elmer and Daughtrey
2012). There is no resistant cultivar of cyclamen avail-
able on the market as no dominant resistance gene has
been identified yet (Orlicz-Luthardt 1998). In such a
context, biological control appears as the only alterna-
tive method that could quickly provide a solution to
producers to control the pathogen. However, the effec-
tiveness of biocontrol agents proved to be variable a few
years ago (Minuto et al. 1995).

Fig.1 Typical symptoms of Fusarium wilt on tuber and foliage of
cyclamen. The tuber seems healthy outside until the mycelium
develops on its top at the end of the disease cycle (a). Inside the
tuber, the fungus progresses in xylem vessels (brown spots) (b, ¢).
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Symptoms are often unilateral (b, d). Older leaves start yellowing
and petioles gradually lose their turgidity. Symptoms quickly
spread to the entire foliage (d)
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The development of tools allowing early detection of
the pathogen and effective disease control relies on the
knowledge of the diversity of the pathogen. The
E oxysporum species complex is very diverse based
on several criteria. This species complex includes both
pathogenic and non-pathogenic strains that can survive
as saprophytes in the soil. Pathogenic strains exhibit a
high level of host specificity. They are subdivided into
Jormae speciales based on the plant species they infect,
and into races based on the cultivar they infect. Until
now, mote than 100 F oxysporum formae speciales and
races have been described (Lievens et al. 2012). As
genetic determinants of pathogenicity are poorly under-
stood for F. oxysporum, most formae speciales can only
be identified from pathogenicity tests. The characteriza-
tion of vegetative compatibility groups (VCG) has been
used for many years to study the genetic diversity of
E oxysporum (Correll et al. 1987). The number of VCG
within a forma specialis is variable. For example, the
Sforma specialis cubense includes at least 24 VCG while
only one VCG is described within the forma specialis
albedinis (Katan 1999). However, if it is assumes that
VCG reflects the genetic similarities between strains, it
may not reflect the genetic differences between them
(Kistler 1997). Moreover, this method is time-
consuming and not really suitable for assessing the
genetic diversity of a large collection of strains. Later,
with the development of molecular methods, different
DNA regions have been targeted to characterize genetic
diversity among and within formae speciales, for exam-
ple cepae, phaseoli and lactucae (Alves-Santos et al.
1999; Mbotfung et al. 2007; Sasaki et al. 2014). Their
combined use in a multilocus DNA sequence typing
approach ensures a better understanding of diversity
and a higher level of genetic distinction (Demers et al.
2014; Mbofung et al. 2007). Among molecular markers,
the translation elongation factor 1-« (E#-/a) gene and
the nuclear ribosomal intergenic spacer (IGS) region
are particularly useful to determine genetic rela-
tionships within F. oxvsporum (O’Donnell et al. 2009,
Silva et al. 2014).

Many formae speciales display a high level of genet-
ic diversity (Alves-Santos et al. 1999; Lori et al. 2004).
However, very little is known about genetic diversity
within Focy. Only two studies have addressed this issue.
The first one dates back to twenty years ago. It dealt
with strains originating from several countries (Woudt
et al. 1993). The second, more recent one, dealt with
strains originating from Argentina only (Lori et al.
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2012). The objective of the present study is to charac-
terize Focy genetic diversity using a wotldwide collec-
tion of isolates.

Materials and methods
Fungal isolates

We carried out a comprehensive search in international
collections and in the literature to gather all Focy strains
available. Twenty-seven reference strains of Focy from
Argentina, Australia, Japan, the USA and European
countries were collected (Table 1). The collection was
enriched with eight F. exvsporum isolates collected from
diseased cyclamens hetween 1994 and 2013
(MIAE01680 to MIAE01687), and 16 isolates collected
from cyclamen seedlings (3—4 leaves) in 2009 and 2010
(MIAEO01507, and MIAEO1688 to MIAEG1702). Since
contaminated seedlings rarely display symptoms, strains
were isolated both from symptomatic and asymptomatic
seedlings. Tubets were rinsed thoroughly with tap water
and disinfected 2 min with 70 % ethanol, and then
10 min with 5 % NaOC]. Clean tubers were rinsed three
times with stetile water for 5 min, and tuber plugs were
sampled and cultured on malt agar medium (15 g ™"
malt extract; 10 g 17" agar) at 28 °C. Isolates with
morphological characteristics similar to those of
E oxysporum were kept (Nelson et al. 1983). Single
spores wete isolated from each isolate of the collection.
Isolates were cultured on potato dextrose agar (39 g1
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) for 15 days. For
each of them, spore suspensions were prepared by
adding 750 pl of potato dextrose broth (PDB)
(24 g 1I”"; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) and
mixing. Around 500 pl of the suspension were added
to 600 ul of Y-glycerol in a cryotube. [solates were
stored at —80 °C in the MIAE (Microorganisms
of Interest for Agriculture and Environment, INRA
Dijon, France) collection.

Pathogenicity test

The pathogenic abilities of the F. oxysporum isolates
previously collected from diseased cyclamens and cy-
clamen seedlings were tested. Five reference strains of
Focy originating from different countries were used as
positive controls (Table 1). Fo47 (MIAE00047), a non-
pathogenic strain of F. oxysporum, was used as a
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negative control. Isolates were cultured in liquid malt
medium (20 g ™' malt extract) at 25 °C and 124 rpm
for 10 days in a Multitron (Infors HT, Bottmingen,
Switzerland). Inoculums were filtered on 48-um
cheesecloth, and concentrations were estimated by spec-
trophotometry. Fungal suspensions were diluted to
2.5 % 107 conidia ml ! with tap water.

Seeds of Cyelamen persicum Miller variety Swan
rose flammé (Eyraud-Production, Saint Laurent la
Conche, France) were sowed in TS3 substrate
(Klasmann Deilmann, Bremen, Germany), coveted with
small pieces of cork (Neho, Les Ponts de Cé, France),
and kept in the dark for 2 weeks at 19 °C with 90 %
humidity. Seedlings were kept under greenhouse condi-
tions until the 5-7-leaf stage was reached, and then
repotted in 0.53-1 pots with Pindstrup n°4 substrate
(Pindstrup, Kongerslev, Denmark). The absence of
F axysporum in the substrate was verified by plating
substrate dilutions.

Twenty millilitres of inoculum were added to the top
of each pot close to the tuber (5 x 10° conidia/pot). Ten
pots were inoculated per isolate, 10 plants were inocu-
lated with 20 ml of tap water as a control. For each
treatment, the 10 pots were divided in two groups of five
plants. Then, groups of five pots were randomly distrib-
uted in the greenhouse. Conditions wete set to allow a
temperature increase up to more than 30 °C. Plants were
irrigated with a nutrient solution 1:1:1 every two days
using a drip irrigation system. The onset of symptoms
was regularly monitored, and the final percentage of
dead plants was determined 4 months after inoculation.
For each dead plant, the tuber was surface-sterilized 20 s
with 70 % ethanol and rinsed 20 s with sterile water
twice to re-isolate the pathogenic fungus. When damage
to tissues was relatively low, isolations were also per-
formed from leaves and petioles (42 isolations). Plugs
from plants were cultured on malt-agar-antibiotics me-
dium (250 mg I”! citric acid, 100 mg I”* streptomycin,
50 mg " chlortetracycline). To check their identity,
isolates were transferred to carnation leaf agar
(20 g 1" agar, sterilized carnation leaf on top of water
agar) and morphologically identified at the species level.

Molecular characterization
The 51 FE oxysporum isolates were characterized by
sequencing part of the translation elongation factor 1-o

(£F-1cr) gene and the full-length ribosomal intergenic
spacet (IGS) region. Fungal isolates were cultured in
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PDB for 2 days. The mycelium was harvested by filtra-
tion, freeze-dried and ground with liquid nitrogen. DNA
was exftracted using the DNeasy plant mini kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands) according to the manufacturer’s
protocol. DNA concentrations were estimated using a
spectrophotometer.

Part of the £F-7ov gene was amplified by PCR using
primers EF1 (5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3")
and EF2 (5'-GGARGTACCAGTSATCATGTT-3")
(O'Donnell et al. 1998) in a final volume of 25 ul
containing 10 ng of DNA, 150 uM dNTP, 0.1 uM of
each primer, 3 U of Tag DNA polymerase (MP Bio,
Carlsbad, USA) and 1% PCR buffer. PCR amplification
was performed in a Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,
Germany) as follows: an initial denaturation step of
7 min at 95 °C, followed by 38 cycles of 1 min at
95 °C, 75 s at 37 °Cand 1 min at 72 °C, and a final
elongation step of 10 min at 72 °C. The presence of PCR
products was confirmed by gel electrophoresis. EF-Icv
amplicons were sequenced in the two directions, to get
duplicates and ensure reliable sequences, by Beckman
Coulters Genomics (Danvers, [JSA) using the previous-
ly mentioned primers. For each PCR product, sequences
from the two strands were assembled, and their ends
cleaned using SeqMan 6.0 (DN Astar Lasergene, GATC
Biotech, Kronstanz, Germany). The EF-Ia sequences
were aligned using MEGA 6 software program,
version 6.0.5 (Research Center for Genomics and
Bioinformatics, Tokyo, Japan) (Tamura et al. 2013).

The IGS region was amplified using primers CNS1
(5'-GAGACAAGCATATGACTA C-3") and NL11 (5'-
CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3") (O'Donnell et al.
2009) in a final volume of 50 pl containing 10 ng of
DNA, 100 uM dNTP, 0.2 uM of each primer, 6 U of Tag
DNA polymerase (MP Bio), and 1% PCR buffer. PCR
conditions were as follows: an initial denaturation step
of 5 min at 94 °C, followed by 35 cycles of 1 min at
94 °C, 1 min at 55 °C and 1 min at 72 °C, and a final
elongation step of 5 min at 72 °C. The presence of PCR
products was confirmed by gel electrophotesis. For each
isolate, the entire IGS region was amplified twice to
produce two full-length IGS sequences, and both
amplicons were sequenced using primers INL11 (5'-
AGGCTTCGCTTAGCGTCTTAG-3"), NLA (5'-
TCTAGGGTAGGCKRGTTTGTC-3"), CNSA (5'-
TCTCATRTACCCTCCGAGACC-3") and CNS2 (5'-
AACTTCAATCGCCTCTCACG-3") (O'Donnell et al.
2009). The eight sequences were assembled and cleaned
as above. All IGS sequences were aligned as above.
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EF-1ceand IGS alignments were compared using the
neighbour-joining method and Kimura’s two-parameter
distance model using MEGA 6 software program, ver-
sion 6.0.5. The two alignments were also concatenated
to compare the strains in a tree combining both molec-
ular markers. The trees were rooted with sequences of F.
commune (HMO057283 and HM057338). The topology
of the resulting tree was tested by bootstrapping with
1000 resamplings of the data. Sequences were deposited
in GenBank.

Results
Pathogenicity test

Typical wilt symptoms developed, with progressive
wilting of the foliage leading to plant death; sometimes
mycelium even developed on the top of the tuber
(Fig. 1). The first disease symptoms were detected
20 days after inoculation, and the first dead plants
277 days after inoculation. The strains that proved to be
pathogenic exhibited differences in aggressiveness. No
symptom was observed on plants inoculated with water
or on plants inoculated with the non-pathogenic strain
Fo47. The five Focy reference strains induced death in
60 % to 90 % of the plants (Table 1). The eight isolates
collected from diseased cyclamens induced death in
40 % to 90 % of the plants. Similatly, the two isolates
collected from symptomatic cyclamen seedlings in-
duced death in 50 % ofthe plants. Among the 14 isolates
recovered from asymptomatic cyclamen seedlings, five
turned out to be pathogenic. They caused the death of
10 % to 60 % of the plants. The remaining nine isolates
did not induce disease on cyclamen.

For each dead plant, fungal isolations from the tuber
were carried out. The fungus was detected in xylem
tissues in both longitudinal and cross sections. F.
oxysporum was recovered from dead plants in 95 % of
isolations. It was not recovered when tuber tissues wete
too damaged. In these cases, opportunistic fungi such as
Botrytis sp. ot Penicillium sp. developed in Petri dishes.
The pathogen was also recovered from petioles (lower
and upper parts) of diseased plants in 88 % of isolations.

During the test, maximal temperatures in the green-
house per day fluctuated from 19.1 °Cto 37.1 °C. A few
days before symptoms appeared, maximum temperature
per day was higher than 30 °C for 3 consecutive days.
During that period, the difference between maximum

110

temperature and minimum temperature per day was
more than 15 °C.

Molecular characterization

The EF-Io and 1GS alighments contained about 630 and
2400 nucleotides, respectively. The tree inferred fiom IGS
sequenices and EF-1o¢ sequences revealed respectively 13
and 12 sequence types (ST) among the 51 strains of
F oxysporum (Fig. 81, Fig. 52). The combination of both
markers yielded 15 two-locus ST (Fig. 2). The 42 Focy
straing wete disttibuted into 6 two-locus ST that did not
mnclude non-pathogenic strains. ST 1, 2, and 3 were grouped
i one branch, ST 4 was differentiated in one branch, and
ST 5 and 6 wete grouped in a third one. Using only IGS
sequences did not discriminate between closely related ST 1
and ST 2 on the one hand and closely related ST 5 and ST 6
on the other hand (Fig. S1). However within £EF-{cv se-
quences, only five nucleotides differed between ST 1 and
ST 2 and two nucleotides between ST 5 and ST 6.

The number of strains per ST ranged between one
and 17. ST 1 included strains representing a widespread
distribution; it grouped 13 strains originating from
six different countries (Australia, France, Japan,
The Nethetlands, the United Kingdom, and the USA).
ST 2 and ST 3 were exclusively associated with Italian
strains, while ST 4 exclusively grouped North American
straing. ST 5 included strains from Germany and
The Netherlands. ST 6 was closely related to ST 5 and
mcluded as much geographic diversity as ST 1. It grouped
10 strains originating from the same six countries as ST 1,
gether with the seven strains from Argentina.

Non-pathogenic ¥ oxysporum strains displayed a
higher level of genetic diversity than pathogenic strains.
The nine strains were differentiated into nine different
ST and several of them were highly divergent from
one another (Fig. 2). The non-pathogenic strains
MIAE01699 and MIAB01700 were discriminated from
pathogenic strains by their IGS sequences but not by
their EF-a sequences (Fig. S2). Finally, no two-locus
ST was shared by both pathogenic and non-pathogenic
strains.

Discussion
This study focuses on Focy genetic diversity around the

world for the first time in twenty years. We collected all
Focy strains available in international collections and in
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Fig. 2 Neighbour-joining tree of Fusarium oxvsporum strains
isolated from cyclamen, infcrred from concatenated intergenic
spacer (IGS} and translation elongation factor 1-oc (FF-1a)
sequences. Strains were grouped info two-locus sequence types
(ST). Triangles identify non-pathogenic isolates. F. commune
(NRRL 28387) sequences were used as outgroup to root the tree.
Bootstrap values higher than 75 % are noted at the internodes. The
vegetative compatibility groups (VCQ) identified by Woudt et al.
(1995) and Lori et al. (2012) are indicated
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the literature, and we enriched the collection with iso-
lates recovered from both diseased cyclamens and
asymptomatic cyclamen seedlings. We tested these iso-
lates for their ability to induce Fusarium wilt disease on
cyclamen. Besides the 27 Focy strains gathered from
international collections, 15 new strains were isolated.
We also collected nine F oxysporum isolates that proved
to be non-pathogenic on cyclamen.

Our results highlight wide genetic diversity within
Focy. Our collection splits up into 6 distinct ST based on
Ef-Ioc and 1GS sequences. £F-/a sequences appeared
more discriminating than [GS scquences since 1GS se-
quences alone revealed only four distinct Focy groups.
This 1s consistent with the study performed by Silva
ct al. (2014) on the formae speciales vasinfectum and
phaseoli, but contrary to other studies on the formae
speciales cepae and lactucae (Mbofung et al. 2007;
Sasaki et al. 2014), However, no conclusion can be
drawn from these comparisons since the portions of
cach of the genomic areas in these studies are different
from the one used in the present study. This may be why
they do not have the same level of accuracy. This is also
why it is important and relevant to combine EF-/cv and
IGS sequence analyses to evaluate the polymorphism of
a given collection and to compare results across studies.
Thus, the high diversity we observed is consistent with a
previous study on Focy (Woudt et al. 1995). These
authors used VCG, DNA fingerprinting and 1GS restric-
tion patterns to characterize genetic diversity of a col-
lection of strains originating mainly from Europe. Both
VCG and fingerprinting split strains into three clonal
lineages (VCG 0151, 0152, and 01531), while 1GS
restriction patterns did not provide enough polymor-
phism to achicve the samc rcsult. By combining the
use of EF-Iov and 1GS markers, the present study
distributed the three VCG into three different ST.
VCG 0151 included six strains, and was assigned
to ST 6. VCG 0152 included four strains, and was
assigned to ST 1, and VCG 01531 included two strains
and was assigned to ST 3. Thus, a good correspondence
and the same level of discrimination were found be-
tween the two-locus ST and the VCG. On the contrary,
the seven strains (MIAEOL1672 to MIAEOL678)
representing four out of the five VCG described by
Lori et al. (2012) were not differentiated by the two-
locus sequences: they all grouped into ST 6. IGS se-
quences generally group strains from a same VCG
(Alves-Santos et al. 1999; Fujinaga et al. 2005).
However, several studies recently reported the grouping
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of several VCG within one IGS group (Mirtalebi et al.
2013; Sasaki et al. 2014). The use of molecular markers
allows comparing VCG identified in different studies
and at different time periods without any need of testers
or complementation testing. Thus, the strains from four
out of the five VCG described by Lori et al. (2012)
grouped into ST 6 with strains from VCG 0151 de-
scribed by Woudt et al. (1995). The strains of the other
two VCG reported in 1995 were in 8T 1 and ST 5. This
finding indicates that Focy should include at least nine
VCQG, since ST 2, 3 and 4 may represent unassigned
VCG.

Among the six genetic groups we identified, ST 1
and 6 included the largest part of the collection. ST 5
grouped strains from two countries. For these groups,
there was no correlation between genetic groups and
geographical origin. This finding has also been reported
for . oxysporum populations that are pathogenic on
carnation (Migheli et al. 1998) and lettuce (Pasquali
et al. 2007). Furthermore, Lori et al. (2012) reported the
scattering of genetically distinct strains of Focy in
Argentina. The fact that each of ST 2, 3, and 4 grouped
strains from the same geographical origins might be ex-
plained by the small number of straing each ST included.

Among the isolates collected from cyclamen, we
identified nine non-pathogenic F oxysporum strains.
These straing were highly diverse as they scattered into
nine genetic groups, some of them highly divergent. As
they were isolated from surface-sterilized tubers, these
straing can be considered as endophytic strains. Many
studies reported high genetic diversity among sapro-
phytic strains inhabiting soils (Edel-Hermann et al.
2015; Lori et al. 2004). Far fewer studies focused on
endophytic fungi. Recently, Demers et al. (2015)
showed that a tomato plant carried 4.2 8T of endophytic
strains on average. Although our study revealed high
genetic diversity of endophytic strains in cyclamen, it
did not enable us to tell how many ST could coexist
inside one cyclamen.

Pathogenic test highlighted huge differences in ag-
gressiveness among strains, ranging between 10 % and
90 %o of dead plants. Our results confitm eatlier repotts
on Focy (Rattink 1986; Woudt et al. 1995). Woudt etal.
(1995) noticed that among 33 strains, some killed only
one or two plants out of 10. In our study, the disease
started a few days after a high temperature peak for
several days on end, quite compatable to the sudden
and lasting temperature increase that triggers Fusarium
wilt of cyclamen (Rattink 1986). Disease progress is
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multifactor-dependent. Fusarium wilt of cyclamen is
reliant on temperature, inoculum density, pH, and irri-
gation type (Elmer and Daughtrey 2012). Variability in
aggressiveness among straing should be taken into ac-
count by breeders to select Focy-resistant varieties, as
already done for onion and banana (Costa et al. 2015;
Taylor etal. 2013).

Isolations from asymptomatic seedlings also vielded
five pathogenic strains besides the nine endophytic
strains. This confirms the eatly presence of the patho-
gen, while the disease appears later in the production
cyele (Tompking and Snyder 1972). It is therefore of
prime importance to set up prophylactic measures early.
The existence of either pathogenic or endophytic strains
in cyclamen highlights how subtle differences in traits
are for strains belonging to the same species. Both
pathogenic and endophytic strains can penetrate
cyclamen roots and colonize plants asymptomati-
cally at first. Differences between strains rely on
the inability of endophytic strains to induce dis-
ease, probably because of the nature, the quantity
ot the timing of expression of signal molecules by
both the plant and the £ exysporum strains (IL'Haridon
etal. 2011). Their life stage similarities could be of great
interest to better understand the mechanisms of disease
triggering. The isolation at random of non-pathogenic
strains from cyclamen is relevant because these non-
pathogenic strains can be used to validate the specificity
of a molecular marker, if any, allowing for early detec-
tion of Focy.

Our results as a whole support the hypothesis of a
polyphyletic origin of Focy. Globally, three clades can
be distinguished in the tree. The first one includes ST 1,
2 and 3 that appear close from each other. The second
one consists of ST 4 while the last one groups the
closely related ST 5 and 6. This hypothesis of polyphy-
letic origin had already been suggested (Woudt et al.
1995). As observed for other formae speciales, patho-
genicity can appear at different times and places inde-
pendently through various mechanisms during the evo-
lutionary path of pathogenic F oxysporum, including
horizontal gene transfer (Ma et al. 2010; Mbofung et al.
2007; O’Donnell et al. 1998). Our study demonstrated
the high genetic and biological diversity of the patho-
gen, and the simultaneous presence of latent pathogenic
strains and of endophytic £ axpsporum strains in young
cyclamen. It clearly reveals the need for a specific
molecular marker of Focy to detect its presence early
and selectively in seeds, seedlings, substrates, irrigation
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watet, and on any equipment used in production that can
be a potential vector of the pathogen. This molecular
tool would be of great interest to improve prophylaxis at
all stages of cyclamen production.
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Chapitre IV : Développement d’un outil moléculaire de détection de Fusarium oxysporum f. sp.
cyclaminis

Avant-propos

Le développement d’un outil moléculaire de détection de F. oxysporum f. sp. cyclaminis
(Focy) permettrait de lutter plus efficacement contre le pathogéene et de mieux comprendre sa
propagation. En se basant sur les résultats de diversité génétique décrits dans le chapitre
précédent, un fragment d’ADN spécifique de Focy a été recherché par amplification aléatoire
d’ADN polymorphe (random amplified polymorphic DNA, RAPD). Pour cela, nous avons utilisé
une collection de 138 souches microbiennes incluant 42 souches de Focy. Un fragment d’ADN
présent uniquement dans les profils RAPD de Focy a été identifié, séquencé et aligné avec des
séquences similaires présentes dans une base de données. Un couple d’amorces a été défini et
un test PCR spécifique de Focy a été mis au point. Le couple d’amorces a permis de détecter
jusqu’a 50 pg d’ADN de Focy en PCR conventionnelle, et jusqu’a 5 pg en PCR en temps réel.
L'optimisation des conditions réactionnelles de PCR en temps réel permettra d’améliorer
encore la sensibilité de détection. Un essai en chambre climatique effectué sur des tubercules
de cyclamens inoculés montrent que le pathogene peut étre détecté in planta par PCR en
temps réel avant I'apparition des symptomes de fusariose. Le couple d’amorces développé
constitue le premier outil de détection spécifique de Focy. La protection de I'outil développé
étant sujet a discussions, les séquences du couple d’amorces ne sont pas dévoilées dans le
manuscrit. Les résultats de ces travaux sont présentés et discutés dans ce chapitre. lls ont
également fait I'objet d’une publication dans le journal de vulgarisation scientifique Phytoma
(Annexe 8).
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A specific molecular assay for the detection of Fusarium

oxsyporum f. sp. cyclaminis
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Abstract

Fusarium oxysporum is an ubiquitous fungus which groups a wide diversity of strains.
Some are plant pathogenic strains, as for example the forma specialis cyclaminis (Focy),
exclusively pathogenic on cyclamen. Strains of F. oxysporum cannot be discriminated based on
morphological features. Pathogenic strains are mainly identified by testing their pathogenicity
on plants. However, in some cases, specific molecular markers have been successfully identified
to design specific primers to target plant pathogenic strains. On cyclamen, methods of control
of Focy are limited and producers urgently need to improve the management of the disease.
Based on the previously assessed genetic diversity within the forma specialis, a specific
molecular marker for Focy was investigated using the random amplified polymorphic DNA
(RAPD) strategy and a collection of 138 microbial strains including 42 strains de Focy. A specific
band was found for all the Focy strains. The band was sequenced and compared to F.
oxysporum genomes available in a database. From this alignment, we designed a couple of
primers and set up a PCR assay specific of Focy. The primers supported a reliable detection of
Focy by conventional PCR and by real-time PCR. In conventional PCR, the primers achieved a
detection of Focy DNA until 50 pg. This threshold was ten times lower in real-time PCR.
However, the amplification efficiency in real-time PCR will be further improved. To evaluate if
the primers enabled in planta detection of Focy, we carried out a bioassay by inoculating
cyclamens with Focy, and we sampled plants at different times after inoculation. Preliminary
results show that the primers allow in planta detection of the pathogen before outbreak of
symptoms.

Key-words

Cyclamen persicum, diagnosis, Fusarium wilt of cyclamen, molecular detection, real-time PCR,
RAPD-SCAR
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Introduction

The ubiquitous fungus Fusarium oxysporum is a soil-borne Ascomycota. This well-known
species includes both plant pathogenic and non-pathogenic strains for which no host plants
have been identified. The pathogenic ones are responsible for vascular wilt or for crown and
root rot on a broad range of crops. However, each strain shows a high level of host specificity
for one plant species. The pathogenic strains are ordered by formae speciales and races
according to their species and cultivar specificity, respectively (Armstrong and Armstrong,
1981). More than 150 formae speciales and races are described. Pathogenic and non-
pathogenic strains cannot be discriminated from morphological features. Currently, the main
way to identify formae speciales is to evaluate their pathogenicity on plants (Recorbet et al.,
2003). However, it is a laborious and time-consuming work.

The understanding of the disease epidemiology and the use of adapted methods to
control the pathogenic F. oxysporum rely on a fast and accurate method of detection of formae
speciales if any. Molecular tools allow the development of specific, sensitive, fast and financially
affordable methods of detection. Moreover, such detection tools raise commercial interests to
avoid agricultural losses as well as to guarantee pathogen-free plant materials (Lievens et al.,
2012). The development of a detection tool relies on the knowledge of the pathogen diversity.
Historically, the vegetative compatibility groups (VCG) have been widely used to assess the
diversity of formae speciales of F. oxysporum (Puhalla, 1985; Kistler et al., 1998). This method
relies on the complementary pairing of mutants unable to use nitrate (Puhalla, 1985). Most of
the formae speciales include several VCG, which means that each new strain should be paired
with members of the previously identified VCG. Molecular markers now allow describing the
diversity between and/or within formae speciales depending on the DNA marker considered.
The combination of different molecular markers in a multilocus sequence typing approach
allows an even more precise description of the genetic diversity (Mbofung et al., 2007; Demers
et al., 2014). However, studies on the genetic diversity of F. oxysporum showed that most
formae speciales are polyphyletic, which makes their identification more complicated
(O’Donnell et al., 1998; Silva et al., 2014).

