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Chapitre I

A la frontiére du saprophytisme et du parasitislaeghampignon phytopathogéne ubiquiste
Botrytis cinerea responsable de la pourriture grise, est un migausme polyphage qui
cause d'énormes dégats en agriculture. La malaalisée par cet agent pathogéne est
économiquement redoutable et importante car ce piggnon attaque plus de 230 espéces de
plantes. Sur cultures maraicheres, viticoles etidobdes, en pré- ou en post-récolte, cette
maladie conduit a des pertes importantes de rermteme

Depuis quelques années, la protection biologmprnait un regain d’intérét, alimenté par le
souci croissant d’une meilleure protection de liemmement, et par le désir de qualité des
produits imposée par les consommateurs. L'utiigatd'agents de lutte biologique est
devenue une réalité en agriculture en particularrpe contrdle des ravageurs invertébres,
avec l'emploi d'insectes prédateurs, de parasg@idie micro-organismes antagonistes,
d'extraits de plantes, etc. La protection biologigontre les maladies des plantes est moins
avancée mais a toutefois abouti a la commerciaisate quelques produits. Aux Etats-Unis,
'agence pour la protection de I'environnement (Emmental Protection Agency) a par
exemple autorisé la commercialisation de 32 baté(l4 fongicides, 2 bactéricides, 16

insecticides), 17 champignons (8 fongicides, 4 iogtbs, 5 insecticides) et 8 virus

(principalement des insecticides, voir http://wwmaejov/pesticides/biopesticidpsDans
I'Union européenne, la commercialisation est ogfmpar la Direction de la Protection de la
santé des consommateurs. Elle esgjlementée par la directive 91/414/CEE, qui a été
modifiée spécifiquement pour les biopesticides [sardirective 2001/36/CE. En 2003,
seulement neuf pesticides microbiens dont deuxébast (fongicides), six champignons
(deux insecticides, quatre fongicides) et un v{iasecticide) ont été intégrés a I'annexe 1 de

la directive 91/414/CEE (voir_http://ec.europa.eaff/plant/protection/index_en.himAu

niveau scientifique, de grandes avancées ont #s fédans la connaissance de la biologie de
ces micro-organismes antagonistes et de leurs nabdes8on pour lutter contre les agents
pathogenes. Mais de nombreuses difficultés sulnsjsém particulier la régularité de leur

efficacité en condition de culture commerciale.

1. Botrytis cinereaagent de la pourriture grise

1.1. Position taxonomique

Botrytis a été reconnu comme un genre par Micheli en 172D @& été répertorié dans son
livre «Nova Plantarum Genera Au début il a été parfois confondu av@clerotinia spp.
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mais des precisions ont été apportées par SmittPéA et la confusion a été dissipée par
Whetzel en 1945. Le genre, redéfini en 1973 parnideart, comprend 22 especes dont la
plupart ont un spectre d'h6tes restreint commeypampleB. tulipaesévissant sur les tulipes,
B. fabaesur les légumineuses d8. squamosasur les oignons (Hennebert, 1973). Au
contraire,B. cinereaest ubiquiste et on dénombre de nombreuses especetantes sur
lesquelles il peut engendrer des dégats sérieunt ataaprés la récolte. Le noBotrytis
cinereaa été donné par Persoon en 1801 a un agent pathdgela vigne. Ce champignon
comme beaucoup d'autres connait une double ctzsfn:

* une forme parfaite (téléomorphd&otryotinia fuckelianade Barry) Wetzel. C'est un
Ascomyceéte, de la classe des Discomyceétes, ded'atds Léotiales, famille des
Sclerotiniaceae.

* une forme imparfaite (anamorph®&getrytis cinereaPers. C'est un Deutéromycéete de
la classe des Hyphomyceétes, de I'ordre des Magslidamille des Moniliaceae.

C'est de Bary (1866) qui a établi une relation §goé entreBotrytis cinereaPers.,
organisme asexué, 8otryotinia fuckelianaappelé au dépaReziza fuckelianaorganisme
sexué. Groves et Drayton (1939) observent pourréanggre fois,in vitro, la formation
d'apothécies paB. cinerea confirmant le lien systématique entre les deuxmfs du
champignon. C'est cependant le nomBde&inerea largement connu par les mycologistes et
phytopathologistes qui fut retenu alors que géréraht le nom scientifique d'un champignon
est donné par sa forme sexueée.

Dans le vignoble et sur les diverses plantes h@egsiinereaa été considéré comme un
complexe d'espéces sympatriques. Selon de réceamab/ses phylogénétiques, deux
principaux groupes génétiques, ‘Groupe I' et ‘Gmup coexistent. Le Groupe | regroupe
des isolats présentant une compatibilité végétantee eux, c'est-a-dire ayant la capacité de
former un hétérocaryon viable par la fusion deshlegp(Fournieret al, 2005), et une
sensibilité réduite au fongicide ambtrytis fenhexamid (Albertiniet al, 2002; Fournieret

al., 2003). Les isolats du Groupe Il ont été divisdsdeux typestransposaet vacuma
(Giraudet al, 1997). La présence de deux éléments transpos&@uabs(Diolezet al, 1995)

et Flipper (Leviset al, 1997), est une caractéristiquetdensposa De plus, des différences
phénotypiques entre les deux typeacuma et transposaont été démontrées: les isolats
‘transposa (i) ont des petites macroconidies en comparaes isolatsracuma(Giraud et

al., 1999), (ii) sont plus souvent résistants a lalaroline et au diethofencarbe (Giraat
al., 1999), et (iii) présentent des taux de dévelompenmycélien plus lent lorsqu'ils sont

cultivés sur un milieu riche en nutriments (Martiree al, 2003).
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1.2. Gamme d'h6te

Botrytis cinereaest un champignon polyphage capable d’attaques g&i230 especes de
plantes (Jarvis, 1980). Il affecte de nombreusesduymtions végétales d'importance
économique en culture sous serre ou en plein champme par exemple: le raisin, la
pomme, la poire, la cerise, la fraise et le kiwpeoduction fruitiére, 'aubergine, la carotte, la
laitue, le concombre, le poivron, la tomate, largetie en production légumiére ou des
plantes ornementales comme la rose, le gerberaeouayd¢lamen. Ce champignon est
responsable de lourdes pertes économiques surrderaoses cultures (Gullino, 1992). Un

exemple de cette large gamme d’hétes est présangla figure 1.

1.3.Importance économique de la maladie

Botrytis cinereaest I'agent responsable de la pourriture grise. &gent pathogéne peut
entrainer la destruction partielle ou totale delente hoéte, et dans certains cas de la récolte.
Sur le plan économique, ce champignon est par eeeognsidéré comme un probléme
phytosanitaire majeur en viticulture dans le mofidartinezet al, 2005). Il peut s’attaquer a
différents stades de développement de la vigninétdtion par les conidies peut se produire
durant toute la saison de croissance: début d'edt®nce, floraison, véraison, stade végétatif
et grappe (Kretschmeat al, 2007). On estime les pertes mondiales duBs @nereasur
vigne a 2 milliards $ par an (EImer and Michailid2804). De plus, le développement rapide
et insidieux deB. cinereaengendre chaque année la destruction de récoltetes centaines
d’hectares de cultures viticoles (Bolay and Pel@87). Les pertes estimées pour la vigne en
France correspondent a 15-40% des récoltes sedarofaditions climatiques (Cilindret al,
2007). En Champagne, les taux d’infection peuveétdiralre 15 a 25% selon les années
(Cilindre et al, 2007). Par ailleurs, la pourriture grise estadidine de conséquences graves
sur la qualité des vins. Il peut provoquer uneratién de leurs qualités organoleptiques telle
que, par exemple, la couleur, le gout, et la mdubta pour les vins de type champagne
(Bocquetet al, 1995; Bocqueet al, 1996; Cilindreet al, 2007).

En cultures sous abris, les risques d'attaquegpahn@mpignon pathogéne sont permanents sur
par exemple, la tomate, le poivron, la laitue oufrase (Jarvis, 1992). Dans une étude
effectuée sur 15 serres du sud de la France, Biddaille (1996) ont montré que l'incidence
de B. cinereaentre mai et juin 1991 variait de 32 a 100%, et tumortalité des plantes

atteignait 46% dans certaines serres. Dans unétnda plus grande envergure menée dans



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre |

Figure 1. Symptémes causés par I'agent pathod&oteytis cinereasur différents hotes.
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la méme région a la fin avril 1993, Terrentroy (P& montré que les attaquesRlecinerea
ont été trouvées dans 58 des 73 serres de tomaidiees et une mortalité partielle des
plantes par le champignon a été enregistrée dade 8és serres.

Pour combattre la maladie, I'utilisation de fondés entraine des codts financiers importants.
Le marché mondial des produits de contréleBdecinereaest estimé a 15-25 millions de

dollars par an (Elad and Stewart, 2004).

1.4.Cycle de développement de la pourriture grise

Au cours de son cycle biologiqu®, cinereapeut produire du myceélium, des spores asexuées
ou conidies, des spores sexuees ainsi que deetssl¢figure 2)

Le mycélium deB. cinerea comprend des filaments articulés, grisatres owabies,
cylindriques, quelquefois vésiculeux au niveaualelbison médiane, dont le diametre varie
considérablement suivant les conditions de dévelognt des hyphes. Lorsque le mycélium
est au stade de fructification, il produit des tesfde conidiophores grisatres. Parfois, ce
mode de multiplication peut disparaitre et laiggace a une prolifération mycélienne blanche
qui correspond a I'élongation d'hyphes gréles,ihyajui se répandent sous forme de "toile"
(Viennot-Bourgin, 1965). Le mycélium peut se comeerdans les débris de plantes de la
culture précédente (figure 2).

Lorsque les conditions deviennent favorabEBscinereafructifie pour donner des conidies
(figures 2 et 3). Ce champignon produit des cosidiar de tres nombreux substrats. Le
développement des conidies se manifeste par lauptiod de conidiophores dressés en
touffes souvent étendues, constituant un feutnatgese gris (figure 3). Les conidies prennent
une part importante dans la dissémination du chgmopi. Les conidies sont produites dés le
printemps dans le cas de culture en plein champetanche, elles peuvent étre produites en
continue, selon les conditions climatiques, dansake de cultures sous abris. Leur libération
est favorisée par un climat humide, puis elles $artsportées par le vent, la pluie et les
insectes (Holzt al, 2004).

Lorsque les conditions deviennent défavorables @weldppement de mycélium et de
conidies,des sclérotes se forment. Ils sont constitués panytélium agrégeé blanchatre. En
vieillissant, ils durcissent et deviennent noirdtfiegure 4). lls sont composées d'un cortex de
cellules épaisses formant une mince barriere daleglpseudo-parenchymateuses et d'une
large medulla centrale composée d'hyphes filam&nf€oley-Smith, 1980). Au printemps,
les sclérotes peuvent germer et produire du mymétiu des conidies. lls peuvent également

étre a l'origine de la formation des apothéciedgz8mith and Cooke, 1971). Van den Ende
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Figure 3. Conidies deBotrytis cinereaproduites sur boite de pétri aprés 14 jours deurail
sur un milieu PDA a 21°C en présence de lumidne Conidiphores observés en utilisant une
loupe binoculaire ) et un microscope électronique a balaydde Conidies observées en
microscopie optiqueQ) et en microscopie électronique a balayage Observation de la

germination des conidies sur milieu riche PDA au croscope optiqgue H).
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et Pennock (1996) ont observé que la formationctirates sur les débris végétaux de lys se
produit préférentiellement apres la récolte entwlire et décembre. La large gamme de
température (5-25° C) a laquelle sont formés ldééraes suggere que leur formation au
champ est rarement limitée par la température @emet al, 2004).

Lorsque les conditions sont favorables, les saérqteuvent germer pour produire des
apothécies (figure 5). Les apothécies sont obtepaese croisement d'isolats sexuellement
compatibles portant des alléles de type sexuetrdifits, MAT1-1 et MAT1-2 (Faretret al,
1988). Les descendants issus d'un croisement 2némaiches sont tous hétérothalliques et
transportent I'un ou l'autre allele du gene de tygeuel (Beever and Weeds, 2004; Delcan
and Melgarejo, 2002; Faretet al, 1988). Les apothécies contiennent des asqueairisé
contenant eux-mémes des ascospores (Beever ands\WaH). Chaque asque contient
guatre paires d’'ascospores. Les noyaux de chaque ghascospores sont génétiguement
identiques car produits par une division mitotigleel'un des quatre produits de la méiose
(Faretra and Antonacci, 1987; Lorenz and Eichh@883). Bien que les apothécies soient
rarement observées au champ (Faretra and Antor8®Y, Faretraet al, 1988), certaines
études montrent que les ascospores peuvent aveirimportance épidémiologique. Par
exemple cheB. cinerea les ascospores libérées des apothécies peuveateinles feuilles
d'oignon au champ et par conséquent, servir decsallinoculum primaire du champignon
(Lorbeeret al, 2004). D'autre part, de récentes études de géréties populations semblent
indiquer que la reproduction sexuée est plus inapbet que généralement supposée (Beever
and Weeds, 2004). Malgré la rareté d’'observatianagmthécies dans la nature, elles peuvent
étre obtenues au laboratoire (Faredtaal, 1988). Leur production est déclenchée par des
conditions stressantes défavorables a la multijphcavégétative comme par exemple une
température élevée, une humidité relative réduiteun appauvrissement nutritionnel du
milieu (Urbasch, 1983; Urbasch, 1984; Urbasch, 298&basch, 1985b).

1.5. Facteurs influencant le développement du champignon

Pour B. cinerea, différents facteurs d’origines extérieures ou déjaeis de la plante
interviennent dans les premiers stades d’infectdams le développement de la maladie et

dans la sporulation du champignon (Elad and Yur883; Yuniset al, 1990).
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Figure 4. Formationin vitro (a gauche) en vivo (a droite) de sclérotes dotrytis cinerea
(Source INRA).

Figure 5. Apothécies d®otryotinia fuckelianda téléomorphe dBotrytis cinereasolées sur
une péche en Nouvelle-Zélande (a gauche et auede@iroupe d’apothécies produit en

laboratoire (a droite). (Source Beever and Weedl34 R
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1.5.1. Exigences nutritives

Du fait du peu de réserves énergétiques endogéassntes dans les conidiesRlecinerea

ce champignon a besoin d’'une source exogéne dieneatis pour se développer (Kosuge and
Hewitt, 1964; Yoder and Whalen, 1975). Les nutriteesont nécessaires a la germination des
spores, au développement du mycélium, et a la fowmales appressoria (lat al, 2004).
D'apres Blakeman (1975), la présence a la foisatbooe et d’azote est nécessaire a la
germination des spores du champignon. La germima®conidies de différents isolatsBle
cinereaest significativement plus faible dans I'eau gaesdune solution nutritive (Clark and
Lorbeer, 1977). Dans l'eau, le filament germinaéése de croitre presque immédiatement
apres I'emergence du tube germinatif de la cor(idlark and Lorbeer, 1977).

La présence de nutriments tels que le glucose dtutdose favorise la germination et
I'elongation du filament germinatif (Clark and Ledy, 1977; Kosuge and Hewitt, 1964)} et
permettent a des conidies agées de retrouver tawop germinatif (Shiraishet al, 1970b).
Ainsi une addition de saccarose, maltose, lactwsmnose, galactose ou xylose stimule la
germination de conidies d& cinereadgées de plus de 40 jours (Shiraishal, 1970b). La
pulvérisation de feuilles d'oignon avec des cosidle B. cinereaen suspension dans l'eau
n‘aboutit pas a des lésions, mais I'ajout d'unecsodiéléments nutritifs (sucres et minéraux)
entraine la formation de lésions (Clark and Lorpd&77). Yoder et Whalel975) ont
montré quda germination des spores et la croissance mycwieles souches @ cinerea
obtenues sur choux nécessitaient une source exdernatriment. La capacité d’'infection des
conidies sur tissus de choux dépend aussi d'unees@xogene de nutriments (Yoder and
Whalen, 1975). Les éléments nutritifs requis paaofdction peuvent étre fournis sous forme
de glucose, d'extrait de feuille de choux, de milRDA (extrait de pomme de terre-dextrose-
agar), ou par une blessure au point d'inoculati@n.concentration des éléments nutritifs
influence la capacité dB. cinereaa provoquer la pourriture des tissus (Yoder anchMfh
1975). Les meécanismes moléculaires d'induction alegdrmination par des sources de
carbones ont été étudiés en détail (Doehlened@h, 2006; Doehlemanat al, 2005).