Methods allowing identification of pathogenic F. oxysporum is ideally based on genes
involved in pathogenicity. However, little information is available regarding the genes
conferring the virulence of formae speciales (Recorbet et al., 2003). Thus, only few molecular
markers based on these genes have been developed so far (Rep et al., 2004; Hirano and Arie,
2006). F. oxysporum genomes are enriched in transposable elements and their insertion sites
provided specific detection tools (Fernandez et al.,, 1998; Pasquali et al., 2007; Ma et al., 2010).
As an example, Pasquali et al. (2004) identified specific primers to detect F. oxysporum strains
pathogenic on Paris daisy through the identification of polymorphism in the flanking region of
the transposable element Fotl. Moreover, detection tools for formae speciales or races can
also be based on randomly selected specific markers through genotyping techniques such as
random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Jiménez-Gasco and Jiménez-Diaz, 2003; Li et al.,
2010; Luongo et al., 2012). However, the main drawback of RAPD is the lack of reproducibility.
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Table 1: Microbial strains used in this study.

Microorganisms  Forma specialis or MIAE Other accesion numbers or/and references or Isolate Country of origin Year of isolation
species accession suppliers ®

number ?

Fusarium f. sp. cyclaminis MIAEO1654 NRRL 26673, FRC O-6501 Focy 7 USA (Texas) <1997

oxysporum MIAEO1655 NRRL 26674, FRC O-6503 Focy 8 USA (Texas) <1997
MIAEOQ1656 NRRL 26675, FRC O-6507 Focy 9 USA (Texas) <1997
MIAEQ1657 NRRL 26676, FRC O-6547 Focy 10 USA (Texas) <1997
MIAEO1658 NRRL 38294, FRC 0-1099 (Woudt et al., 1995) Focy 16 Australia <1995
MIAEO01659 BBA 62316 Focy 3 Germany 1955
MIAEO1660 BBA 62315 Focy 11 Germany 1947
MIAEO0190 BBA 7022, ATCC 16061, CBS 159.57, DSM 62316, Focy 4 Germany <1995

FRC 0-1831, FRC 0-1825, NRRL 36266, NRRL 22542

MIAEO1661 FRC 0-1205 (Woudt et al., 1995) Focy 27 Australia <1995
MIAEO01662 FRC 0-1239 (Woudt et al., 1995) Focy 26 USA <1995
MIAE01663 FRC O-1800 (Woudt et al., 1995) Focy 19 United-Kingdom <1995
MIAEO1664 FRC O-1799 (Woudt et al., 1995) Focy 18 United-Kingdom <1995
MIAE01665 FRC O-1804 (Woudt et al., 1995) Focy 21 United-Kingdom <1995
MIAE01666 FRC 0-1809 (Woudt et al., 1995) Focy 22 The Netherlands <1995
MIAEO1667 FRC 0-1797 (Woudt et al., 1995) Focy 17 The Netherlands <1995
MIAE01668 FRC 0-1834 (Woudt et al., 1995) Focy 24 The Netherlands <1995
MIAE01669 FRC 0-1842 (Woudt et al., 1995) Focy 25 The Netherlands <1995
MIAE01670 FRC O-1802 (Woudt et al., 1995) Focy 20 Japan <1995
MIAE01671 MAFF 712101 (Someya et al., 1999) Focy 93 Japan 1990
MIAEQ1672 Lorietal., 2012 Focy 79 Argentina <2004
MIAEO1673 Lorietal., 2012 Focy 62 Argentina <2004
MIAEO1674 Lorietal., 2012 Focy 69 Argentina <2004
MIAEO1675 Lorietal., 2012 Focy 83 Argentina <2004
MIAEQ1676 Lorietal., 2012 Focy 84 Argentina <2004
MIAEQ1677 Lorietal., 2012 Focy 85 Argentina <2004
MIAEQ1678 Lorietal., 2012 Focy 86 Argentina <2004
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MIAEO0681 Fom24 France Unknown
MIAEO1644 Fom35 France Unknown
f. sp. pisi MIAE01463 ATCC 24381, CBS 127.73, IMI 159029, NRRL 36228  Fopisil United-Kingdom Unknown
f. sp. radicis- MIAE00045 Forl12 Morocco Unknown
lycopersici MIAEQ0471 Forl5 France Unknown
MIAE00476 Forl45 France Unknown
f. sp. raphani MIAEQ1775 Forl Unknown Unknown
MIAE01776 For2 Unknown Unknown
f. sp. vasinfectum MIAE01773 CBS 116611 Fovl Ivory Coast Unknown
MIAEQ1774 CBS 116614 Fov4 Ivory Coast Unknown
soilborne F. MIAEO0047 Fo47 France 1978
oxysporum MIAEOQ0676 Fo20 France 1978
MIAEOO677 Fo34 France 1978
MIAEO1650 EO01 France 2009
MIAEO1780 91069 France 1991
MIAE01781 91104 France 1991
MIAE01782 B2 France 2011
MIAEO1783 B4 France 2011
MIAE01784 Caz2 France 1997
MIAEO1785 Ca3l France 1997
MIAEQ1786 Chat40 France 1997
MIAEQ1787 Chat255 France 1997
MIAEO01788 Chat266 France 1997
MIAEO1790 EO005 France 2009
MIAE01791 EO10 France 2009
MIAE01792 Chat49 France 1997
Fusarium spp. F. oxysporum MIAEO01694 Fo 31T1 France 2009
isolated from MIAE01695 Fo42T1 France 2009
cyclamen (non MIAE01696 Fo 59T1 ltaly 2010
pathogenic) MIAE01697 Fo 60T1 ltaly 2010
MIAE01698 Fo 29T1 The Netherlands 2009
MIAE01699 Fo 49T1 The Netherlands 2010
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MIAE01700 Fo 52T1 The Netherlands 2010
MIAE01701 Fo 46T1 The Netherlands 2010
MIAE01702 Fo 56T1 Germany 2010
F. fujikuroi species MIAE01800 Fo 28 The Netherlands 2009
complex MIAEO1651 Fo 30 France 2009
MIAE01813 Fo 35 Italy 2009
MIAEO1814 Fo 36 Italy 2009
MIAEO1815 Fo 40 France 2009
MIAEO1816 Fo 41 France 2009
MIAE01817 Fo 45 Italy 2010
MIAE01818 Fo 50 The Netherlands 2010
MIAE01819 Fo 51 The Netherlands 2010
MIAE01820 Fo 58 The Netherlands 2010
F. venenatum MIAE01821 Fo 61 Italy 2010
Other Fusarium  F. acuminatum MIAE00244 BBA 65224 FAC1 Unknown Unknown
spp. F. chlamydosporum  MIAE00287 ATCC 24372, BBA 62168, CBS 124.73, IMI 128101, FCHL2 Pakistan Unknown
species complex NRRL 25535
F. commune MIAEO0101 NH1 Algeria 2006
F. culmorum MIAEOQ0688 FCUL4 France 1993
F. equiseti MIAEO1649 FEQ1 France 1989
F. fujikuroi species ~ MIAE00061 FMO3 Unknown Unknown
complex MIAEQ0068 FSUB2 Unknown Unknown
MIAEQ0306 FVER3 Italy Unknown
F. langsethiae MIAE00289 FLANG6 France 2007
F. lateritium MIAE00291 ATCC 11857, CBS 268.51 FLATS The Netherlands Unknown
F. poae MIAE00299 CBS 597.96 FPO1 Poland 1991
F. redolens MIAEQ1652 EOO3 France 2009
F. sambucinum MIAE00301 CBS 533.96 FSA2 Poland 1991
species complex MIAEQ1623 CBS 123657, FGSC #9075, NRRL 31084 PH1 USA (Michigan) Unknown
F. solani MIAEO1653 EO006 France 2009
F. sporotrichioides MIAEO0304 CBS 534.96 FSPO1 Poland 1989
F. tricinctum species MIAEOQ0305 CBS 144.78 FTR1 Unknown Unknown
complex MIAEO0286 ATCC 24362, CBS 121.73, IMI 145562 FAV5 United-Kingdom Unknown
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Soil-borne fungi  Aspergillus sp. MIAE01778 SYS419 France 2010
Trichoderma gamsii  MIAEO0029 MIAE 29 Unknown Unknown
Verticillium dahliage  MIAEO0048 MIAE 48 Unknown Unknown
Microorganisms  Botrytis cinerea MIAEQ1777 BOT2 bis France 1991
pathogenic on Colletotrichum sp. MIAEO1743 C27-1-3, NRRL 62813 USA (Michigan) Unknown
cyclamen Phytophthora MIAE01718 PO199 Unknown Unknown
tropicalis
Rhizoctonia solani MIAEQ1476 C1 France 2013
Pectobacterium ATCC 15713, CCM 1008, DSM 30168, LMG 2404, USA (lllinois) Unknown
carotovorum MPL-EC-WT-1, NCPPB 312, NRRL B-4072
Microorganisms Alternaria MIAEQ1797 morph 10 France 2013
isolated from  concatenata
cyclamen seeds  Geomyces sp. MIAEQ1794 morph 14 France 2013
Geomyces MIAEO01798 morph 24 France 2013
pannorum
Paraphoma fimeti MIAE01799 morph 26 France 2013
Penicillium sp. MIAE01795 morph 1 France 2013
MIAE01812 morph 22 France 2013
Penicillium MIAE01796 morph 2 France 2013
polonicum
Undefined genusin ~ MIAE01793 morph 9 France 2013
Heliotales

2 Collection MIAE, Microorganisms of Interest for Agriculture and Environment, INRA, Dijon, France; b ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, Virginia; BBA,
Biologische Bundesanstalt fir Land-und Forstwirtschaft, Berlin, Germany; CBS, Centraal-bureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands; CCM, Czech Collection of
Microorganisms, Brno, Czech Republic ; DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany; FGSC, Fungal Genetics Stock
Center, Manhattan, New York ; IMI, Centre for Agriculture and Biosciences International (CABI), Oxford, United Kingdom ; LMG, Belgian co-ordinated collections of micro-
organisms (BCCM/LMG); FRC, Fusarium Research Center, State College, Pennsylvania; MAFF, Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries, National Institute of
Agrobiological Sciences, Tsukuba, Japan; NCPPG, National Collection of Plant Pathogenic Bateria, York,United-Kingdom ; NRRL, National Center for Agricultural Utilization
Research, Agricultural Research Service (ARS), Peoria, lllinois.
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To overcome this problem, the selected markers are commonly used to design specific
primers (sequenced characterized amplified region, SCAR) (Bhagyawant, 2016). Following this
strategy, specific molecular markers have been developed to detect the formae speciales
basilici (Chiocchetti et al., 2001), eustomae (Li et al., 2010), phaseoli (Alves-Santos et al., 2002),
cucumerinum and radicis-cucumerinum (Lievens et al., 2007). In other examples, some SCAR
primers allowed the specific detection of races of F. oxysporum (Jiménez-Gasco and Jiménez-
Diaz, 2003; Luongo et al., 2012).

Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis (Focy) is the forma specialis which causes
Fusarium wilt of cyclamen. This is the worldwide major disease of this ornamental plant.
Although, Focy can be latently present into the plant, the disease usually breaks out during
summertime or at the end of the production cycle (Tompkins and Snyder, 1972; Grouet, 1985).
Typical symptoms are a progressive yellowing and wilting of leaves and flowers and brown-dark
punctuations inside the tuber indicating the presence of the fungus into xylem vessels (Rouxel
abd Grouet, 1974). Methods of control of the pathogen are limited and producers urgently
need to improve the control of the disease (Elmer and Daughtrey, 2012). The genetic diversity
of Focy was first assessed in 1995 using strains originating from seven countries and later on in
2012 with Argentinian strains (Woudt et al.,, 1995; Lori et al., 2012). A recent study updated
knowledge on the genetic diversity of forma specialis cyclaminis using a worldwide collection
of strains by sequencing part of the translation elongation factor 1-a and the full-length nuclear
ribosomal intergenic spacer region (Lecomte et al.,, 2016). A high genetic diversity was found
since 6 two-locus sequences types (ST) were identified. The aim of the present study is to search
for a molecular marker specific of Focy via a RAPD-SCAR approach and to set up a tool of
detection of the pathogen in planta.

Materials and Methods

Microbial isolates

We collected 138 strains of microorganisms from international collections and from plant
samples. The collection included 42 strains of Focy, 26 strains of other F. oxysporum formae
speciales, 16 strains of soil-borne F. oxysporum, 9 strains of non-pathogenic F. oxysporum
isolated from cyclamen, 29 strains of other Fusarium species of which 11 were isolated from
cyclamen, 3 strains of soil-borne fungi other than Fusarium spp., 5 strains of microorganisms
pathogenic on cyclamen, including an oomycota and 8 fungal strains isolated from cyclamen
seeds (Table 1). The pathogenicity of the Focy strains was checked in a previous study (Lecomte
et al., 2016). Each fungal strain was cultured on potato dextrose agar (PDA) (39 g/L Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, USA) slopes for 15 days. A spore suspension was made by adding 750 pL of
potato dextrose broth (PDB) (24 g/L, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) and mixing properly using
a vortex shaker. Around 500 pL of the suspension was added to 600 pL of % glycerol in a
cryotube. The fungal strains were stored at -80 °C. The oomycota strain was grown on corn
meal agar (17 g/L CMA, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) for one week and several agar disks
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were placed in a tube containing seeds of hemp (15 mL/tube sterile water; 6 sterile seeds of
hemp/tube). The inoculated tube was conserved at room temperature.

Bioassay to evaluate the detection of Focy in planta

A bioassay was carried out in climatic chamber to determine the sensitivity of the
detection tool set up in this study during the evolution of the disease. The assay included 3
treatments of 150 plants each: inoculation with Focy at the sowing (sowing treatment),
inoculation with Focy at the one-leave stage (post-sowing treatment) and inoculation with tap
water (control treatment). Seeds of Cyclamen persicum (Melody red, Zoetermeer, Varinova)
were sown in sowing trays using peat (substrate n°11, Pindstrup, Ryomgaard, Denmark).
Cyclamens were grown in a germination chamber at 18 °C. When the first leave appeared,
seedlings were transferred in a climatic chamber (20 °C night and 25 °C day, 10 h of
photoperiod). Inoculum of the aggressive strain of Focy MIAE01666 was produced as described
by Lecomte et al., (2016). Five mL of inoculum at 10* conidia/mL (sowing treatment) or 10°
conidia/mL (post-sowing treatment) were added to the top of each cell close to the tuber. Five
mL of water were added close to each tuber in the control treatment. Tubers were sampled
weekly from the one-leave stage up to 4 weeks later. For the post-sowing treatment, the first
sampling was not performed since it corresponded to the moment of inoculation. Three pools
of 10 tubers per treatment were collected for each sampling. Cyclamen tissues were surface-
sterilized 20 s with 70 % ethanol and rinsed 20 s with sterile water twice. Plant material was
preserved at -80 °C.

DNA extractions from microorganisms and plant tissues

Fungal and oomycota strains were cultured in PDB for 2 days. The mycelium was
harvested by filtration and placed at — 80 °C for one night. Mycelium and plant material were
freeze-dried and ground in liquid nitrogen with a mortar and a pestle. DNA was extracted using
the DNeasy plant mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) according to the manufacturer’s
protocol. For the extraction of bacterial DNA, two bacterial colonies were suspended in 100 plL
of lysis solution (0.05 M NaOH, 0.25 % sodium dodecyl sulfate) and incubated 15 min at 100 °C.
The suspension was centrifuged for 1 min at 15,000 g and the supernatant was conserved. DNA
concentrations were estimated using a spectrophotometer.

RAPD analyses and amplification conditions

A total of 63 primers from the Operon kits (Eurofins, Luxembourg, Luxembourg) were
tested using 6 Focy strains (MIAE01658, MIAEO1663, MIAE01668, MIAE01681, MIAEO1684 and
MIAEQ1685) representative of the genetic diversity of Focy (Lecomte et al., 2016) and 1 non
Focy strain (MIAEO0047). Primers producing an amplification pattern with a clear band only
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present for all Focy strains were further tested against all the 138 strains (Table 1). PCR
amplifications were performed in a final volume of 20 pL containing 4 ng of DNA, 200 uM dNTP,
0.5 uM of primer, 1 U of Tag DNA polymerase (MP Bio, Carlsbad, USA) and 1x PCR buffer. PCR
amplification was performed in a Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) as follows: an
initial denaturation step of 3 min at 94 °C, followed by 40 cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 40
°Cand 1 min 30sat 72 °C, and a final elongation step of 5 min at 72 °C. Five uL of PCR products
were revealed by electrophoresis on a 1 % agarose gel. A ladder (low molecular weight DNA
ladder, Biolabs, Ipswich, Massachusetts) was used as size standard.

DNA cloning and sequencing

A RAPD band specific for all Focy strains was purified from the gel using the MinElute
gel extraction kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) and ligated into the pGEM-T easy vector
(Promega, Madison, USA) according to the manufacturer’s instructions. The vector was
integrated into competent JIM109 Escherichia coli cells (Promega, Madion, USA). The insert was
amplified and sequenced in the two directions using primers SP6 and T7 (Eurofins, Luxembourg,
Luxembourg). Sequencing was performed by Beckman Coulter Genomics (Brea, USA).
Sequences of the two strands were assembled and their ends cleaned using SeqMan 6.0
(DNAstar Lasergene, GATC Biotech, Kronstanz, Germany) and VecScreen (National Center for
Biotechnology Information, NCBI, USA) to remove the remaining sequences of primers.

Design of SCAR primers and setting up of conditions for conventional PCR

The sequence of the cloned fragment was compared to known sequences and available
genomes of F. oxysporum using the sequence database of the European Nucleotide Archive
(ENA, Cambridge, United Kingdom). Sequences with high similarity with the sequence of the
cloned fragment were downloaded and aligned with the cloned fragment sequence using
SeaView (Gouy et al., 2010). Differences of sequences between the cloned fragment and
sequences from the database were used to design a primer pair. Primers were synthetized by
Eurofins.

Two Focy strains (MIAE00190 and MIAE01685) and two non Focy strains (MIAEO0047
and MIAEO0461) were used to set up specific PCR conditions. Once the PCR conditions were
optimized, the specificity of the primers was tested with the DNA of the collection of 138 strains
(Table 1) and DNA of non-inoculated cyclamen. Amplification was performed by PCR in a final
volume of 20 plL containing 10 ng of DNA, 200 uM dNTP, 0.2 uM of primer, 3 U of Tag DNA
polymerase (MP Bio) and 1x PCR buffer. PCR amplification was performed in a Mastercycler as
follows: an initial denaturation step of 2 min at 94 °C, followed by 40 cycles of 1 minat 94 °C, 1
min at 68 °C and 30 s at 72 °C, and a final elongation step of 5 min at 72 °C. The sensitivity of
the primers in PCR was determined by testing serial dilutions of Focy DNA from 10 ng to 1 pg.
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The quality of all DNA which were not amplified by the designed primers was confirmed using
the primers ITS1F/ITS4 (White et al., 1990; Gardes and Bruns, 1993) to amplify the nuclear
rDNA internal transcribed spacer (ITS) of fungi and oomycota strains according to the
procedure described by Edel-Hermann et al. (2012) and the primers 1492r/27f (Lane, 1991)
to amplify the 16S rDNA of the bacteria according to the procedure described by Martin-
Laurent et al. (2001). The quality of plant DNA was confirmed by PCR amplification with
primers 28KJ/28C (Cullings, 1992). The PCR products were visualized by electrophoresis on a 2
% agarose gel.

Setting up of conditions for real-time PCR

Real-time PCR reactions were performed in a final volume of 15 plL containing 5 pL of
DNA, 0.2 uM of each primer and 7.5 pL of the SYBR green master mix (Absolute qPCR SYBR
Green kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Amplifications were monitored using a
StepOne Plus system (Applied Biosystems, Foster city, USA). The program used was: an initial
denaturation step of 15 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C, 30 s at 68 °C and
30 s at 72 °C. A dissociation curve was included at the end of the program by heating to 95 °C
for 15 s, cooling to 60 °C for 1 min and slowly heating to 95 °C for 15 s to evaluate potential
primer dimers and nonspecific amplification products. In order to construct a standard curve
based on known quantities of target DNA, the plasmid containing the cloned fragment of the
strain MIAEO1684 was linearized using the restriction enzyme Pstl (Promega, Madison, USA). A
range of 10-fold serial dilutions of the linearized plasmid was added twice in each microplate
in order to obtain a standard curve from 10% to 108 copies. The threshold automatically
calculated by the apparatus was used to determine the Ct value for each PCR reaction. The
standard curve was obtained by plotting Ct values versus known quantity of DNA and was used
to estimate the number of DNA copies in samples. Reactions were performed with Focy DNA
as well as with DNA from contaminated or healthy cyclamens originating from the bioassay.
The sensitivity of the primers was determined in real-time PCR by testing 10-fold dilutions of
Focy DNA and DNA extracted from seedlings of the bioassay. All real-time PCR reactions were
performed twice in separate assays.
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150 bp

Figure 1: Sensitivity of the specific primers Focy F3/Focy R3 with concentrations ranging from 10 ng to
10 pg of DNA of three different strains of Focy (MAIE 01660, MIAE0O1666 and MIAEQ1680).
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Results

Development of a RAPD-SCAR based detection assay

The comparison of random amplified polymorphic DNA profiles revealed a band of 1650
bp for all the Focy strains of the collection. This band was missing from the profiles of
amplification of the 96 other strains. The selected fragment was cloned and sequenced for the
Focy strain MIAEQ1684. The resulting sequences showed 95 % to 99 % of similarity with
sequences coding for an unidentified protein present in the genome of a non pathogenic strain
of F. oxysporum (AFMMO01000254), strains belonging to the formae speciales cubense
(AMGQ01000222, AMGQO01000651)  lycopersici  (AAXH01000833,  AAXH01000852,
AAXH01000904), pisi (AGBI01001057), and vasinfectum (AGNC01001041). Similar sequences
were found in different chromosomes of a genome and sometimes several times in one
chromosome. The sequences were aligned with the sequence of the cloned fragment of Focy.
Four mismatches were found between the Focy sequence and other sequences. A primer pair
was designed by including one mismatch at the 3’ end of each primer. The primers named Focy
F3 and Focy R3 were 20 bp long and were designed to amplify a 140 bp fragment. The primer
pair yielded a PCR product from the DNA of the 42 Focy strains. Amplification was neither
obtained with the 96 other strains of the collection nor with non-inoculated cyclamen.
Cyclamen DNA and DNA of the non Focy microorganisms of the collection were successfully
amplified using other primers (data not shown). The detection threshold of the primer pair in
the PCR assay was of 50 pg of DNA of Focy for the three strains tested in the PCR assay (Figure
1).

Detection of Focy via real-time PCR

The real-time PCR assay had a linear range of quantification from 102 to 108 copies of
target sequence par PCR. The efficiency of the reaction reached 77 %. The dissociation curve
showed no unspecific amplification except some primerdimers when low concentrations of
DNA were tested. The DNA of several Focy strains was detected in the real-time PCR assay until
5 pg of DNA.

The specific molecular tool was used to detect Focy in planta in preliminary assays.
Typical symptoms of Fusarium wilt of cyclamen were not observed during the bioassay.
Moreover, no brown punctuations were observed when tubers were cut. The tool allowed the
in planta detection of Focy DNA at different sampling times of the bioassay. However, this is
still an ongoing experimentation.
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Discussion

Fusarium oxysporum is a highly diverse fungus gathering strains that are either pathogenic
or non-pathogenic on plants. Therefore it is extremely important to be able to identify strains.
Consequently, the development of tools allowing a fast, reliable and specific identification of
pathogenic strains of F. oxysporum is highly requested for scientific as well as for agricultural
concerns. In this study, a molecular marker specific to Focy was identified by RAPD and it
enabled the development of specific SCAR primers. The specificity of the tool was ensured by
testing a large collection of strains. The primers supported a reliable detection of Focy by
conventional PCR and by real-time PCR in cyclamen tubers.

A PCR product was obtained with all 42 strains of Focy strains, which represent the genetic
diversity of the forma specialis in the world (Lecomte et al., 2016). No cross-reactions were
observed with the other strains tested including 26 other formae speciales among which some
are pathogenic on horticultural crops such as F. oxysporum f. sp. dianthi, 20 non pathogenic
strains of Fusarium spp. isolated from cyclamen as well as 5 other microorganisms pathogenic
on cyclamen. On the forma specialis ciceris, a SCAR marker detected only Californian isolates
of the race 1B/C (Jiménez-Gasco and Jiménez-Diaz, 2003). On the opposite, the Focy specific
primers allowed the detection of Focy regardless of the geographic origins of the strains.

The specificity of the primers relies on only one base per primer placed at the 3’ end. Other
studies demonstrated that such a little difference is enough to differentiate strains and to
develop a specific molecular tool (Holmberg et al., 2009). As an example, Edel-Hermann et al.
(2011) designed primers to specifically identify the non-pathogenic strain of F. oxysporum Fo47
based on only one mismatch with other strains. Similar tools were successfully developed to
detect F. oxysporum f. sp. gladioli race 1 and F. oxysporum f. sp. basilici (Haan & Doorn, 2000;
Pasquali et al., 2006). Jiménez-Gasco and Jiménez-Diaz (2003) also developed 4 primer pairs
allowing specific identification of races 0, 1A, 5 and 6 of the forma specialis ciceris through a
RAPD-SCAR approach.

The detection threshold of Focy DNA in real-time PCR is ten times lower than the threshold
in conventional PCR. Indeed, it is commonly believed that the real-time PCR achieves a more
sensitive detection than the conventional PCR (Valasek and Repa, 2005). The first results
obtained in real-time PCR with the cyclamen samples demonstrated that the fungus can be
detected in planta although no symptoms of Fusarium wilt were observed. However, all the
samples have not been tested yet, because the efficiency of reaction is not optimized. This
efficiency will be improved by adjusting several parameters (e.g. primers concentration, SYBR
gPCR kit, PCR additives) since the efficiency assuredly affects the detection threshold of the
primers (Bustin and Nolan, 2013). The samples of the bioassay will all be tested after
optimization of the amplification conditions. Finally, the detection assay will be used on
environmental samples such as peat, water or samples from the production (e.g. pot, cyclamen
seeds, and cyclamen plants).