1.5.2. Etat physiologique de la plante, fertilisation

Les quantités d'engrais et la composition de latmw nutritive utilisée influencent la
sensibilité de la plante héte a la pourriture gri€ependant, les résultats sont parfois
contradictoires dans ce domaine (Dik and Wubber4p0Un taux d'azote élevé, par
exemple, augmente la croissance des plantes ehkité du feuillage mais en méme temps sa

11
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sensibilité aB. cinerea(Pitchayet al, 2007). Chez les fleurs de chrysantheme, Hobbs et
Waters (1964) ont montré une augmentation quadmtiguadratic increase ow?)Xde la
pourriture grise en ajoutant de I'azote & difféesntoncentrations, de 1,5 & 6,0 gfidobbs
and Waters, 1964)En revanche, Verhoeff (1968) a constaté que lailsiétés des tomates
augmente avec la baisse du niveau d'azote damdl.léiaffland et al. (1999) trouve une
corrélation linéaire positive entre le rapport Gils feuilles et la sensibilité des plantes de
tomate aB. cinerea lls attribuent cela a des niveaux variables deresu solubles et

disponibles dans la plante.

1.5.3. Facteurs climatiques

Les conditions environnementales, en particuliburhidité relative et la température,
jouent un réle clef pour l'infection de la plantarB. cinereaet le développement de la
maladie. En 1970, Shiraislt al. (1970a) ont détaillé I'effet de la température &ur
germination des conidies, la formation d’appresseat I'élongation de tube germinatif
dans de I'eau distillée sur une lame de verre. B'agette étude, la température optimale
pour la germination des conidies était compriseee@0 et 30°C. A des températures
inferieures a 5°C et supérieures a 35°C, les spie®s cinereane germent pas apres 48
heures d’incubation (Shiraiskt al, 1970a). A 10°C la germination est trés retardés a
seulement 60% de conidies germées 48 heures dpoEsilation (Shiraishiet al, 1970a).
D’autres études ont également évalué les besoitesngperature pour que les sporeBde
cinereagerment. Sirry (1957) ont constaté qu'a 21°Cctesdies deB. cinereagerment a
100%. Jarvis (1977) a rapporté que les conidieB.deinereagerment a 100% a 20°C,
15°C et 5°C avec 100% d'humidité. Snow (1949)nestjue les conidies @ cinereaont
besoin de niveaux élevés d'humidité relative pa@umgérmination. A 95% d'humidité
relative, seulement 80% des conidiesBlecinereagerment a 15°C et 5°C, en revanche
100% des spores germent a 20°C (Jarvis, 1977). % Bhumidité relative, 85% des
conidies germent a 20°C, et la germination s'ar@tend les conditions d’humidité
relative et de température sont plus faibles (3ari®77). D’autre part, la température
optimale pour I'élongation du tube germinatif est lbrdre de 25°C (Shiraishet al,
1970a). A 15°C, I'élongation des filaments germiaait la formation d’appressorium n'est
pas visibles, aprés 48 heures d'incubation. A 20%mngation des tubes germinatifs est
importante et accompagnée de la formation d’appresa. A 25°C, parfois deux tubes
germinatifs peuvent émerger d'une méme conidie0%C3I'élongation du tube germinatif

est nettement acceélérée, mais la formation d’appre@sn n’est pas observée. Les
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appressoria sont produits en général entre 10 %t,3@ température optimale étant de
l'ordre de 15-20°C (Shiraiskdt al, 1970a). Les appressoria sont formés, méme a 10°C,
malgré le retard de germination des conidies (8fir@t al, 1970a). A des températures
supérieures a 30°C et inférieures a 10°C, la faomat’appressorium est completement
arrétée (Shiraistet al, 1970a).

Dans des conditions d’humidité relative de I'orde280 & 100%, l'incidence de la maladie
sur concombre est plus grave qu'en condition sg¢ieis et al, 1990). Sur fleurs et baies
de raisin par exemple, des périodes d’humidité eetsgement de 1,3 et 13,9 heures
permettent le développement des lésions (Nair dlehA1993). Le mycélium aérien et la
sporulation se développent d’'une maniere plus eafid1°C, 94% d'humidité relative et en
présence d'un vent limité (Thomas and Marois, 198&)e surface d'eau libre ou une
humidité relative élevée (95%) semblent méme néaessa la germination des conidies et
a la pénétration des filaments germinatifs, et aecés de l'infection (Williamsoet al,
1995). Davidson et Krysinska-Kaczmarek (2007) a#finis les conditions optimales pour
I'infection et la sporulation sur la lentille a 25°C . La sporulation est limitée a 10°C et
stoppée a une température inférieure a 5°C ou isupéra 30°C (Davidson and Krysinska-
Kaczmarek, 2007). D’apres O’Neét al., (1997), la phase de sporulation est favorisée par
une forte humidité relative et l'interruption desceonditions entraine un retard de
sporulation. Cependant, d’'aprés Hawker (1998),cinereasemble mieux sporuler en
conditions seches plutét que dans une atmosphé&reésaDans I'atmosphere seche, les
conidiophores sont courts et portent de nombresigeses qui sont facilement dispersées
alors que dans une atmosphére saturée, ils sayg ktn portent un nombre plus réduit de
conidies (Hawker, 1950).

Enfin, les apothécies sont généralement produits digs conditions fraiches et humides
(Kochenko, 1972). Dans des conditions contrairesaf@osphére seche), les apothécies

sechent rapidement et cessent de former des asesgparvis, 1977).
1.5.4. Qualité de la lumiere

La germination des conidies &e cinerease produit aussi bien a la lumiere qu’'a I'obséyrit
pourvu qu’il y ait de I'eau et des nutriments erawpité suffisante (Blakeman, 1980). Niewt

al., (1996) ont montré que le taux de germination adeegppde®. cinereasur un milieu PDA
(Potato dextrose Agar) n'est pas différent quasdspores sont placées sous un film sélectif
filtrant les rayons ultraviolets (UV) ou quand slsont placées sous un film qui n'absorbe pas

13
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les UV. De plus, ces auteurs n'ont constaté audifiérence significative concernant la
croissance mycélienne sous les deux films apréseides (Nicoet al, 1996). La sporulation
de B. cinereaest par contre dépendante de la qualité de laéhemiecue et surtout des UV
(Elad, 1997; Nicotet al, 1996; Westet al, 2000). La production de spores sous un film
sélectif filtrant les ultraviolets en boite de Péaprésente 0,05% de la production de spores
sous un film témoin non filtrant et ceci pendanigturs semaines aprés l'inoculation. Ceci
démontre que I'absence d’UV inhibe la sporulatidatGd que de la retarder (Nicet al,
1996). Enfin, il semble que certains isolats soagables de sporuler a I'obscurité et ne
soient pas affectés par la qualité de la lumiend& @d Wubben, 2004). Nicat al.(1996)
estiment que plus de 15 millions de spores sortyires en 7 jours sur un segment de tige de
tomate de 2 cm et que cette sporulation diminuened’'maniére radicale pour attendre
seulement 6 a 18 mille spores sous un film sélélkitédnt les UV.

Dans les cultures sous serre, la filtration deutlaiére en utilisant un film polyéthylene de
couleur verte ou rose permet ainsi d'inhiber largiption deB. cinereade 35 a 75%
respectivement (Elad, 1997). La propagation despsymes liés a cet agent pathogéne
pourrait donc étre efficacement limitée par undige<fficace de la lumiere dans les cultures
sous abris, du fait de la réduction de la produnatie spores (Sutton and Peng, 1993).

La survie des conidies dans l'air est égalemehtantée par la qualité de la lumiere. D'apres
Rotem et Aust (1991), les rayons UV influencentdorent la mortalité des conidies; la
longévité sous UV a été réduite a 3 minutes (RaachAust, 1991) contre 14 mois pour les
conidies seches incubées a température ambiariteaSet al, 1989). Suzuket al., (1977)
ont aussi montré qu'a des températures de 25-B0@inutes d'irradiation en lumiére bleu
a 150 pWicrh était suffisante pour inhiber totalement la prdiuc de spores par le

champignon.

1.6. Diversité phénotypique et génétiqueRlecinerea

Botrytis cinereaest un champignon présentant une forte diverditéngtypique pour sa
morphologie sur milieu de culture, sa capacité adpire des conidies selon la qualité de la
lumiere, ses exigences nutritives, son agresssutélante ou sa sensibilité aux fongicides. Il

présente également une forte diversité genétique.

1.6.1. Morphotypes

La diversité morphologique sur milieu artificiellggé Malt-Agar deB. cinereaa été étudiée

par Martinezet al., (2003). Dans cette étude, les colonies de 11atsaoleB. cinereaont été
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classées visuellement en huit types morphologiqupstre mycéliens caractérisé par une

quasi-absence de sclérotes et quatre sclérotenisedt 1).

1.6.2. Sensibilité a la qualité de la lumiere: capaciggaduire des conidies

Plusieurs études ont mis en évidence que les idteds proches (300 a 400 nm) stimulent la
production de spores alors que les infra rougeg2(®> nm) inhibent la sporulation ch&
cinerea(Epton and Richmond, 1980; Jarvis, 1992). Cependlansemble des isolats naturels
de B. cinereane présentent pas la méme sensibilité aux UVhibition varie d’un isolat a
'autre du champignon, ainsi que selon la qualédadlumiéere qui atteint la culture (Dik and
Wubben, 2004; Elad, 1997). Il existe des isolatpabées de sporuler en absence de
rayonnements ultraviolets (Nicagt al, 1996). Certains isolats sont méme capables de
sporuler a I'obscurité (Dik and Wubben, 2004; Stelxand Long, 1987; Thomas and Marois,
1986). Ces isolats ne semblent pas minoritaires tmpopulations naturelles Be cinerea
Steward et Long (1987) ont en effet montré quesdlats sur 43 testés étaient capables de

sporuler a I'obscurité.

1.6.3. Agressivité sur plante

L’ensemble des isolats naturels Blecinereane présentent pas le méme niveau d’agressivité
sur une méme plante héte. Par exemple, Tiedema@@7)1 rapporte une différence
d’agressivité d'isolats sur le haricot velPthaseolus vulgarisDecognetet al., (2009) ont
egalement remarqué une variation d’agressivité @eduches d&. cinereasur la tomate
(Decognetet al, 2009a). Sur vigne, 9 isolats sur 44 testés neascapable d’attaquer des
feuilles de vigne en conditions controlées de latmre (Mirzaeiet al, 2009)

1.6.4. EXxigences nutritives

Afin de pouvoir germer, croitre et sporuler, lesrgs deB. cinereaont des besoins nutritifs.
De nombreuses expériences ont montré que la geioninde B. cinereadans l'eau était
significativement plus faible que dans une solutotritive (Kosuge and Hewitt, 1964). La
germination des spores d& cinereadans l'eau (absence de nutriments) a cependant été

observée pour certaines souches (Doehlereiah 2006)

1.6.5. Sensibilité aux fongicides

Diverses études ont mis en évidence des niveatératits de résistance aux fongicides dans

les populations naturelles d& cinerea(Moorman and Lease, 1992; Rapastoal, 1995;
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Tableau 1 Classification morphologique dgotrytis cinereasur milieu Malt-Agar (d'aprés
Martinez et al. 2003)

Type Mycélien “M”

Representation
Phenotype M1 M2 M3
Mycélium rasant aérien masses myceéliennegs épais et depse
Sporulatior® 0 1ou?2 1ou?2 1
Sclérotes? 0 0 0 0
n “SH
Representation
Phenotype
Mycélium plutbt rasant| plutét rasant plutbt rasant plutbt rasant
Sporulation™ 1 1 1 0
En bordure Plutot d? N Nombreux,
Sclérotes? des boites dg Jrande taille |- Plutot de grandes petits et
- " formant un ou| tailles, éparpillés h "t
Peétri eparpillés
des cercles

I Sporulation : 0: absence; 1:sporulation peu abaeg2nsporulation trés abondante
2Sclérotes : 0: absence; 1: rares; 2: trés aborslante
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Raposcet al, 2000; Yourmaret al, 2003). Par exemple, Corbaz (1993) a montré qu8&u
souches deB. cinerea isolées de cultures maraicheres en Suisse (tomatéaitue
principalement), 44,7% sont résistantes aux dicanbides, 73,6% aux benzimidazoles et
31,8% présentaient une double résistandeyanoet al., (2004) ont noté que sur 307 isolats
collectés de difféerents hotes dans difféerentesesedu Sud-Est de I'Espagne, 90% étaient
résistants aux benzimidazoles, 77% aux dicarboxsi®3% aux N-phenylcarbamates et
12% aux anilinopyrimidines (Moyanet al, 2004). Des isolats naturels d& cinerea
résistants au fenhexamide ont été détectés avefraqmesnce de 10% (sur 200 isolats testes)
alors que la population de I'agent pathogéne r,av@iriori, jamais été exposée a ce fongicide
(Zzhanget al, 2007). Myresiotiset al., (2007) ont récolté 55 isolats @ cinereaau cours
d'une saison de culture en 2005 sur des légumtgésutlans 18 serres en Créte. Les résultats
de cette étude ont révélé I'existence de souclsestates aux benzimidazoles (61,8%), au
cyprodinil (57,4%), au pyriméthanile (49,1%), augatboximides (18%). Cependant, aucun
isolat n'est résistant aux phenylpyrroles, et unl gsolat est résistant au fenhexamide,
botryticicide utilisé au milieu des années 1990 (d4jotiset al, 2007).1ls ont aussi détecté
pour la premiére fois, le développement de soudiéssstantes aux anilinopyrimidines
(Myresiotiset al, 2007). Sur 712 isolats @ cinereacollectés sur tomates et autres cultures,
27% sont résistants aux benzimidazoles, 37% auxrlibgimides, 3% au pyriméthanile et
une résistance de I'ordre de 0,2% au fludioxondiefenhexamide a été observée (Koraev
al., 2009).

1.6.6. Diversité génétique

Le développement de techniques moléculaires a utonhé la génétique des populations
fongiques en fournissant de nombreux marqueurstigées (Bridgeet al, 1998). Différents
types de marqueurs moléculaires ont été dévelogpezB. cinereatels que les RAPDs, les
RFLPs, les AFLPs et les marqueurs microsatellBeggoo et al, 1998; Fournieet al, 2002;
Giraudet al, 1997; McDonald, 1997). Thompson et Latorre (199%) étudié des isolats de
différentes plantes hétes au Chili: ils ont coréstate forte diversité génétique. Alforestoal.,
(2000) ont étudié 40 isolats en Espagne et onvé&aque I'ensemble de la population est trées
hétérogene, avec peu de différences a l'intériewsotdis-populations issues d'une méme serre
ou d'une méme région. Yourmanhal.,(2000) ont trouvé que les 56 isolats collectésdbas
serres en Caroline du Sud (USA) sont différentdsntgont constaté certains regroupements
par rapport a la sensibilité aux fongicides. Degldtgpes différents ont été identifiés sur 69

isolats en provenance du Chili, dont deux d’'un mémi¢ de kiwi (Mufiozet al, 2002). Les
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données issues de cette étude montrent un regrempatas isolats par leur héte d'origine
(Mufioz et al, 2002). En utilisant 16 marqueurs moléculaires RFGiraudet al.,(1997) ont

pu identifier 134 haplotypes différents dans unaétiion de 259 isolats provenant de raisins
en Champagne (France). Les isolats provenant oh&ilae plante ont toujours des haplotypes
différents et jusqu'a cing haplotypes différents @@ trouvés dans des spores isolées a partir
d'une seule plante (Girauet al, 1997). Karchani-Balmat al., (2008) ont génotypé 153
isolats deB. cinereaprovenant de différentes cultures en Tunisie idd’'ae 9 microsatellites.
Le champignon présente une grande diversité geioptyet cette diversité est modelée par le
lieu d'échantillonnage (serwersusplein champ), la plante hote et l'origine géograpd des
isolats (Karchani-Balmat al, 2008). L'échantillonnage de 184 isolats dansrégions de
France sur vigne et ronces, a permis de mettreviderece 180 génotypes différents a l'aide
de marqueurs microsatellites (Fournier and Gira2@)8). Enfin, une grande diversité
géneétique a été observée dans des populationsiresid’isolats d8. cinereacollectés dans

des serres expérimentales de tomate (Decagradt 2009a).

2. Stratégies de protection des plantes contf. cinerea

A I'heure actuelle, il n’existe aucune variété coenniale résistante a la pourriture grise pour
I'ensemble des cultures attaquées par le champi@igrand Wubben, 2004). Cependant, il
existe d'importantes différences dans la senghilita pourriture grise pour certaines plantes.
Chez la fraise par exemple, de grandes différediesidence de la maladie ont été révélées
entre des cultivars différents (Legaetl al, 2000; Xiaoet al, 2001). Chez le concombre,
certains cultivars résistant a l'oidium sont plegsibles aB. cinerea(Dik and Wubben,
2004). Sur Pelargonium, rosier et Gerbera, certg@sotypes sont moins sensibles que
d'autres aB. cinerea(Dik and Wubben, 2004; Uchneat al, 1999). Certaines différences
dans la sensibilité sont attribuées aux difféerentaschitecture de la plante et a la densité de
feuillage (Dik and Wubben, 2004). Toutefois, ceréa résistances décrites sont d'origine
génétique. Sur tomate, la résistand®. &inereaest quantitative et liée a différents génes de
résistance chez I'héte (Dik and Wubben, 2004; Fs&eal, 2008). Une résistance partielle
lie a trois QTL a été identifiee chez une varggévage de la toma&olanum habrochaites
LYC4 (Finkerset al, 2008).

Des essais de transgénese ont commencé a donneisdéiats intéressants. Par exemple,
Powellet al.,(2000) ont réussi a réduire le développemer.denereasur les fruits mars de

tomates transgéniques. La dégradation des tissugtéa diminuée de prés de
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15%,comparativement aux fruits non transgéniquesnsDles feuilles transgéniques, les
Iésions des tissus ont été réduites d’environ 28étvellet al, 2000).

Dans l'avenir, les connaissances acquises dansroaide pourraient apporter des éléments
pour la gestion de ce champignon au champ. Ceptnaldiheure actuelle la lutte contBe
cinerea repose principalement sur ['utilisation de produphytosanitaires. Différentes
stratégies de lutte culturale ont aussi été dépélep et de nombreux travaux sont effectués
pour mettre en place et développer des stratégidatie biologique efficace. Actuellement,
aucune des méthodes disponibles ne permet de igana@tefficacité totale conti®. cinerea

dans les cultures.

2.1. Lutte chimique

La lutte chimique se définie par I'utilisation denfyicides pour détruire, affaiblir ou réprimer
le champignon. A partir des années 1950, il y auee expansion rapide de I'emploi de
produits phytopharmaceutiques, liée a I'essor dehlmie de synthése. Les fongicides anti-
Botrytis utilisés en végétation ont largement évolué defmebut des années 1970, ou les
premieres matiéres actives apparues sur le marahéais pour lutter contre la pourriture
grise furent le folpel, le captafol, I'euparenecfdofluanide) et le thirame. Des progres ont été
réalisés dans les années 1970 avec la commerti@iiskes benzimidazoles, des thiophanates,
et des dicarboximides a partir de 1976 (Leratxal, 1999). Actuellement, les fongicides
restent des outils indispensables pour lutter edhticinereaen pré- et post-récolte et assurer
une production suffisante (Leroux, 2004). Une liste produits phytopharmaceutiques
homologués en France conBecinereaest citée dans le tableau 2 (ACTA, 2008). La piupa
des fongicides affectent directement des fonctiessentielles, comme par exemple la
respiration, la biosynthese des stérols ou la idivisellulaire (Leroux, 2004). L'utilisation de
produits phytopharmaceutiques peut entrainer leldppement de souches résistantes a ces
fongicides (Latorreet al, 2002; Leroux, 2004; Sergeewe al, 2002). Bollen et Scholten
(1971) sont, par exemple, les premiers a isolersonehe d®. cinerearésistante au bénomyl
sur du cyclamen traité pendant 2 semaines aveediate. Dans les cultures sous serre, la
résistance au bénomyl dans les population8.deinerease stabilise a un pourcentage trés
élevé et persiste pendant de nombreuses années laprét des traitements (résistance

permanente), probablement du fait d’'une compétitidentique a celle des souches sensibles
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Tableau 2 Principaux produits phytopharmaceutiques homalsgn France contB cinerea(ACTA 2008 ; http://e-phy.agriculture.gouv.fr/)

Exemples de

Famille de fongicides Mat!ere(s) Effet Cible Exemple .d,e spécialités
active(s) plantes traitées .
commerciales
Sulfamides Dichlofluanide Contact multi-sites Vegrirraise Euparéne
. : : Polyols et osmorégulation: : .
Phénylpyrroles Fludioxonil Contact histidine, protéine kinase Vigne Sekoya, Shirlan
. o Pyrimethanil, Contact . ygpeur Biosyntése des acides amings, ,. Scala, Sari TF,
Anilino-pyrimidines L + Activité " Vigne, Tomate
Cyprodinil o ou des protéines Toucan
translaminaire
Biosynthése de stérole,
Hydroxyanilides Fenhexamid Contact inhibition de la 3-ceta- Tomate, Fraise Lazulie, Teldor
réductase (C4-déméthylaon)
: . . Polyols et osmorégulation:| . ,. Rovral, Rov_ral
Dicarboximides Iprodione Contact L2 e . Vigne e, Tomate| Aqua flo, Chipco
histidine, protéine kinase
Green
Inhibition la succinate
Carboxamides Boscalide CorJtact_et ublqum_one reductase, arret deVigne, Haricot Cantus, Pictor pro
Systématique | la respiration et la production
d’énergie
I . Contact et Blocage de la respiration + : Amistar, Ortiva,
Strobilurines Azoxystrobine e arrét de la production Fraise .
Systematique s . Heritage
d’énergie
Chlorothalonil Chloronitriles Contact Réactions enzymatiques chez Vigne Dorimat, Eunglstop
les spores DF, Fungistop FL
Cyproconazole + Triazoles+ Contact Réactions enzymatiques chez Vigne Citadelle,

Chlorothalonil

Chloronitriles

les spores

Marathon, Milfal
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(Faretraet al, 1989; Kataret al, 1989). De méme, les applications fréquentes gurevde
benzimidazoles et de thiophanates (bénomyl, cadzime, thiophanate-méthyl par exemple)
ont provoqué trés vite I'apparition de souchesstésies a ces molécules (Georgopoulos,
1977). Des souches résistantes aux fongicides damdle des dicarboximides, tels que
l'iprodione, le vinchlozoline et la procymidone,ré@pparues pour la premiére fois en 1977
(Pappaset al, 1979). Ces résistances sont encore détectéesrdibja (Myresiotiset al,
2007). Une double résistance aux dicarboximideauat benzimidazoles a été signalée en
1979 pour la premiére fois (Pappetsal, 1979). En 1987, I'association du diéthofencarbe e
du carbendazime (Sumico L) démontre son efficautéles souches résistantes a plusieurs
familles de fongicides (Elaét al, 1992a). Cependant, de nouvelles résistancesapparues
la-aussi, quoique de type non-persistant (Lerouk lMioncomble, 1993). Actuellement, on
observe des résistances a la majorité des fandflefongicides utilisées conti. cinerea
(Couderchet, 2003; Leroux, 2004). Ces phénomene®gistance constituent un probleme
dans la lutte contrd3. cinerea justifiant ainsi l'intérét actuel pour I'étude detthodes
alternatives a la lutte chimique contre ce chamgign

2.2.Méthodes prophylactiques

Selon Bernard et Bugaret (2002) la prophylaxie estigre de protection des végétaux
représente I'ensemble des mesures pouvant étreittées afin de prévenir ou défavoriser
linstallation d’'un organisme nuisible et son dé@pgdement dommageable sur un territoire
déterminé. La prophylaxie repose sur des moyerectdirvisant a éloigner ou a combattre
'organisme indésirable en situation de nuire aud®s mesures indirectes ayant pour objectif
de minimiser ou de rendre impossible I'expressieradnuisibilité de I'organisme considéré.
Ces mesures prophylactiques occupent une placeriamp® dans la lutte contre les maladies
fongiques des plantes. Elles passent par une norellgestion de I'humidité et de la
température. L'utilisation de systemes de protecdbde prévention (pratique de la rotation
des cultures, graines saines, etc.) reste ausspersable. Pour lutter contB cinerea
certaines mesures sont préconisees :

* Retirer de la parcelle ou de la serre les feudi@sescentes et les organes infectés
afin de réduire les sources d’inoculum (Richard @wdvin, 1994). Botrytis cinerea est
capable de coloniser rapidement les tissus necegigKohlet al, 1999) et de produire des
guantités importantes d’inoculum secondaire pasuige. Dik et Wubben (2004), ont étudié
I'effet du retrait des feuilles sénescentes supitiémiologie deB. cinereaattaquant les

plantes de concombre sous serre aux Pays-Basitlisonvé qu’aprés 2 mois de culture, le
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nombre des lésions sur tige par plante et le nod@antes mortes ont été réduits d’environ
50% en comparaison avec le témoin (Dik and Wubpe4).

» Dans les serres, effeuiller afin de permettre urmilation d’air optimale et réduire
ainsi 'nygrométrie (Decognedt al, 2009b). L'effeuillage est réalisé par une coupedhe au
ras de la tige en évitant les jours pluvieux (MourE999). L'effeuillage au ras de la tige sans
laisser de chicot de pétioles diminue significatiemt les risques d’infection des plaies
(Decognett al, 1997; Decognett al, 2009Db).

* Reéduire la densité de plantes afin de limiter2emes de confinement entrainant
l'accroissement de I'numidité relative et de ladeorsation dans les serres (Daugagtrdl,
2003; Jarvis, 1992). Dik et Wubben (2004) ont reqaérque le taux de fleurs de cyclamen
infectées paB. cinereaaugmente avec la densité des plantes.

» Raisonner la fertilisation afin de limiter le démepement dB. cinerea L’'apport de
certains composés dans le sol peut limiter le d@paEment de la maladie sur la plante.
L’efficacité de cette méthode est confirmée parsiglurs études et sur plusieurs cultures
(Daugaardet al, 2003; Elad and Volpin, 1993; Vancon, 1992; Volpimd Elad, 1991). Par
exemple, des plantes de concombre ont été cultidars des tunnels de polyéthyléne en
conditions commerciales, fertilisées avec du N-PA8:7%. Au cours de deux saisons
hivernales pendant lesquelles la teneur en nigstalemeurée faible dans le fertilisant, une
addition de potassium a ce fertilisant a réduihiicativement (27-33%) l'incidence de la
pourriture grise des fruits causée Barcinereaalors que l'addition de calcium I'a réduite de
35 a 50% (Elacet al, 1992b). Au cours de la seconde saison, l'infactie la tige paB.
cinereaa éteé réduite de 50 et 60%, respectivement, gatrdieements avec le potassium et le
calcium (Eladet al, 1992b).

2.3. Protection biologique

Le terme "lutte biologique" recouvre différents cepts selon les disciplines impliquées dans
la protection des cultures (Nordlund, 1996). Lardébn officielle par 'OILB (Organisation
Internationale de la Lutte Biologique) stipule daeprotection biologique est kutilisation
d'organismes vivants pour prévenir ou réduire légats causés par des ravagewslLe
principe de la lutte biologique est basée sur latqtion par 'homme et a son profit d'une
relation naturelle entre deux étres vivants :

- lacible (de la protection) est un organisme indésirabd¢hgyene ou ravageur d'une

plante cultivée, mauvaise herbe, etc.
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- l'agent de protection (ou auxiliaire dans le cas des rewes) est un organisme
différent, le plus souvent un parasite (ou parédi#lp un prédateur ou un agent
pathogene du premier, qui le tue a plus ou moiagsebéchéance, éventuellement en
s'en nourrissant, ou tout au moins qui limite séwetbppement.

D’aprés la définition de Cook et Baker (1984),Uttd biologique consiste a réduire la densité
d'un agent pathogene et/ou I'activité de celu=dig( potentiel infectieux) en mettant en ceuvre
un ou plusieurs organismes autres que ’homme.

Nous adopterons cette définition pour que la ptmiecbiologique accepte les composeés
minéraux et organiques, les extraits des planties,de maniére a élargir la gamme des
produits a I'ensemble des produits autorisés desmproductions biologiques.

D'aprés Brunel et Fournet (2002), aprés avoir iléntin potentiel de protection contre un

agent pathogene en conditions de laboratoire, leldgpement d’'une méthode de protection
biologique nécessite, en pratique, quatre étagigstudier la biologie de I'agent pathogene,
(i) étudier la biologie de I'agent de protectianlbgique s'il s‘agit d'un organisme vivant, (iii)

mettre au point une production de I'agent de ptairdiologique répondant au besoin des
expérimentations tant au laboratoire qu’en cond#ionaturelles, et (iv) valider les

expérimentations en laboratoire par des testsein phamp.

2.3.1. De nombreux agents de lutte biologique décrits

Dans les paragraphes suivants, quelqgues exemplgsnts de lutte biologique ayant montré

une activité antagoniste vis-a-vis Becinereaseront présentes.

2.3.1.1.Composés minéraux et organiques

Les composés minéraux et organiques peuvent éilisésitcomme fongicides d’origine
naturelle pour le contréle des agents pathogenepldates (Tripathi and Dubey, 2004). Par
exemple, le chitosan qui est une forme solubleadehltine et ses dérivés ont des propriétés
de protection des plantes contre certains champgphytopathogénes (Bautista-Barais

al., 2006). Sur des plantes traitées, ce produit débke une cascade de réactions de défense
contre les attaques d'agents pathogénes. Le ahitosartout été utilisé comme agent de lutte
contreB. cinereaen protection post-récolte. Ce produit induit wésistance dans le fruit et

n'inhibe pas directement I'agent pathogene (El-Gthaet al, 1997). Il peut étre utilisé en

23



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre I

solution, sous forme de poudre mouillable sur fegs en stockage ou en tant qu’enrobage de
graines et de fruits (Chet al, 2002).

Nigro et al., (2006) ont testé l'activitén vitro etin vivo de 19 sels pour control&. cinerea
sur des raisins de table apres récolte. Plusi@lsspguvent réduire la croissance mycélienne
de B. cinerea in vitrosur un milieu glucose-agar. Parmi ces sels leraldode calcium
(CaCh), la carbonate de potassium,(0O;), le bicarbonate de sodium (NaHgCet le
carbonate de sodium (M20Os) réduisent significativement l'incidence de la ipibure grisein

vivo (Nigro et al, 2006). La carbonate de potassium, le bicarbahatdium et le carbonate
de sodium ont montré un effet similairevitro (inhibition de la germination des conidies et
la croissance du mycélium @ cinerea etin vivo (réduction de l'incidence de la pourriture
grise sur les baies de raisins), tandis que lergtdode calcium n’est efficace du’vivo
(Nigro et al, 2006). De Capdevillet al., (2005) ont aussi montré que la pulvérisation da 10
20 mM de sulfate de calcium sur rosiers, 24 heavesit la récolte, réduit I'incidence @&

cinereasur les fleurs de rose en stockage.

2.3.1.2.Extraits de plantes

Le contrble des bioagresseurs par des extraitstas@ge longtemps été réalisé de maniere
traditionnelle et donc leur utilisation repose sentvsur des bases empiriques. La meilleure
connaissance des mécanismes d’action mis en ceawviep produits offre des perspectives
nouvelles pour la protection des cultures, en rag®leurs nombreux avantages écologiques.
Plusieurs approches se distinguent actuellemeéutilisation de formulations phytosanitaires
spécifiques (biopesticides d’origine végétale), mixtes (association avec des pesticides
organiques de syntheses). Ces deux démarches puesmossibilités de développement
commercial a ces substances d’origine végétale lpttar contre les maladies des plantes.