To our knowledge, this is the first tool enabling in planta detection of Focy using real-time
PCR. Such specific molecular detection is more than suitable for strains or forma speciales
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belonging to a highly diverse pathogen as F. oxysporum. However detection tools of formae
speciales are still very rare. These tools give powerful opportunities to monitor the pathogen in
production before to start the production or before the onset of symptoms. Thereby, they
enable a drastic management of the culture by eliminating sources of contamination to
anticipate the spread of the pathogen and the disease risk and thus ensure the health status of
the culture in order to provide buyers a product of quality. Since 2 to 5 % of cyclamen seedlings
can latently be contaminated while asymptomatic (Grouet, 1985), the early detection of the
pathogen will certainly limit economic losses in production. Moreover, the detection of the
pathogen in water, substrate, seeds or tubers in production will permit the use of the most
adapted method of control to prevent the pathogen introduction or to limit its spread in
production. Since molecular tools of detection are also available for biological control agents
(Cipriani et al., 2009; Edel-Hermann et al.,, 2011; Soto-Mufioz et al.,, 2015), they will
undoubtedly be useful to achieve a better understanding of the interactions between these
microorganisms.
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Avant-propos

F. oxysporum f. sp. cyclaminis (Focy) est I'un des agents pathogenes les plus dangereux
pour la production de cyclamen. Lorsqu’il s’y développe, les pertes peuvent atteindre jusqu’a
50 % de la production. Actuellement, aucun moyen de lutte ne permet de maitriser la maladie.
La profession floricole est dans I'attente urgente de solutions de lutte efficaces. Différentes
études ont obtenu des résultats prometteurs en utilisant des microorganismes comme agents
de lutte biologique (ALB). Cependant, pour l'instant aucun produit de lutte biologique pour
lutter contre la fusariose du cyclamen n’est disponible sur le marché. En outre, la lourdeur des
processus réglementaires d’autorisation de mise sur le marché ralentit leur commercialisation
et donc leur disponibilité pour les producteurs. Pour répondre a |'attente de la production, nous
avons sélectionné 7 produits commercialisés soit en tant que produit de protection des plantes,
contre des maladies autres que la fusariose du cyclamen, soit en tant que matiere fertilisante.
Pour des raisons de confidentialité, nous ne pouvons pas dévoiler le nom des produits et des
entreprises productrices, leur composition exacte et leurs applications. L'efficacité des 7
produits, utilisés seuls ou en combinaison, a été évaluée au cours d’un premier essai en serre.
Une souche de Focy tres agressive a été utilisée et différents rapports Focy/ALB ont été testés.
Certains produits ont eu un effet négatif sur le développement des jeunes plantes de cyclamen
en I'absence du pathogene. A Iissue de cet essai, les 3 meilleurs produits ont été sélectionnés
pour étre testés a nouveau lors d’un second essai dupliqué sur deux sites expérimentaux
différents (Bourgogne et Normandie). L'efficacité des 3 produits a été évaluée contre deux
souches de Focy et sur un plus grand nombre de plantes. A nouveau, différents rapports
Focy/ALB ont été testés. L'absence de maladie en Normandie ne permet pas d'exploiter les
résultats obtenus sur ce site. En revanche, en Bourgogne, une réduction significative de la
maladie a été enregistrée avec le produit a base de Bacillus sp. Globalement, ces essais nous
ont permis d’obtenir des premiers résultats intéressants qui nécessitent d’étre répétés. Les
résultats de ces travaux sont présentés et discutés dans ce chapitre. lls ont également fait
I'objet d’'une publication dans le journal de vulgarisation scientifique Phytoma (Annexe 9).
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l. Introduction

La fusariose vasculaire constitue I'une des maladies les plus préjudiciables au cyclamen.
La gestion de cette maladie en production est compliquée. En effet, les sources de
contamination peuvent étre multiples. F. oxysporum est particuliéerement adaptable a de
nombreuses conditions environnementales. Les conidies du champignon peuvent étre
disséminées par de nombreux vecteurs abiotiques (substrat, eau, vent) et biotiques
(arthropodes, matériel végétal, plantes relais). Ses chlamydospores peuvent survivre plusieurs
mois dans divers substrats présents dans les serres (Rekah et al., 2000, 2001; Vakalounakis et
Chalkias, 2004; Gruyer et al., 2013; Scarlett et al., 2014; Steinberg et al., 2015). En outre, la
maladie peut se déclarer a tout moment pendant le cycle de production. La présence latente
du champignon dans la plante pendant plusieurs semaines a plusieurs mois rend difficile son
contréle et imprévisible I'explosion de la maladie (Rouxel et Grouet, 1974; Elmer et Daughtrey,
2012). Les moyens de lutte disponibles sont peu nombreux et ne permettent souvent que de
retarder I'apparition de la maladie. En effet, la mise en place de mesures de prophylaxie permet
de limiter l'introduction de sources d’inoculum potentielles et la propagation de I'agent
pathogene. Il s’agit d’un prérequis a la mise en place et au bon déroulement de la culture, qui
n’est cependant pas suffisant pour limiter la gravité de la maladie, si le pathogéne est introduit
accidentellement. De plus, bien que des différences de sensibilité inter et intraspécifique aient
été observées, aucun cultivar de cyclamen résistant a la maladie n’existe pour I'instant (Orlicz-
Luthardt, 1998; Ewald et al., 2000). Les fongicides autorisés sont, quant a eux, peu nombreux
et d’une efficacité insuffisante pour préserver |'état sanitaire de la culture (Gullino et al., 2002;
Elmer et McGovern, 2004). Pour pallier au manque de moyen de lutte efficace contre la
fusariose du cyclamen, la lutte biologique apparait comme une alternative a promouvoir. La
lutte biologique vise a utiliser les agents ou les produits naturels qui nuisent a des ravageurs de
plantes ou a des microorganismes pathogenes de plantes (Directive européenne 2009/128/CE).
Pour la fusariose du cyclamen, il s’agira essentiellement des microorganismes de lutte
biologique et des substances naturelles, comme détaillé dans le chapitre |. Les microorganismes
et les substances naturelles agissent directement ou indirectement sur I'agent pathogene par
différents modes d’action (Bakkali et al., 2008; Alabouvette et al., 2009; Ben-Jabeur et al,,
2015). Ces moyens de lutte peuvent également étre combinés a d’autres moyens de lutte. Pour
lutter contre Focy, il a par exemple été proposé de combiner fongicides et microorganismes
antagonistes (Minuto et al., 1995; Daughtrey et Tobiasz, 2004; EImer et McGovern, 2004). Des
résultats prometteurs ont été obtenus avec la lutte biologique pour lutter contre la fusariose
du cyclamen (Alabouvette et al., 1993; Maya et Matsubara, 2013a). Ainsi, la sévérité de la
maladie est diminuée de pres de 40 % avec la bactérie Serratia marcescens (Someya et al.,
2000). En revanche, aucune substance naturelle n’a été évaluée pour lutter contre Focy.
Actuellement, aucun produit de lutte biologique n’est disponible sur le marché pour lutter
contre la fusariose du cyclamen. En outre, la lourdeur des processus réglementaires
d’autorisation de mise sur le marché (AMM) ralentit leur commercialisation et donc leur
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Tableau 5 : Composition et concentrations des produits de protection des plantes ou de matiere fertilisante utilisés dans cette étude.

Codedes Composition Allégation Concentration annoncée Concentration effective
produits (en UFC/g de produit) 2 (en UFC/g de produit)
1 Gliocladium sp. Produit de protection ~ 2.108 2.108
des plantes (PPP)
2 Bacillus sp. Matiére fertilisante 2.10° 2,4.108
3 Glomus sp. Matiere fertilisante 4.10° Non vérifié
4 Pseudomonas sp. et Matiére fertilisante 10° (bactérie) et 4.10° 10° (bactérie) et 9.10°
Trichoderma sp. (champignon) (champignon)
5 Trichoderma sp. Confidentiel 10° 10°
6 Fusarium sp. Aucune 107 10°
7 Trichoderma sp. PPP 107 2,7.108
Tableau 6 : Concentrations apportées en Focy et en produit, et rapports de concentration correspondant.
Concentration apportée en  Concentration apportée en Rapport de
Focy produit (ALB) (UFC/L de concentration
(UFC/L de substrat) substrat) Focy/ALB évalués
10° 10° 1/10
107 1/100
10° 107 1/10
108 1/100
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disponibilité pour les producteurs. Ces derniers se trouvent démunis face a cet agent
pathogene.

Afin d’identifier un ou plusieurs agents de lutte biologique (ALB) efficaces pour
améliorer rapidement le contréle de la fusariose du cyclamen, sept produits déja autorisés en
France ont été testés dans deux essais successifs conduits en serre en 2014 et 2015. Ces
produits, a base de microorganismes sont autorisés soit en tant que matiere fertilisante, soit
en tant que produit de protection des plantes (PPP), mais pas pour lutter contre la fusariose du
cyclamen. Lors du premier essai, 'efficacité des sept produits a été évaluée pour garder trois
produits prometteurs qui ont été testés a nouveau lors du second essai. Les résultats de ces
travaux sont présentés et discutés dans ce chapitre.

1. Matériels et méthodes

Les détails relatifs aux matériels et méthodes utilisés pour conduire les tests effectués
ont été présentés dans le chapitre 2. Néanmoins nous rappellerons ici les grandes lignes
concernant la réalisation de ces tests. La sélection des 7 produits s’est faite de telle sorte que
des espéces microbiennes largement décrites dans la littérature pour leurs activités
antagonistes et disponibles sur le marché européen soient représentées. L'identité des
produits a été vérifiée par séquencage de régions d’ADN discriminantes au niveau de I'espéce.
La concentration des produits a été vérifiée par suspensions-dilutions et étalement sur milieux
de culture. Lors du premier essai réalisé en 2014 les 7 produits ont été testés seuls ou en
combinaison pour lutter contre la souche agressive Focy 43T3 (MIAE01507) (Tableau 5). Les
combinaisons d’ALB 1 + 2 et 2 + 3 regroupent des produits provenant du méme fournisseur
afin d'en faciliter la mise a disposition ultérieure auprés des utilisateurs si la combinaison
s'avere efficace. Les produits 2 et 4 ont été associés pour évaluer la combinaison de deux
souches bactériennes. Les produits ont été apportés au semis et au rempotage a 10° UFC/L de
substrat, tandis que I'agent pathogeéne a été apporté une semaine apres le rempotage a 109,
10° ou 10* UFC/L de substrat, de telle sorte que les rapports Focy/ALB soient de 1/1, 1/10 et
1/100. En 2015, I'activité antagoniste des 3 produits retenus a été testée a nouveau au cours
d’un essai en serre dupliqué, en Bourgogne (Breteniéere) et en Normandie (Mont-Saint-Aignan).
Leurs efficacités ont été évaluées avec les souches agressives Focy 43T3 et Focy 14
(MIAE01685). Les produits ont été apportés au semis et au rempotage a 10°, 107 ou 10% UFC/L
de substrat. Les souches pathogenes ont été apportées deux semaines apres le rempotage a
10° ou 10° UFC/L de substrat, de telle sorte que les rapports Focy/ALB soient de 1/10 et 1/100.

141



POURCENTAGE DE PLANTES MORTES

Chapitre V : Identification d’agents de lutte biologique efficaces contre Fusarium oxysporum f. sp.
cyclaminis

POURCENTAGE DE PLANTES LEVEES

PRODUITS DE PROTECTION DES PLANTES OU MATIERES FERTILISANTES TESTEES

Figure 14 : Pourcentage de plantes levées selon les produits testés.
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Figure 15 : Pourcentage de plantes mortes selon les agents de lutte biologique (ALB) et les rapports
Focy/ALB testés lors du premier essai.

Les concentrations sont données en UFC/L de substrat.

142



Chapitre V : Identification d’agents de lutte biologique efficaces contre Fusarium oxysporum f. sp.
cyclaminis

Résultats

[11.1 Vérification de l'identité et des concentrations des ALB

Avant de mettre en place cet essai, la concentration et I'identité des différents produits
ont été vérifiées afin de s’assurer de la concentration apportée. Ces informations n’ont pas pu
étre vérifiées pour le produit a base d’une souche de Glomus sp. Pour I'ensemble des produits,
les microorganismes présents dans le produit sont ceux indiqués par le fournisseur (Tableau 6).
La concentration effective correspond a celle annoncée pour les produits 1, 4 et 5. Elle est
inférieure a celle annoncée pour les produits a base de Fusarium sp. (6) et de Bacillus sp. (2) et
supérieure a celle annoncée pour celui a base de Trichoderma sp. (7). La concentration des
produits a également été évaluée pour I'essai de 2015. La concentration des 3 produits était
conforme a celle annoncée. Pour calculer la quantité de produits a apporter pour atteindre les
concentrations souhaitées, les concentrations obtenues a l'issue des tests microbiologiques ont
été utilisées.

[11.2 Premier essai : sélection d’agents de lutte biologique efficaces pour lutter
contre Focy

Avant méme que la souche pathogéne ne soit apportée, certains produits ont montré
un impact sur les cyclamens. Un effet négatif des produits 6 (Fusarium sp.) et 3 (Glomus sp.)
sur le nombre de plantes levées a été observé (Figure 14). Ce nombre atteignait respectivement
61 % et 46 % de plantes levées contre 71 % dans la modalité témoin. Le méme effet est constaté
pour la combinaison (2 + 3) incluant le produit 3 (Glomus sp.) avec 59 % de plantes levées. A
I'inverse, les produits 4 (Pseudomonas sp. et Trichoderma sp.), 5 et 7 (2 souches de Trichoderma
sp.) ont un nombre plus important de plantes levées de 75 %, a 85 %. La seule combinaison
incluant le produit 4 (Pseudomonas sp. et Trichoderma sp.) montre la méme tendance que le
produit 4 utilisé seul avec 81 % de plantes levées. De plus, des problemes de développement
du champignon Botrytis (imputable a un exces d’humidité) dans un premier temps et de
manque d’eau dans un second temps ont perturbé le développement des cyclamens
préalablement a I'apport du champignon pathogene. Ces différents facteurs expliqguent que le
nombre de 20 plantes par modalité initialement prévu a été diminué a 15.

Les premiers symptomes ont été observés 6 semaines apres inoculation (semaine 29).
Cependant, la progression de la maladie était tres faible. Par conséquent, il a été décidé
d’inoculer a nouveau les cyclamens dans les mémes conditions. Les résultats finaux ne
permettent que de dégager des tendances (Figure 15). Dans la modalité témoin, le nombre de
plantes mortes atteint 47 % avec la plus forte concentration et seulement 13 % avec les deux
autres concentrations testées. L'ensemble des observations et des résultats ont conduit a
éliminer certains des produits et combinaisons : Les produits 3 (Glomus sp.) et 6 (Fusarium sp.)
et la combinaison comprenant le produit 3 (2+3), ayant montré une phytotoxicité avant I'apport
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[ Focy 4373 a 10° UFC/L de substrat ] [ Focy 43T3 a 10° UFC/L de substrat ] A

Sans ALB 1/10 1/100 1/10 1/100 1/10 1/100 Sans ALB 1/10 1/100 1/10 1/100 1/10 1/100 Témoin
L . J [t T ] L T ) L v J L - J L . J eau
Produit 1 Produit 2 Produit 7 Produit 1 Produit 2 Produit 7
(Gliocladium sp.) (Bacillus sp.) (Trichoderma sp.) (Gliocladium sp.) (Bacillus sp.) (Trichoderma sp.)

[ Focy 14 a 10° UFC/L de substrat ] [ Focy 14 a 10° UFC/L de substrat ] B

0 : :
Sans ALB 1/10 1/100 1/10 1/100 1/10 1/100
T T T

Produit 1 Produit 2 Produit 7 Produit 1 Produit 2 Produit 7
(Gliocladiumsp.)  (Bacillussp.) (Trichodermasp.) (Gliocladium (Bacillus sp.)  (Trichodermasp.)
sp.))

Figure 16 : Sévérité de la maladie avec la souche Focy 43T3 (A) et avec la souche Focy 14 (B) pour chacun
des trois produits et pour les différents rapports Focy/ALB testés dans le deuxiéme essai. Les résultats
significativement différents du témoin sans ALB sont indiqués par des astérisques.
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du pathogéne, n‘ont pas été retenus. Les deux combinaisons (1+2 et 2+4) et le produit 4
(Pseudomonas sp. et Trichoderma sp.) montrent autant voire plus de plantes mortes que dans
la modalité témoin avec la plus forte dose de Focy. Ils n'ont pas été retenus. Afin de ne pas
garder deux microorganismes appartenant au méme genre microbien, nous avons décidé
d’éliminer le produit a base de Trichoderma sp. le moins efficace, c’est-a dire le 5. Par
conséquent, les produits 1 (Gliocladium sp.), 2 (Bacillus sp.) et 7 (Trichoderma sp.) ont été
conservés pour la suite des tests. La présence de F. oxysporum dans les tubercules de plantes
symptomatiques et asymptomatiques a été vérifiée par isolements sur milieu gélosé pendant
et a la fin de I'essai. Le champignon a bien été ré-isolé des plantes inoculées avec Focy.

[11.3 Deuxieme essai : confirmation des résultats de lutte biologique obtenus
lors du premier essai

Ce deuxieme essai avait pour but de vérifier les résultats obtenus avec les 3 produits
(1,2 et 7) retenus lors du premier essai. A partir du rempotage, les deux essais ont été menés
avec une semaine de décalage. Les premiers symptémes ont été observés 4 semaines apres
inoculation (semaine 31) pour I'essai en Bourgogne et 5 semaines apres inoculation (semaine
33) pour l'essai en Normandie. Cependant, lors de I'essai en Normandie, des contaminations
croisées ont été observées entre les différentes modalités. En outre, la maladie a été tres peu
sévere, ne permettant pas une bonne discrimination des modalités. Par conséquent, seuls les
résultats de I'essai réalisé a Breteniere seront présentés. L'incidence de la maladie a atteint 100
% avec la souche la plus agressive a la plus forte concentration de champignon pathogene et 4
mois apres inoculation (fin de I'essai). Ce résultat confirme la forte agressivité des deux souches
de Focy utilisées. Cependant, comme lors du test de pathogénicité (Chapitre Il1), la souche Focy
14 apparait plus agressive que la souche Focy 43T3. Les trois produits n’ont pas montré d’effet
négatif sur les plantes en cours de I'essai, méme a la concentration la plus élevée (Figure 16)
Les différentes modalités y sont comparées selon leur surface sous la courbe de progression de
la maladie. Lorsque les cyclamens ont été inoculés avec la souche la plus agressive (Focy 14),
aucune différence significative en termes de protection n'a été enregistrée, quels que soient le
produit et les rapports Focy/ALB considérés. En revanche, lorsque la souche Focy 43T3, a été
inoculée a la concentration la plus faible (10> UFC/L de substrat), le produit 2 (Bacillus sp.) réduit
de maniere significative I'incidence de la maladie (Figure 17). Le pourcentage de plantes saines
est en effet de 30 % lorsque le rapport Focy 43T3/produit 2 est de 1/100, et d’environ 75 %
avec le rapport 1/10. Sans ALB et a la méme concentration de Focy 4373, moins de 5 % de
plantes sont saines. Aucun effet des produits n’est enregistré avec Focy 43T3 a la plus forte
concentration (10® UFC/L de substrat).

145



Pourcentage de plantes saines

100

80

60

40

20

Chapitre V : Identification d’agents de lutte biologique efficaces contre Fusarium oxysporum f. sp.
cyclaminis

—e— Témoin eau
—o— Sans ALB
--e-- Rapport Focy/ALB 1/10 }

—o— Rapport Focy/ALB 1/100

27 33 40 47 54 61 68 75 82 89 96 103 110
Jours aprés inoculation des plantes avec Focy 43T3 (10° UFC/L de substrat)

Figure 17 : Evolution du pourcentage de plantes saines, c’est-a dire commercialisables, au cours du
temps en présence de la souche Focy 43T3 (inoculée & 10° UFC/L de substrat) et du produit 2 inoculé a
10° ou 107 UFC/L de substrat et dans les témoins sains (inoculés a I'eau).
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Discussion

L'essai de 2014 et I'essai effectué en Normandie en 2015 n’ont pas permis I’'expression
de l'agressivité des souches de Focy. En effet, en 2014, la semaine suivant l'inoculation de
I'agent pathogene, de forts pics d’hygrométrie (plus de 70 %) combinés a des températures
moyennes n’excédant pas 25 °C ont été enregistrés. Ces conditions sont certainement
responsables du retard d’expression de la maladie lors de ce premier essai puisqu’elle est
favorisée par des pics de fortes chaleurs (supérieure a 25 °C) et une faible hygrométrie (Rattink,
1980; Grouet, 1985). Il a par ailleurs été montré que les températures supérieures a 30 °C sont
responsables d’une augmentation de I'incidence de la maladie (Daughtrey et al., 1995). De plus,
les cyclamens restent souvent asymptomatiques jusqu’a ce qu’un stress thermique et/ou
hydrique survienne (Elmer et Daughtrey, 2012). Une semaine avant l‘apparition des
symptdmes, I"hygrométrie était moins importante (46 a 59 %) et les températures était
supérieures a 25 °C, ce qui a probablement favorisé la progression du champignon dans les
tissus vasculaires et I'expression des symptomes. En revanche, la sévérité de la maladie est
restée faible, malgré 'apport d’un second inoculum de Focy. Ce résultat confirme que le
développement et la sévérité de la maladie sont dépendants des facteurs climatiques d’une
part et des facteurs culturaux d’autre part.

'efficacité des agents de lutte biologique dépend énormément de la qualité (i.e.
pureté, viabilité, concentration, formulation) des produits (Fravel, 2005). Cet aspect est
d’ailleurs abordé dans le Chapitre | de ce manuscrit. Au cours de I'essai de 2014, nous avons
constaté que la concentration de certains produits n’est pas conforme a la description du
produit. D’autres produits montrent un effet négatif sur la plante. L'un de ces produits, le
produit 3 est formulé a base de Glomus sp. L'effet observé pourrait étre lié au co(t énergétique
gue représente |'établissement de la symbiose pour une jeune plante (Peng et al., 1993). Les
cyclamens sauvages ou cultivés entretiennent des symbioses avec des champignons
mycorhiziens comme Septoglomus constrictum ou Glomus fasciculatum (Maya et Matsubara,
2013b; Rydlova et al., 2015). Lorsque I'inoculum du champignon mycorhizien est apporté trois
mois apres semis, I'association symbiotique du cyclamen et d’une souche de G. fasciculatum
réduit significativement l'incidence de la fusariose vasculaire en induisant les réactions de
défense de la plante (Maya et Matsubara, 2013a). Ce résultat souligne l'intérét que peuvent
représenter les candidats mycorhiziens pour la protection des plantes contre des agents
d'origine tellurique comme Focy malgré le co(it énergétique de la symbiose. Le second produit
ayant montré un effet négatif sur la levée des cyclamens est a base d’une souche de Fusarium
sp. (6). Le microorganisme pourrait étre a 'origine de ce manque a la levée puisque certaines
souches de Fusarium sp. sont responsables de fontes de semis (Mao et al.,, 1997). Il est
également possible que le formulant utilisé soit a incriminer. En effet, si le formulant influence
I"efficacité du produit, il pourrait également avoir un effet direct sur la plante.

La maladie s’est installée lors de I'essai mené en Bourgogne en 2015. Parmi les trois
produits retenus suite a I'essai de 2014, seul un a base d’une souche de Bacillus sp. a permis
de diminuer significativement la maladie. De maniéere surprenante, la meilleure efficacité a été
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enregistrée avec le rapport Focy/ALB de 1/10. L'effet antagoniste est moins important lorsque
la bactérie est 100 fois plus présente que le pathogéene. De plus, ce résultat n’a été obtenu
gu’avec la souche pathogene la moins agressive. L'efficacité de ce produit semble donc
dépendre de I'agressivité de la souche pathogéne a laquelle il est confronté et du rapport
Focy/ALB utilisé.

L’absence de relation dose-réponse au-dela d’un certain seuil d’inoculum d’ALB a déja
été observée et aboutit a I'établissement d’un plateau (Alabouvette et al., 1993 ; Raaijmakers
et al., 1995). Dans notre cas, 'augmentation de la dose aboutit a une diminution de I'efficacité
de la protection. Deux hypotheses peuvent étre avancées : i) L'inhibition du phénomene de
guorum sensing dont il a été montré qgu’il jouerait un réle dans le contréle des agents
pathogenes serait liée a I'inoculation massive de la bactérie (Wei et Zhang, 2006). En effet ce
phénomene permet aux microorganismes de coordonner leur réponse et leur densité a leur
environnement grace a un dialogue moléculaire (Shiner, 2005). ii) L'inoculation a forte dose
correspond a un apport massif de formulant. Il constitue le composant majeur d’un produit
formulé a base de microorganisme. Si la valeur nutritive du formulant est attractive pour le
microorganisme pathogene, il est possible qu’a forte dose le produit favorise I'agent pathogéne
(Couteaudier et Alabouvette, 1990).

Le microorganisme qui s’est révélé le plus efficace appartient au genre bactérien
Bacillus. Ce genre comprend plusieurs especes comme |'espéce B. thuringiensis connue pour
son activité antagoniste envers les insectes, ou comme B. subtilis ou B. amyloliquefaciens,
utilisées contre les microorganismes phytopathogénes, (Schnepf et Crickmore, 1998; Schisler
et al., 2004; Cavaglieri et al., 2005; Abdullah et al., 2008). Les espéces de ce genre bactérien
sont connues pour produire des molécules impliquées dans le mécanisme d’antibiose (Kim et
Chung, 2004; Ongena et Jacques, 2008; Arguelles-Arias et al., 2009). Wang et al. (2012) ont
constaté que des composés antifongiques sont impliqués dans I'antagonisme d’une souche de
B. amyloliquefaciens contre F. oxysporum f. sp. cubense. La souche que nous avons utilisée lors
de notre essai a également été testée en confrontation avec Focy sur milieu gélosé et
effectivement, un halo d'inhibition a pu étre observé, ce qui suggere que |'antibiose est un des
mécanismes ayant contribué a réduire l'activité infectieuse de Focy dans notre essai.
L'utilisation d’une souche de Bacillus sp. pour lutter contre Focy n’a jamais été relatée dans la
littérature.

De maniere générale, ces premiers résultats ne permettent pas d’identifier clairement
un agent de lutte biologique pour lutter efficacement contre la fusariose du cyclamen parmi
les produits et combinaisons de produits testés. A I'exception du produit 5, les produits testés
n’avaient jamais été éprouvés contre les fusarioses, et en particulier celle du cyclamen ; ils sont
commercialisés en tant que biofertilisants ou agents de lutte contre d’autres agents
pathogénes. Au méme titre que la relation qui lie un microorganisme pathogene et sa gamme
de plantes hotes peut étre plus ou moins spécifique, il est possible qu’un microorganisme
antagoniste soit spécifique d’un microorganisme pathogéne donné. Ainsi, le parasitisme des
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agents de lutte biologique requiert la reconnaissance spécifique de I'agent pathogéne hote
(Monteiro et al., 2010; Daguerre et al., 2014). Une étude a montré que les spores du
mycoparasite Sphaerodes mycoparasitica germent principalement en présence d’un de ses
hétes, des especes de Fusarium sp. (Goh et Vujanovic, 2010). En outre, les molécules
antifongiques produites par un ALB agissent sur un spectre d’hote plus ou moins limité (Otto-
Hanson et al., 2013).

Globalement, ces résultats soulignent les difficultés a surmonter pour évaluer
I'efficacité de potentiels ALB. De nombreux facteurs influencent le développement de la
maladie qu’ils soient abiotiques ou biotiques. La premiére condition pour évaluer |'efficacité
d’ALB est de se placer dans des conditions permettant d’induire la maladie. Il est ensuite
nécessaire de maitriser les conditions d’application des ALB et de respecter les parameétres
climatiques nécessaires au développement de la culture. Ainsi, ce travail apporte des premiers
résultats concernant la lutte biologique contre la fusariose du cyclamen. De maniére générale,
les résultats obtenus sont préliminaires et nécessitent d’étre confirmés. Un essai de
confirmation est d’ailleurs prévu pour I'été 2016. Cet essai suivra les mémes conditions
(concentrations, rapports, souches de Focy et produits testés) que I'essai de confirmation mené
en 2015.