En ce qui concernB. cinerea un extrait de feuilles de la Renouée de Sakh#@Raynoutria
sachalinensisnom commercial Milsana) a été décrit comme uaitélir de défense de la
vigne contreB. cinerea(Carlenet al, 2003). Dans les vignobles allemands, un traitérdes
baies de raisin avec le Milsana tous les 7-10 jammgaine un meilleur contrble de la
pourriture grise que le soufre et le cuivre (Schraeit al, 2002). Aux Etats-Unis, quatre
traitements de Milsana, réalisés entre la véramsbra récolte, a réduit l'incidence @
cinereadans les grappes de raisin de 50% (Schiédeal, 2002). Ce produit est d'ailleurs
homologué aux Etats-Unis sur cultures ornementadss,tant que biofongicide (voir
http://www.epa.gov/oppbppdl/biopesticides/ingretign
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Le mélange d'extraits d’algues et ddorure d'aluminium (AIG), contenus dans le produit
Synermix, induit 'accumulation de resvératrol, queé phénolique antimicrobien, dans les
feuilles de vigne (Jeandet al, 2000; Jeandett al, 1996). Ceci induit par conségquent une
résistance systématique chez la plante. La quadgtéresvératrol accumulée est plus
importante chez la variété Rupestris du Lot, ce igdique que la quantité de resvératol
produite par la plante est dépendante de la vaidetgs des vignobles traités pendant 8 ans,
Synermix a renforcé I'efficacité de l'iprodione trerB. cinerea(Jeandett al, 2000; Jeandet

et al, 1996).

La propolis est une résine végétale utilisée pardbeilles comme anti-infectieux pour
assainir la ruche. De consistance visqueuse, stleeeueillie par les abeilles sur certaines
parties des végétaux. Elle est produite sur cextadmiferes et sur les bourgeons de plusieurs
espéeces d'arbre. La propolis contient des protéihes acides aminés, des vitamines, des
minéraux et des flavonoides (Marcucci, 1995; Walked Crane, 1987). Elle a une activité
antibiotique, antibactérienne et antifongique (Tetsal, 1996). La propolis a été utilisée par
Lima et al., (1998) pour inhibeB. cinereaen traitement apres récolte. La concentration de
4% de la propolis dans I'eau distillée inhibe laissance mycélienne de cinereade plus de
50% en boite de Pétri (Ozcan, 1999).

Enfin la mise en évidence de molécules de défeas@ldntes pourrait trouver un intérét dans
le développement de biopesticides d'origine végét@lependant un point limitant dans
l'utilisation de ces molécules est lié a la diffieude leurs productions en grandes quantités.
Le resvératrol est par exemple un composé polypingreo de la classe des stilbénes
(composé aromatique) présent dans certains fraitsne les raisins, les mdres ou les
cacahuetes (Baarlegt al, 2004; Creasy and Creasy, 1998). Il joue un ritdegteur de la
plante contre les attaques de parasites (Hart,)188Iesveératrol ne présente pas une toxicité
immédiate vis-a-vis dd3. cinereaa cause de son caractére hydrophile et l'incapaxit
atteindre sa cible dans les cellules fongiquesgPaad Pont, 1995). Cependant une longue
incubation deB. cinereaavec le resvératrol inhibe la germination des diesi ainsi que la
croissance du mycélium (Adriaet al, 1997). Dans cette étude, Adrien al., (1997) ont
montré que 90 pg/ml de resvératrol réduit la geatiom des conidies dB. cinereade 50%.

De plus, le resvératrol réduit la croissance mgogle deB. cinereaa des concentrations de
60 a 140 ug/ml. L'exposition d& cinereaa de telles concentrations de resvératrol a ewtral
des changements cytologiques chez le champignds, cige la production de tubes

germinatifs secondaires, la formation de tubes gextifis cambrés, la granulation du
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cytoplasme et la rétraction de protoplasme danscédisiles de mycélium (Adriaet al,
1997).

2.3.1.3.Agents microbiens

La protection biologique contr®. cinerea a l'aide de microorganismes antagonistes,
champignons filamenteux, levures et bactéries, éaitensivement étudiée au cours des
derniéres décennies (pour revue, voir Draftyal, 2009; Elmer and Reglinski, 2006;
Janisiewicz, 1998; Maet al, 2003; Paulitz and Belanger, 2001; Van Lenter@002.

Les premiers exemples de lutte biologique cormdrecinereaavec des microorganismes
remontent aux travaux de Newhook (1951) et Woodb119Ces auteurs ont inoculé des
feuilles sénescentes de laitue avec les champigraseriumspp. etPenicillium claviforme
ces deux champignons antagonistes empéchent liaigta deB. cinerea (Newhook, 1951,
Wood, 1951). Wood (1951) estime que les activigraphytes de ces deux antagonistes
(Fusariumspp. etPenicillium claviformé sur les tissus morts de laitue sont responsalles
contrble de I'agent pathogeBe cinereaen conditions naturelles. Un peu plus tard, Newhoo
(1957) a pu controldB. cinereasur tomates sous serres par pulvérisation d’usgesision de
spores de&Cladosporium herbarunet Penicillium sp. Inoculé sur les débris de fleurs attachés
au fruit, C. herbarumcontréle efficacemer. cinereasur la fraise, en protégeant les fleurs
dans les conditions de plein champ (Bhatt and Vangh962). Blakeman et Fraser (1971) et
Blakeman (1972) ont signalé I'effet antagonistebdetéries vis-a-vis dB. cinereasur les
feuilles de chrysanthemes et de betteraves. Eréqaesace, les antibiotiques produits par ces
bactéries ont été étudiés pour leur effet inhibigau la germination des sporesBlecinerea
sur feuilles de betterave (Blakeman and Sztejnb&fy4). Depuis les années 1970,
différentes espéeces deichodermaspp. ont été étudiées pour le controleBdecinereasur
haricot (Nelson and Powelson, 1988), vigne (Latetral, 1997; O'Neillet al, 1996; Searmt

al., 1999), fraise (Tronsmo and Dennis, 1977) et die®rcultures sous abris (Elad al,
1995). Les champignonBlocladium atrum et Gliocladium roseumont été utilisés pour
inhiber la germination des conidies et le dévelopget deB. cinereasur le cyclamen (Kohl
and Fokkema, 1993; Kolelt al, 1998). Des travaux menés par l'unité de pathelegigétale

a I'INRA d’Avignon depuis 1990 ont montré que leaampignonMicrodochium dimerum
souche L13 a une bonne efficacité pour protégemplaes d'effeuillage et les feuilles de
plants de tomates contre les attaqueB.dareneaen cultures sous abris (Bardehal, 2008;
Nicot et al, 2003). L'isolat 1-112 dix bactériePseudomonas chlororaphés l'isolat IC1270

de la bactérieEnterobacter agglomerangrenommeée Serratia plymuthicg tous deux
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producteurs de pyrrolnitrinsont également des antagonistesBdesinerea(Cherninet al,
1996; Gulatiet al, 1999). Dans des tests en boite de Pétri, lasaonte mycélienne dg.
cinerea est réduite de 85% en présence de lisolat 1-142lad bactériePseudomonas
chlororaphis(Gulati et al, 1999). L’application de la bactér&erratia plymuthicdC14 sur
les feuilles de concombre réduit I'incidence Rlecinereade 76 % en conditions de serre
(Kamenskyet al, 2003). Un certain nombre de levures (dBrghia et Rhodotorulg et de
bactéries (donBacillus et Pseudomongnt également été signalées pour leur efficalziteés

le contréle deB. cinereaen traitement post-récolte (Buck and Jeffers, 2@ Meyer and
Hofte, 1997; Elackt al, 1994b; Guetsket al, 2002).

2.3.2. Mode d’action des agents de protection biologique

Les modes d’action impliqués dans la protectiondgioue de la plante contre l'infection par
B. cinereasont nombreux. L'implication de deux ou plusienm&canismes a été démontrée
pour plusieurs agents de protection biologique peuue, voir Elad, 1996; Jacobsen, 2006).
Cependant pour certains agents de protection bepleg leur mode d’action n’'est pas

précisément défini.

2.3.2.1.Antibiose

Dans le cas d'un mode d'action par antibiose, dioiggne antagoniste produit des métabolites
secondaires toxiques pour l'agent pathogene ciGles métabolites produits a faibles
concentrations peuvent inhiber la germination,rt@issance mycélienne et/ou la sporulation
des agents pathogénes (Montesiebsal, 2009). L’antibiose est le mode d'action le plus
étudié chez les agents de protection biologiqueofken, 2006). Haas et Kell (2003) ont
décrit les conditions de production optimale de @@®posésn vitro. La production semble
optimale dans le cas d'une densité élevée de ezlbactériennes et dans des conditions d'une
croissance limitée. Il existe de nombreux exempdes bactéries et de champignons
producteurs de composés toxiques. Des substanspsnsmbles de l|'antibiose ont pu étre
caractérisées chez des souches appartenant aedivespeces d'agents de lutte biologique
(notammentBacillus subtilis, Serratia plymuthica, Pseudomerikuorescens et les genes
impliqués dans la production de certaines de cbstances ont été identifies (Duféf al,
2003; Raaijmaker®t al, 2002). Les especes Rseudomonapar exemple produisent de
nombreuses substances antifongiques: pyoverdindytpprine, phenazine, pyrrolnitrine, 2,4-
diacetylphloroglucinol (Haas and Keel, 2003; Thohwas, 1996). L'antibiotique gramicidine

S secrété par l'agent de protection biologidsieevibacillus brevis(hommeé auparavant
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Figure 6. Structure de la pyrrolnitrine (3-Chloro-4-(3-cide2-nitrophenyl)pyrrole).
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Bacillus brevi$ inhibe par exemple la germination et la croissamycélienne d&. cinerea
(Edwards and Seddon, 2001; Haggag, 2008)

La pyrrolnitrine (3-chloro-4-(2’-nitro-3’-chloropmgl)-pyrrole) (figure 6) est un antibiotique
a large spectre d'action isolé pour la premiers ftans les années soixante a partir de
Pseudomonas pyrrocinigArima et al, 1965; Arimaet al, 1964) Par la suite, ce composé a
été isolé chez plusieurs autres espéces de bacti@stiantMyxococcudluvus, Enterobacter
agglomerans, Serratia spainsi que plusieurs espécesRieudomonast BurkholderidEl-
Banna and Winkelmann, 1998; Hamnegral, 1997; Mezianeet al, 2006). Cet antibiotique
inhibe la croissance des champignons en bloquasysi&me respiratoire (Janisiewietzal,
1991). La production de cet antibiotique pPafluorescengt B. cepaciaest impliquée dans le
contrble de certains agents pathogénes de plantame Rhizoctonia solani, Verticillium
dahliae et Fusarium oxysporunfCartwright et al, 1995; Upadhyay and Srivastava, 2008).
Cet antibiotique est synthétiséa I'action de quatre geneprnA, prnB, prnCet prnD chez
Pseudomonas fluorescerflammer et al, 1997; Kirner et al, 1998) Lorsqu'ils sont
transférés chegscherichia colices génes permettent la synthése de pyrrolnitilaenmeret
al., 1997; Kirneret al, 1998). lls codent pour quatre enzymes responsal@dequatre étapes
biochimiques menant a la synthése du composé ia gartryptophane (Hammeat al, 1999;
Hammeret al, 1997; Kirneret al, 1998). Cette voie métabolique est conservée dhtre
fluorescens, B. cepacia, P. pyrrocireaM. fluvus.A I'exception deprnA chezM. fluvus les
séquences déduites d’acides aminés partagent nmlarge de plus de 59%, ce qui indique
gue la voie de biosynthese de la pyrrolnitrine l@sh conservée au niveau biochimique
(Hammer et al, 1999). Les études moléculaires du gémeD chez P. fluorescens, P.
pyrrocinia, B. cepacia et M. fluvua permis de déceler une variabilité dans la sempide ce
gene entre les difféerentes espéeces (de Souza agnBiers, 2003). La pyrrolnitrine s’avere
efficace pour lutter contr®. cinerea.Par exemple, la pyrrolnitrine a été testée pour le
contréle des infections de roses en post-récolteBpainerea(Hammeret al, 1993). Le
trempage des tiges avec 100 mg/L réduit le dévelmgnt des Iésions d'environ 90% par
rapport a des fleurs témoins non traitées (Hameberd, 1993). L'un des composeés produit
parPseudomonas chlororaphét responsable de I'activité antagoniste cdBirginereaest la
pyrrolnitrine (Gulatiet al, 1999). La production de la pyrrolnitrine est &gaént un des
modes d’action employé par les bactértaserobacter agglomeranfenomméeSerratia
plymuthica)contre cet agent pathogene (Cheratnal, 1996; Kamenskyet al, 2003). Ce
métabolite trés actif a également connu un usagdicalépour le traitement des mycoses

cutanées commeérichophyton rubrunet Epidermophyton floccosu(®@hadomy, 1971). Dans
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le domaine agricole, un dérivé de la molécule, llalibxonil, a été développé comme
fongicide (Leroux, 2004).

2.3.2.2.Hyperparasitisme

Dans le cas de I'hyperparasitisme, I'antagonitteieparasite et reconnait specifiquement sa
cible, pénétre dans ces cellules et entraine daudisn via la colonisation de ses organes.
Coniothyrium minitansest par exemple un champignon hyperparasite Sdkerotinia
sclerotiorum capable de produire des enzymes dégradant lesspeellulaire de I'agent
pathogene, telles que des chitinases oupdes3 glucanases (Whipps and Gerlagh, 1992).
L’'observation en microscopie de l'interaction en@&ocladium roseunet B. cinereasur
tiges de framboisiers a montré que la protectisnltait de la colonisation des conidies et des
hyphes de I'agent pathogéne par I'antagoniste (iYai &utton, 1997). Ce mode d’action a
aussi été decrit che@liocladium catenulatun{Simay, 1988). EnfinPythium periplocum
s’est révélé étre un mycoparasiteRlecinerea(Paul, 1999). L'usage en protection biologique
d’hyperparasites a des contraintes comme la né€ediin contact direct avec l'agent
pathogene et la lenteur possible de la destrudioce dernier (Fravel, 2005).

2.3.2.3.Compétition nutritive

Le champignorB. cinereaest tres sensible a I'absence de nutrimentsparagxemple, besoin
de nutriments d’origine extérieur pour assurerdargnation de ses spores (Elad, 1996) (voir
ci-dessus paragraphe 1.5.1). Certains microorga&sis(bactéries, levures, champignons
filamenteux) peuvent ainsi inhiber la germinatiaes ¢onidies de cet agent pathogeizela
compétition pour des éléments nutritifs comme tezke carbone, ou des macro- ou micro-
eléments présents dans le milieu (Blakeman and dfolk 1982; Elad and Stewart, 2004;
Filonow, 1998). La réduction de la concentration reririments dans le milieu conduit
généralement a un taux réduit de spores germéémgeat pathogéne et un ralentissement de
la croissance mycélienne, réduisant ainsi le nondlirdections et I'expansion des lésions
(Blakeman, 1993; Blakeman and Fokkema, 1982). Lap&ition pour les nutriments ou
'espace a été établie pour différentes levuredica@es sur pommes en traitements post-
récoltes, comme par exem@andidaspp. (McLaughliret al, 1990),Cryptococcus laurentii
(Roberts, 1990) Sporobolomyces roseudanisiewiczet al, 1994) etCandida oleophila
(Mercier and Wilson, 1994). Le champignon antagenisichoderma harzianursouche T39
inhibe aussi la germination des conidiesBlecinereaen rentrant en compétition pour les

nutriments a des stades précoces de l'interactiomafd et al, 1996). De méme, plusieurs
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souches bactériennes et fongiques réduisent laiggiion des conidies dB. cinereace qui
réduit la gravité des symptébmes de la pourrituredas feuilles détachées de tomate et de
haricot (Eladet al, 1994b; Zimandet al, 1996). La bactéri¢®seudomonasp. peut, par
exemple, utiliser les acides aminés plus vite @seconidies d@. cinerea empéchant ces

dernieres de germer (Brodie and Blakeman, 1975).

2.3.2.4.Interférence avec le pouvoir pathogéne

Au cours de la premiere phase de linteraction {pétthogéne, la synthese d’enzymes
hydrolytiques paB. cinereaest cruciale pour le processus d'infection (Baagteal, 2004).
Les agents de protection biologique peuvent interfévec les facteurs du pouvoir pathogéne
de champignons en inhibant ou dégradant certaimeymees hydrolytiques (cutinases,
pectinases, etc.) (Duffgt al, 2003). L'interférence avec le pouvoir pathoger@ésignalée
chezT. harzianumrl39: l'activité de différentes enzymes (polygalagchase, pectine meéthyle
estérase et pectate lyase, chitinfisg,3-glucanase et cutinase) produites Bacinereaest
réduite en présence de harzianumT39 (Kapatet al, 1998a; Zimandet al, 1996). En
conséqguence, le taux de pénétratiorBdeinereadans les tissus de I'héte et I'impact de la
maladie sont significativement réduits. Sur leslfes:i de différentes plante$, harzianum
T39 est également capable de sécréter une praaaamant une réduction de la germination
des spores dB. cinerea ce qui altére ainsi son pouvoir pathogene (Eladl lapat, 1999).
Paulet al., (1997) montrent aussi que la bact@gcillus circulans réduitin vitro I'activité
pectinolytique deB. cinerea et en conséquence son infection sur vigne. Certain
microorganismes peuvent avoir un effet indirect lsumise en place de la pathogénése en
modifiant par exemple le pH du milieu. L'activitéghinolytique deB. cinereaest optimale a
un pH acide (Manteasat al, 2003; Schoonbeeét al, 2007). Des pH alcalins entrainent une
réduction de l'efficacité des enzymes de dégradates tissus de la plante produites Bar
cinerea (Manteauet al, 2003). Certains microorganismes antagonistes,nemBacillus
pumilus et P. fluorescensmodifient le pH du milieu (Swadling and Jeffries998). Ces
bactéries interferent ainsi de facon indirecte aleecpouvoir pathogéne dB. cinerea
(Swadling and Jeffries, 1998). Enfin, des microoigames dégradant l'acide oxalique,
molécule produite paB. cinerealors de son interaction avec la plante, peuveatéger le
concombre, la tomate, la vigne Atabidopsis thalianacontre des attaques d cinerea
(Schoonbeelet al, 2007).
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2.3.2.5.Modification des propriétés de surfacefdasles de la plante

Certaines bactéries possedent la capacité de ahdegjecaractéristiques de surface des
feuilles des plantes. Ceci a pour conséquence derdé processus d'attachement et de
croissance des agents pathogenes sur les felBllesteret al, 1989). Par exemple, certains
microorganismes commieseudomonaspp. sont capables de modifier la mouillabilitélae
surface des feuilles et d'interférer ainsi aveddeeloppement de certains agents pathogénes
(Bunsteret al, 1989).Bacillus brevisentraine I'extension et le desséchement des galldau

sur les feuilles de choux chinois, diminuant lesiquies d'humidité sur les feuilles et
empéchant ainsi I'apparition de conditions favaalpour le développement & cinerea
(Edwards and Seddon, 1992).

2.3.2.6.Stimulation des défenses de la plante

Dans le cas d'une interaction entre un agent path®get une plante, une succession
d’événements se met en place. Ceci commence pacdmnaissance des deux partenaires,
suivie de la transduction de signaux émis a I'fiaig¥ et qui vont conditionner la réponse
finale, a savoir la mise en place de réactionséfenge chez la plante. La résistance induite
chez la plante est un mode d'action de certainatagie protection biologique (Sequeira,
1983). La résistance peut étre induite localementelle peut étre systémique (Elad and
Stewart, 2004). La résistance systémique induideis€e par divers agents de protection
biologique, peut protéger la plante contre certagmnts pathogenes du sol et aériens (Paulitz
and Matta, 2000). Cette résistance chez la plargat pdtre déclenchée par des
microorganismes non pathogenes tels que les sapesptou des souches non virulentes des
agents pathogenes. Cette résistance peut s'éthblidifférentes facons chez la plante:
épaississement des structures pariétales renfdemantdle de barriere physique, stimulation
de voies métaboliques secondaires permettant lthésse de substances antimicrobiennes
(comme les phytoalexines) ou de composés implidaas la signalisation de I'agression vers
d’autres cellules, voire a I'ensemble de la plamae systémie (acide salicylique, éthylene,
acide jasmonique, etc.), enfin, accumulation dagmes de défense (ou protéines PR pour
"Pathogenesis Related"). Ces protéines, associéeséponse des plantes aux attaques des
agents pathogénes, inhibent certaines enzymesqgunéas dans le pouvoir pathogene des
microorganismes (protéases, polygalacturonases)degradent certaines de leurs structures
vitales (structures pariétales et membranes plass)g(Klarzynski and Fritig, 2001). Cette

résistance induite entraine, dans certains caslah@ante, une protection contre une attaque
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multiple de plusieurs agents pathogenes (Elad aeeBt, 2004). L'induction de résistance
systémique chez la plante est décrite chez cerfaiosoderma chezPythium oligandrunet
chez des bactéries (Lepoivre, 2003). Chez le harReeudomonas aeruginosaduit une
résistance systémique contBe cinerea(De Meyeret al, 1998). Trichoderma harzianum
induit une résistance contB cinereachez la tomate, la laitue, le poivron, le hariebte
tabac (Elackt al, 2004). L'efficacité de la protection est obtesue les parties supérieures de
la plante, que les agents de protection biologispient appliqués dans le sol ou sur les
feuilles inférieures de la plante (De Meyetr al, 1998; Eladet al, 2004). Récemment,
différentes souches bactériennes ont été isolgemta de la rhizosphere et de difféerentes
parties de la vigne. Ces souches ont été cara8riomme agents de la protection efficace
contre B. cinereadans des conditionm vitro et identifiées comm@e\cinetobacter Iwoffii
PTA-113 et PTA-152Bacillus subtilisPTA-271,Pantoea agglomeranBTA-AF1 et PTA-
AF2 etPseudomonas fluoresceR3 A-268 et PTA-CT2 (Trotel-Aziet al, 2008). Les effets
protecteurs observés semblent étre liés pour waredgrpart a un effet inducteur de certaines
réactions de défense de la vigne. Des cellulesematé certains antagonistes bactériens ou
fongiques T. harzianumpar exemple), sont capables d'induire une résistémrale et la
réduction de la pourriture grise sur le haricot viertomate, le poivron et le tabac (De Meyer
et al, 1998; Elad and Kapat, 1999). L'efficacité des celfules mortes a induire la résistance
et réduire I'infection dd3. cinereaest semblable aux cellules vivantes, dans certaisgElad
and Kapat, 1999; Eladt al, 1994a). Cette propriété présente un avantagepeapour la

mise en place de ces agents de protection biolegigichamp.

2.3.2.7.Combinaison de mécanismes d'action

Dans certains cas, on peut penser que le contrdlegimue est la résultante de plusieurs
modes d'action combinés. Le cas le plus étudiéerarcle champignoiirichodermapour
lequel différents modes d'action ont été mis edendge pour une méme souche antagoniste,
associant par exemple hyperparasitisme et antilfiaséo et al, 1993; Tronsmo and Dennis,
1977). TrichodermaharzianumT39 combine a la fois la compétition nutritivénterférence
avec le pouvoir pathogéne Be cinereaet I'induction de résistance de la plante (De Meyer
al., 1998; Kapatet al, 1998b). Le mode d'action de la levi@andida saitoanampliquée
dans la protection post-récolte de fruits combiné &ois compétition nutritive et pour
I'espace, hyperparasitisme et induction de résistélal-Ghaouthet al, 2001).Brevibacillus

brevis utilise a la fois un antibiotique, la gramicidi® et un biosurfactant comme mode
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Tableaux 3 Exemple de produits de lutte biologique commdisgia dans le monde pour la

lutte contreBotrytis cineregd’aprés Elad and Stewart, 2004 ; Fravel, 2005)

Nom c!e Antagoniste Utilisation Fabricant/Pays
produit
Trichodex 'rll'rlchoderma En vignes et en cultures Makhteshim, Israél
arzianum Sous serre
Trichoderma
. harzianumet . Binab Bio-Innovation
Binab Trichoderma Culture de fraise AB. Suéde
polysporum
Streptomyces En serre sur conco_mbre Kemira Gro Oy,
Mycostop . o tomate, poivron, laitue et _.
griseoviridis Finlande
plantes ornementales
Plantshield Trlchoderma Culture sous serre quWorks Inc, Etats-
harzianum Unis
Ulocladium , Botry-Zen Ltd,
Botry-zen oudemansii Vignes Nouvelle-Zélande
Aspire Candida oleophila Fruits aprés récolte Ecogen, Etats-Unis
Anchor Yeast, Cape
Yield Plus | Cryptococcus albidus | Fruits aprés récolte Town,
Afrique du Sud
. ] . o Eco Science Corp,
Bio-save Pseudomonas syringaerruits apres récolte Etats-Unis
. . Cultures sous serre et de Agra Quest, Etats-
Serenade | Bacillus subtilis plein chemp Unis
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d'action contrdB. cinerea(Edwards and Seddon, 1992; McHugh and Seddon, 20@bs le
cas de la combinaison de modes d'action chez unt alge lutte biologique, le rble et
l'importance précis de chacun des modes d'acting lgacontréle de la maladie n'est souvent
pas connu.

Les souches IC1270 et IC14 &erratia plymuthicaproduisent de la pyrrolnitrine et des
enzymes chitinolytiques (Meziaret al, 2006). Aucune preuve de l'implication d'un de ces
deux modes d'action dans le controleRdmicillium digitatumet P. italicumen post-récolte
sur I'orange, n'a été mise en évidence jusqu'aeptéi semblerait méme que d'autres modes
d'action seraient responsables du contréle de lmmgnons pathogénes. En effet, dans le
cas de la souche IC1270, Meziaek al., (2006) suggerent que la compétition pour les
nutriments est le principal mode d'action plutdte ga production de pyrrolnitrine ou
d’enzymes chitinolytiques. Pour la souche ICl4nkcanisme d'inhibition de la germination
des spores n'est pas clair (Meziatel, 2006). Cette inhibition est observée lorsqud yn
contact direct entre la bactérie et les sporeshdmpignon, mais pas quand il y a un filtre
permettant I'échange de nutriments et de métaBolgatre les deux. Les enzymes
chitinolytiques ne sont apparemment pas en caasdjrhibition compléte de la germination
des spores a également été observée avec le nudtacient en enzymes (Meziaret al,
2006). Méme si ces antagonistes semblent combiifiéreshts modes d'action, le role et
l'importance précis de chacun des modes d'actientifies dans le contréle deenicillium

digitatumet P. italicumen post-récolte sur I'orange ne sont donc passclai

2.3.3. Produits commercialisés

Une liste de produits de lutte biologique commedisga sur lI'ensemble des maladies de
plantes a été proposé par Fravel en 2005 (Fra®ék)2 ContreBotrytis un nombre élevé
d’agents de protection biologique a été identifieé l@boratoire au cours de ces dernieres
années, mais trés peu de ces agents ont été mes marché (Decoiet al, 2002; Elad and
Stewart, 2004; Fravel, 2005; Paulitz and Belan@@Q1). A notre connaissance, seuls 9
produits de protection biologique sont commeroéalislans le monde pour lutter conBe
cinerea (Tableau 3). Le champignom. harzianumest présent dans 3 des formulations
élaborées sur les 9 produits commerciali&¥s France, seul Serenad®ntenant la souche
QST 713 deBacillus subtilis,est homologué pour utilisation contBe cinereasur la vigne
(catalogue ACTA, 2008; http://e-phy.agriculture.gdr). D’autre part, a notre connaissance,

d'autres produits sont en cours d’homologationNRA a, par exemple, concédé a la société

Agrauxine une licence d’exploitation de la souchE3 Lde Microdochium dimerunpour
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gu’elle développe et mette sur le marcheé le produiAntiBot

(http://www.inra.fr/les partenariats/collaboratiops partenaires/entreprises/en direct des labos

/developpement_de_methodes_de_protection_biologmme la_production_de_tomafes

2.3.4. Facteurs d'efficacité de la lutte biologique coBreinerea

2.3.4.1.Contexte environnemental rencontré

Beaucoup d'études ont prouvé la bonne efficacitgedains microorganismes pour inhiber ou
ralentir le développement @ cinerea Mais la plupart de ces études ont été effectdans
des conditions controlées, souvent en laboratdiaedpbsen, 2006). Cette ‘bonne’ efficacité
n'est pas garantie en culture ou les conditionsl'@®vironnement sont beaucoup plus
fluctuantes. Les conditions environnementales g@méralement imprévisibles et peuvent
influencer la survie, la mise en place et l'ackiviles agents de lutte biologique (Jacobsen,
2006). Pour les maladies des cultures de plein phiabsence de fiabilité de 'efficacité des
agents de protection biologique est souvent rappdiRaulitz and Belanger, 2001). Pour les
cultures sous abris, une enquéte sur 60 serreshmirifées de tomates et de concombres a,
par exemple, révélé que dans environ 30% deslcdmrzianuml39 n’a pas pu contréler les
attaques deéB. cinerea(Shtienberg and Elad, 1997). L'effet du microclimaété testé en
conditions contrélées sur I'efficacité des champignantagonistdglicrodochium dimerunet
Ulocladium atrum sélectionnés pour leur capacité a protéger laatensontreB. cinerea
(Fruit, 2001; Nicotet al, 2002). Ces auteurs montrent que, pour les deamplgnons, I'effet

du microclimat ne s'exprime pas de facon identjguer toutes les composantes de I'efficacité
de la protection. Par exemple, sur la capacitéhéoém l'infection de la plaie d'effeuillage, le
facteur prépondérant est la température et nomittté relative. L'efficacité sur plante est
significativement réduite a 10°C et augmente ageteipérature de facon similaire pddr
dimerumet U. atrumbien que leurs profils de développemanvitro soient différents. Les
autres composantes d'efficacité étudiées sont qfuemcées par le microclimat (capacité a
retarder I'apparition de lésions sur les plaieffalidlage, capacité a ralentir I'expansion des
Iésions sur tige une fois une infection déclaréglif, 2001; Nicotet al, 2002). D'autres
exemples montrant I'effet des facteurs microclimags sur I'efficacité de la lutte biologique
existent dans la littérature scientifiqueichoderma harzianunT39 est par exemple moins
efficace pour contréleB. cinereasur concombre dans des conditions humides et si la
température est inférieure a 20°C, que dans deditconrs séches et a des températures plus

élevées (Elacet al, 1993). De méme, une température journaliere él@téune humidité
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relative élevée dans la nuit sont associées a éohection de I'efficacité d@ureobasidium
pullulans Cryptococcus albidust T. harzianunil'39 pour contrdleB. cinereasur concombre

et tomate (Dik and Elad, 1999). En conditions déuces commerciales, en plus des
fluctuations de la température et de I'hnumiditétreé, les agents de protection biologique
sont soumis a des variations de pression de vapdarprésence de différentes sortes de gaz
et a la circulation de l'air qui peuvent influerr daur efficacité a la surface des feuilles
(Burrage, 1971).

Les exsudats chimiques présents a la surface deteplcontiennent des sucres, des composés
pectiques, des acides aminés et des acides orgar(glad and Stewart, 2004). Ces éléments
changent régulierement et ces changements peuffentea directement la microflore des
feuilles ou avoir un impact indirect en modifianarpexemple I'état métabolique, la
morphologie et la chimie de la surface des feuilléstter, 1976). Comme les éléments
nutritifs fluctuent, il y a en conséquence des geaments dans la communauté des bactéries,
des levures et des champignons filamenteux damhydosphere (Blakeman, 1985). Ces
changement peuvent affecter de maniére signifieatoque ce soit bénéfique ou non, la
colonisation et le potentiel de lutte biologiques @gents de protection biologique. Ainsi, la
présence de microflore naturelle peut étre bénéfmupréjudiciable pour la lutte biologique.
Mercier et Wilson (1994), montrent par exemple lguprésence de la microflore naturelle sur
les blessures de pomme peut, dans certains café&téfique pour améliorer I'efficacité de la
levureCandida oleophilacontreB. cinerea

La nutrition azotée des plantes peut égalementtaifd'efficacité de la lutte biologique,
probablement en modifiant la composition chimiques @&léments présents a leur surface.
Ainsi, par exemple, la production d'acide rhodadique, un siderophore synthétisé par des
isolats deRhodotorula est augmentée de 60% en présence d'urée comnee skarote. Cela
permet d’augmenter son activité antifongiguevitro contre B. cinerea(Calventeet al,
2001).

2.3.4.2.Qualité du produit biologique

L’efficacité de la protection assurée par un ageictobien dépend de facteurs liés au produit
lui méme, a son mode d'application, a sa rémanensa, compétence écologique et a son
mécanisme d’action (Elad and Stewart, 2004). Pearfacteurs, les produits microbiens ont
des points communs avec les produits chimiques avas cependant quelques particularités.

lls doivent contenir une quantité suffisante déubes$ vivantes en sortie de production (c’est
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I'équivalent du taux de matiere active), mais quirtors de leur utilisation (Elad and Stewart,
2004). Cette derniere valeur dépend de la capdetéurvie du micro-organisme, de son
mode de protection et de sa formulation (Elad amdhker, 1992). Un effet de la dose
d'application des antagonistes microbidfisrodochium dimerunet Ulocladium atrumsur
leur efficacité sur tomate a été déemontré (Decogmhetl, 1997; Fruit, 2001; Nicoet al,
2002). Lorsque la concentration de I'antagonistd @$ois supérieure a celle 8e cinereala
protection des plaies de tomate est tres efficacd que soit le régime microclimatique
appligué (Fruit, 2001; Nicagt al, 2002).