L’exploitation des microorganismes déja commercialisés semblait étre une piste
prometteuse pour la lutte contre la fusariose du cyclamen. Les résultats des essais nous invitent
a plus de cirsconspection. lls montrent notamment que tout microorganisme n’est pas
forcément agent de lutte biologique de fait. Un certain nombre de conditions sont requises
pour qu’un microorganisme soit sélectionné et exerce l'activité de contrdle pour laquelle il a
été retenu. Dans notre car, les produits testés n’avaient pas été sélectionnés pour lutter contre
Focy en condition de culture horticole. Par ailleurs d’autres sources de produits de lutte
biologique devraient étre étudiées. L'étude bibliographique présentée dans le Chapitre |
souligne que les sources de produits de lutte biologique sont particulierement abondantes mais
méconnues et trop peu exploitées. Les souches de Fusarium sp. endophytes du cyclamen ou
les microorganismes isolés des graines de cyclamen pourraient constituer de bons candidats
(Backman et Sikora, 2008). Il serait également intéressant de rechercher des substances
naturelles ou des molécules élicitrices des défenses du cyclamen. Finalement, des
combinaisons des différentes méthodes de lutte (biologique, chimique) devraient étre testées,
dans le but d’'une part d’obtenir une efficacité de protection plus importante et d’autre part
d’apporter une protection de la culture durant toute la période de production.
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Discussion générale

Comme précisé dans I'introduction, la fusariose vasculaire est une des maladies les plus
préoccupantes sur cyclamen. Pourtant les connaissances sur celle-ci sont limitées et de
nombreuses questions restent en suspens, a commencer par les différentes sources
potentielles de contamination au cours du cycle de culture. En effet, plusieurs supports de
culture sont susceptibles d’abriter des propagules du pathogéne au cours du cycle de culture,
mais dans la plupart des cas, il ne s’agit que d’hypothéses. La contamination possible des
graines de cyclamen divise les auteurs. Il est peu probable que le champignon puisse étre
présent dans la graine car il n’a jamais été isolé de fleurs ou de fruits de cyclamen (Grouet,
1985). En revanche, lorsque le fruit déhiscent s’ouvre, les graines sont en contact direct avec
le sol ou le substrat, ou elles peuvent étre contaminées (Gerlach, 1954; Tompkins et Snyder,
1972; Rattink, 1982). Peu d’articles relatent la contamination de I'eau par des propagules de
Focy. Les seules références relatent le risque relatif a I'utilisation de systémes d’irrigation en
circuit fermé ou de systémes en subirrigation lorsque des plantes sont contaminées en culture
(Grouet, 1985; Stelder, 1991; Minuto et Garibaldi, 1998). Aucune étude n’a été menée sur la
propagation du champignon par des insectes vecteurs. Finalement, les sources de
contamination sont mal connues. Une meilleure compréhension de ces risques de
contamination permettrait d’adapter les mesures de prophylaxie et de lutte a mettre en place.
Ces mesures sont peu nombreuses et d’une efficacité limitée. Dans ce contexte, la profession
horticole est démunie et dans I'attente de solutions. C’est a ce niveau gu’intervient l'institut
technique Astredhor, en lien direct avec les producteurs. Le projet FuCy a été développé dans
le cadre d'une collaboration entre Astredhor, I'INRA et Agrene, pour répondre a l'attente des
floriculteurs. L'objectif du projet était double : i) identifier un marqueur moléculaire spécifique
de Focy pour permettre sa détection en production et mieux connaitre les sources de
contamination et ii) identifier un ou plusieurs agents de lutte biologique efficaces contre le
pathogéne. Pour répondre au premier objectif, une collection de souches de Focy, la plus vaste
possible, a été constituée. La pathogénicité des souches a été évaluée et |a diversité génétique
de Focy a été caractérisée et a abouti a I'identification d’un outil de détection moléculaire
spécifique de Focy. Avant d'étre pleinement opérationnel, cet outil doit encore étre validé par
guelques tests en laboratoire et un essai en situation de production. Pour atteindre le second
objectif, des tests de lutte biologique ont été menés pour identifier un ou plusieurs ALB
efficaces parmi 7 produits déja commercialisés. Un candidat semble prometteur mais la encore,
une validation est nécessaire avant la mise a disposition aupres des producteurs.

Les difficultés rencontrées pour atteindre ces objectifs relevent certes de la biologie de
la plante et des contraintes liées a sa production mais aussi et surtout de la biologie et des
caractéristiques particulieres de |'agent pathogene responsable de la fusariose du cyclamen.
En effet, jusqu’a présent nous avons essentiellement parlé de F. oxysporum f. sp. cyclaminis.
L’espece F. oxysporum, quant a elle, comprend une telle diversité de génotypes que I'on parle
du complexe d’especes F. oxysporum (Fosc) (O’Donnell et al., 2009). Le mot-clé qui la
caractérise est assurément «diversité», qu’il soit question de sa biologie, de son écologie, de sa
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pathogénicité ou de sa génétique. F. oxysporum est une espéce passionnante a bien des égards.
Ainsi, 'espéce regroupe une grande diversité de souches pathogénes de plantes, de souches
«non pathogeénes», de souches endophytes ou méme de souches pathogénes opportunistes
de ’homme. De plus, I'espece se caractérise par une grande plasticité écologique puisque le
champignon est isolé de niches écologiques diverses et variées (Sangalang et al., 1995; Latiffah
et al., 2010; Manshor et al., 2012; Sautour et al., 2012). Les souches de F. oxysporum sont
principalement saprophytes et sont capables de survivre dans le sol pendant de nombreuses
années. Les souches pour lesquelles aucune plante héte n’a été identifiée sont dites «non
pathogenes». Certaines d'entre elles ont d'ailleurs été fortement étudiées pour leur activité
antagoniste contre des microorganismes phytopathogenes incluant des souches de F.
oxysporum (Alabouvette et al., 1993, 2007, 2009). Certaines souches sont capables de pénétrer
dans les racines de plantes, d’atteindre le cylindre central, plus particulierement le xyleme, et
d’induire des symptdmes tandis que d’autres souches n’atteignent pas le xyleme et restent
endophytes (Olivain et Alabouvette, 1999). Il est ainsi possible d’isoler, d’une espéce de plante,
des souches de F. oxysporum pathogenes ou non pathogenes, comme cela a été montré chez
la tomate et plus récemment chez le cyclamen (Demers 2015). Le caractére pathogéne des
isolats obtenus doit alors étre attesté par vérification de leur virulence sur plante. Ce sont les
raisons pour lesquelles la constitution d'une collection représentative de la diversité des
populations pathogenes de la plante hote d'intérét est capitale pour entreprendre toute étude
relative au pathosystéme. Les souches de F. oxysporum phytopathogenes sont caractérisées
par une grande spécificité d’hote et organisées en formes spéciales et races. Cependant dans
certains cas, la relation qui lie une forme spéciale a sa plante héte n’est pas spécifique d’une
espece végétale mais plutét d’'une famille végétale. C'est par exemple le cas de la famille des
Solanacées et de celles des Astéracées (Clark et al., 1998; Palmero et al., 2014). Il est important
de noter que la forme spéciale ne désigne pas un rang taxonomique inférieur a I’'espéce mais
permet d’ordonner des souches selon leur aptitude a étre pathogene d’une plante donnée
(Gordon et Martyn, 1997). De plus, la grande diversité écologique de F. oxysporum ne se traduit
pas par des différences morphologiques entre souches. Ainsi, rien ne ressemble plus a une
souche non pathogéne de F. oxysporum gu’une souche phytopathogéne de la méme espéce.
La technique principalement employée pour identifier une forme spéciale est le test de
pathogénicité sur sa plante hdte. L’accessibilité grandissante aux séquences d’ADN et a I'étude
de parties ciblées des génomes, depuis I'introduction de la PCR en 1986 (Mullis et al., 1986), a
nourrit I'espoir de s’affranchir de cette contrainte. Ainsi, les marqueurs moléculaires (régions
codantes ou non codantes du génome) de F. oxysporum sont utilisés pour étudier sa
phylogénie, pour caractériser sa diversité génétique et pour rechercher une partie du génome
spécifique d’une souche ou d’un groupe de souches (Edel et al., 2001; Lievens et al., 2012;
Southwood et al., 2012). De nombreuses études ont ainsi révélé que le pouvoir pathogene des
formes spéciales est souvent polyphylétique et parfois monophylétique. L’origine multiple du
pouvoir pathogene d’une forme spéciale laisse présager que cette derniere est caractérisée par
une grande diversité génétique. C'est le cas des formes spéciales cubense, eustomae (Abo et
al., 2005; Bertoldo et al., 2015) et cyclaminis avec notre étude. Plus généralement, cette grande
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variabilité génétique est soulignée par de nombreuses études portant sur F. oxysporum (Edel
et al., 2001; Lori et al., 2004; Laurence et al., 2012) qui confirment que la forme spéciale peut
regrouper des souches génétiquement distantes. Ces études portent principalement sur une
seule forme spéciale correspondant au pathosysteme d’intérét. Cependant certaines études
incluant des souches appartenant a différentes formes spéciales ont montré que des souches
de formes spéciales différentes pouvaient étre génétiquement proches (O’Donnell et al., 2009).
Ainsi une souche de F. oxysporum pathogéne de la banane peut étre génétiquement plus
proche d’une souche de F. oxysporum pathogéne de I'ceillet que d’une autre souche pathogéne
de la banane (Baayen et al., 2000). Par ailleurs, les premieres études portant sur le génome de
souches phytopathogenes de F. oxysporum révelent que pres de 4 % des séquences sont des
éléments transposables (Ma et al.,, 2010). Ces derniers, qui jouent un réle majeur dans le
dynamisme évolutif des génomes, sont majoritairement retrouvés dans des régions
génomiques propres a F. oxysporum et absentes des génomes des autres especes de Fusarium
(Kazazian, 2004; Ma et al., 2010). Ces régions font parties du «accessory genome» du
champignon, par opposition aux régions génomigues conservées entre especes de Fusarium.
Ce génome «accessoire» serait acquis par transfert horizontal entre souches et serait a I'origine
de I'émergence de nouvelles souches pathogenes de plantes (Ma, 2014; Ma et al., 2010). De
plus, la multiplicité des échanges de matériel végétal dans le monde, engendrée par la
mondialisation, contribue a la dispersion des souches phytopathogénes. La description de cette
diversité s'impose donc comme un préalable nécessaire a la recherche d’'un marqueur
moléculaire permettant d’identifier une forme spéciale. Ceci requiert la collecte de souches
d’origines géographiques variées pour garantir I'universalité de I'outil qui sera développé. C'est
pourguoi, durant ces travaux, nous nous sommes attachés a constituer une collection la plus
cosmopolite possible de souches de Focy. Celle-ci comprend 74 souches associées a la fusariose
du cyclamen qui proviennent de 9 pays différents, dont 5 européens.

Les marqueurs moléculaires que nous avons choisi d’utiliser pour identifier les souches
et décrire la diversité génétique de la forme spéciale (ITS, EF-1a et IGS) sont largement utilisés
dans la littérature. L'ITS, défini comme le code-barres fongique, est classiquement utilisé pour
I'identification taxonomique de souches fongiques. Dans le cas de Fusarium, les séquences de
I'ITS ne sont pas assez polymorphes pour différencier certaines especes proches (O’Donnell et
Cigelnik, 1997). Les séquences du géne codant I'EF-Ia nous ont permis de confirmer
Iidentification spécifique. De nombreux marqueurs moléculaires existent et sont souvent
combinés, comme le montre une étude de 2014 utilisant 32 marqueurs génétiques différents
pour étudier la forme spéciale ciceris (Demers et al., 2014). L'EF-1a est, au méme titre que I'lGS,
I"'un des marqueurs moléculaires les plus utilisés et les plus efficaces pour décrire la diversité
génétique de F. oxysporum (O’Donnell et al., 2009; Demers et al., 2015). En revanche, la taille
des séquences de I'lGS utilisée differe d’'une étude a I'autre (Silva et al., 2014). Pour Focy, nous
avons décidé d’utiliser les séquences pleines longueurs de I'IGS. L'utilisation de ces deux
marqueurs moléculaires a révélé qu’une grande diversité génétique caractérise la forme
spéciale cyclaminis. Nous avons décrit une diversité plus importante que celle décrite dans la
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littérature sans avoir recours aux VCG, technique trés discriminante mais trés chronophage
(Woudt et al., 1995; Lori et al., 2012).

Pour identifier un marqueur moléculaire présent uniguement chez Focy, nous avons
pris le risque d’utiliser une technigue moléculaire de recherche aléatoire de polymorphisme
entre séquences d’ADN. En effet, les génes impliqués dans la pathogénicité représenteraient
des cibles idéales pour développer un outil de détection. Malheureusement les déterminants
génétiques du pouvoir pathogéne de F. oxysporum ne sont pas identifiés. Les études les plus
avancées portent sur la forme spéciale lycopersici (Rep, 2005; Ma et al., 2010). Elles ont mis a
jour un groupe de protéines nommées SIX et des chromosomes surnuméraires qui sont
impliqués dans la pathogénicité. Hormis pour la forme spéciale lycopersici, la définition d’un
outil de détection spécifique d’une forme spéciale ne peut pas se baser sur les déterminants
génétiques du pouvoir pathogéne (Rep et al., 2004). La stratégie adoptée dans notre étude
repose donc sur une amplification aléatoire d’ADN jusqu’a obtention d’un fragment spécifique
permettant de définir des amorces spécifiques de Focy. Cette stratégie nous a permis de mettre
au point un outil spécifique de la forme spéciale utilisable en PCR classique et en PCR en temps
réel. Des outils de détection spécifiques sont par exemple disponibles pour les formes spéciales
cucumerinum, radicis-cucumerinum, et vasinfectum (Assigbetse et al., 1994; Lievens et al,,
2007) et peuvent permettre de détecter le champignon cible dans le sol ou la plante (Garcia-
Pedrajas et al., 1999; Alves-Santos et al., 2002). Cependant, le nombre d’outil développés reste
marginal par rapport a la diversité des souches de F. oxysporum phytopathogenes. Malgré la
grande diversité génétique de Focy, nous avons identifié un marqueur moléculaire commun
aux différents groupes génétiques de la forme spéciale. La comparaison de la séquence de ce
fragment, avec les génomes de F. oxysporum disponibles dans les bases de données révele que
la séquence est également présente chez d’autres souches de F. oxysporum phytopathogénes
et non pathogenes. Les séquences de bases de données sont fortement similaires et codent
pour une protéine non identifiée. Ce fragment ne serait donc pas lié a la spécificité d’hbote de
Focy. Cependant, les différences de séquences présentes uniqguement chez Focy nous ont
permis de définir un couple d’amorces spécifiques de la forme spéciale. Les faibles différences
nucléotidiques spécifiques de Focy pourraient donc étre liées a la spécificité d’hote de la forme
spéciale.

Lorsqu’il est question du pouvoir pathogene des formes spéciales de F. oxysporum, a
nouveau I'emploi du mot «diversité» est de rigueur. La gamme de plantes hotes de I'espéce est
tres variée, incluant des plantes de grande culture (coton, banane), des plantes ornementales
(cyclamen, lys, ceillet), des plantes maraichéres (basilic, melon, tomate) et méme une plante
parasite (orobanche). Ainsi, plus de 150 formes spéciales et races de F. oxysporum sont décrites
dans la littérature, auxquelles s’ajoutent les souches pathogénes non assignées a une forme
spéciale. De plus, au sein d’'une forme spéciale, des différences d’agressivité peuvent étre
constatées entre les souches. Sur lys, une grande gamme d’agressivité est observée parmi les
30 souches de F. oxysporum isolées de cette plante (Baayen et al., 1998). L'agressivité varie de
faible a forte selon la souche considérée mais également selon le niveau de sensibilité du
cultivar utilisé (Loffler et al., 1995). La méme observation a été faite pour les formes spéciales
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cucumerinum et radicis-cucumerinum, pathogéenes du concombre, et la forme spéciale lilii,
pathogene du lys (Loffler et al., 1995; Vakalounakis et al., 2004). Dans le cas de Focy, il faut tout
d’abord rappeler qu’aucune source de résistance n’a été identifiée chez le cyclamen, bien que
des différences de sensibilité existent (Orlicz-Luthardt, 1998). Cependant, une méme souche
de Focy évaluée sur deux cultivars différents ne montrera pas le méme niveau d’agressivité. Il
y aurait donc une interaction cultivar de cyclamen-souche de Focy reposant sur la sensibilité
de la plante et l'agressivité de la souche et pouvant déterminer le niveau de la maladie.
Cependant, les composantes végétales (réactions de défense) et microbiennes (définition des
déterminants génétiques et de leur niveau d'expression) n'ont pour l'instant pas été étudiées
pour ce pathosystéme. En outre, la souche de F. oxysporum testée et le cultivar choisi ne sont
certainement pas les seuls déterminants du résultat d’un test de pathogénicité. Les facteurs
climatiques pourraient également influencer les résultats du test. Par exemple, il a été montré
gue certaines souches des formes spéciales lycopersici et radicis-lycopersici, pathogenes de la
tomate, sont plus agressives lorsque leur pathogénicité est évaluée a 28 °C tandis que d’autres
le sont plus a 24 °C (Edel-Hermann et al., 2012). De maniere similaire, la fusariose du cyclamen
ne se déclarera pas ou trés peu sans un stress hydrique et/ou thermique. En effet, Focy peut
étre latent dans le cyclamen sans induire de symptomes. L'augmentation du flux de xyléme,
stimulé par les conditions climatiques ou par le stade phénologique de la plante (redistribution
des ressources nutritives pendant la floraison par exemple), favorise la progression du
champignon dans les tissus conducteurs et accélere donc leur obstruction. L’expression de la
pathogénicité des formes spéciales de F. oxysporum pourrait également dépendre des
conditions culturales. Lorsque le pH de la solution nutritive est neutre ou proche de la
neutralité, la sévérité de la maladie est moindre que celle observée a pH plus acide dans le cas
du gerbera, de I'ceillet et du lin (Duijff et al., 1995; Minuto et al., 2008). Le méme résultat a été
observé avec le pH du substrat pour le cyclamen (Gerlach et al., 1997; Elmer et Daughtrey,
2012). Chez F. oxysporum f. sp. lycopersici, le pH extracellulaire agit sur I'expression d’un
facteur de transcription impliqué dans I'agressivité du champignon (Caracuel et al.,, 20033,
2003b). Ce méme mécanisme pourrait étre celui agissant dans le cas des autres formes
spéciales.

Les plantes ornementales sont en général produites, non pas dans du sol en plein
champ, mais dans des substrats de compositions diverses selon la plante, la région et les
habitudes des producteurs. Ces substrats sont, malgré tout, des milieux complexes, rarement
désinfectés et dont les caractéristiques biotiques et abiotiques déterminent le comportement
de I'agent pathogéene et celui des agents de lutte biologique (ALB) qui pourraient étre introduits
pour contrdler la maladie. Il est cependant possible de faire I'analogie avec ce qu'il se passe
dans le sol et pour lequel, plus d'études ont été conduites et ont montré le réle important que
cet environnement joue dans I'expression d’une maladie. Ce role est d’autant plus important
que 'agent pathogene est tellurique. Qui plus est, les composantes physico-chimique et
biologique d’un sol ont longtemps été étudiées pour comprendre la résistance de certains sols
aux fusarioses. Un sol est dit «résistant» a une maladie lorsque I'incidence de la maladie y est
faible malgré la présence de I'agent pathogene (Baker and Cook, 1974). L’étude des populations
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microbiennes antagonistes d’un sol résistant a contribué au développement des moyens de
lutte biologique. L'apport exogene d’un microorganisme, qu’il soit pathogéne ou antagoniste
va modifier les rapports et les interactions entre microorganismes. Le formulant utilisé pour
introduire le microorganisme peut parfois apporter des nutriments favorables au
développement de I'ALB et a celui des communautés microbiennes de la rhizosphere. Le
formulant peut également apporter des éléments fertilisants favorables au développement des
plantes. La résultante des composantes biologique et physico-chimique d'un sol, des
caractéristiques génétiques de la plante et de 'agent pathogéne, ainsi que des conditions
climatiques va déterminer le développement de la maladie. Ceci explique la variabilité des
résultats ou parfois la faible efficacité qui peut étre obtenue avec un ALB en conditions non
contrblées. Cependant, la qualité de I'inoculum (production en masse et formulation) permet
d’améliorer les performances antagonistes de I'ALB ou, du moins, de limiter la variabilité de
son efficacité (Alabouvette et al., 2001). La littérature sur la lutte biologique contre les souches
phytopathogenes de F. oxysporum est riche (Fravel et al., 2003; Olivain et Trouvelot, 2003;
Olivain et al., 2004). Ainsi, de nombreuses souches microbiennes ont été évaluées quant a leurs
aptitudes antagonistes, incluant beaucoup de souches «non pathogenes» de l'espece
(Alabouvette et al., 2009). Ces derniéres agissent par compétition spatiale ou nutritive, ou par
induction des réactions de défenses de la plante (Lemanceau et al.,, 1993; Eparvier et
Alabouvette, 1994; Olivain et al., 1995; Aimé et al., 2013). Concernant Focy, les premiers
résultats obtenus avec les différents microorganismes évalués sont encourageants mais des
efforts restent a fournir pour obtenir un contrdle efficace et durable. La meilleure efficacité de
controle est obtenue avec une souche bactérienne. De maniére générale, la lutte biologique
contre les souches pathogénes de F. oxysporum permet de diminuer I'impact de la maladie ou
de la retarder, mais certainement pas de controler totalement la maladie. C'est la raison pour
laquelle cette méthode de lutte doit s'inscrire dans un systeme de lutte intégrée.

Le premier test de lutte biologique que nous avons mené a donné des résultats peu
discriminants, ce qui n’a pas facilité la sélection des microorganismes a conserver pour la suite
des tests. En effet, juste apres l'inoculation, les conditions météorologiques (hygrométrie
élevée et température peu élevée) n‘ont pas favorisé le développement de la maladie,
notamment dans les témoins positifs. De maniere similaire, I'incidence de la maladie était faible
lors de I'essai de confirmation mené a Mont-Saint-Aignan. En revanche, lors de I'essai de
confirmation mis en place a Breteniére la méme année, la maladie s’est déclarée et un des
produits testés s’est montré efficace. Cependant, pour le premier essai comme pour ceux qui
ont suivi, nous avons décidé d’évaluer |'efficacité des produits dans des conditions proches de
celles de production. Les essais ont été menés en serre dans des conditions partiellement
controlées, c’est-a-dire avec des graines de cyclamen qui n’ont pas été nettoyées avant la mise
en place des essais, un substrat non stérile, I'apport de solution nutritive non stérile et
Iirrigation a I’eau du robinet. Sachant que le développement de la maladie est multi-facteurs
dépendant, |'utilisation de telles conditions était un pari risqué. Nous avions donc exploité les
résultats de tests de pathogénicité (non présentés) réalisés en 2013 pour optimiser le protocole
et définir une échelle de notation. En outre, les produits que nous avons évalués étant déja
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commercialisés, la production des microorganismes et la formulation sont optimisées pour
obtenir la meilleure efficacité des microorganismes. De plus, le but de ces tests était de fournir
un produit utilisable a la fin de I'essai, il était donc important de tester ces produits dans des
conditions proches de celles dans lesquelles ils seront utilisés. Par ailleurs, la mise en place d’un
test en serre est trés chronophage puisqu’au moins 6 a 7 mois séparent le semis de la fin de
I'essai. Il n’est pas possible de raccourcir les essais puisqu’ils sont dépendants de la plante
étudiée.

Il.  Perspectives

Le travail de these s'inscrivait dans le cadre d'un projet CASDAR avec pour objectif trés
appliqué de pouvoir fournir des réponses utilisables rapidement par les producteurs qui
souffrent réellement d'une absence de moyens de lutte pour contréler la fusariose du
cyclamen. Les résultats présentés dans ce manuscrit permettent de répondre en partie aux
objectifs fixés initialement. Certains travaux engagés nécessitent d’étre poursuivis, ces
perspectives a court terme sont présentées ci-dessous.

- L'outil moléculaire que j’ai développé permet une détection du pathogene en PCR
classique et en PCR en temps réel. Cependant, I'efficacité des réactions en PCR en temps réel
n’est pas satisfaisante. Un travail d’optimisation de I'amplification sera réalisé en faisant varier
des parametres tels que la concentration en amorces du mélange réactionnel. Le seuil de
détection de I’ADN de champignon dans différents substrats (eau, substrat, graine, tubercule)
et au cours d’une cinétique de développement de la maladie sera déterminé. Enfin, I'efficacité
de cet outil pourrait étre validée par une série de tests sur des échantillons provenant de la
production (plantes, eau, substrat, supports de culture). A l'issue de I'optimisation et de la
définition de ses limites de détection, I'outil sera a la disposition des laboratoires de diagnostic
interagissant avec la profession horticole. Les producteurs pourront alors faire appel a ces
laboratoires pour détecter un risque, sur plante ou sur des supports de culture, et adapter en
conséquence les moyens de lutte a déployer en culture.

- Les deux essais de lutte biologique mis en place durant cette these ont permis d’obtenir
des résultats préliminaires. Bien que les résultats de tels tests dépendent de nombreux
facteurs, un agent de lutte biologique a montré des résultats prometteurs. Il apparait
nécessaire de répéter ce test de lutte biologique. Une répétition de ce test est d'ailleurs d’ores
et déja programmée pour I'été 2016 et aura lieu a Mont-Saint-Aignan. Le ou les produits
identifiés a l'issue de ces tests pourraient rapidement venir s’ajouter aux moyens de lutte
disponibles pour les producteurs. Par ailleurs, d’autres sources d’agents de lutte biologique
restent a exploiter. Les souches de Fusarium sp. non pathogénes et endophytes du cyclamen
pourraient étre de bons candidats au méme titre que les microorganismes isolés des graines
de cyclamen.
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Néanmoins, la problématique de la fusariose du cyclamen peut s'élargir a celle des
fusarioses des plantes ornementales, voire aux fusarioses d'une maniére générale. S'inscrire
dans cette problématique permet d'envisager des perspectives a long terme dans un objectif
finalisé, telles que la sélection d'agents de lutte biologique, I'amélioration de la sélection
variétale, ou encore la définition d’indicateurs de I'état sanitaire de la production et de son
environnement. La recherche de solutions de lutte face aux fusarioses requiert des
connaissances plus académiques qui relévent de la biologie des organismes interagissant avec
le pathosystéme. Ainsi, I'étude des génomes des F. oxysporum pathogenes et non pathogenes
pourrait permettre d’identifier les génes impliqués dans le pouvoir pathogene, et ceux
impliqués dans I'antagonisme. Plus globalement, ce type d’étude permettrait d’asseoir nos
connaissances relatives a Fosc, ce complexe d'espéces a la plasticité écologique remarquable
(cf. chapitre d’ouvrage présenté en Annexe 10). Les perspectives envisagées a long terme
gu’ouvrent mes travaux de thése sont présentées ci-dessous.