L’efficacité de la protection biologique dépend siudes conditions de transport et de
stockage. L’'exposition, méme temporaire, a des ézatpres excessives, peut dégrader
gravement les biofongicides. Au-dela du nombre @lkiles vivantes, I'efficacité dépend de
leur type (cellules végétatives, spores) et de dtatrphysiologique notamment leur vitesse de
reprise d’activité une fois appliquées (Fravel, 20Qa pureté du produit est aussi nécessaire
(Decoinet al, 2002).

La bonne répartition du produit sur la plante, laé& de son efficacité, sa capacité de survie,
voire de multiplication sont également des qualiégsentielles d’efficacité. Ces facteurs
dépendent des caractéristiques propres de cesisrgamn(Decoiret al, 2002). lls peuvent
étre modifiés et améliorés par la formulation dgdnt de lutte biologique (Decoat al,
2002). Comme pour un produit chimique, lI'applicatid’'un micro-organisme actif par
contact sera plus délicate que s’il agit a distatie atout important des biofongicides est
gu’ils peuvent se multiplier et coloniser les sads a protéger donc compenser un éventuel
manque de précision de l'application (Elad and &tew2004). Mais la compétence
écologique n’est souvent que trés partiellemenhaen

Une part importante de I'efficacité de la protectest liee aux mécanismes impliqués dans
I'activité biologique du micro-organisme. Les dié@ts modes d'action déterminés plus haut
(paragraphe 2.3.2) peuvent étre impliqués dansoidr@e deB. cinerea Cependant, les
modes d'action des agents de lutte biologique geaméralement déterminés par des études de
laboratoire en conditions contrélées. Dans certeass les conditions environnementales du
milieu naturel peuvent influer sur la mise en pldeeces mécanismes d'action chez certains
agents de lutte biologique. Par exemple, la prodact'antibiotiques n'est pas forcément
similaire en culturesn vitro et en condition 'naturelle’. Ainsi, les mémes cos§s ne sont
pas produits en quantité suffisante et présentest miveaux de stabilité différents dans
certaines conditions (Elad, 1996). L'activité et deoduction des antibiotiques dans la

phyllosphére sont ainsi affectées par I'état phggique de I'héte et par les lixiviats produits
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(Elad, 1996). D'autre part, le mode d'action d'urtagoniste va influencer son mode
d'utilisation en pratique. L'induction de résistambhez la plante requiert par exemple un délai
entre I'application du produit et la mise en pldeda résistance. Elle peut étre un avantage en
terme de régularité d'efficacité par son action istashce et sa persistance, méme si la
population microbienne décroit aprés l'inductior j@lus, la capacité d’'induction partielle de
résistance par des cellules mortes de certaingérlemantagonistes €l. harzianunmsuggere
une efficacité du produit méme en cas de réductienla viabilité des spores lors de
I'application (Elad and Kapat, 1999; Elatlal, 1994a).

2.3.4.3. Variabilité naturelle de 'agent pathog8neinerea

L'efficacité des agents de lutte biologique esteatiétudiée sur une seule souche de lI'agent
pathogene cible et éventuellement sur un stadaspdéccycle de vie de l'agent pathogene.
Cependant, les populations d'agents pathogénesredral, et déB. cinereaen particulier,
présentent une forte diversité phénotypique et tggre® (voir paragraphe 1.6). Selon
McDonald et Linde (2002), un des facteurs les jptygortants pour gu’un agent pathogéne
contourne l'efficacité d’'une méthode de lutte e&td la composition de la population de
l'agent pathogene, et en particulier, le fait diawm grand nombre d’individus différents dans
cette population. La nature multinucléée et hétmatique deB. cinerea la présence de
transposons dans le génome, l'existence de pagiculrus-like" et le possible recours a la
reproduction sexuée peuvent expliquer le haut mivda variabilité de ce champignon
(Beever and Weeds, 2004). La capacité rapide draathtion de ce champignon a une
pression sélective est également avérée : aingsgpusieurs générations du champignon
sous film filtrant les UVs, Nicogt al., (2001) ont mis en évidence une acclimatationféet'e
inhibiteur de la sporulation. En considérant ceamaares génétiques, on peut craindre une
répercussion possible sur la régularité de l'effitade la protection biologique et sa
durabilité. Botrytis cinereaest, par exemple, considéré comme un agent patbo@géhaut
risque' en terme de résistance aux fongicides @éveloppement de résistances aux produits
chimiques a frequemment été démontré (voir pardgrap6, 2.1 et 3.2). La diversité de
sensibilité a des agents de lutte biologique dbk @rise en compte pour assurer une
protection biologique efficace et durable. Cependancore peu de travaux tiennent compte

de la diversité naturelle dB. cinereapour évaluer l'efficacité d'agents de lutte biajog.
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Figure 7. Voies MAP kinase ddotrytis cinereaavec les phénotypes associés. Voies de
signalisation simplifiées impliquant les trois MAPpotentiels deB. cinereaavec leurs

régulateurs (d’apres Liu, 2008).
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3. Durabilité des méthodes de contrble dB. cinerea
3.1. Définition de la durabilité

La durabilité d’'une méthode de lutte peut se defiar la persistance de son efficacité dans le
temps et dans I'espace (Johnson, 1981). Cetteaeitiicdépend de la pression de sélection
exercée par la méthode de lutte sur les populatianasites. Elle dépend également de la
capacité des populations du parasite a s’adaptiemathodes de lutte lorsque celles-ci sont
déployées en culture (Johnson, 1979). Il est damgdal de comprendre les déterminismes du
contournement, c'est-a-dire les facteurs impligideurs effets sur I'efficacité, mais aussi les
conditions qui facilitent I'émergence et la diffuside variants résistants dans les populations

d'agents pathogenes.

3.2. Résistance dB. cinereaaux fongicides

L’inefficacité de la lutte chimique est généralemerttribuée a l'apparition de souches
résistantes de l'agent pathogéne. Le développedemésistances aux fongicides chgz
cinereaest considéré comme un probleme grave, cet agéimbgene étant qualifié "d'agents
pathogenes a haut risque" (voir paragraphes 1261¢tBrent and Hollomon, 1998). Elad

al., (1992a) ont par exemple montré que sur 12 siteiéd, la résistance aux benzimidazoles
et aux dicarboximides ch& cinereaétait observée dans 11 des 12 sites, et la nésestala
fois au carbendazim et aiethofencarb était observée dans 8 des 12 sieesh@mpignon est
méme capable de contourner des botryticides récatmoenologués (Ziogaat al, 2003).

Les mécanismes de résistance aux fongicides ontaggément étudiés (pour revue voir
Leroux, 2004; Lerowet al, 2002). Ces travaux ont abouti a la mise en égelee différents
géenes associés a la résistance aux fongicide8atmjtis (Leroux, 2004; Lerout al, 2002).
Par exemple, la résistance aux dicarboximides, yppgmoles et hydrocarbures aromatiques,
semble liée a la cascade mitogen-activated prdiesses (MAP kinase), impliquée dans la
réponse des organismes aux stress (Figure 7) €Cal, 2002; Lerouxet al, 2002). Les
études génétiques menées par Faretra et Polld€8i)( avec des isolats naturels et des
mutants de laboratoire ont montré que la résistaled®. cinereaaux dicarboximides était
déterminée par le gérgafl, correspondant au gem®mslou BcOS1(Cui et al, 2002). Ce
gene a été cloné et séquencé dans différentes eouw#B. cinerea aboutissant a la
démonstration que certaines mutations dans ce gént associées a la résistance aux

dicarboximides (Leroux, 2004). D'autres genes dmszade MAP-kinase sont
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vraisemblablement également impliqués dans lesteggies spécifiques aux dicarboximides,
phenylpyrroles ou hydrocarbures aromatiques tellgaegénessakl Skn7(Figure 7) (Liu,
2008; Liuet al, 2008).

D'autres mécanismes génétiques sont associée asistance multiple aux fongicides
(multidrug resistance ou MDR) (Leroux, 2004), Desngs codent pour des proté€ines
membranaires appartenant a des transporteurs ABE-@inding Cassette) ou MFS (Major
Facilitators Super-family) (Leroux, 2004). Les wsporteurs ABC sont capables de lier et
hydrolyser des nucléotides tri-phosphates (prineipant I'ATP) et d'utiliser I'énergie générée
pour transporter une grande variété de composémvers les membranes cellulaires
(mécanismes d'efflux dépendant de I'ATP) (Balzi &uffeau, 1994). Les transporteurs MFS
n’hydrolysent pas I'ATP mais ils facilitent le tsport de divers composés en utilisant
I'énergie du gradient électrochimique des membrdBatzi and Goffeau, 1994). Chez les
champignons filamenteux, ces protéines membranaioes capables de transporter une
grande variété de composés naturels et synthétidloeigine endogene ou exogene (Del
Sorbo et al, 2000; Stergiopoulogt al, 2002). Le séquencage complet du génomd3de
cinereaa révélé l'existence de 46 protéines putatives ABA3 des genes ont été clonés
(Vermeulenet al, 2001; Yoder and Turgeon, 2001). Les traitemenecdes fongicides
peuvent accroitre les niveaux de transcription ldeigurs de ces genes, notammioatrB,
BcatrD, BcatrG et BcatrK (Stergiopoulost al, 2002). Jusqu'a maintenant, trois genes codant
pour des transporteurs MFBdmfsl, Bcmfsgt Bcmfsd ont été caractérisées chigzcinerea
(Stergiopouloset al, 2002). Les traitements avec les fongicides amplymimidine et les DMIs
(inhibiteurs de la synthese des stéroles) augmeméetaux de transcription dBcmfsl
(Leroux, 2004). Les résultats de Hayasial. (2002) démontrent que Bcmfsl est un
transporteur MFS cheR. cinereaavec une fonction de résistance aux fongicidgsalde de

transporter a la fois des composés naturels eidmieg toxiques.

3.3. Résistance aux phytoanticipines et phytoalexines

Les champignons phytopathogénes sont capables d&oucoer l'effet de molécules
antifongiques produites par les plantesi-iomatine est un métabolite secondaire produit
dans les feuilles de tomates et de fruits qui m& pas encore mars (Friedman 2002)-L’
tomatine a des effets antifongiques (Sandrock aaaE#en, 1998) et des effets insecticides
(Kowalski et al, 2000). Dans les années 1970, il a été signalé'agqdematine inhibait la
croissance mycélienne d& cinereamais avec aucun effet sur la germination des tesid

(Verhoeff and Liem, 1975). Verhoeff et Liem (197&)nt les premiers a signaler gBe
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cinerea a pu contourner d‘tomatine en la transformant en tomatidine. Celampé au
champignon d’infecter les tissus de tomates avamhlte naturelle du niveaucgfomatine
dans la plante (Verhoeff and Liem, 1973)ne étude sur 13 isolats &e cinerearévele que
tous sauf un sont capable de dégrader cette meléCat isolat, sensible alltomatine, a été
isolé de raisin et n'est pas agressif sur la toyraiggérant un role de cette molécule dans
l'interaction entre I'agent pathogene et la tonf@eiddeet al, 1998).

La capacité deB. cinereaa contourner le resvératrol a également été dédmnia
désintoxication du resvératrol est attribuée a ipaedsation oxydative par des laccases
produites pamB. cinerea(Adrian et al, 1998; Breuilet al, 1999; Hoos and Blaich, 1990;
Pezetet al, 1991; Sbhaghet al, 1996). Sbaghet al., (1996) ont démontré une corrélation
entre la capacité des isolats Blecinereaa désintoxiquer le resvératrol et leur virulenage s
des feuilles de vigne. Cependant, plusieurs étumesonfirment pas une relation entre
l'accumulation du resvératrol et 'incidence denlaladie chez la vigne (Kellest al, 2003;
Magee et al, 2002). Hoos et Blaich (1990), ont montré que diaentation de la
concentration des conidies dans un milieu syntbéticontenant du resvératrol a conduit a
une augmentation du catabolisme du resvératroh &baséquence a la survie des conidies.
Dans le but de savoir si les transportedBC jouent un role dans la protection Becinerea
contre le resvératrol, Schoonbeek al., (2001) ont cloné le génBcatrB codant pour un
transporteur ABC cheB. cinerea lls ont remarqué que I'expressionBleatrB est augmentée
apres un traitement d& cinereaavec le resvératrol. Les mutants n'ayant pas e BeatrB
sont plus sensibles au resveératrol que les pasantgages. Ces résultats indiquent que les
transporteurs ABC sont des déterminants majeufa disistance dB. cinereaa ce composé
de défense produit par les plantes (Schoonbéeak, 2001).

3.4. Adaptation aux films photosélectifs anti-UV

Comme indiqué dans le paragraphe 1.4.5, différegiigdes ont montré que les ultraviolets
proches (300 a 400 nm) stimulent la production peres chezB. cinerea(Epton and
Richmond, 1980; Jarvis, 1992). Une souchéBdeinereacultivéein vitro sous film filtrant

les UV proches (film UV-sélectif) pendant plusiegénérations s'adapte progressivement aux
conditions d’incubation (Nicoet al, 2001). Dans cette étude, les auteurs ont confirmé
gu'apres 5 a 6 générations, la production de sppaeda souche cultivée sous film UV-

sélectif a été multipliée par 100. En fin d’expéemation, la sporulation sous film UV-
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sélectif atteint environ 2% de celle sous film tém@icot et al, 2001). Les mécanismes de

moindre sensibilité dB. cinereaa I'absence d'UV ne sont pas connus.

3.5. Résistance a des antagonistes bactériens proddessantibiotiques

Peu d'exemples de perte d'efficacité d'agents tie hiologique contréB. cinereaont éte
publiés. Les résultats obtenus par Li & Leifert4aPsuggerent quB. cinereaest capable de
développer une résistance contre la bactBaeillus subtilis CL27 aprés des traitements
répétés sur des plantegstilbe hybrida Cet agent de protection biologique produit défés
composeés dont un antibiotique efficace comrecinerea(Leifert et al, 1995). Apres huit
traitements successifs, l'efficacité de Il'agent ldéte biologigue a chuté de facon
spectaculaire. Aprés le dixieme traitement, la BeUCL27 est devenue totalement inefficace
dans le contréle dB. cinerea Des essais supplémentainesitro ont montré que les filtrats
de culture de la souche CL27 ne sont plus capalifdsber la croissance du mycélium Be
cinerea(Li and Leifert, 1994). Buck, et Jeffers (2004) oambntré que I'efficacité de la levure
Rhodotorula glutinisPM4 contre différentes souches Be cinereavarie d’une maniére
considérable sur géranium. Ces auteurs ont remagqien présence de la levure, les
diamétres de lésion sur les disques de feuillegédanium allaient de 0,2 a 10,3 mm et que
sur 29 isolats d8. cinereatestés, 3 isolats n'ont pas été inhibés par tmitee (Buck and
Jeffers, 2004).

D'une maniere générale, la résistance des champEgmmx molécules fongitoxiques
naturelles résulte d'une détoxification accrue ee substances, d'une moindre pénétration
intracellulaire ou de modifications qualitatives quantitatives des cibles (Dufét al, 2003).

Le second mécanisme implique la surproduction alesporteurs membranaires de type ABC
ou MFS et conduit souvent a la résistance mulfM®R). Schoonbeelet al., (2002) ont
ainsi étudié le réle des transporteurs ABC dans ifgeractions entreB. cinerea et
Pseudomonasspp. Le 2,4-diacétylphloroglucinol (2,4-DAPG), lphénazine-1-acide
carboxylique (PCA) et le phénazine-1l-carboxamid€NEF antibiotiques a large spectre
produits parPseudomonaspp., induisent I'expression de plusieurs gensstrd@sporteurs
ABC chezB. cinerea Les phénazines induisent I'expression du dioegrB (un des genes de
transporteurs ABC), et les mutants dont l'expressoe BcatrB est déficiente sont
significativement plus sensibles a ces antibiotqugue leur souche parentale. Les
transporteurs ABC jouent donc un réle importantrpassurer la protection d®. cinerea
contre les antibiotiques produits fRseudomonaspp. (Schoonbeeét al, 2002). L'analyse

de mutants de laboratoire 8e cinereasignificativement plus sensibles a I'antibiotiqd-
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DAPG que la souche parentale, a permis de mieuy@mdre les mécanismes de résistance a
cet antibiotique (Schouteet al, 2008). Schoutemt al., (2008) ont montré que la pompe a
efflux BcAtrB assure la premiere ligne de défenseBd cinereacontre I'antibiotique, en
empéchant son accumulation dans la cellule a deseotrations toxiques, alors que la
laccase extracellulaire BcLCC2 sert d'intermédiaita dégradation du 2,4-DAPG, en passant
par une conversion en acide tannique. L'expresseddcatrB est induite par le 2,4-DAPG et
I'efflux donne a@B. cinereaun temps suffisant pour déclencher le processuidedation de
'antibiotiquevia le médiateur BcLCC2 (Schoutenal, 2008).

Les résultats de ces études indiquent que lespaiesirs ABC fongiques peuvent jouer un
important réle dans les interactions entre les érget produisant des antibiotiques Bt
cinerea L'implication de ces mécanismes de défense &heazdnerea déja impliqué dans la
résistance aux fongicides, peut mettre a mal laliite de l'efficacité des agents de

protection biologique quand ceux-ci seront utilidéfacon massive.

4. Pertes d'efficacité de la protection biologique
4.1. Protection contre les ravageurs invertébrés

Des résistances aux insecticides se développeatiailement chez les insectes ravageurs
(Alyokhin et al, 2008; Oyarzuret al, 2008). En ce qui concerne les "bio-insecticiddss
phénomenes de résistance ont également été d@ddaGaughey and Whalon, 1992). La
résistance 8acillus thuringiensisle bio-insecticide microbien le plus largemernlisé, a été
constatée a maintes reprises. McGaughey (1985) exeanple constaté que l'inse@dia
interpunctella un Iépidoptére ravageur majeur des grains erkat@; peut développer une
résistance au bio-insecticide apres quelques gam#sale traitement avec celui-ci. Pour une
population élevée sur de la nourriture traitée a@@ethuringiensisle niveau de résistance
augmente de pres de 30 fois en seulement deuxagémér (cycles). Aprés 15 générations, la
résistance est 100 fois plus élevé que chez liasgamoin (McGaughey, 1985). Cette
situation de résistance a été observée égalemeiiapashnik (1994) qui a démontré que les
insectesPlodia interpunctella Heliothis uirescens Cadra cautella Spodoptera exigya
Spodoptera littoralis Trichoplusia nj Leptinotarsa decemlineatat Chrysomela scriptu
peuvent développer une résistance a la badBriburingiensisDes observations de pertes
d’efficacité ont également été mises en évidencecllamp. L’utilisation massive dB.
thuringiensispendant plus de deux décennies contre les indéglie®pteres au champ a ainsi
révélé une adaptation a la bactérie (McGaugheywdnalon, 1992; Tabashnik, 1994).
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Le virus de la granulose du carpocapse des pom@Es\) est un moyen de lutte efficace et
sélectif contre I'esped@ydia pomonelldSauphanoet al, 2006 ). Plusieurs produits a base
de CpGV sont commercialisés et largement utilisas fa production de pommes. On estime
gue ces produits sont appliqués sur plus de 10th@G¢h Europe (Eberle and Jehle, 2006) et
sur 2 a 3 millions d'hectares dans le monde (AKségeret al, 2007), avec un marché en
constante augmentation en raison de leur efficatitéur sécurité environnementale (Eberle
and Jehle, 2006). Cet insecticide microbiologigseparfois utilisé de facon quasi-exclusive
dans les vergers en agriculture biologique (Beréihgl, 2009; Sauphanaat al, 2006 ). Des
eéchecs de protection ont été enregistrés ces desnanées en Allemagne et en France,
faisant craindre l'apparition de carpocapses agstau CpGV (Berlingt al, 2009; Fritsch

et al, 2005; Sauphanaat al, 2006 ). Dans les vergers allemands, plus d'uneaioe de cas
de résistance du carpocapse a CpGV ont été obsergéain facteur de résistance supérieur a
1000 (Asser-Kaiseet al, 2007). En 2004, certaines populations d'inseatex une faible
sensibilité au virus ont été détectées pour la neniois dans le sud de la France (Berkng
al., 2009). En 2006, des analyses de laboratoire désngur des échantillons prélevés dans
une vingtaine de localités confirment la perte elesgoilité au virus, de populations soumises

a une sélection continue depuis plus de dix angpt@anoret al, 2006 ).

4.2. Protection contre les agents phytopathogénes

L'étude de la durabilité de la lutte biologique trterles maladies des plantes n'a recu que peu
d'attention jusqu'a récemment (Dufgt al, 2003), et la plupart des études scientifiques
réalisées dans ce domaine concernent principalerdest agents de lutte biologique
producteurs d'antibiotiques (Duffgt al, 2003; Schouteret al, 2004). Plusieurs études
décrivent ainsi la tolérance d'agents pathogenedes antibiotiques produits par des
antagonistes bactériens et fongiques (Tableau @)ekanche, la démonstration de la perte
d'efficacité d’agents de lutte biologique en pna¢igest rare. Comme mentionné dans le
paragraphe 3.5, le seul exemple concerne |'étudki a# Leifert (1994), qui ont mis en
évidence une résistance Be cinereaa la souche CL27 dBacillus subtilis agent de lutte
biologique producteur d’antibiotiques. Ces auteswrggerent que le champignon a développé
une résistance contre I'antibiotique (ou les antiues) produit par I'agent de lutte biologique
et que cette résistance est apparue suite aumeits répétés réalisés avec la bactérie.
D'autre part, des différences de sensibilité aateiotiques produits par des agents de lutte

biologique ont été mises en évidence chez certgests pathogenes cibles, et dans certains
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Tableau 4 Exemples de mise en évidence de la variationedsilsilité des agents pathogéenes aux composésifqdu des agents de lutte
biologique ou aux agents de lutte biologique euxne® La plupart des exemples concerne la résistamas antibiotiques produits par les

agents de lutte biologique.

Mode d'action d'agent de lutte Mécanisme potentiel de

: . Agent pathogene Antagoniste microbier) . Référence
biologique resistance
Antibiose
Aarocin 84 Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium Perte du plasmide Ti, transfert (Cooksey and Moore, 1982;
9 9 radiobacter horizontal du plasmide Stockwellet al.,1996)
2,4-diacetylphloroglucinol Fusarium oxysporum Pseudomonas Dégradation (Schoutest al.,2004)
fluorescens
éjection du composé a l'extérieur
. Pseudomonas de la cellule (flux actif par
Botrytis cinerea fluorescens transporteurs ABC) + (Schouten et al., 2008)
dégradation
Pythiumspp. Pseudomonaspp. ND (de Souza et al., 2003)
Pythium deliense Pseudomorsgp. ND (de Souza, 2002)

. : : . . . . : . . (Howell, 2003; Jones and
Gliotoxin Pythium, Rhizoctonia Trichodernsa. Réduction de I'absorption Hancock, 1988)
Hydrogen cyanide \(Isaareijrrizipnomyces graminis - gactérie de sol ND (Wheatley, 2002)

Régulation de la synthése
Phanaerochaete magnoliae Bactérie de sol d’antibiotiques (augmentation (Mackie and Wheatley, 1999)
de la compétitivité)
Phytophthora cryptogea Bactérie de sol ND (Wheatley, 2002)
1-hydroxyphenazine Mycosphaerella graminicola  Pseudomonas Degradation/detoxification des (Levyet al.,1992)

formes activées de lI'oxygene
Kanosamine Pythiumspp. Bacillus cereus ND (Milner et al.,1996)
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Mode .d action d'agent de luu%\gent pathogéne Antagoniste microbien Me_camsme potentiel OleRéférence
biologique résistance
Norfloxacine Erwinia amylovora Pantoea agglomeranseJeCtlorl du compose a | exterleU(Burseet al.,2004)
de la cellule (flux actif)
€jection du composeé a I'extérieur
phenazine-1-carboxamide Botrytis cinerea Pseudomonaspp. de la cellule (flux actif par (Schoonbeelet al.,2002)
transporteurs ABC)
€jection du composeé a I'extérieur
phenazine-1-carboxylic acid  Botrytis cinerea Pseudomonaspp. de la cellule (flux actif par (Schoonbeek et al., 2002)
transporteurs ABC)
\C/;aaretjrri:liginnomyces graminis Pseudomonaspp. ND (Mazzolat al.,1995)
Pythium ultimum var. Pseudomonas ND (Gurusiddaiah et al., 1986)

sporangiiferum

Antibiotique non déterminé Botrytis cinerea

Production d'acides gras a

activité antibiotique

Acides gras Fus_a_rlum oxyqururh Ssp.
radicislycopersici

Compétition nutritive

- Botrytis cinerea

fluorescens

(Li and Leifert, 1994),

Bacillus subtili€L27 ND (Leifert et al., 1995)

(Bélanger and Deacon, 1996;

Sporothrix flocculosa ND Benyagoulet al., 1996)

Rhodotorula glutinis

PM4 ND (Buck and Jeffers, 2004)

ND = non défini
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cas, les mécanismes de résistance ont été élutdéfy et al, 2003) (voir paragraphe 4.2 et
tableau 4). Schoutest al., (2004) ont ainsi testé 117 isolats natureld-dsarium oxysporum
pour leur sensibilité au 2,4-diacétylphloroglucii®)4-DAPG), un antibiotique a large spectre
produit par plusieurs souches antagonistesPdeudomonas fluorescentis ont trouvé
gu’environ 17% des souches Beoxysporunsont relativement tolérantes a des concentrations
élevées de 2,4-DAPG (Schoutehal, 2004), suggérant une possible résistance deocebes
aux antagonistes producteurs de cet antibiotiqumxaBte six isolats du champignon
phytopathogen&aeumannomyces graminar. tritici, agent causal du piétin-échaudage du
blé, ont montré une diversité de sensibilité viasade deux antibiotiques, phénazine-1-acide
carboxyliqgue (PCA) et 2,4-DAPG produit peseudomonaspp. (Mazzoleaet al, 1995). Les
résultats de cette étude suggerent que I'agenogetie exhibe une variation de sensibilité aux
meétabolites antifongiques produits par les ageatprdtection biologique. Cette variation de
sensibilité avec l'existence de génotypes relaterenmoins sensibles de l'agent pathogéne
pourrait, dans certains cas, contribuer a une afitié affaiblie de ces agents de protection
biologique au champ (Mazzokt al, 1995). La préexistence des souche&dgraminisvar.
tritici  relativement insensibles aux antibiotigues PCA2&-DAPG dans les populations
naturelles pourrait avoir un impact négatif suffitacité des agents de protection biologique
qui produisent ces antibiotiques (Mazzath al, 1995). Il est également possible que
I'utilisation massive d'agents de lutte biologigpeoduisant du PCA ou du 2,4-DAPG
sélectionne une population moins sensible voirdstade de l'agent pathogene a ces
antibiotiques (Mazzolaet al, 1995). Un cas particulier de perte d'efficacie ld lutte
biologique concerne le contréle de la bactérie ghgthogeneAgrobacterium tumefaciens
provoquant la galle du collet, par la souche K&ghbacterium radiobactefPenalveret al,
1994; Vicedoet al, 1993). Cette bactérie antagoniste contient usnpide sur lequel est
disposé un gene contrdlant la production de I'astidue agrocin 84 efficace contre la bactérie
pathogene, et le géne de résistance a cet amjiéo(Penalveet al, 1994; Vicedoet al,
1993). Stockwelkt al.,(1996) ont montré qu'il était possible de traresfée plasmide pAgK84
de l'agent de protection biologique radiobacterk84 vers 'agent pathogere tumefaciens
Ce transfert entraine I'échec de la protection'ageht pathogene par la bactérie antagoniste.
En effet, 'agent pathogerfe tumefacienslevient résistant a I'antibiotique est n'est dolois
contrélé efficacement par I'agent de lutte biologidStockwellet al, 1996). Enfin une étude
récente sur I'antagonisihodotorula glutinis?M4 montre que les isolats Be cinereavarient

pour leur sensibilité a cette levure (Buck andelsff2004).
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D'autres modes d’action ont été décrits chez lentagde lutte biologique pour contrbler les
agents pathogénes dont la compétition pour les efsnnutritifs, I'nyperparasitisme, et la
stimulation des défenses naturelles de la plarnte h@ucune étude de durabilité de I'efficacité
de la lutte biologique ne concerne des agents ttie hiologique utilisant ces autres modes
d'action. Plusieurs hypotheses peuvent expligaieiéficit de données scientifiques:

* Il n'y a pas de perte d’efficacité des agents dke lniologique contre les maladies des
plantes! D’aprés Handelsman et Stabb (1996), laldééade I'efficacité de la lutte biologique
s’explique par le fait qu'un agent de lutte biotpgt développe plusieurs mécanismes d'action
pour contrdler la maladie, et que la résistance endltiples mécanismes antagonistes devrait
étre relativement lente ou ne survenir qu’a ung tagble frequence. Cependant, les travaux
scientifiques mettent souvent en évidence un sedentd’action efficace contre un agent
pathogéne (Mezianet al, 2006; Taczman-Bruckneat al, 2005) (voir paragraphe 2.3.2.7).
Dans les cas ou les agents de lutte biologiquelaigvent plusieurs modes d’action contre un
agent pathogene, plusieurs questions peuvent sdoposer: quel est le réle et I'importance
précise de chacun de ces modes d'action dans tleode I'agent pathogene? Et est ce que
I'efficacité de I'agent de lutte biologique estsmmvée si un des modes d'action est contourné?
D'autre part, pour beaucoup d'antagonistes miangbideur mode d'action n'est pas
précisément identifié.

* Il n'y a pas de pression de sélection suffisanter e I'efficacité des agents de lutte
biologique soit contournée. D’apres Du#y al., (2003), les micro-organismes antagonistes
exercent une pression de sélection limitée suademnts pathogenes, car ils opérent dans des
microniches a la surface des plantes ou seulemrenpartie de la population pathogéne est
exposée pendant une courte période de son cyclgedeCeci est vrai dans le cas d'une
application ciblée de l'agent de lutte biologiquse sne plante. Cependant, la plupart des
produits biologiques commercialisés sont pulvériada maniere de beaucoup de fongicides,
sur lI'ensemble du feuillage dans une parcelle detgb et a des fréquences plus ou moins
rapprochées. Par exemple, I'utilisation du prodigiogique Serenade (souche QST 713 de
Bacillus subtili3 contre les attaques &e cinereasur vigne est recommandée en pulvérisation
sur l'ensemble du feuillage (voir ACTA, 2008 et phtte-phy.agriculture.gouv.fr/).
L'ensemble de la population pathogene est aloresgxp I'agent de lutte biologique durant
toute la culture de la plante. De plus, 'agenfudee biologique peut survivre, s’'installer, se
multiplier, et se propager dans une culture etereainsi en contact continu avec l'agent
pathogene. Dans ce cas, il pourra exercer unei@nesle sélection continue sur l'agent

pathogene. Ainsi les agents de lutte biologiquellés dans le sol, s'ils survivent, peuvent
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rester en contact continue avec les agents patbeg@uaysalet al, 2008; Errakhiet al,
2009).

* Les chercheurs mettant en évidence un échec detacpon biologique contre des
agents pathogénes s'autocensurent! Cette autoequrewt étre liée a une absence de volonté
de présenter des résultats ‘négatifs’ (Dudfyal, 2003). Par exemple, Holt & Hochberg
(1997) estiment que tous les résultats ne sonsereblablement pas publiés dans le domaine
de la protection biologique contre les insectegagticulierement dans le cas de la mise en
évidence d'un échec de la protection. Hors l'olzgienv d'un contréle inefficace peut étre liée
a une évolution rapide des ravageurs aboutissame gerte d'efficacité de cette méthode.

 Peu d'études sont réalisées dans ce domaine. lmarpldes études sur la lutte
biologique contre les agents pathogenes des plaotesernent la recherche de nouveaux
agents de contréle, I'étude des mécanismes d'ani®en ceuvre et des genes impliqués dans
l'interaction avec lI'agent pathogéne ou le suivildesurvie des agents de lutte biologique
apres leur introduction dans un environnement figpgel. En revanche, I'étude d'une
adaptation possible des agents pathogénes a deis agelutte biologique a encore recu peu

d'attention.