Les sources de microorganismes ou substances de lutte biologique sont infinies. Les
microorganismes antagonistes et leurs modes d’action sont étudiés depuis de nombreuses
années, tandis que les substances naturelles n’ont recu que peu d’attention. La définition qui
en est donnée dans les textes européens reste d’ailleurs trés vague. De plus, les démarches
européennes aboutissant a la mise sur le marché des produits de lutte biologique agissent
comme un frein a leur commercialisation. Pourtant, dans un contexte ou ['utilisation des
produits de lutte se veut compatible avec le développement durable, les solutions de lutte
biologique offrent des perspectives attrayantes, notamment pour lutter contre les fusarioses.
Des verrous administratifs et scientifiques restent donc a franchir.

Dans ce contexte, les mécanismes d’action des substances naturelles sur les
microorganismes phytopathogenes, leur spécificité d’action et leur stabilité dans
I'environnement nécessitent d’étre étudiés. La majorité des études sur ['activité
antimicrobienne de ces molécules a porté sur des pathogénes humains ou des
microorganismes se développant dans les produits alimentaires. Le potentiel antimicrobien de
ces cocktails de molécules est largement sous-exploité en agriculture. En outre, I'efficacité de
ces substances est rarement testée in vivo. Considérant que les substances naturelles n’ont
jamais été testées contre Focy et que les moyens de lutte contre ce pathogéne sont peu
nombreux, 'efficacité de ces produits contre ce pathogéene devraient étre évaluée au cours
d’'un essai en serre. Les produits les plus couramment utilisés, comme certaines huiles
essentielles (Citrus, clou de girofle, menthe, thym) pourraient notamment étre sélectionnés
dans un premier temps.

Cependant, l'efficacité de la lutte biologique est limitée et doit s’inscrire dans un
systeme de lutte intégrée. Pour lutter contre les fusarioses en général et celle du cyclamen en
particulier, la sélection variétale constitue I'un des meilleurs moyens de lutte sous réserve
d’identifier des sources de résistances chez la plante hote. Chez le cyclamen, peu d’études ont
été menées concernant I'identification de sources de résistances a la maladie chez la plante. La
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ploidie rencontrée au sein du genre Cyclamen complique d’autant plus le probléme, car
certains croisements engendrent des hybrides non viables (Grey-Wilson, 1997). De plus, le
cyclamen étant une plante d’ornement, le premier critere des sélectionneurs reste I’esthétique
de la plante. L’'amélioration de la sélection variétale du cyclamen nécessite donc de passer
outre différents verrous. Cependant, la recherche de génotypes sauvages pourrait permettre
d’identifier des sources de résistance, qui pourraient étre utilisées pour développer des
cultivars résistants. La caractérisation de la diversité (génétique et agressivité) de |'agent
pathogene permettra certainement d’améliorer cette sélection et de mettre en évidence
I'existence potentielle de loci affectant des caracteres quantitatifs (QTL, quantative trait loci).

La prophylaxie qui consiste a mettre en place des mesures visant a limiter le risque de
contamination et de propagation de I'agent pathogene dans la serre au cours de la production,
repose tout d’abord sur la vérification de I'état sanitaire des supports de culture. Pour les
souches pathogénes de F. oxysporum, ces mesures de prévention nécessitent de pouvoir
identifier spécifiquement les formes spéciales. Dans le cas plus particulier de la fusariose du
cyclamen, malgré I'obstacle lié a la grande diversité intraspécifique de F. oxysporum, 'étude
moléculaire a permis de développer un outil capable de détecter Focy dans différents types de
substrats incluant des tubercules asymptomatiques. Il est également possible d’'imaginer que
cet outil permettra d’établir une certification sanitaire (relative au seuil de détection de I'outil)
des graines et jeunes plants de cyclamen. Nous proposons de combiner cet outil avec des outils
de détection d’autres pathogenes dont certains sont encore a développer, soit uniquement sur
cyclamen soit plus globalement sur plantes d’ornement. Ces outils pourraient étre proposés a
des laboratoires de diagnostic et étre combinés sous forme de puces a ADN pour faire un
diagnostic sanitaire a un temps donné de la production horticole (culture et son
environnement).

Par ailleurs, I'espece F. oxysporum constitue un modeéle d’étude idéal pour comprendre
ce qui différencie une souche pathogene d’une souche antagoniste. L'avenement des nouvelles
techniques de séquencage a haut débit démocratise I'accés aux séquences génomiques dans
le cadre d’études génomiques d’envergure, comme le montre le «1000 fungal genomes
project» du centre américain «Joint Genome Institute» (JGI, http://jgi.doe.gov/) qui vise a
enrichir les connaissances sur la diversité des génomes fongiques. A plus petite échelle, des
études comparatives de génomes de souches de F. oxysporum pathogénes et non pathogéenes
ont été menées (Ma et al., 2013; Jonkers et al., 2014; Ma, 2014). Cette méme démarche
pourrait étre entreprise concernant les génomes et les transcriptomes de formes spéciales
pathogenes de plantes ornementales, incluant différentes souches de Focy et des souches de
F. oxysporum non pathogéenes, endophytes ou non. Le but serait non seulement d’identifier les
genes impliqués dans la pathogénicité, mais également de mieux comprendre les déterminants
de la spécificité d’hote d’une forme spéciale. De facon similaire, les résultats de I'analyse des
séquences générées pourraient permettre de comprendre ce qui différencie une souche
pathogéne d’une souche non pathogéne endophyte. Enfin, cette étude participera a une
meilleure compréhension des déterminants de I'antagonisme de certaines souches de F.
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oxysporum. Ce type d'analyse permettrait plus globalement d'asseoir nos connaissances
relatives a Fosc.

Nos objectifs initiaux étaient d'identifier un marqueur moléculaire spécifique de Focy et
d’identifier un ou plusieurs ALB efficaces contre le pathogéne. Les démarches entreprises au
sein de I'UMR Agroécologie avec la participation active des différents partenaires (Astredhor,
Arexhor, Agrene) et les conseils pertinents du comité de pilotage (Marie-Agnés Jacques de
I'INRA d’Angers et Marc Bardin de I'INRA d’Avignon), nous ont permis d'atteindre ces objectifs.
Des expérimentations en cours ou a venir permettront de corroborer et de compléter nos
résultats actuels. La fusariose du cyclamen reste néanmoins une maladie complexe et les
mécanismes de l'interaction plante-pathogene-agent de lutte biologique, régulés par les
facteurs de I'environnement, sont loin d'étre tous expliqués. Je pense que le travail réalisé dans
le cadre de cette collaboration a ouvert des pistes prometteuses pour le contréle de la fusariose
du cyclamen. Je souhaite qu’il contribue a I'amélioration de la lutte contre ce pathogene et a
une meilleure compréhension de la maladie.
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Annexe 1 : Liste des formes spéciales et races de Fusarium oxysporum.

Forme spéciale |Race Plante hote Référence
adzukicola 1 Vigna angularis (haricot rouge du Japon) Kitazawa, 1989
2
3
adzuki Aucune Glycines max (soja) Johnetal., 2010
aechmea Aucune Aechmea fasciata Rongyi et al., 2003
albedinis Aucune Phoenix dactylifera (palmier dattier) Killian and Maire, 1930
allii Aucune Allium chinense (oignon de Chine), Allium sativum (ail) Matsuo et al., 1979; Yoo et al., 1993
angsanae Aucune Pterocarpus indicus (amboine) Ploetz, 2006a
anoectochili Aucune Anoectochilus formosanus (orchidée) Huang et al., 2014
apii 1 Apium graveolens (céleri jaune) Schneider and Norelli, 1981
2 Apium graveolens (céleri jaune et céleri vert)
3 Apium graveolens (céleri vert) Puhalla, 1984
arctii Aucune Arctium lappa (grande bardane) Matsuo et al., 1975
asparagi Aucune Asparagus officinalis (asperge) Cohen and Heald, 1941
basilici Aucune Ocimum basilicum (basilic) Chiocchetti et al., 2001
batatas 0 Ipomoea batatas (patate douce); Nicotiana tabacum (tabac) Clark et al., 1998; Katan and Di Primo, 1999
1 Ipomoea batatas (patate douce)
benincasae Aucune Benincasa hispida (courge cireuse) Wu et al., 1995
betae Aucune Amaranthus retroflexus (amarante réfléchie), Anethum graveolens (aneth), Beta |Gross and Leach, 1973; Mc Donald and Leach,
vulgaris (betterace sucriere), Brassica nigra (moutarde noire) Chenopodium 1976; Harveson and Rush, 1997
album (chénopode blanc)
bouvardiae Aucune Bouvardia longiflora Marziano et al., 1987
callistephi Aucune Callistephus chinensis (aster de Chine); Rhus sp. Snyder and Hansen, 1940; Armstrong and
Armstrong, 1981
canariensis Aucune Phoenix canariensis (dattier des Canaries) Mercier and Louvet, 1973
cannabis Aucune Cannabis sativa (chanvre) Noviello and Snyder, 1962
capsici Aucune Capsicum annuum (poivron) Rivelli, 1989
carthami Aucune Carthamus tinctorius (safran des teinturiers) Klisiewicz and Houston, 1962
cattleyae Aucune Cattleyae sp. (orchidée) Foster, 1955
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cepae Aucune Allium cepa (oignon); Allium fistulosum (ciboule) Snyder and Hansen, 1940; Takakuwa et al.,
1977
chrysanthemi |1 Argyranthemum frustescens (marguerite de Paris), Chrysanthemum morifolium | Armstrong et al., 1970; Huang et al., 1992;
2 (chrysantheme), Gerbera jamesonii (gerbera), Osteospermum sp. Minuto et al., 2007
3
ciceris 0 Cicer sp. Haware and Nene, 1982; Jimenez-Diaz et al.,,
1A 1989; Jimenez-Diaz et al., 1993; Kaiser et al.,
1B/C 1994
2
3
4
5
6
cichorii Aucune Cichorium intybus (chicorée sauvage) Poliet al., 2012
citri Aucune Citrus sp. Timmer, 1982
colocasiae Aucune Colocasia esculenta (taro) Nishimura and Kudo, 1994
conglutinans 1 Brassica oleracea (chou pommé), Diplotaxis sp., Eruca vesicaria (roquette Smith, 1899; Garibaldi et al., 2003; Gilardi et
2 cultivée), Valerianella sp. al., 2008
crassulae Aucune Crassula ovata (arbre de Jade) Ortu et al., 2013
croci Aucune Crocus sp. (crocus) Boerema and Hamers, 1989
cubense 1 Musa sp. (Gros Michel) Ploetz, 2006b; Ploetz, 2006a
2 Musa sp. (Bluggoe)
4 Musa sp. (Cavendish)
tropical Musa sp.
race 4
cucumerinum |1 Cucumis sativus (concombre) Owen, 1956; Armstrong et al., 1978
2
3
cumini Aucune Cuminum cyminum (cumin) Patel et al., 1957
cyclaminis Aucune Cyclamen sp. (cyclamen) Gerlach, 1954
delphinii Aucune Delphinium sp. Laskaris, 1949
dianthi 1 Dianthus caryophyllus (ceillet)
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2
3
4
5
6 Cuboni, 1908; Garibaldi, 1977; Garibaldi, 1981;
7 Wright et al., 1996; Baayen et al., 1997
8
9
10
11
echeveriae Aucune Echeveria sp. Garibaldi et al., 2013; Ortu et al., 2015c;
Garibaldi et al., 2015
elaeidis Aucune Elaeis guineensis (palmier a huile) Renard et al., 1972
erucae Aucune Eruca sativa (roquette) Chatterjee and Rai, 1974
erythroxyli Aucune Erythroxylum coca (coca) Sands et al., 1997
eustomae Aucune Eustoma grandiflorum (lisianthus) Hahm, 1998
fabae Aucune Vicia faba (feve, féverolle) Yu and Fang, 1948
fatshederae Aucune x Fatshedera lizei Triolo and Lorenzini, 1983
fragariae Aucune Fragaria x ananassa (fraisier) Winks and Williams, 1965
gerberae Aucune Gerbera sp. (gerbera) van Arx, 1952
gladioli 1 Freesia sp. (freesia), Gladiolus sp. (glaieul), Iris sp. (iris), Ixia sp. (ixia) Massey, 1926; McClellan, 1945; Roebroeck
2 and Mes, 1992
glycines Aucune Glycines max (soja) Moussa and Hague, 1988
hebes Aucune Hebe sp. Raabe, 1957; Raabe, 1985
heliconiae Aucune Heliconia sp. Waite, 1963; Ploetz, 2006a
heliotropae Aucune Heliotropium sp. (héliotrope) Netzer et Weintal, 1987
hyacinthi Aucune Hyacinthus sp. (jacinthe) Gullino, 2012
koae Aucune Acacia koa (koa) Gardner, 1980
lactucae 1 Lactuca sp. (laitue) Fujinaga et al., 2001, 2003
2
3
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lagenariae Aucune Lagenaria sp. Matsuo and Yamamoto, 1967; Armstrong and
Armstrong, 1981
lentis Aucune Lens culinaris (lentille) Khare, 1981
lilii Aucune Lilium sp. (lys) Imle, 1942
lini Aucune Linum usitatissimum (lin) Broadfoot, 1926
loti Aucune Lotus corniculatus (lotier corniculé) Wunsch et al., 2009
luffae Aucune Luffa sp. Kawai et al., 1958
lupini Aucune Lupinus sp. (lupin) Wuttke, 1943
lycopersici 1 Solanum lycopersicum (tomate) Bohn and Tucker, 1940
2
3 Grattidge and O'Brien, 1982
matthiolae 1 Matthiola incana (grande giroflée) Baker, 1948; Correll, 1991
2
medicaginis Aucune Medicago sativa (luzerne) Snyder and Hanson, 1940
melongenae Aucune Solanum melongena (aubergine) Matuo and Ishigami, 1958
melonis 0 Cucumis melo (melon) Leach and Currence, 1938; Risser and Mas,
1 1965; Risser et al., 1976
2
1-2W
1-2Y
momordicae Aucune Momordica charantia (margose) Sun and Huang, 1983
narcissi Aucune Narcissus sp. (narcisse) McClellan and Stuart, 1947
nicotianae Aucune Nicotiana tabacum (tabac) Johnson, 1921
niveum 0 Citrullus lanatus (pastéque) Crall, 1963
1 Armstrong and Armstrong, 1978
2 Netzer, 1976
3 Zhou et al., 2010
opuntiarum Aucune Cereus sp., Echinocactus sp. (coussin de belle-meére), Ferocactus sp., Gerlach, 1972; Lops et al., 2013;
Mammillaria zeilmanniana, Notocactus sp., Opuntia sp. (cactus raquette), Safaiefarahani and Mostowfizadeh-
Schlumbergera truncata (cactus de noél) Ghalamfarsa, 2014; Garibaldi et al., 2016
orthoceras Aucune Orobanche sp. (orobanche) Boyette et al., 1993
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palmarum Aucune Phoenix canariensis (dattier des Canaries), Syagrus romanzoffiana (cocotier Elliott, 2011; Elliott et al., 2010
plumeux), Washingtonis robusta,
papaveris Aucune Papaver nudicaule (pavot d'lslande) Katan and Di Primo, 1999; Ortu et al., 2015b
passiflorae Aucune Passiflora spp. McKnight, 1951
perniciosum Aucune Ailanthus altissima (ailante glanduleux), Albizia julibrissin (arbre a soie) Toole, 1941; Ding et al., 2006
phaseoli 1 Phaseolis vulgaris (haricot) Harter, 1929, Woo et al., 1996; Alves-Santos et
2 al., 2002
3
4
5
6
7
pini Aucune Abies pindrow; Pinus resinosa (pin rouge); Pinus wallichiana (pin de I'Himalaya) |Snyder and Hansen, 1940; Duchesne et al.,
1988; Dar et al., 2011, 2013
pisi 1 Pisum sativum (pois) Lindford, 1928; Haglund and Kraft, 1970, 1979;
2 Haglund and Pepin, 1987
5
6
psidii Aucune Psidium guajava (goyavier) Prasad et al., 1952
pyrancanthae | Aucune Pyracantha sp. (buisson ardent) Gullino et al., 2015
radicis-capsici | Aucune Capsicum annuum (poivron) Lomas-Cano et al., 2014
radicis- Aucune Cucumis melo (melon), Cucumis sativus (concombre) Vakalounakis, 1996; Punja et al., 2000
cucumerinum
radicis- Aucune Solanum lycopersicum (tomate) Jarvis and Shoemaker, 1978
lycopersici
radicis-vanillae | Aucune Vanilla sp. (vanille) Koyyappurath et al., 2015
ranunculi Aucune Ranunculus asiaticus (renoncule des fleuristes) Garibaldi and Gullino, 1985
rapae Aucune Brassica rapa Enya et al., 2008
raphani Aucune Diplotaxis sp., Eruca vesicaria (roquette cultivée), Raphanus sativus (radis) Bosland and Williams, 1987; Catti et al., 2007
ricini Aucune Ricinus communis (ricin commun) Sviridov, 1990
rosellae Aucune Hibiscus sabdariffa (roselle) Ooi and Salleh, 1999
sesami Aucune Sesamum indicum (sésame) Gordon, 1965
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simmondsia Aucune Simmondsia chinensis (jojoba) Tsror et al., 2007

spinaciae Aucune Spinacia olenacea (épinard) Bassi and Goode, 1978

strigae Aucune Striga spp. (striga) Elzein et al., 2008

tracheiphilum |1 Chrysanthemum sp. (chrysantheme); Gerbera sp. (gerbera), Vigna unguiculata Snyder and Hansen, 1940, Armstrong and
2 Armstrong, 1950; Hare, 1953; Patel, 1985;
3 Smith et al., 1999; Troisi et al., 2010
4

tuberosi Aucune Solanum tuberosum (pomme de terre) Nelson etal., 1981

tulipae Aucune Tulipa sp. (tulipe) Munk and Beijer, 1971

vasinfectum Aucune Gossypium sp. Atkinson, 1892; Cianchetta and Davis, 2015

voandzeiae Aucune Voandzeia subterranea (pois de terre) Armstrong et al., 1975

zingiberi Aucune Zingiber officinale (gingembre) Yang et al., 1988
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Annexe 2 : Composition des milieux utilisés dans cette étude.

o Levure Peptone Glucose Agar (LPGA) avec

o Carnation Leaf Agar (CLA) cycloheximide
20 mg/L agar 15 g/L agar
Déposer un morceau de feuille d’ceillet stérile sur 10 g/L glucose
milieu coulé. 5 g/L peptone de gélatine
5 g/L extrait de levure
o CMA 100 mg/L cycloheximide
17 8/L CMA o Malt agar
o Glycérol % 15 g/L extrait de malt
10 g/L agar

250 mL/I glycérol

o Malt agar streptomycine
o Komada (Komada, 1975)

1 % agar

1 % malt

300 mg/L streptomycine sulfate
250 mg/L pentachloronitrobenzene

20 g/L galactose

15 g/L agar

2 g/L asparagine

1 g/L hydrogénophospate de potassium
0,5 g/L chlorure de potassium . o Malt agar acide antibiotique
0,5 g/L heptahydrate de sulfate de magnésium

15 g/L extrait de malt

Apres autoclavage 40 min a 110 °C, ajouter : , o
250 mg/L acide citrique

10 gouttes/L tween 100 mg/L streptomycine
1 g/L pentachloronitrobenzene 50 mg/L chlortetracycline
0,5 g/L bile bovine 10 g/L agar

0,5 g/L tétraborate de sodium

0,5 g/L streptomycine o Malt agar triton

Qsp 20 mL eau permutée

Ajuster au pH 5,5. 15 g/L extrait de malt

10 g/L agar
o Luria Bertani (LB) gSr:LTLgQ 'eatcr':(emc't”q“e

10 g/L bacto-tryptone

5 g/L extrait de levure o Potato Dextrose Agar (PDA)

5 g/L chlorure de sodium
39 g/L PDA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

o Malt liquide
o Potato Dextrose Broth (PDB)
15 g/L extrait de malt
24 g/L PDB (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
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Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN de Fusarium :

minipréparation.
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MODE OPERATOIRE Code : MO-048

H Extraction d’ADN de Date demlls.5|.on - juillet 2005
UMR MSE _ _ Date de révision : 09/12/2011
Microbiologie du Sol et de I’Environnement Fusarlum - VerSIOH 2
17 rue Sully — BP86510 L ; i Nombre de pages * 2
21065 Dijon Cedex minipréparation pages -

Suivi _des modifications du mode opératoire : ce MO correspond a MO-97-Minipr-1 (1997). Modification par
rapport a la version 1 : volume et temps de centri.

1- Mots clés : extraction ADN, Fusarium, minipréparation

2- Objectif / Principe :
Ce mode opératoire décrit une méthode rapide d’extraction d’ADN de Fusarium utilisable dans des
réactions d’amplification par PCR (polymerase chain reaction).

3- Réference :
Edel, V., C. Steinberg, N. Gautheron, G. Recorbet, C. Alabouvette. 2001. Genetic diversity of Fusarium
oxysporum populations isolated from different soils in France. FEMS Microbiology Ecology 36:61-71.

4- Durée de I’expérience : ¥ jour
5- Matériel nécessaire : bain-marie a 65°C, centrifugeuse pour microtubes
Produits nécessaires :
e Tampon de lyse : )
50 mM Tris-HCI pH 7,5 ) o
50 mM EDTA Ces 3 solutions sont autoclavées a 120°C
3% SDS pendant 30 min ou a 110°C pendant 45 min
e Tampon TE : > et conservées a température ambiante. Elles
Tris I;|CI 10 MM pH 8 sont ensuite utilisées dans des conditions
EDTA 1 mM non stériles.
e Acétate d'ammonium 7,5 M )

e Isopropanol : conservé a température ambiante
e Ethanol a 70% : conservé a -20°C.

6- Méthode :
Cultiver chaque souche de Fusarium sur milieu potato dextrose agar (MI-012) en petite boite de Pétri
(diametre 5 cm) pendant 5 a 15 jours.

e Lyse
Pour chaque souche, déposer 1 ml de tampon de lyse dans la boite de Pétri. Gratter la surface de la
culture fongique a l'aide d'une spatule plate. Dans un microtube de 1,5 ml, récupérer le mélange
myceélium-spores-tampon de lyse (500 pl minimum). Apres chaque souche, essuyer la spatule avec un
mouchoir en papier puis la flamber.

Rédigé par : Véronique Edel-Hermann | Vérifié par : Nadine Gautheron | Approuvé par : Dominique Chéneby

Révisé par : Véronique Edel-Hermann | Vérifié par : Nadine Gautheron | Approuvé par :
Véronique Edel-Hermann
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Lorsque les mélanges mycélium-spores-tampon de lyse ont été prélevés pour toutes les souches, agiter
tous les microtubes au vortex.

Incuber les microtubes au bain-marie a 65°C pendant 30 min (ce temps peut varier de 10 a 60 min).
Agiter a nouveau les microtubes au vortex.

Centrifuger a 12000 g pendant 10 min a 15°C. Prélever la phase supérieure (environ 400 pl) et
transférer dans un nouveau microtube. Pour cela, sortir au maximum 10 microtubes de la centrifugeuse,
prélever les phases supérieures, puis sortir les 10 tubes suivants, etc.

e Précipitation des ADNs
Aux 400 pl de surnageant, ajouter 200 pl d'acétate d'ammonium 7,5 M et 600 pl d'isopropanol.
Retourner les tubes pour mélanger (ne pas mélanger au vortex). Centrifuger 15 min a 12000 g a 4°C.
Verser les surnageants en retournant chaque microtube une seule fois (ne pas faire de va-et-vient envers-
endroit). Ajouter 300 pl d'éthanol a 70% (conservé a -20°C). Centrifuger 5 min & 12000 g a 4°C.
Verser les surnageants en retournant chaque microtube une seule fois et laisser les microtubes a I'envers
sur du papier absorbant. Apres quelques minutes, retourner les microtubes sur un portoir, et laisser
sécher les culots d'ADN a température ambiante ou a 37°C. Il est également possible de les sécher a
I'aide d'un coton-tige. Lorsque les culots sont secs, ajouter 100 pl de tampon TE.
Stocker les suspensions d'ADN dans des microtubes a vis a 4°C.
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Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN de sol.

202



;éﬁj%%éi lN?A. MODE OPERATOIRE Code : MO-150

Date d'émission : 04/04/2011

Extraction d’ADN de 2 g de sol |Date de révision :
UMR MSE

Microbiologie du Sol et de I’Environnement au Fast Prep VerSIOH 1
17 Sully — BP86510 . . .
21065 Dijon Cedex et purification sur colonnes | Nombre de pages : 8

PVPP / Geneclean®

Ce MO est un mix entre MO-142 (partie broyage/lyse, étapes 1 a 7) et MO-071 (partie purification).
1- Mots clés : Sol, ADN, microorganisme, extraction, purification, PCR.

2- Obijectif/principe

L’objectif est d’extraire I’ADN génomique total a partir de 2 g de sol. Il s’agit d’obtenir des ADN non
dégradés et suffisamment purifiés pour qu’ils ne contiennent pas d'impuretés interférant avec les réactions
enzymatiques (amplifications par PCR).

Le sol échantillonné est stocké congelé et n’est décongelé que dans le tampon d’extraction. La lyse est
mécanique (agitation en présence de billes) et chimique : dénaturation des protéines et des lipides par
I’action d’un détergent (SDS) a haute température suivie d’une précipitation des complexes protéines/lipides-
SDS dénaturés. Les différents constituants du tampon d’extraction ont les roles suivants : la forte

concentration en EDTA permet de chélater la majorité des cations bivalents (Mg2+), cofacteur de
nombreuses DNAses ; la solution est tamponnée par du Tris pH 8,0, la concentration en NaCl limite les
dénaturations partielles possibles de I'ADN a 70°C et libere de nombreuses interactions ADN-protéines ; le
SDS facilite la lyse des membranes et la dénaturation des protéines. Pour séparer I'ADN des protéines
dénaturées, la déprotéinisation consiste a précipiter les protéines en présence d'une forte concentration en sel.
Cette méthode présente deux avantages : les interactions ADN-protéines sont bien détruites et les produits ne
sont pas toxiques (contrairement aux solvants organiques, phénol et chloroforme). Les précipités sont séparés
par centrifugation & haute vitesse. Le surnageant limpide contient les ADN. Une précipitation a 1’isopropanol
et un lavage a I’éthanol suivis de deux étapes de purifications finales (PVPP et Geneclean®) permettent
d’éliminer d’éventuels ¢léments polluants (protéines, sucres, macromolécules phénoliques, acides
humiques...). Le PVPP, polymére de haut poids moléculaire réalise un complexe avec les comp0sés
phénoliques et les alcaloides. L’ADN se lie aux colonnes de silice (Geneclean) en présence de fortes
concentrations en sels puis est élué en faibles concentrations en sels.

3- Consignes de sécurité

- Porter obligatoirement une blouse fermée et des gants,

- Utiliser obligatoirement un masque a poussiéres (Ref D. Dutscher 062007, disponible dans
le labo 132) pour peser les microbilles de verre et ’acétate de potassium,

- Manipuler obligatoirement I’isopropanol sous sorbonne.

4- Durée de ’expérience

12 a 18 échantillons peuvent étre traités simultanément en 1 jour. Les colonnes de purification
peuvent Etre préparées avant I’expérience et conservées a 4°C pendant plusieurs jours (Annexe 2).
L’¢étape 1 du mode opératoire doit étre réalisée la veille.

5- Matériel et produits

Préparation des solutions utilisées : description en annexe 1.
Matériel spécifique : agitateur FastPrep -24. Voir instruction 1-079.
Consommable particulier : Tubes Falcon de 15mL adaptés a 1’appareil FastPrep -24.

Rédigé par : V. Edel-Hermann | Vérifié par : N. Gautheron Approuvé par : V. Edel-Hermann
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6- Mode opératoire

Remargques préliminaires :

- La veille de P’extraction : les tubes de billes (étape 1) sont préparés avant le jour de
I’extraction pour étre incubés a -20°C.

- Régler le bain-marie a 70°C avant les pesées.
- Manipuler les échantillons dans la glace. Porter des gants.
- Pré-incuber tous les microtubes dans la glace (sauf pour la purification Geneclean)

Etapes 1 a 7 : phase d'extraction : Broyage/Lyse

IMPORTANT : Les sols doivent étre sortis et conservés dans de la glace le temps des pesées pour
¢viter de modifier le milieu biologique qu’ils contiennent.

1- Dans un tube Falcon 15ml :

Peser, sur une feuille de papier aluminium, 4 g de billes de 0,1mm en silice. Porter un masque a
poussiéres.

Peser dans un Bécher en verre 5 g de billes de 1,4 mm de diameétre en céramique.

Ajouter a la pince 8 billes de verre de 4 mm de diamétre en verre.

Mettre les tubes de billes & -20°C la veille de I’extraction.

2- Préparer le tampon de lyse en bonnes proportions :

Concentrations finales  Proportions de tampon:  Rdles des produits : Pour 100 ml
Tris-HCI 100 mM pH8 1 ml Tris1 M pH8 Rdle tamponneur a pH8 10 ml

EDTA 100 mM pH 8 2mlEDTA 0,5 M pH8 Chélateur des cations bivalents 20 ml EDTA
NaCl 100mM 1 mlINaCl 1 M Interactions ADN-protéines 10 ml NaCl
SDS 2% 1 ml SDS 20% Lyse membranaire 10 ml SDS
H-O UP 5 ml H.0 UP 50 ml H20

3- Peser 2g de sol sur une feuille de papier aluminium puis les transvaser dans les tubes Falcon
15ml contenant les billes ; ou peser directement les 2 g de sol dans le tube contenant les billes.
Ajouter 8 ml de tampon par échantillon.

Agiter immédiatement le tube pour éviter la création d’un « bouchon » de sol et décoller le sol et
les billes du fond de la cupule.

4- Agiter les cupules une a une dans l'agitateur FastPrep -24 a 4 m/sec pendant 90 secondes. Soit 3
fois 30 secondes. ATTENDRE 5 minutes entre chaque série de 12 échantillons.

5- Apres avoir vortexer les tubes, incuber les au bain-marie a 70°C pendant 30 min, avec agitation
au vortex au bout de 15 et 30 minutes.

6- Centrifuger a 7000 g pendant 5 min a 15-20°C pour éviter la cristallisation du SDS.
7- Des la fin de la centrifugation récupérer 1 ml de surnageant dans un microtube de 1,5 ml. Le

reste du surnageant est versé dans un tube de 15ml et conservé a -20°C pour des ré-extractions
futures.
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Etapes 8 a 19 : phase de purification

Déprotéinisation

8- Ajouter 1/10°™ du volume d’acétate de potassium 5M. Agiter en retournant 2 fois les tubes.
Incuber les tubes dans la glace pendant 15 min.
Cette étape permet la précipitation des protéines, le froid favorise la formation de cristaux qui
vont piéger les protéines.

9- Centrifuger a 14000g pendant 10 min a 4°C, récupérer le surnageant avec une pipette dans un
tube de 2 ml froid (on récupere 850 pl a 900 ul de surnageant, variable selon les sols).
Cette étape de centrifugation a haute vitesse permet d’obtenir un surnageant clair contenant
[’ADN et débarrassé des particules en suspension.

Précipitation
10- Ajouter 1 volume d’isopropanol a -20°C sous sorbonne, retourner doucement les tubes 2 fois.
L’ADN précipite.

11- Placer a -20°C pendant 15 min minimum (ou une nuit a -20°C).
L’extraction peut étre interrompue et reprise plus tard.

Lavage
12- Centrifuger a 15000 g pendant 20 min a 4°C.

13- Eliminer le surnageant avec précaution sous sorbonne (retourner les tubes, les maintenir
retournés sans va-et-vient, éponger le col des tubes, puis les redresser).

14- Laver le culot d’ADN : ajouter 300 pL d’éthanol 70° a -20°C, retourner doucement les tubes
une fois, centrifuger a 15000 g pendant 5 min a 4°C.

15- Eliminer I’alcool de la méme fagon qu'a 1'étape 13 sans redresser les tubes, les maintenir
inversés pendant 5 min, éliminer les restants d'alcool sur les parois des tubes a l'aide d'un
coton-tige si nécessaire, sécher les culots d'/ADN a I'étuve & 37°C pendant 15 min ou plus si
nécessaire (jusqu'a ce qu'il n'y ait plus d'alcool).

Reprise du culot d’ADN

16- Resuspendre le culot d'ADN dans 200 pL de Tris 10 mM pH 8 : laisser les tubes sur la
paillasse pour dissoudre le culot, puis homogénéiser la solution d'’ADN a l'aide d'une
micropipette en aspirant et refoulant la solution trés délicatement. Noter la couleur des
solutions d'ADN.

Un ADN dit « non purifié » ou « sale » est obtenu : 100ul seront utilisés pour la suite du mode
opératoire (purification) ; les autres 100ul serviront a la quantification sur gel agarose 1% et le
restant sera conservé a 20°C pour une purification ultérieure si nécessaire.

L’ADN non purifié peut étre stocké une nuit a 4°C voire un week-end MAXIMUM.

17- Estimer la concentration des ADN sur gel d'agarose par comparaison a une gamme d'ADN (voir
annexe 4 et MO-047) : déposer 10 ul d’ADN non purifiés, 10 pl d’ADN non purifiés dilués au
1/10°™ (10 pl d’ADN + 90 pl d’eau UP) : ceci permet de s’assurer d’étre dans la gamme
d’ADN de thymus de veau ; mais les 2 dilutions ne sont pas nécessaires si les sols sont deja
connus. Pour chaque série d’ADN déposer dans 1’ordre :

-2 ulde 1 Kb
- une gamme d’ADN de thymus de veau : 25ng =2.5pul D2
50ng =5ul D2
100 ng = 10 ul D2
125ng =125 pl D2
150 ng = 15 ul D2
- la série d’ADN : 10 ul ADN + 2 pl bleu de dépét ; puis finir par 2 pul de 1 Kb
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Gel d’agarose a 1 %, migration 1 h a 100 V.
Pour quantifier les ADN a I’aide de Bioprofil 1D : entourer les pistes d’ADN jusqu’a 1 kb.

Rq. Ce gel de quantification est généralement effectué a la fin de [’extraction pour quantifier en
méme temps les ADN purifiés.

Purification

18- 1°" purification des ADN : sur colonne de PVVPP (polyvinylpolypyrrolidone) :

Utilisation de colonnes de PVPP préparées selon annexe 2. Manipuler dans la glace.
Enlever I'embout inférieur de la colonne et centrifuger a 2000 g pendant 4 min a 10°C.
Placer un microtube (a vis) propre sous la colonne.

Déposer I’ADN doucement au centre de la colonne, fermer la colonne avec le capuchon.
Laisser I’ADN pénétrer pendant 5 min dans la colonne.

Centrifuger a 2000 g pendant 4 min a 10°C.

Récupérer la solution d’ADN dans le tube en sortie de colonne.

19- 2™ purification des ADN sur colonne de PVVPP

Répéter la purification décrite a I’étape 17 sur une nouvelle colonne de PVPP.
(Cette 2°™ purification peut éventuellement étre supprimée si les solutions d’ADN sont
parfaitement limpides en sortie de premiére colonne de PVPP).

20- Purification des ADN sur colonne Geneclean® Manipuler a température ambiante

Mesurer le volume de solution d’ADN récupéré aprés la purification sur colonnes de PVPP.
Ajouter 5 volumes de solution GTGNSS (Geneclean Turbo GNomic Salt Solution).

Déposer le mélange dans une colonne de purification (dans un tube vide fourni dans le Kit).
Centrifuger pendant 20 s a 10000 g 20°C. Vider le tube.

Ajouter 500 pL de GTW (Geneclean Turbo Wash) dans la colonne.

Centrifuger pendant 20 ss a 10000 g 20°C. Vider le tube.

Recommencer une fois le lavage avec 500 uL de GTW, centrifuger pendant 20 s a 10000 g.
Vider le tube et centrifuger a vide pendant 4 min a 10000 g pour éliminer 1’alcool.

Enlever le capuchon d’un nouveau tube de 1,5 mL (fourni dans le kit), placer la colonne
dans ce tube. Ajouter 30 uL de GTE (Geneclean Turbo Elution Solution) dans la colonne.
Laisser reposer 5 min a température ambiante. Centrifuger pendant 1 min a 10000 g et
récupérer la solution d’ADN en sortie de colonne.

Faire une 2°™ élution avec 30 pL de GTE.

21- Estimer la concentration des solutions d'/ADN purifié de la méme fagon qu’a I’étape 17 en
déposant 10 ul d’ADN purifié.

22- Aliquoter les solutions pour éviter de décongeler/recongeler les aliquots trop souvent par la
suite : 3 tubes de 10 pl et 1 tube contenant le restant. Stocker les solutions d'ADN a -20°C.
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Annexe 1. Références et conditions de stockage des produits, préparation des solutions stock

- Billes de verre de 4 mm : stériliser par autoclavage (a sec)

- Billes de 1.4mm : stériliser par autoclavage (a sec)

- Billes de 106 um (lavées a I'HCI) : Glass beads acid washed 106 um (Sigma Ref. G4649) a
stériliser par autoclavage a sec

- Isopropanol : & conserver & -20°C

- Ethanol absolu 70°C : a conserver a -20°C )
- Geneclean Turbo kit (Q-BlOgene, Ref. 1102-400), conserver a température ambiante.

- Préparation des solutions stock :
+ SDS 20% + NaCl1M + Acétate de potassium 5 M
+ TrissHCI1MpH8 = EDTA05MpH8 < Tampon TE pH 8

- Utilisation d'H20 ultrapure (UP) pour la préparation des solutions
- Conservation des solutions stock a température ambiante pendant plusieurs mois
- Les références des produits sont données a titre indicatif

+ SDS 20 % : 100 mL
SDS (Lauryl Sulfate) : Sigma Ref. L-4390
® 20 g SDS + H;0O : gsp 90 mL
@ Dissoudre au four a micro-ondes
® + Hx0: gsp 100 mL
Stérilisation pas nécessaire, ne pas autoclaver, conserver a température ambiante.

+ NaCl 1M :100mL
NaCl : Prolabo Ref. 27.810.364 [58,44 g/mol]
® 5,84 g NaCl + H,0 : gsp 100 mL
@ Autoclavage pendant 20 min a 120°C, conserver a température ambiante.

+ TrisHClI1 M pH 8:100 mL
Tris : Prolabo Ref. 33.621.260 [121,44 g/mol]
® 12,14 g Tris + H,0 : gsp 90 mL
@ pH 8 ajusté avec HCI concentré (Prolabo, 33 % = 10 N)
® + H.0 : gsp 100 mL
@ pH 8 réajusté
® Autoclavage pendant 20 min a 120°C, conserver a température ambiante.

+ EDTA0,5MpH8:200 mL
EDTA : Sigma Ref. E5134 [372,2 g/mol]
® 37,22 g EDTA + H,0 : gsp 180 mL
@ pH 8 ajusté avec pastilles NaOH (Normapur Prolabo Ref. 28.244.295)
Remarque : NaOH nécessaire pour dissolution
® + H,0 : gsp 200 mL
@ pH 8 réajusté
® Autoclavage pendant 20 min a 120°C, conserver a température ambiante.

+ Acétate potassium 5M : 100 mL. Porter un masque a poussieres.
Acétate de potassium : Sigma Ref. P-1190 (98,14 g/mol)
Préparation selon "Molecular Cloning - A Laboratory Manual™. 2001. Sambrook & Russell, p. A1.28
@ Préparer 60 mL d'acétate de potassium 5 M : 29,44 g d'acétate de potassium + H20 gsp
60 ml
@ Ajouter 11,5 mL d'acide acétique glacial
® Ajouter 28,5 mL d' H.O
@ Autoclaver pendant 20 min a 120°C
& La solution ainsi obtenue est 3M en potassium et 5M en acétate.
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+ Tampon TE pH 8 : 100 mL [Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8]
1 mL [Tris HCI 1M] pH8 + 0,2 mL [EDTA 0,5 M] + H;O : gsp 100 mL.

Annexe 2. Préparation des colonnes de PVPP (prévoir 2 colonnes par échantillon de sol)

Consommable : Utilisation de colonnes vides Biorad :
- Micro Bio-Spin columns, Ref. 732-6204 (quantité 100)
- End caps for Micro Bio-spin columns, Ref. 731-1660 (quantité 100)

Produits - PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) Sigma Ref. P6755, conservation a t° ambiante
- H20 ultrapure

Remarques préliminaires Manipuler les colonnes sur la glace. Porter des gants.
Fermer les capuchons des colonnes pendant les centrifugations

Préparation des colonnes de PVVPP

@ Ouvrir le bas de la colonne en cassant I'embout inférieur, placer la colonne dans un microtube
de 2 mL. Ajouter 93 a 95 mg de PVPP (équivalent 1,2 cm de hauteur).

@ 1° lavage : ajouter 400 pL d'H-0, fermer la colonne avec son capuchon et centrifuger pendant
2 min a 2000 g a 10°C. Vider le tube.

® 2°™ |avage : ajouter 400 pL d'H.O, fermer la colonne avec son capuchon et centrifuger
pendant 2 min a 2000 g a 10°C. Vider le tube.

@ Obturer le bas de la colonne avec un embout jaune, ajouter 400 puL d'H20 dans la colonne.

® Conserver les colonnes fermées a 4°C pendant 1 semaine maximum.

Annexe 4. Préparation de la sgamme d’ADN de thymus de veau pour luantification des ADN
sur gel d’agarose

ADN de thymus de veau de Biorad Ref 1702480 : solution commerciale a 1 mg/ml, aliquotée et
conservee a -20°C.

Faire deux dilutions :
- D1 =50 ng/ul (50ul ADN 1 mg/ml + 750 pl TE pH8 + 200 pl bleu dépot)
- D2 =10 ng/pl (10ul ADN 1 mg/ml + 790 ul TE pH8 + 200 pl bleu dépot)

Les dilutions sont conservées a 4°C pendant un mois maximum. Au-dela, elles sont jetées et
repréparées.
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Annexe 5 : Protocole de clonage.
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MODE OPERATOIRE Code : MO-054

Date d'émission : juillet 2005
Clonage d’un fragment d’ADN Version : 1

UMR MGS

Microbiologie et Géochimie des Sols dans Ie vecteur pGEM@-T eaSy et Nombre de pages . 5
1721‘596 :‘S:Y*Epgﬁm transformation de cellules
o compeétentes JM109.
(Kit pPGEM®-T easy vector systems I,
Promega)

Suivi des modifications du mode opératoire : ce MO correspond a MO-00-Clonage-1

1- Mots clés : clonage, transformation, recombinant, vecteur, insert
2- Obijectif / Principe :

Clonage d’un produit PCR dans le vecteur pPGEM-T easy et transformation de cellules compétentes
JM1009.

3- Reférence :
Promega : Kit pPGEM®-T easy vector systems Il, technical manual.

4- Durée de 1’expérience :

L’expérience s’étale sur deux a trois jours.

5- Matériel nécessaire :

Hotte a flux laminaire (PSM), une étuve (37°c), un bain marie (42°c), glace, réactifs et milieux de
culture en annexe.

6- Meéthode :
® Clonage d’un produit de PCR dans le vecteur pGEM-T : ligation

Dans la plupart des cas les inserts correspondent a des produits d’amplification obtenus par PCR.
Il est recommandé de les avoir préalablement vérifiés (Agarose), purifiés et dosés (Agarose ou UV
260 nm) avant la ligation dans le vecteur.
Soit C (ng.pul-1) leur concentration.
Les conditions de ligation se font dans un rapport molaire insert : vecteur de 3 :1.
La quantité d’insert Q (en ng) a introduire est calculée suivant la formule :
Q (ng) = [(gté vecteur X taille insert) / taille vecteur.] x (3/1)
Etant donné que la taille du vecteur est de 3 kb et que I’on en utilise toujours 50 ng par réaction, la
formule se simplifie donc a :
Q (ng) = (50 x taille insert)

Rédigé par : Vérifié par : Approuveé par :
David Bru Alain Hartmann Dominique Chéneby
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Exemple de calcul :

Ainsi, si l'insert que [’on souhaite cloner fait 0,6 kb ; la quantité d’insert a introduire dans le volume
réactionnel de ligation correspondra a :

Q=50x0.6 =30ng

Conditions de ligation :

Produit Volume a introduire
Volume insert v (C“'()ngﬁg‘g)
Vecteur 1 pl (50 ng)
Tampon 2X 5ul
T4 DNA ligase (3U/pul) 1l
H>O stérile Qsp 10 pl

Garder 1ul de réaction « avant ajout de ligase » pour contréler [’efficacité de ligation™®

Durée de la réaction / temps d’incubation :
Une heure a température ambiante (20 — 25°C) ou une nuit a 4°C.

i Verification des ligations par migration électrophorétique :
Gel d’agarose 0.8% dans TAE 1X

= Dépot:
Réaction avant ajout de T 4DNA ligase : 1 pl
H20 : 3 ul
Bleu de bromophénol (BBP) : 1 ul
Produit de ligation : 3 pl
H20: 1 pul
Bleu de bromophénol (BBP) : 1 ul

= Marqueurs:
Ladder 1Kb GibcoBRL : 3ul
Smart Ladder Eurogentec : 1l et Sul

= Migration : 100 V

— *Vérification de I’intégration de I’insert dans le vecteur :
Comparaison des tailles des vecteurs / vecteurs + insert (avant et apres ligation).

m Transformation de cellules bactériennes compétentes JIM109 :
= Matériel a préparer :
Cones de P1000, P200 et P10 froids (mis au congélateur durant 2 heures minimum).
Tubes Eppendorf de 1,5 ml froids.
Rateaux stériles.
Boites de LB/Amp/IPTG/X-Gal (préparation en annexe).
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15.

= Protocole :
Régler le bain-marie & 42°C.
Décongeler les cellules compétentes (JM 109) dans glace et sous hotte (5 minutes).
Aliquoter le produit de ligation dans les tubes froids en fonction du nombre de transformations a
réaliser.
Ajouter les cellules, sur glace, a la ligation froide : en général on réalise 2 essais par clonage :
1ul de ligation + 50ul de cellules
4ul de ligation + 50pl de cellules
Mélanger délicatement la réaction par tapotage du tube.
Incuber 20 min sur la glace.
Réaliser un choc thermique : 50 secondes a 42°C
Déposer immédiatement les tubes dans la glace et les y laisser 2 minutes.
Ajouter 950p1 de milieu SOC (liquide et & température ambiante).
Agiter les cultures bactériennes1h30 a 37°C (étuve).
Etaler a I’aide d’un rateau stérile chaque réaction sur boite de LB/Amp/IPTG/X-Gal :
(Préparation des boites contenant déja I’ ampicilline en annexe):.
1 boite avec 100ul de transformation
1 boite avec 500ul
Laisser pénétrer et secher la solution bactérienne en maintenant le couvercle de la boite de pétri
ouvert quelgques minutes sous la hotte.
Mettre les 400ul restants a 4°C.
Mettre en culture a 37°C durant la nuit.
Le lendemain matin, sortir les boites de 1’étuve et repérer la présence des colonies blanches (clones a
priori recombinants).
Placer les boites a I’envers au frigo aprés les avoir recouvert de parafilm ; pour accentuer la
coloration des colonies.
Repiquer les clones blancs sur boites de LB/Amp/IPTG/X-Gal neuves en faisant des « stries » et
incuber la nuit a 37°C pour vérifier le phénotype transformant (repiquer en parallele une colonie
bleue comme contrdle).

Récupération des clones recombinants

Prélever sur les boites de Pétri les colonies blanches (Transformées).
Remettre en culture les clones sur milieu LB (liquide 10 ml) + Ampicilline (10 pl initial a 100
mg/ml), pour maintenir la pression de sélection.

Vérification de la taille du fragment d’ADN cloné

Par PCR (Amorces SP6-T7), préparer le mix de PCR et introduire les cellules recombinantes a 1’aide
d’un cure dent ou dune oeuse d’1 pl.
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Programmation du thermocycleur :
95°C 4mn
94°C 45 secondes

55°C 45 secondes 35 cycles

72°C 1mn30

72°C 7mn

(NB : insert + Sp6 T7 = 150 bp en plus, visualisables sur gel d’agarose)

Cryoconservation :
600 ul Glycérol (50%)* + 400 ul de la culture, dans des cryotubes. (*selon les « écoles »)
Les étapes suivantes optionnelles peuvent étre décrites dans un autre mode opératoire.

Purification du plasmide
La purification des plasmides est effectuée avec des Kits :
Ex : QIAprep® Spin Miniprep Kit, QIAGEN a partir de 1.8 ml de culture.

Restriction du plasmide (optionnel)

- Eco RI : pour la vérification des inserts, coupure de part et d’autre de 1’insert dans le polylinker (2
sites de restriction).

- Sal | : pour la linéarisation du vecteur + insert (1 site de restriction), applications telles que
I’¢élaboration de gammes standards pour la PCR quantitative™.

*Vérifier qu’il n’y ait pas de site de restriction dans 1’'insert.

Doser le plasmide purifié¢ (UV 260) ou sur gel d’agarose.

Restriction :

250 ng de plasmide x pl

TP (ad hoc) : 1 ul

Enzyme : 0.5 pl

H20 qgsp 10ul

Incuber une nuit a 37°C.

Vérification de la restriction sur gel d’agarose 1%.

ANNEXES :
Produits utilisés pour le clonage

Milieu LB (M1-004)

Bacto-tryptone 1% 10g

Extrait de levure 0.5% 5 g

NaCl 0.5% 5 g

Agar 1.5% 15¢g

Apres autoclavage ajouter pour 1 litre :

Ampicilline en concentration finale de 100ug/ml (Soit 1ml de solution stock a 100 mg.ml-1)

Préparation des boites de Pétri :
Couler 20 ml de milieu LB + Amp par boite (sous hotte bactériologique)
Extemporanément ajouter par boites de Pétri
» IPTG : étaler 100ul de solution stock (attendre qu’il pénétre dans la gélose)
»  X-Gal : étaler ensuite 20ul de la solution stock.

IPTG : solution stock a 100 mg.ml-1
IPTG1g

H20 mQ 8 ml

Mélanger et ajuster a 10 ml.
Stériliser par filtration.

Aliquoter et stocker a —20 °C*
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X-Gal : solution stock a 50mg.ml-1
x-Gal 250 mg

Dimethylformamide 5 ml (Toxique !)
Aliquoter et stocker a —20°C

Ampicilline : solution stock a 100 mg.ml-1
Ampicilline 2 g

H20 mQ stérile (filtre 0.22um) 4 ml
Ajuster a 20 ml dans un tube stérile de 50 ml
Aliquoter et stocker a —20°C

Milieu SOC:
Bacto-tryptone 2% 20 g
Extrait de levure 0.5% 5 g
NaCl 10 mM 0,58 g
KCI2,5mM 0,199
MgCl210 mM 0,95 g
MgSO210 mM 2,46 g
Glucose 20 mM 3,60 g
H20 gsp 1 litre
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Annexe 6 : Evaluation de |la pathogénicité de souches de

Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis en chambre climatique.
Avant-propos

Pour 3 souches, le pouvoir pathogéne n’a pas pu étre déterminé avec certitude a l'issue
de I'essai de pathogénicité. Un essai a été mené en chambre climatique pour évaluer a nouveau
la virulence de ces souches. Les résultats sont présentés ici et discutés.

l. Matériel et méthode

Le protocole de cet essai est présenté dans le Chapitre Il, partie I1.4.2. Pour ce test, le
cultivar Swan rose flammé, utilisé pour I'essai de pathogénicité en serre, n’a pas pu étre utilisé
puisque nous ne disposions pas de graines. Le cultivar Melody red a été utilisé car des graines
étaient disponibles au laboratoire et pour son bon pourcentage de germination. Les souches
testées sont les suivantes : Focy 11, Fo 48 et Fo 53. La souche de F. oxysporum non pathogene
Fo47 et la souche pathogéne Focy 22 ont été inclues comme témoin négatif et positif
respectivement. Les souches sont apportées a une concentration de 106 UFC/mL. Vingt-quatre
plantes sont préparées par modalité. L'une d’entre elles est arrosée a I'eau. Le nombre de
plantes mortes est noté a la fin de I'essai.

Il. Résultats

Une semaine apres inoculation, beaucoup de feuilles ont commencé a jaunir (une a
plusieurs par plante). Ce jaunissement a été observé pour I'ensemble des modalités inoculées
avec une souche de F. oxysporum, pathogene ou non. Le nombre de feuilles jaunes était plus
grand pour la modalité inoculée avec la souche pathogéne Focy 22. Les semaines suivantes, les
plantes ont continué leur croissance normalement et aucun autre jaunissement ne s’est
développé. Les premiers symptdmes de fusariose ont été observés 6 semaines apres
inoculation. L'essai a pris fin 12 semaines apres inoculation. Aucun symptéme n’a été observé
ni avec les plantes témoins inoculées a I’eau, ni avec la modalité inoculée avec la souche de F.
oxysporum non pathogene Fo47 (Figure 18). Les 24 plantes inoculées avec la souche tres
agressive Focy 22 sont mortes. Sur les 24 plantes inoculées avec la souche Focy 11, 11 plantes
sont mortes. L'ensemble des plantes inoculées avec Fo 48 ou Fo 53 étaient saines a la fin de
I'essai. Le diamétre des tubercules de la souche Focy 11 était inférieur a ceux des conditions
inoculées a I'eau ou avec les souches non pathogénes Fo47 (Figure 19).

1. Discussion
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Annexe 6 : Evaluation de la pathogénicité de souches de
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis en chambre climatique.

Témoin négatif (Fod7)» '@

Figure 18 : Photographies des cyclamens inoculés avec différentes souches de F. oxysporum (pathogene
ou non) ou inoculés a I'eau, a la fin de I'essai.

Témoin eau Focy 11 Témoin négatif (Fo47)

Figure 19 : Comparaison des tubercules de cyclamen de trois modalités a la fin de I'essai en chambre
climatique.

Les tubercules des plantes inoculées avec la souche trés agressive Focy 22 étaient trop dégradés a la fin
de I'essai et ne sont donc pas présentés.
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Annexe 6 : Evaluation de la pathogénicité de souches de
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis en chambre climatique.

Seulement une semaine apres inoculation, un jaunissement foliaire a été observé pour
chaque plante inoculée avec une souche de F. oxysporum, pathogéne ou non. Cependant, il ne
s’agissait pas de symtémes de fusariose, mais probablement d’un stress d a I'inoculation de F.
oxysporum a forte dose. De plus, il est plus complexe d’identifier des symptémes
caractéristiques de fusariose sur des jeunes plants de cyclamen. Olivain et Alabouvette (1999)
ont étudié le processus de colonisation racinaire puis de pénétration d’une souche de F.
oxysporum non pathogéne et d'une souche de F. oxysporum f. sp. lycopersici, pathogene de la
tomate, en culture hydroponique. Les deux souches avaient pénétré I'épiderme racinaire 24h
seulement apres inoculation. Dans la présente étude, les conditions de culture ne sont pas les
mémes, la cinétique n’est probablement pas la méme. Cependant, étant donné le stade
phénologique, il est possible que le jaunissement foliaire observé corresponde au stress induit
par la pénétration et la progression des champignons, pathogénes et non pathogénes, dans les
tissus racinaires des jeunes plantes.

'absence de plantes mortes dans les conditions inoculées avec les souches Fo 48 et Fo
53 a confirmé leur non pathogénicité observée lors de I'essai en serre. En revanche, la souche
Focy 11 n’a induit aucun symptome lors de I'essai en serre tandis que dans ce nouvel essai,
cette souche a induit 42 % de plantes mortes. Elle est donc virulente et d’une agressivité
moyenne en comparaison a la souche tres agressive Focy 22 (100 % de plantes mortes).
Plusieurs facteurs different entre I'essai en serre et celui en chambre climatique, a commencer
par la concentration de I'inoculum de Focy, le cultivar utilisé et le stade phénologique de la
plante. De plus, les conditions de I'essai sont plus contrélées en chambre climatique qu’en
serre. Plusieurs études ont montré que la concentration d’inoculum nécessaire pour induire
des symptomes doit se situer entre 103 et 10* UFC/g de substrat (Garibaldi, 1987; Elmer, 2002).
La concentration utilisée lors de I'essai en serre était de 10° UFC/mL de substrat et donc
suffisante pour induire la maladie. Les différences observées pourraient étre attribuées au
cultivar utilisé. En effet, pour I’essai en serre, le cultivar utilisé était le Swan rose flammé, tandis
gue le cultivar Melody red a été utilisé pour I'essai en chambre climatique. Aucun cultivar de
cyclamen n’est résistant a la maladie. Il existe cependant différents degrés de sensibilité chez
le cyclamen (Huang et Lindhout, 1997; Orlicz-Luthardt, 1998). Le couple souche de Focy et
cultivar de cyclamen serait ainsi déterminant pour caractériser |'agressivité d’une souche de
Focy.

206



Annexe 7 : Article de vulgarisation intitulé «Fusariose du
cyclamen : connaitre, détecter et prévenir» et paru dans le

journal Le lien horticole.
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Fusariose du cyclamen :connaitre, dé

La fusariose du cyclamen est causée par un champignon complexe dont le développement en pro
Astredhor Seine-Manche et une étudiante en thése décryptent la maladie et évoquent les nouvell

A Symptomes caractéristiques de la
fusariose vasculaire du cyclamen.

, institut technique horticole
avance, depuis 2013, dans
la recherche de solutions
pérennes, économiques mais
également écologiques de lutte contre
la fusariose du cyclamen.

UN AGENT PATHOGENE COMPLE-
1 XE. Fusarium oxysporum est un cham-
pignon qui vit en saprophyte dans le sol
et peut persister plusieurs années sous
forme de spores. Cette espéce complexe
comprend de trés nombreuses souches
qui peuvent étre pathogénes de plantes,
non-pathogeénes, voire antagonistes.
Les différentes populations de souches
pathogénes de plantes appelées formes
spéciales (f. sp.) sont chacune patho-
genes d'une espece. Plus d’'une centaine

Des essais de pathogénicité ont été menés sur des >
souches de Fusarium oxysporum sur cyclamen.
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de formes spéciales sont décrites. Cepen-
dant, la seule facon de les distinguer les
unes des autres, ou de les distinguer
des populations non pathogenes, est de
tester leur virulence sur plante. En effet,
elles montrent une grande spécificité
pour leurs plantes hotes et sont respon-
sables de la maladie nommée fusariose.
Ainsi, les souches nommées F. 0xyspo-
rum f. sp. ¢yclaminis (Focy) sont agents de
la fusariose vasculaire du cyclamen et lui
sont strictement inféodées. Décrite pour
la premiere fois a proximité de Berlin en
1930, la maladie a depuis été observée dans
de nombreux pays: Angleterre, Argentine,
Belgique, Brésil, Bulgarie, Etats-Unis, Ita-
lie, Japon, ou Pays-Bas. En France, sa pré-
sence est mentionnée pour la premiére
fois en 1973 (Rouxel et Grouet, 1974). Lin-
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cidence de la maladie en production peut
s'avérer catastrophique puisque les pertes
peuvent atteindre jusqu’a 50 %.

UN CYCLE INFECTIEUX LIE AUX
2 CONDITIONS CLIMATIQUES. Le
champignon Focy est capable de survivre
et de se disséminer grace a des spores,
véhiculées par I'eau, l'air, la microfaune
du sol. Lorsqu’elles sont présentes dans
le substrat, elles germent, pénetrent par
les racines puis colonisent les vaisseaux
conducteurs de séve qui s'obstruent, cau-
sant ainsi le flétrissement caractéristique
de la fusariose. Les sources d’'inoculum
sont diverses et souvent difficiles a iden-
tifier. Les spores pourraient provenir
des supports de culture, des pots, des
tablettes, du systéme d’irrigation, des

PHOTOS : ASTREDHOR

<« Testindiquant la présence (bande blanche)
ou I'absence du morceau d’ADN spécifique de
Focy (absence de bande blanche) chez différents
microorganismes. Les noms notés en bleu cor-
respondent a différentes souches de Focy. Les
témoins négatifs correspondent a un traitement
al’eaustérile. Les autres noms correspondent
ad’autres formes spéciales de F. oxysporum

(f. sp. raphani pathogéne du radis et f. sp.
cubense pathogéne du bananier) et d’autres
espéces appartenant au genre Fusarium.

substrats ou des solutions fertilisantes.
C'est en fin de printemps ou en été que
les symptomes apparaissent. La mala-
die se déclare souvent apres plusieurs
jours consécutifs de fortes amplitudes
thermiques. En période de sécheresse,
les besoins hydriques augmentent, ce
qui accélére la circulation de la séve
et permet au pathogeéne de coloniser la
plante plus rapidement. Généralement,
les jeunes plants agés de 3 a 4 mois ne
présentent pas de symptomes de fusa-
riose. Cependant, des prélévements a ce
stade révelent que 2 a 5 % des cyclamens
peuvent étre contaminés. Des travaux
effectués par la station d'expérimentation
d’Astredhor Seine-Manche confirment
ces résultats (rapports techniques 2009
et 2010). Pour assurer une production
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saine, un moyen de détection précoce
du pathogene est nécessaire.

AUCUNE MATIERE ACTIVE CURA-

TIVE. Pour lutter contre la fusariose
du cyclamen, les mesures prophylac-
tiques sont indispensables: il est en effet
vivement conseillé d’effectuer une désin-
fection des poteries, supports de culture
et systéme d’irrigation en fin de culture.
A cejour, il n'existe aucune matiére active
chimique efficace de facon curative. De
nouveaux produits dits phytostimulants
ou antagonistes appliqués préventive-
ment semblent prometteurs (Van der
Gaaget al., 2007). Si ces produits parvien-
nent a retarder la maladie, ils n’arrivent
pas a éradiquer le pathogéne, ni méme a
le controdler. La combinaison de moyens
chimiques et biologiques serait le moyen
de lutte le plus efficace (Elmer et al., 2002).
Mais les producteurs n’ont pas encore
acces a ces nouveaux produits.

AVANCEES SCIENTIFIQUES. Ini-
4 tié en 2013, le projet Fucy (Fusariose
du cyclamen) a été porté par l'institut
technique Astredhor et développé collec-
tivement par Astredhor Seine-Manche,
I'Inra de Dijon - UMR Agroécologie,
pOle Interactions plantes-micro-orga-
nismes - (21), et la société Agrene. Sa mis-
sion était double: développer un kit de
détection précoce du pathogéene et iden-
tifier un ou plusieurs agents de lutte bio-
logique efficaces contre Focy. Les travaux
menés par Charline Lecomte, étudiante en
these a Astredhor et a I'Inra de Dijon, ont
permis une progression rapide du projet.

Outil de détection moléculaire

Pour définir un outil spécifique de détec-
tion, la premiére étape a consisté a obtenir
des souches de Focy et a s’assurer de leur
pathogénicité. Pour cela, une centaine de
souches de F. oxysporum provenant de neuf
pays différents ont été collectées. Leur
pathogénicité a été évaluée pendant deux
ans consécutifs (2013 et 2014). Ces travaux
ont permis de différencier les souches
spécifiquement virulentes sur cyclamen
(Focy) de celles qui ne le sont pas. Ces
souches de Focy ont ensuite été utilisées
pour rechercher une région dADN pré-
sente uniquement chez ce pathogene. Puis
d’autres micro-organismes ont été utilisés
pour vérifier que cette région dADN n'est
présente que chez Focy. Une fois la spéci-
ficité de la région dADN établie, la détec-
tion dans différents supports de produc-
tion (substrat de culture, eau d’irrigation,
tubercule, jeunes plants) est devenue
envisageable. Pour cela, la technique de
biologie moléculaire appelée PCR (Réac-
tion en chaine par polymérase) a été uti-
lisée pour développer un outil spécifique.
Cette technique, qui consiste a faire des

milliards de copies d'une portion dADN
ciblée (dans notre cas, la région dADN spé-
cifique), ne nécessite qu'une faible quan-
tité ’ADN au départ. Elle rend décelable la
région d’ADN spécifique de Focy dans des
plantules apparemment saines, ou dans
du substrat ou de I'eau d’irrigation appa-
remment non contaminés. Cela permet de
détecter la présence du pathogéne avant
qu’il n’infecte I'ensemble de la production.
La définition du seuil de détection de 'ou-
til en termes de quantité d’ADN et de stade
de développement de la maladie sur plante
a été déterminée et 'outil a été adapté pour
également quantifier Focy.

Au bout de trois ans d’étude, le projet
Fucy a abouti a la mise au point d’'un
outil efficace qui permet une détection
et une quantification spécifique de Focy
sur plante, dans le substrat et l'eau. Il y
a bien siir un seuil de détection en des-
sous duquel la technique ne permet pas
de cibler la région d’ADN, néanmoins ce
seuil est tres faible. Cet outil ne devrait
pas étre disponible directement pour les
producteurs mais plutét pour des labora-
toires de diagnostic que les producteurs
pourront contacter avant I'installation de
leur culture pour une détection précoce
du risque de fusariose vasculaire.

Trois produits biologiques

en test

Un essai a été mené en 2014 afin d’éva-
luer 'efficacité de 7 agents de lutte bio-
logique contre la maladie. Ces agents de
lutte biologique sont déja présents sur le
marché mais sans allégation contre Focy.
Ces produits sont composés de bactéries,
champignons ou de mélanges de micro-
organismes et peuvent agir contre le
pathogene. IIs ont été testés a différents
rapports de concentrations agent patho-
gene/produits de lutte biologique. Les
agents de lutte ont été appliqués au semis
et au rempotage et Focy a été apporté une
semaine aprés rempotage. Les résultats de
2014 ont permis de sélectionner les trois
produits les plus efficaces. Ils sont testés a
nouveau cette année sur les sites de Rouen
- Astredhor Seine-Manche - (76) et de Dijon
(Agrene). Les résultats de ces tests sont
attendus tres prochainement.

Le développement d'un outil de détection
précoce de E. oxysporum f. sp. cyclaminis
et I'identification de produits de lutte
biologique efficaces contre ce patho-
gene devraient permettre d’apporter une
double solution de prévention et de lutte
pour les producteurs de cyclamen. B
Marc-Antoine Cannesan (*)

et Charline Lecomte (**)

(*) Responsable d’expérimentation
a Astredhor Seine-Manche.

(**) Doctorante a Astredhor

et al'Inra de Dijon.
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Annexe 8 : Article de vulgarisation intitulé «Fusariose du
cyclamen : vers un outil de détection précoce» et paru dans le
journal Phytoma.
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Fusariose du cyclamen : vers
un outil de détection précoce

Dés que les symptomes sont visibles, il est trop tard pour agir. SiI'agent responsable
de la fusariose du cyclamen est difficile a identifier rapidement, les outils
moléculaires permettent une telle détection. A condition de bien les étalonner...

CHARLINE LECOMTE*, CLAUDE ALABOUVETTE**, MARC-ANTOINE CANNESAN***, AGNES LANGLOIS***, FABIEN ROBERT*,
CHRISTIAN STEINBERG**** ET VERONIQUE EDEL-HERMANN®**+*

e genre Cyclamen regroupe
une vingtaine d’espéces ori-
ginaires des zones monta-
gneuses du Bassin méditer-
ranéen. Une large gamme de cultivars
de Cyclamen persicum est commer-
cialisée comme plante d’intérieur,
d’extérieur et fleurs coupées, tirant
parti de sa floraison hivernale, de la
diversité de formes et motifs de ses
feuilles et des coloris de ses fleurs.
La fusariose vasculaire induite par
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis
(Focy) est une des maladies les plus
préjudiciables de cette plante.

Pourquoi si nuisible ?

Des racines aux feuilles

Cette maladie, aujourd’hui observée dans
tous les pays producteurs (Figure 1), a été
décrite pour la premiere fois aux environs
de Berlin en 1930.

Lorsque le champignon pathogéne a péné-
tré dans les racines de la plante, il colonise
les tissus de la racine jusqu’a atteindre les
vaisseaux du xyléme. Il continue ensuite sa
progression dans les vaisseaux, les obstrue et
limite la conduction de la séve ascendante.
Survient alors un jaunissement progressif du

| RESUME [

Photos : Astredhor - C. Lecomte. Haut de page : M.-F. Delannoy

A Les cyclamens doivent étre sains pour étre
proposés a la vente, donc sans symptéome de
fusariose due a « Focy ».

feuillage, d’abord unilatéral puis généralisé.
Il en résulte un flétrissement global puis la
mort de la plante.

Incurable dés les symptémes visibles
Bien que le champignon puisse étre pré-
sent dés le stade jeune plant, la maladie se
déclare le plus souvent en fin de cycle de
culture et/ou apres plusieurs jours consé-
cutifs de fortes amplitudes thermiques.
Lorsque les premiers symptémes sont vi-
sibles, la plante est condamnée et doit étre
rapidement extraite des cultures.

La fusariose du cyclamen peut engendrer
jusqu'aplus de 50% de pertes en production.

Fusarium oxysporum,
fascinant champignon

Diversité de I'espéce et spécificité

de chaque souche

S’il est des champignons dont la diversité et
I'omniprésence fascinent, Fusarium oxys-
porum est de ceux-la. Le sol abrite ainsi
des souches de F. oxysporum qui peuvent
étre de simples saprophytes ou des souches
pathogenes de plantes, mais aussi des an-
tagonistes d’agents pathogénes.

LesF. oxysporum pathogenes sont capables
d’induire des nécroses ou des trachéomy-
coses chez de trés nombreuses espéces de
plantes, a I'exception des Poacées. En re-
vanche, chaque souche de F. oxysporum
phytopathogéne montre une spécificité
d’hote tres étroite.

Les souches pathogénes sont donc classées
en formes spéciales (en abrégé «f. sp. »)
selon I'espece végétale qu’elles infectent et
méme, dans certains cas, en races en fonc-
tion du cultivar ou de la variété sensible.

Comment identifier chaque souche ?
Cependant, aujourd’hui, a quelques excep-
tions pres, le seul moyen de distinguer les
différentes souches, pathogénes ounon, est
de les inoculer sur plante.

» CONTEXTE - Fusarium
oxysporum est un champi-
gnon tellurique omniprésent.
Certaines souches de 'espéce
sont phytopathogénes. Chaque
souche montre une trés grande
spécificité d'hote. Les souches
sont organisées en formes spé-
ciales selon la plante-hote. Il
n'est possible de distinguer les
souches pathogenes des non
pathogénes qu’en les inocu-
lant sur plante. Sur cyclamen,
les souches responsables de

fusariose vasculaire sont nom-
meées f. sp. cyclaminis (Focy).
Les moyens de prévenir et/ou
lutter contre la maladie sont
limités.

» TRAVAUX - En utilisant une
technique de biologie molécu-
laire, la RAPD-SCAR (Random
Amplification of Polymorphic
DNA-Sequenced Characterized
Amplified Region), un fragment
d’ADN spécifique de Focy a été
détecté et des amorces spé-

cifiques ont été définies. Des
tests ont été menés pour dé-
finir la spécificité et la sensibi-
lité des amorces sur différents
supports.

Ces amorces seront mises au
point en gPCR pour permettre
une détection et une quantifi-
cation de I'agent pathogéne sur
différents supports.

* RESULTATS - La forme spé-
ciale cyclaminis présente une
grande diversité génétique. Ce-

pendant, un fragment d’ADN
spécifique de Focy a été misen
évidence. Il a permis de définir
trois couples d’amorces, dont
un a montré une sensibilité de
100% pour Focy et un seuil de
détection de 50 pg d’ADN en
PCR. Il permet une détection
du pathogene sur tubercule
contaminé.

» CONCLUSION - Ces travaux
ont abouti a la définition d'un
outil moléculaire de détection

spécifique de Focy. Des travaux
sont en cours pour mieux défi-
nir les seuils de détection sur
divers supports et y quantifier
le pathogéne. L'outil améliorera
la compréhension de la mala-
die et sa maitrise en détectant
précocement le risque.

» MOTS-CLES - Cyclamen,
Fusarium oxysporum f. sp. cy-
claminis, détection précoce,
biologie moléculaire, quanti-
fication, protection intégrée.
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La mise au point d’'un outil moléculaire de
détection et de quantification spécifique de
l'agent pathogene dans la plante, 'eau et
les substrats de culture, sans avoir recours
a l'inoculation sur plante, permettrait de
mieux décrire la biologie de 'agent patho-
géne ainsi que 'épidémiologie de la maladie.
Larecherche etlamise au point d’un tel outil
spécifique font I'objet de cet article.

Recherche d’'un moyen de
détection précoce de Focy

Une démarche en plusieurs étapes
Les travaux présentés ici s'inscrivent dans
le projet Fucy (fusariose du cyclamen : dé-
tection préventive et controle biologique)
porté par Astredhor, I'Institut technique
del’horticulture, et mené en collaboration
entre I'Inra de Dijon et la société Agrene,
sur financements ANRT (Association natio-
nale de la recherche et de la technologie)
et CasDar (Compte d’affectation spécial
développement agricole et rural).

Le développement d’un outil de détection
spécifique de Focy a d’abord nécessité la
constitution d’une collection de souches
de Focy représentative de la diversité de
cette forme spéciale. Le pouvoir pathogene
des souches ou isolats collectés a été vérifié
par test d’inoculation sur plantes, et leurs
identités vérifiées au niveau moléculaire.
La diversité génétique de Focy a été carac-
térisée pour permettre l'identification de
zones d’ADN spécifiquement présentes chez
cette forme spéciale.

La recherche d’un outil de détection et de
quantification a été effectuée en suivant
I'approche dite RAPD-SCAR (Random Am-
plification of Polymorphic DNA-Sequenced
Characterized Amplified Region).

Constitution de collections de souches
Comme le champignon pathogéne est pré-
sent dans plusieurs pays, les travaux ont
commencé par la constitution d’une collec-
tion de souches identifiées comme Focy ou

Fig. 1 : Pays ou la fusariose vasculaire du cyclamen a été décrite
La fusariose du cyclamen a été décrite dans tous les pays de production depuis son

apparition en Europe en 1930).

Photo : Astredhor - C. Lecomte

isolées de cyclamens (sains ou présentant
des symptdmes). Au total, 74 souches ont
été collectées, provenant de 9 pays diffé-
rents (Allemagne, Angleterre, Argentine,
Australie, Etats-Unis, France, Japon, Italie,
Pays-Bas).

De plus, 98 souches microbiennes autres
que Focy ont été collectées. Cette seconde
collection comprend 42 souches de F. oxys-
porum, 18 Fusarium sp., 33 autres genres
fongiques, et 5 souches fongiques et bacté-
riennes pathogenes du cyclamen.

Caractérisation phénotypique

de la collection

Pour caractériser la virulence des souches de
la collection, un test de pouvoir pathogene a
été mis en place. Des cyclamens (dix plantes
par modalité) ont été semés puis inoculés
avec les souches a tester a 5 X 10° propa-

gules/ml de substrat (Pindstrup n°4). Des
lantes traitées a 'eau ont servi de témoin.
ATapparition de la maladie, des notations
ont été faites deux fois par semaine suivant
une échelle allant de 0 a 3 selon I’évolution
des symptomes. Ces notations permettent
d’évaluer la composante quantitative du
pouvoir pathogene des souches, cest-a-dire
'agressivité.
Des isolements a partir de plantes sympto-
matiques, asymptomatiques et de plantes
témoins ont également été effectués.

Caractérisation moléculaire

Des outils moléculaires ont été utilisés pour
identifier les souches et caractériser leur
diversité génétique. Les souches ont été pu-
rifiées et leurs ADN ont été extraits.
Lesrégions ’ADN de I'ITS (Internal Trans-
cribed Spacer) et du facteur d’élongation 1o

La microbiologie

des plantes

Laboratoires AGRENE
Technopole AGRONOV
RD 31
F-21110 BRETENIERE
Tél. 33 (0)3.80.65.09.52
contact@agrene.fr

au service de la santé

2

_.-*'\(;RENEE‘-E (VP —

i1 Analyses microbiologiques applicables sur sol, végétaux, amendements et

produits

:1 Analyses moléculaires (marqueurs de souches microbiennes, élicitation des

mécanismes de défense...)

bio-protectant

= R &Ddans les domaines de la Microbiologie du sol, évaluation du potentiel
infectieux et de la résistance des sols aux maladies

1 Evaluation de I'efficacité de produits (protection et nutrition des plantes)

= Montage et Rédaction de dossiers réglementaires : AMM de produits de
protection des plantes (biologiques et de synthése), bio-fertilisant, bio-stimulant,




Photo : Astredhor - C. Lecomte

(EF-10) ont été amplifiées par PCR, séquen-
cées puis comparées aux séquences présentes
sur NCBI (National Center for Biotechnology
Information) pour connaitre I'identité de
chaque souche au niveau de I'espeéce.

Les séquences d’ADN du gene EF-1a et de
I'IGS (InterGenic Spacer) ont été amplifiées
puis séquencées. Elles ont servi a caractéri-
ser la diversité génétique de Focy.

Recherche d’amorces spécifiques

par RAPD-SCAR

Pour identifier un fragment d’ADN spéci-
fique du pathogene, la technique de RAPD-
SCAR a été utilisée. Une souche représen-
tative de chacun des groupes génétiques
identifiés précédemment a été utilisée. Au
total, 60 amorces aspécifiques de RAPD ont
été testées.

Un fragment d’ADN uniquement présent
chez Focy a été identifié. Ce fragment a été
amplifié pour chacune des souches représen-
tant un groupe génétique. Leurs séquences
ont été comparées entre elles et par rapport
aux génomes de F. oxysporum disponibles
dans des bases de données. L'identification
de paires de bases spécifiques de Focy a per-
mis de dessiner trois couples d’amorces.

Spécificité des couples d’amorces
vérifiée

Les spécificités des trois couples d’'amorces
ont été testées sur les collections de micro-
organismes présentées ci-dessus. Le couple
le plus spécifique a été sélectionné pour la
suite des tests.

Vérification de la sensibilité du couple
d’amorces

Afin de connaitre la limite de détection du
couple d’amorces sélectionné, ’ADN de
trois souches de Focy a été dosé précisé-
ment et des dilutions en série ont été faites
de maniére a apporter : 10 ng, 5 ng, 1 ng,
500pg, 100pg, 50 pg, 10 pg, 5 pget 1 pgpar
réaction PCR. De 'ADN de cyclamen sain,
de cyclamen contaminé par une souche
de Focy ou colonisé par une souche non
pathogene de F. oxysporum a été extrait. Le
couple d’amorces a été testé sur ces ADN afin
de déterminer sila détection du pathogeéne
sur matériel végétal est possible.

Résultats déja acquis

Tests de pathogénicité

Le test de pouvoir pathogéne a permis
d'identifier 45 souches de Focy et 14 souches

A Test du pouvoir pathogéne de souches de
Fusarium oxysporum sur cyclamen. Apres avoir
constitué une grande collection de souches de
F. oxysporum, un test en serre a été conduit afin
de révéler ou non leur virulence sur cyclamen.
Ce test a permis d’identifier des souches de

F. oxysporum f. sp. cyclaminis.

de F. oxysporum non pathogénes. Les tests
de ré-isolement ont permis de ré-isoler
E oxysporum. Parmi les souches de Focy, une
grande gamme d’agressivité a été constatée.

Diversité génétique
L'utilisation combinée des séquences
d’EF-1a et d’IGS a permis de révéler des
groupes de Focy génétiquement distincts.
Six groupes de souches pathogenes ont
été identifiés. Cette diversité génétique
s’avere plus importante que ce qui était dé-
crit jusqu’a présent dans la
littérature.

D’autre part, le méme tra-
vail a été réalisé avec les
souchesdeF. oxysporumnon

Photo : Astredhor - C. Lecomte
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Spécificité et sensibilité des couples
d’amorces en PCR

La spécificité des couples d’amorces a été
testée sur les collections de souches citées
ci-dessus. Un des couples s’est montré spé-
cifique de Focy a 100% (photo ci-dessous).
11 a été gardé pour la suite des tests.

Il permet une détection de Focy dans des
tubercules de cyclamen contaminés, tandis
qu'aucun signal n’est obtenu si le tissu est
colonisé par une souche de F. oxysporumnon
pathogéne. Le test de sensibilité a permis
de déterminer que le seuil de détection de
l'outil est de 50 pg ’ADN de Focy.

Vers I'identification précoce
Les travaux présentés ci-dessus ont mis en
évidence la diversité phénotypique et géné-
tique, jusqu’a présent sous-estimée, au sein
de F. oxysporum f.sp cyclaminis.

Cette étude a permis d’identifier un frag-
ment d’ADN spécifique de Focy a partir
duquel un couple d’amorces a été défini.
Cet outil, actuellement testé pour une utili-
sation en PCR quantitative, devrait donner
la possibilité de quantifier 'agent pathogene
apartir d’échantillons de tourbe, d’eau et de
tubercule contaminés artificiellement ou
prélevés dans des exploitations. Les seuils
de détection de Focy seront prochainement
définis.

De facon générale, ces travaux, menés en
étroite collaboration entre I'Inra de Dijon,
Astredhor et la société Agrene, apporteront
une meilleure compréhen-
sion de la biologie de 'agent
pathogeéne et de I'épidémio-
logie de la maladie.

Ainsi, le risque de fusariose

pathogenes. Leur diversité genétique de sur cyclamen pourra étre
génétique est encore plus F. oxysporum identifié précocement,
importante. L. avant apparition de tout

f. sp. cyclaminis, symptome. Une prophylaxie
Recherche d’un outil (Focy) est adaptée pourra étre mise

de détection

En utilisant les résultats
précédents, un marqueur
moléculaire spécifique a
été recherché en utilisant la
technique de RAPD. Une région non codante
d’ADN de 1650 pb a ainsi pu étre identifiée.
L'étude comparée des séquences d’ADN
de cette zone pour différentes souches
de F. oxysporum a permis de détecter des
nucléotides spécifiques a Focy. Ces bases
ont été utilisées pour définir trois couples
d’amorces.

< Amplification par PCR
d’ADN de F. oxysporum
avec les amorces spé-

8 cifiques de Focy. Ces
amorces ont été mises au
point dans un fragment

B d'ADN de Focy et permet-
tent de révéler spécifique-
ment sa présence.

importante.

en place rapidement, afin
d’accéder a une meilleure
maitrise de la fusariose en
production de cyclamen.
L'outil sera d’autant plus
utile s’il est combiné avec une méthode de
lutte préventive telle que la lutte biologique
(voir article suivant). —

POUR EN SAVOIR PLUS
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Annexe 9 : Article de vulgarisation intitulé «Fusariose du
cyclamen : travaux sur la lutte biologique» et paru dans le
journal Phytoma.
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Fusariose du cyclamen :
travaux sur la lutte biologique

Sept micro-organismes potentiellement utilisables contre la fusariose
vasculaire du cyclamen ont été testés. Trois semblent prometteurs, dont un plus
gue les autres, mais cela reste a confirmer.

CHARLINE LECOMTE*, CLAUDE ALABOUVETTE**, NICOLAS JEANNIN**, VERONIQUE EDEL-HERMANN®***, CHRISTELLE CORDIER**,
MARC-ANTOINE CANNESAN**+*, AGNES LANGLOIS****, FABIEN ROBERT* ET CHRISTIAN STEINBERG***

afusariose vasculaire du cycla-
men causée par Fusarium oxys-
porum f. sp. cyclaminis (Focy)
constitue ’'une des maladies
les plus dommageables de cette culture
ornementale (voir article précédent).
La gestion de cette maladie s’avere
difficile etles producteurs se trouvent
démunis face a cet agent pathogene.

Pourguoi les producteurs
sont démunis

Prophylaxie nécessaire

mais pas suffisante

Le développement de la maladie en serres
de production peut engendrer de lourds
dégats et donc de fortes pertes économiques
(photo 2 ci-contre).

Le maintien de bonnes conditions sanitaires
avant la culture est préconisé. Cela implique
d’utiliser des supports de culture propres,
des semences et des jeunes plants sains et
de désinfecter les serres en interculture.

Il est conseillé de bannir les surfaces de
culture poreuses et les systémes d’irrigation
en circuit fermé. Un suivi attentif en cours
de culture est également indispensable,
chaque plante malade devant étre retirée
de la serre rapidement. Il est recommandé
d’éviter les hausses brutales de température

| RESUME [

Photos : Astredhor - Vignettes haut de page : M.-F. Delannoy

1]

car les chocs thermiques favorisent 'expres-
sion des symptomes de la maladie.

Ces pratiques permettant de limiter les
sources d’'inoculum potentielles et la pro-
pagation de 'agent pathogene sont un
prérequis a la mise en place et au bon dé-
roulement de la culture. Cependant, sile
pathogene est accidentellement introduit,
ces mesures de prophylaxie ne sont pas suf-
fisantes pour limiter la gravité de la maladie.

Un manque de produits de lutte

et de cultivars résistants

Les fongicides autorisés sont peu nombreux
et d’'une efficacité insuffisante pour préser-
ver 'état sanitaire de la culture. De plus, bien

< Plants de cyclamen
sains (photo 1) et
atteints de fusariose
vasculaire (photo 2).
Ce champignon enva-
hit les vaisseaux de la
plante, ce qui cause
le flétrissement des
parties aériennes.

qu'’il existe des différences de sensibilité
au niveau inter et intraspécifique, aucun
cultivar de cyclamen résistant a la fusariose
n’est actuellement disponible sur le marché.

Pourquoi tester

des micro-organismes ?

Les atouts du biocontrdle

Lalutte biologique, ou biocontréle, se défi-
nit comme 'ensemble des moyens de lutte
contre les maladies et ravageurs des plantes
utilisant des produits ou agents naturels.
Plus précisément, elle regroupe I'utilisation
des médiateurs chimiques, des substances
naturelles, des macro-organismes et des
micro-organismes.

contréle mais seulement dans une des

» CONTEXTE - Le cyclamen est une
plante ornementale majoritairement
produite en Europe. L'une des maladies
les plus préoccupantes sur cette culture
est la fusariose vasculaire causée par
F. oxysporum f. sp. cyclaminis. Les
moyens de lutter contre le pathogéne
sont tres limités et les producteurs sont
dans I'attente de solutions efficaces.

» TRAVAUX - Sept produits de lutte
biologique déja autorisés en France,
mais pas pour lutter contre la fusariose
du cyclamen, ont été testés seuls ou

en combinaison lors d'un premier test
en serre. Les meilleurs produits ont été
retenus et testés & nouveau sur un plus
grand nombre de plantes et contre deux
souches pathogénes au cours d’un es-
sai en serre dupliqué en Normandie et
en Bourgogne.

» RESULTATS - Le premier test a permis
de sélectionner les trois produits les
plus efficaces. Au cours de cet essali, la
phytotoxicité de trois autres produits a
été mise en évidence. Lors des seconds
tests, la maladie ne s'est pas déclarée

de maniere assez forte pour pouvoir
conclure a partir de I'essai mené en
Normandie. En revanche, en Bourgogne,
jusqu'a 100% de plantes mortes ont été
atteints avec la souche la plus agressive.
Pour ce test, le meilleur résultat de bio-
contrble a été obtenu avec le rapport
1/10 entre la souche la moins agressive
et I'agent de lutte biologique (ALB) 2.

» CONCLUSION, PERSPECTIVES - Les
résultats obtenus lors de cette étude
permettent de dégager des tendances.
L'ALB 2 montre les meilleurs résultats de

conditions testées. La grande variabilité
de ce type de test est assurément liée
aux variations de conditions culturales
et environnementales. Afin d'étre ex-
ploités par la profession floricole, ces
essais nécessitent d'étre renouvelés
au cours de tests intégrant davantage
de produits de lutte biologique et de
conditions.

» MOTS-CLES - Controle biologique,
micro-organismes, Fusarium oxysporum
f. sp. cyclaminis, horticulture.
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Fig. 1: Protocoles utilisés pour les essais menés en serre

Premier test de sélection sur sept micro-organismes (agents de lutte biologique, ALB)
face a la souche 43T3 de Focy. Puis test de confirmation (deux tests jumeaux) sur trois
des ALB soumis a deux souches de Focy (43T3 et 14).

A Premler test de selectlon

Rempotage au
stade 3-4 feuilles

17 inoculation
de I'agent
pathogene

Sélection d'un
a trois produits
de lutte biologique

2¢inoculation
de l'agent
pathogene

1.10¢UFC d’ALB/L de substrat

7 produits testés seuls
3 produits testés en combinaison

1.10°0u 1.10* UFC de Focy/L
de substrat
1 agent pathogene testé 1/10 et 1/100

T Nombre de plantes
mortes/modalité

Rapports Focy/A/LB testés :

B Tests de COI‘IfII‘matIOI‘I des resultats

semis  Rempotage au

1% inoculation

Identification de produits dé-

stade 3-4 feuilles de I'agent pathogéne |utte biologique efficaces

@9 & ®

1.108, 1.107 ou ‘I.106 UFC d'ALB/L
de substrat

3 produits testés seuls

Ces méthodes de lutte présentent de nom-
breux avantages. Elles visent a limiter le
développement du pathogene tout en res-
pectant 'environnement et I'applicateur.
Elles évitent les contournements de résis-
tance rencontrés en lutte variétale.

Cependant, bien que le nombre d’études
sur la lutte biologique foisonne, trés peu de
produits arrivent sur le marché. Il existe des
freins au développement de ces méthodes.

Freins au biocontréle

D’abord, le processus de mise au point du
produit, allant des premiers tests de sélec-
tion jusqu’a la production en masse et a la
formulation, est long et fastidieux.

De plus, lalourdeur des processus réglemen-
taires d’autorisation de mise sur le marché
(AMM) ralentit leur commercialisation.
Ce constat est tout particulierement vrai
en Europe. En effet, le processus européen
d’homologation d’un produit de lutte biolo-
gique est strictement identique a celui exigé
pour une substance active de synthese. Ceci
peut décourager certaines entreprises et
expliquer le faible nombre de produits de
lutte biologique commercialisés en Europe
par rapport a d’autres régions du monde,
dont les Etats-Unis.

Aujourd’hui, aucune solution de lutte bio-
logique n’est disponible en Europe pour
lutter contre la fusariose du cyclamen. C'est
pourquoi cette étude vise a rechercher des
agents de lutte biologique (ALB) efficaces
contre cette maladie.

1.10°0u 1.10° UFC
de Focy/L de substrat
2 agents
pathogenes testés

Nombre de plantes
mortes/modalité

Rapports Focy/ALB testés :
1/10 et 1/100

Recherche sur des produits déja
autorisés en France par ailleurs

Pour cela, le projet Fucy (fusariose du cy-
clamen : détection préventive et controle
biologique), présenté dans

larticle précédent, a débuté

en 2013.

Choix des sept ALB (agents

de lutte biologique) testés

Pour cette étude, nous avons sélectionné
sept produits commercialisés : un a base
de bactérie (n° 2), cinq a base de champi-
gnons (n*1, 3, 5, 6, 7), et un mélange de
micro-organismes (n°4). Pour des raisons
de confidentialité, la composition, le nom
des produits et celui des entreprises ne peu-
vent pas étre dévoilés. Ils ont été choisis car
ils mettent en ceuvre des genres et especes
microbiens connus pour leurs activités an-
tagonistes.

Les différents produits ont été mélangés
au substrat (Pindstrup n° 4), aux concen-
trations choisies, d’abord au semis puis
au rempotage des cyclamens (Figure 1).
Apres semis, les cyclamens ont été placés
en chambre de germination a 19°Cet 90%
d’humidité pendant quinze jours. Aprés
rempotage, les parametres climatiques de
la serre ont été réglés pour permettre une
fluctuation des températures pouvant at-
teindre, voire dépasser 30°C.

Selon le stade végétatif et les besoins hy-
driques, les cyclamens ont été arrosés au
minimum deux fois par semaine et jusqu’a
plusieurs fois par jour.

Les souches d'agents pathogenes
Deux souches de F. oxysporum f. sp. cy-
claminis, codées Focy 43T3 et Focy 14 et
provenant respectivement des Pays-Bas et
d’Ttalie, ont été utilisées pour les tests. Ces
souches dont la virulence a été vérifiée lors
d’essais précédents (voir ar-
ticle précédent) ont montré
de fortes agressivités. Les

Dans le cadre de ce projet Le premier inoculum ont été préparés
visant a proposer le plus test a permis en laboratoire sous forme
rapidement possible des , . de suspensions de spores.

solutions aux producteurs, de sélectionner Une a deux semaines apres
seules des préparations les trO|S rempotage, les souches de
déja autorisées en tant que ) Focy ont été apportées a
matiéres fertilisantes ou prodwts proximité du tubercule. (Fi-
produits de protection des les plUS gure 1). Les concentrations

plantes ont été évaluées.
Ainsi, les produits les plus
prometteurs devraient pou-
voir obtenir rapidement une
AMM contre la fusariose du
cyclamen.

L’expérimentation en serre
Deux étapes réalisées

Pour réaliser une premiére sélection et
identifier un ou plusieurs agents de lutte
biologique efficace contre Focy, sept pro-
duits ont tout d’abord été testés. Les trois
les plus prometteurs ont ensuite été testés
a plus large échelle afin d’infirmer ou de
confirmer les premiers résultats.

Dans les deux cas, différents rapports de
concentration entre 'agent pathogene et
I’ALB ont été effectués afin de mettre en
évidence la dose efficace de produit.

efficaces.

apportées permettaient de
se situer dans les rapports
agent pathogene/ALB sui-
vants : 1/10 et 1/100.
Outre les témoins non ino-
culés, des modalités témoins ont été réali-
sées en apportant d’une partles deux agents
pathogénes et d’autre part les agents de
lutte biologique seuls aux mémes concen-
trations que celles employées dans les
confrontations.

Premier test de sélection :

sept ALB face a la souche Focy 43T3
Un premier test en serre a été mené afin de
sélectionner les meilleurs produits parmi
les sept testés. Les ALB ont été apportés a
10° unités formant colonie (UFC)/litre de
substrat. Une semaine aprés rempotage, la
souche Focy 43T3 aété apportée a 10° ou 10*



PHYTOMA N° 691 FEVRIER 2016

19

DOSSIER ~

o

La notation de la maladie
Dés l'apparition des premiers symptomes,
I’évolution de la maladie a été notée deux

Tableau 1 : Modalités expérimentales éprouvées lors du test de sélection
et des deux tests de confirmation

ALB (agent Concentration Souches de Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis fois par semaine en utilisant une échelle de
de qutien de I'ALB . Fooy 14 - notation allantde 0 a 3.
el (UFC/I de ocy ocy ans rocy Des isolements ont été réalisés a partir de
substrat) 4, 102 1% 108 1x10° 1x10°  1x10° 0 plantes symptomatiques pour vérifier la
1% 100 Test1 | Les trois tests Test 2 Les trois tests présence de F. oxysporum, et sur plantes
X asymptomatiques pour vérifier son absence.
1 (champignon) 1% 107 - Test 20 Test2 Test2 Test2 Test2
1% 108 - - Test2 - Test2 Test 2 Refgltaﬁs i ot 1 love
- - Ti ion : V
1x10¢ Test1 Lestroistests -  Test2 -  Lestroistests est de sele ) on : effet a la levee \
Avant méme d’ajouter la souche pathogéne,
2 (bactérie) 1x 107 = Test2 Test2 Test2 @ Test2 Test 2 un effet négatif des produits 3etb6surle
1 x 108 - _ Test2 - Test 2 Test 2 nombre de plantes levées a été observé. Ce
- nombre atteignait respectivement 61 % et
3 (champignon 1x10° Test 1 Test1 - - - Test1 L
( - pignon) a 46 % contre 71% dans le témoin. La com-
4 (melange) 1x10¢ Test 1 Test 1 - - - Test 1 binaison incluant le produit 3 a le méme
5 (champignon) 1x10° Test 1 Test 1 - - - Test 1 effet : 59% de plantes levées. Ces produits
, ont donc une phytotoxicité sur cyclamen.
6 (champignon 1 x 100 Test 1 Test 1 = = = Test 1 .,
( pignon) En revanche, les modalités 4, 5 et 7 ont un
1x10¢ Test1 | Lestrois tests - Test2 - Les trois tests nombre plusimportant de plantes levées, res-
7 (champignon) 1x107 = Test 2 Test2 Test2 = Test2 Test 2 pectivem:lnt 751%, 8% %et82%. Lil combi-
naison incluant le produit 4 montre laméme
8 - - -
1x10 Test2 Test2 Test2 tendance que le produit utilisé seul : 81%
1+2 1x10¢ Test 1 Test 1 - - - Test 1 de plantes levées (Figure 2A page suivante).
2+3 1x108 Test 1 Test 1 - - - Test 1 o )
244 1x10¢  Test1  Test1 -] - - Test 1 Selection de trois ALB X .
Apres apport de 'agent pathogene, les ré-
Sans ALB 0 Test1 | Lestroistests Test2  Test2 Test2 | Lestrois tests

sultats obtenus permettent seulement de
dégager des tendances (Figure 2B).

Les produits 4 et 5 et 'ensemble des combi-
naisons montrent un taux de plantes mortes

(1) Test 1 = test de détection. Test 2 = double test de confirmation.

UFC/1de substrat. Cet apport a été réitéré
dans les mémes conditions onze semaines
apres le premier apport de Focy.

Autotal, trente-trois modalités expérimen-
tales ont été testées (Tableau 1) et quinze
plantes par condition ont été préparées.

Les trois meilleurs ALB face aux deux
souches de Focy

En 2015, un double test a été réalisé, d'une
parten Bourgogne (Dijon) et d’autre parten
Normandie (Rouen), pour évaluer I'efficaci-
té despréparations 1, 2 et 7, apportées a 108,

107 ou 10° UFC/1 de substrat (Tableau 1).
La démarche expérimentale est identique
a celle du premier essai, a ceci pres que le
nombre de plantes par condition est passé
a quarante afin de permettre un traitement
statistique des résultats.

Deux semaines apres rempotage, les souches
pathogénes Focy 43T3 ou Focy 14 ont été
apportées a 10° ou 10° UFC/1 de substrat.
Ces deux souches ont été choisies afin d’éva-
luer l'efficacité des produits biologiques
avec deux souches de forte agressivité mais
d’origines géographiques différentes.

plus élevé que dans la condition témoin. Ils
ne sont donc pas retenus pour la suite des
tests, de méme que les produits 3 et 6 qui
ont montré une phytotoxicité avant 'apport
du pathogene. Pour la suite des tests, les
produits 1, 2 et 7 ont été conservés.

Agressivité des souches pathogénes
et efficacité des trois ALB

En 2015, seul 'essai réalisé a Dijon a permis
d’enregistrer un nombre de plantes malades
suffisant pour évaluer I'effet des ALB. Dans
cet essai, les premiers symptomes sont ap-

1,

Gh*:grg‘h'd pas pour I’expérimentateur...

Plus de Sécurité au champ (douche de
sécurité),

@ Une précision inégalée de 1% pour mesurer °
I’eau en expérimentation,

AGROLIS:#

e Moins de pénibilité, e Commodité (rincage rapide des seaux consulting
e Des dizaines d’heures de temps gagnées par et pulvérisateurs), Inspired by crop protection
saison pour des missions plus valorisantes, @ Une plus grande efficience en expérimenta-

e Une fiabilité de plus en expérimentation BPE tion BPE et BPL.

et BPL,
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Fig. 2 : Résultats obtenus lors du test de sélection, avant (A) puis apreés (B) I'apport de I'agent pathogéne

En (A), C'est la phytotoxicité de I'ALB qui est évaluée.En (B), c'est son effet contre Focy 4373 apporté a 10* ou 10° UFC/I de substrat.
Modalités 1 a 7 : différents ALB (voir matériel et méthodes) ; modalités 1 + 2, 2 + 3, 3 + 4 : association de deux ALB.

Pourcentage de plantes levées (%)
90

Pourcentage de plantes mortes (%)

1 2 3 4 5 6 7

parus un mois apres I'inoculation des agents
pathogénes.

Lincidence de la maladie a progressé dans
le temps pour atteindre 100 % de plantes
mortes dans les témoins, 4 mois aprés 'ino-
culation a la dose la plus forte. Les deux
souches pathogenes confirment les fortes
agressivités pour lesquelles elles avaient
été sélectionnées (voir article précédent).

Cependant, la souche Focy 14 montre une
agressivité supérieure a celle de la souche
Focy 43T3.

Ainsi pour la dose d’inoculum la plus faible,
la souche la plus agressive entraine des
symptdmes sur toutes les plantes alors qu’il
reste 30% de plantes parfaitement saines
lorsque l'inoculation a été réalisée avec la
souche lamoins agressive. Aucune des trois

Fig. 3 : Résultats obtenus lors de I'essai de Dijon (2015)

Evolution du pourcentage de plantes saines au cours du temps en présence de la
souche Focy 43T3 (10°UFC/L de substrat) et de I'ALB 2 (10° et 107 UFC/L de substrat),
ainsi que dans les témoins sains (non inoculés avec Focy). Aprés apport du pathogene, le
meilleur résultat est obtenu avec la dose d’ALB la plus faible (rapport Focy/ALB de 1/10).

Pourcentage de plantes saines

100 a
|y
90 ~ :\ — |
80 \ T -
N b
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60 \ T T
© \ L
a0 = Témoin T 1
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30 || sansALB B
20| AE RS L
i +
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35 [ —
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25 TH o
1.10
20 f
M 1100
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préparations de biocontrdle n’a entrainé
le développement de symptomes sur les
plantes, méme a la concentration la plus
forte de 1 x 10° UFC/I.

Un ALB se détache...

vis-a-vis d’une souche

La Figure 3 présente I'évolution de la ma-
ladie au cours du temps lorsque les plantes
ont été protégées avec 'ALB 2 confronté
a la souche pathogene la moins agressive
(Focy 43T3). Les résultats sont présentés en
pourcentages de plantes sans symptomes,
Clest-a-dire commercialisables. La meilleure
protection est observée pourladose 1 ’ALB,
soit 10° UFC/1 confronté a 10° UFC/1de Focy
(rapport Focy/ALB de 1/10), avec environ
75% de plantes saines.

La comparaison de toutes les modalités
de biocontroéle est présentée dans les Fi-
gures 4A et 4B qui montrent les surfaces sous
la courbe d'incidence de la maladie lorsque
les agents de biocontrdle ont été confrontés
aux souches agressives Focy 43T3 (Figure
4A) et Focy 14 (Figure 4B) inoculées, soit
a10°soita 10° UFC/1.

Pour la souche Focy 43T3 inoculée aladose
la plus faible, outre I'efficacité du produit 2
déja mentionnée ci-dessus, on observe un
effet bénéfique significatif du produit 1 ala
dose la plus forte. Aucune autre différence
significative n’est enregistrée.

Il n’y a aucun effet des ALB dans les modali-
tésinoculées avec cette souche Focy 43T3 a
la dose la plus forte. De méme, aucun effet
significatif n’est enregistré lorsque les ALB
ont été confrontés ala souche pathogene la
plus agressive (Focy 14), quelle que soit la
dose d’inoculation considérée.
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Fig. 4 : Résultats obtenus lors de I'essai de Dijon en 2015

Surface sous la courbe de progression de la maladie (« SCPM ») pour les souches
Focy 43T3 (A) et Focy 14 (B) en présence des ALB 1 (en rouge), 2 (en vert) et 7 (en
orange) pour les différents rapports agent pathogéne/ALB éprouvés (Dose 1 = 10¢
signifie que I'ALB est apporté a 10¢ UFC/I de substrat) ; si Focy est apporté a 10° UFC,
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Conclusions et perspectives
Pas d’'ALB garanti efficace : difficile de
conclure sur seulement trois essais
Les essais menés par Astredhor, I'Inra de
Dijon et la société Agrene ne permettent
pas d’identifier clairement un agent de lutte
biologique pour lutter contre la fusariose du
cyclamen parmi les produits testés.

Lessai de 2014 et celui mené en 2015 en
Normandie n’ont pas permis 'expression
de la forte agressivité des souches de Focy.
Ce constat est probablement attribuable a
la forte influence des conditions climatiques
et culturales sur 'expression de la maladie.
Enrevanche, la maladie s’est bien installée
lors de I'essai mené en Bourgogne en 2015.
La conduite d’un essai de lutte biologique
estdoncloin d’étre anodine et nécessite des

conditions optimales pour le développement
de l'agent pathogene.

Un produit prometteur,

mais de facon surprenante

Parmi les différents produits testés, seul un
produit a base d’'une bactérie (un Bacillus
sp.) apermis de diminuer significativement
I'incidence de la maladie.

Mais, de maniére surprenante, le meilleur
effet obtenu lors du test de 2015 en Bour-
gogne n’a pas été enregistré avec la dose
d’ALB la plus forte mais dans une condition
comprenant seulement dix fois plus ’ALB
que de Focy.

De plus, ce résultat n’a été obtenu qu'avec
la souche pathogene la moins agressive.
Certes, une tendance similaire a été obser-

Al
ol &

vée avec 'autre souche pathogene, mais
elle n’est pas significative. Lefficacité de ce
produit semble donc dépendre de I'agres-
sivité de la souche pathogene a laquelle il
est confronté.

Spécificité d'action

contre un pathogéne

Cesrésultats mériteraient d’étre confirmés
en confrontant cet agent de lutte biologique
adessouches pathogenes d’agressivité tres
différentes, car les deux souches choisies
pour cet essai faisaient partie des plus agres-
sives identifiées précédemment (voir article
précédent).

De plus, les produits testés n’avaient ja-
mais été éprouvés contre les fusarioses, et
en particulier celle du cyclamen ; ils sont
commercialisés en tant que biofertilisants
ou agents de lutte, mais seulement contre
d’autres agents pathogenes.

Or, aujourd’hui, il est établi qu'il existe une
spécificité d’action des agents de lutte biolo-
gique contre un pathogéne donné. Les ALB
éprouvés ici n’ayant pas été sélectionnés
pour leur activité antagoniste vis-a-vis des
Fusarium oxysporum et encore moins des
Focy, ils ne sont probablement pas les plus
efficaces.

A propos de conditions
expérimentales

Globalement, ces résultats soulignent les
difficultés a surmonter pour évaluer l'effica-
cité potentielle d’agents de lutte biologique.
De nombreux facteurs influencent le dé-
veloppement de la maladie et la premiére
condition pour évaluer l'efficacité d’ALB est
de se placer dans des conditions permettant
d’induire la maladie.

11 convient ensuite de bien maitriser les
conditions d’application des agents de lutte
biologique et de respecter les parameétres
climatiques nécessaires au bon développe-
ment de la culture.

Ainsi, ce travail ouvre la voie a la lutte bio-
logique contre la fusariose du cyclamen, a
condition d’éprouver un plus grand nombre
de produits dans un plus grand nombre de
conditions de culture. (-
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Annexe 10 : Chapitre d’ouvrage sur les souches de

F. oxysporum non pathogenes.
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Chapter 13: Root interactions with non-pathogenic Fusarium

Hey Fusarium oxysporum, what do you do in life when you do not infect a plant?

Christian Steinberg®, Charline Lecomte!, Claude Alabouvette?, Véronique Edel-Hermann?

1 INRA, UMR1347 Agroécologie, 17 rue Sully - BP 86510, F. 21000 Dijon, France
21 47 r Constant Pierrot 21000 Dijon, France
* corresponding author

Abstract

In this review, we tried to present Fusarium oxysporum in an ecological context rather than to
confine it in the too classic double-play of the non-pathogenic fungus that protects the plant against the
corresponding forma specialis. Moreover, F. oxysporum is sometimes one, sometimes the other, and
only the fungus can reveal its hidden face, according to it is or not in front of the target plant. Despite
the quality and richness of the studies conducted to date, molecular approaches highlight some of the
evolutionary mechanisms that explain the polyphyletic nature of this species but still they do not
identify a non-pathogenic F. oxysporum.

This soilborne fungus has primarily an intense saprophytic life and it finds its place in the
functioning of the ecosystem of which it actively occupies all compartments thanks to an impressive
metabolic flexibility and a high enzyme potential. This adaptability is exploited by F. oxysporum first
to get carbon from different organic sources and energy through variable strategies including nitrate
dissimilation under severe anaerobic conditions, but also to colonize extreme environments some of
which being dramatically anthropized. This adaptability is also exploited by man for bioremediation of
polluted sites, detoxification of xenobiotic compounds including pesticides and furthermore for
industrial and biotechnological processes. The presence of the fungus in water distribution networks of
city stresses again the adaptable nature of the fungus but more precisely, this highlights the presence
of clonal populations worldwide and raises the question of the role of man in the transfer of biological
resources.

We conclude in a provocative manner by asking if non-pathogenic Fusarium oxysporum would

not be the all-purpose fungal tool needed to ensure a good soil functioning.
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