5. Obijectifs de I'étude
5.1. Situation du sujet

Le contexte socio-économique est de plus en plugrdiale a I'acceptation et la mise en
ceuvre de méthodes de lutte alternatives a la ¢hiteique. La demande du consommateur
pour une agriculture durable, l'impact négatif deesticides sur I'environnement et les
difficultés de leur utilisation liées au développarhrapide de résistance sont des facteurs clés
d’évolution de l'agriculture vers une moindre w@ition d'intrants chimiques. Environ 50
produits biologiques commerciaux sont homologués\ers le monde pour lutter contre les
maladies cryptogamiques des plantes (www.agr.gcl@@g investissements scientifiques et
industriels considérables sont a l'origine de laendu point de ces produits. Compte tenu de
ces investissements, une connaissance de leurildgraonstitue un élément clé a leur
développement. Au niveau scientifique, malgré lande quantité d’articles publiés sur la
lutte biologique contre les maladies cryptogamigleesliversité de sensibilité et le potentiel
évolutif des bioagresseurs vis-a-vis des agenfsrakection biologique restent des domaines

de connaissances tres parcellaires. Pour les chgaons, a notre connaissance, un seul
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exemple d'une perte d’'efficacité d'un agent deggtain biologique a ainsi été décrit dans la
littérature scientifique (Li et Leifert, 1994). Lisque principal induit par l'utilisation des
agents de lutte biologique est de voir leur effilgacapidement contournée par une sous-
population devenue moins sensible ou résistaritgarit de protection biologique utilisé.
Comme mentionné auparavant, les mécanismes parelssgs micro-organismes controlent
les agents pathogenes des plantes sont tres dtecaurs de ces travaux, nous nous sommes
focalisés sur le champigndh cinereaet sur la pyrrolnitrine, antibiotique produit pavers
agents de protection biologiqgue aBtirytis Cet antibiotique présente une analogie de
structure avec les fongicides de la famille desnplpyrroles dont les mécanismes de
résistance chez les champignons sont en partiausdBatrytis cinereaconstitue une menace
économique récurrente sur de nombreuses culturesadhque ou des pertes d'efficacité des
méthodes de lutte traditionnelles (lutte chimiqusseatiellement) sont régulierement
observés. La forte diversité et le potentiel deamlité des populations de ce champignon
peuvent avoir des répercussions sur l'efficacit@ efurabilité des méthodes de protection, et
en particulier la protection biologique.

5.2. Objectifs des travaux réalisés

Les objectifs de cette these s’inscrivent dansrofepglobal visant a évaluer les capacités de
contournement de la protection biologique par dgmnts pathogénes. Plus spécifiquement,
mon travail a consisté a estimer le potentiel diésténce ddotrytis cinereaa des agents de
protection biologique producteurs de pyrrolnitringes questions que nous nous sommes
posées au cours de ce travail sont les suivantes:

» Existe-t-il dans les populations naturellesBleinerea des isolats avec une sensibilité
réduite a la pyrrolnitrine?

» Botrytis cinereaest-il capable de devenir moins sensible a laofnitrine, et a des
agents de protection biologique produisant cebaiique, lorsqu’il est soumis a une
forte pression de sélectiomvitro ?

» Lareésistance a la pyrrolnitrine est elle stabla@lesence de pression de sélection?

* Les souches moins sensibles a la pyrrolnitrineetles un désavantage sélectif en
absence de pression de sélection?

* Quels sont les mécanismes impligués dans la rasestale B. cinerea a la

pyrrolnitrine?

52



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre I

Ce mémoire est constitué de 6 chapitres répamisresuit:

Chapitre | - Etude bibliographique.

Chapitre Il - Evaluation de la diversité de la sesibilit¢ de Botrytis cinereaa la
pyrrolnitrine

Pour tester I'hnypothese de la préexistence dangpdgailations naturelles dB. cinerea
d'isolats avec une sensibilité réduite a la pyroie, 204 isolats d8. cinereaéchantillonnés
entre 1987 et 2008 sur des hotes différents et desmsocalités différentes ont été testés pour
leur niveau de sensibilité a la pyrrolnitrine. Wbus échantillon d'isolats ayant des niveaux de
sensibilité variable a I'antibiotique a été prélpoér tester I'efficacitén vitro et le niveau de
protection sur tomate d'une bactérie productric@yteonitrine,Pseudomonas chlororaphis
Un lien éventuel entre le niveau de sensibilité pyirrolnitine et la résistance a des fongicides

ou le niveau d'agressivité sur tomate a été testé.

Chapitre Ill - Adaptation de Botrytis cinereaa la pyrrolnitrine, et colts adaptatifs
associes a la résistance
Pour évaluer I'adaptation possibleRlecinereaa la pyrrolnitrine, 20 générations successives
de 5 isolats différents ont été produites vitro sur un milieu gélosé en présence de
l'antibiotique. Une comparaison pour le niveaué@gstance a la pyrrolnitrine, des générations
obtenues sous pression de sélection, avec cellesuds en absence de pression de sélection,
et avec la souche sauvage, ont été faites. Ldistate la ‘résistance’ a été étudiée en faisant
des générationén vitro en absence de pyrrolnitrine. Enfin, la ‘fitnesss dgenérations
résistantes a été estimée par des tests mesurargisdgance mycélienne, la sporulation et

'agressivité sur tomate et pomme.

Chapitre IV - Comparaison histologique du développment sur la tomate, d’un mutant
résistant a la pyrrolnitrine et de la souche sauvagsensible

Le but de cette partie était d'appréhender lesesads la perte d'agressivité sur la tomate

d'une souche dB. cinereaayant acquis la résistance a la pyrrolnitrine e&ecfin, nous avons

réalisé une comparaison histologique dans lesstisk tomatedu développement d’un

variant résistant a la pyrrolnitrine et de sa seusduvage sensible, sur 5 jours consécuitifs,

Chapitre V-  Comparaison du déterminisme génétiquele la résistance dé. cinereaa
la pyrrolnitrine et a l'iprodione
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Les mécanismes de résistance a la pyrrolnitrineétinexplorés en comparant la résistance a
la pyrrolnitrine avec la résistance a des fongiidetiBotrytis présentant des similitudes de
mode d'action et/ou de structure avec cet antdpieti(dicarboximides, phénylpyrroles). A
cette fin, 20 générations successives de 5 isdifftyents ont été produitaa vitro sur un
milieu gélosé en présence du fongicide iprodion&a(@oximide). Une comparaison
phénotypique des générations obtenues sous predsigglection pyrrolnitrine, avec celles
obtenues en présence d'iprodione et avec la s@athvage, ont été faites pour leur niveau de
résistance au fongicide et a l'antibiotique. Laactarisation des mécanismes moléculaires
associés a la résistance a la pyrrolnitrine a étdisée a partir des connaissances des
mécanismes de résistanceRlecinereaa l'iprodione (modifications dans le gémas1codant
pour I'histidine-kinase). Le gérnmsla été séquencé et comparé entre générationsargssst

et sensibles a la pyrrolnitrine et au fongicide.

Chapitre VI - Stabilité des marqueurs microsatellies chez Botrytis cinerea apres
exposition a différentes pressions de sélection

Ce dernier chapitre aborde la stabilité des manmguelcrosatellites chez différentes souches

de B. cinereaapres exposition a différentes pressions de s@te@pyrrolnitrine, iprodione,

PDA et un milieu pauvre en nutriment). Des variagigphénotypiques liées a des mutations

ont été mises en évidences chgz cinerea (voir chapitre Il et V), et des mutations

eventuelles sur les margueurs microsatellites @nteeherchées.
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Chapitre I

Evaluation de la diversité de la sensibilité d8otrytis cinereaa la pyrrolnitrine,

antibiotique produit par divers agents de lutte bidogique.
Publication 1

Assessing the diversity of sensitivity dBotrytis cinereato pyrrolnitrin, an antibiotic
produced by biological control agents.

S. Ajouz, A. S. Walker, F. Fabre, P. Leroux, P. C. Nicot ath M. Bardin

(a soumettre a BioControl)
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Assessing the diversity of sensitivity dBotrytis cinereato pyrrolnitrin, an antibiotic

produced by biological control agents.
S. AjouZ, A.S. Walkef, F. Fabré P. Leroux, P. C. Nicot and M. Bardir¥

1 INRA, UR407, Plant Pathology Unit, Domaine St MaeriF-84140 Montfavet, France
2 INRA UMR 1290, Bioger-CPP, Route de St Cyr, F-B80€rsailles cedex, France.

* Corresponding author. Mailing address: INRA, UR40nité de Pathologie Végétale, Domaine St Maufice
84140 Montfavet, France. Phone: 33-432-72-28-5%: B&-432-72-28-41. E-mail: marc.bardin@avignoraifir

Short title: Baseline sensitivity &otrytis cinereao pyrrolnitrin

Abstract

To assess the diversity of the fungal plant pathd®gtrytis cinereato the biological control
agents producing the antibiotic pyrrolnitridQ4 isolates collected from different crops were
tested for sensitivity to pyrrolnitrin using a spagermination assay. The baseline distribution
of the effective concentration reducing 50% of spere germination compared to the control
(EGs0) was determined. Isolates Bf cinereaexhibited an important range of sensitivity to
pyrrolnitrin with an 8.4-fold difference in Bgvalues between the most sensitive and the least
sensitive isolates. The pyrrolnitrin Bvalues of these isolates did not reveal a normal
distribution and different sub-populations are sgjgd. Results obtained with the model-based
clustering analysis indicate that the distributmithe EGo values best fit a normal mixture
model with 3 components and unequal variancecdcelation was observed between the level
of sensitivity to pyrrolnitrin and the aggressiveseof isolates on tomato plants. The less
sensitive isolates were resistant to several futggcsuggesting that multidrug resistant isolates
are also resistant to pyrrolnitrin. The efficacy tife pyrrolnitrin-producing bacterium
Pseudomonas chlororaphithZ24 was tested on tomato plants anditro on Petri plates with
isolates ofB. cinereahaving different level of sensitivity to pyrrolnit. The results showed
that whatever the Egvalue of the isolates tested, no significant déferes in sensitivity were
observed towards this bacterium suggesting an absanresistance to this biological control

agent withinB. cinereasolates.

Keywords durability, distribution, aggressiveness, muliglresistance, fungicide

Introduction
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Gray mould, caused by the fungBstrytis cinereaPers.:Fr (teleomorpBotryotinia fuckeliana
(de Bary) Whetzel), is a severe disease on a wadge of crops with economic importance
(Jarvis, 1980). Chemical control remains the mameasare to reduce the incidence of this
pathogen in most crops but resistanceBofcinereato most fungicides has been reported
worldwide (Leroux, 2004). The development of biotad control methods may be a good
complement to control the disease and many bicbgiontrol agents have been described in
the past years (Elad and Stewart, 2004; Elmer ayglifigki, 2006). Mechanisms involved in
the biological control include hyperparasitism, uotion of plant-host resistance, competition
for nutrients or production of inhibitory metabebt (Elad and Stewart, 2004). Several bacteria,
such asEnterobacter agglomeranSerratiaspp. orPseudomonaspp, described as potential
biological control agents againBt cinereaproduce the antibiotic pyrrolnitrin (3-chloro-4-R2'
nitro-3' -chlorophenyl)-pyrrole) (Chernin et al.996; Janisiewicz and Roitman, 1988;
Raaijmakers et al., 2002). This antibiotic has besrorted to inhibit the growth d&. cinerea
(Hammer et al., 1993). A recurring problem encoretten the field with biological control
against plant pathogens is the inconsistency ddfitsacy (Elad and Stewart, 2004). This fact
is generally attributed to variable climatic comglis encountered in the field, the lack of
ecological competence of the biological control regeand/or an unstable quality of the
products (Elad and Stewart, 2004). However, possiBduction of efficacy of biological
control may also be related to the variability ehsitivity of plant pathogens to biological
control agents.

The build-up of field resistance to biological catagents could arise if plant pathogens have
the ability to produce natural mutants with redusedceptibility under the selection pressure
of products used by farmers. For instance, Li aedekt (1994) have shown that after 10
successive treatments on plants with the antibmticlucing bacteriunBacillus subtilis its
efficacy againsB. cinereadropped dramatically. In a recent study, Ajouzlket(2010) have
demonstrated thd&. cinereacan become less sensitive to the pyrrolnitrinibastic produced

by several biocontrol agents. This resistance toopyitrin maked the pathogen less sensitive to
a pyrrolnitrin-producing bacterium in vitro tests (Ajouz et al., 2010). Possible loss of affic

of a biological control agent could also resulinfrthe selection of pre-existing plant pathogen
isolates with low susceptibility in natural popudets. Schouten et al. (2004) have, for example,
observed that 17% of the strains Blisarium oxysporumwere naturally tolerant to the
antibiotic 2,4 diacetylphloroglucinol (2,4 DAPG).r&cent study has shown tl&tcinereacan
tolerate the antibiotic 2,4 DAPG produced by thet&aaPseudomonaspp. (Schouten et al.,
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2008). Considering this, one might fear a possibpercussion on the durability of efficacy of
biological control agents that produce antibiotidsspite the commonly reported assumption
that resistance of plant pathogens to biologicaitrad agents will develop less frequently as
compared to chemical control methods (Duffy et aD03). Knowledge on the potential
development of resistance to biological control ragecan thus help to devise or improve
resistance management strategies.

In this study, efforts have been focused on thebiatic pyrrolnitrin produced by several
biological control agents. The main purposes o$ thiork were (i) to establish a baseline
sensitivity distribution to pyrrolnitrin in ordeltmonitor future shifts in sensitivity to this
antibiotic in B. cinereapopulations and (ii) to assess the possible riskesfstance to a
pyrrolnitrin-producing biological control bacteriumAdditional objectives were to investigate
if the resistance to pyrrolnitrin withilB. cinereaisolates has an effect on their level of
aggressiveness on tomato and if a cross-resistaeteeen pyrrolnitrin and other fungicides is
detected.

Materials and methods

Collection and maintenance Bbtrytis cinereasolates

Two hundred and four isolates Bf cinereawere used in this study. These isolates have a wid
diversity regarding year and region of isolatiolanp hosts or substrate. All these isolates were
collected from 1987 to 2008 with a majority acqdiegter 2000 (125 isolates). Most isolates
were sampled from France (192), of which 168 weoenfthe southern and 24 from the
northern part of the country. In addition, 6 isesacame from Italy, 5 from Syria and one from
Portugal. Most isolates were collected from diffgrplant species: 81 from tomato, 56 from
grape, 5 from rose, 4 from cucumber, 3 from strambheand one isolate from each of the
following plant species, artichoke, pepper, carastion, asparagus, peach fruit, cherry fruit,
Kiwifruit, basil, hydrangea, gerbera, primrose,layeen and poinsettia. Forty one isolates were
not sampled from diseased plants; they were celtefiom the air (28 isolates), bird feathers
(7), rainwater (3), snow (2) and plant debris (ll these isolates were single-spored and
maintained in stock cultures stored at -20°C inhagphate buffer 0.06 M containing 20%
(V/IV) of glyceral.

Inoculum production
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Inoculum ofB. cinereawas produced in Petri dishes on Potato Dextrose Agalium (PDA

39 g I': Difco Laboratory, Detroit, Michigan) incubatedder cool white fluorescent light (14-
hour photoperiod — 65 umole™s?) in a growth chamber at 21°C (14h day and 10hthigh
Spores were collected in 5 ml of water on 14-da-@lltures. The spore suspensions were
vortexed with glass beads (2.5 mm diameter) tors¢pahe spores and then filtered through 30
pum mesh filters to remove mycelial fragments. Tihalfconcentration of the suspensions was

adjusted to 1Dspores mt with the aid of a hemacytometer.

Effect of pyrrolnitrin on spore germination Bbtrytis cinerea

The effect of pyrrolnitrin (purified microbial pyshitrin >95 %, Sigma chemical, Israel) was
tested on spore germination. A stock solution weepg@red by dissolving the antibiotic in
methanol at a concentration of 1 mg'naind stored at 4°C in the dark to preserve itsviagti
Pyrrolnitrin was added at different concentratiénosn O to 500 pgt to Glucose Agar medium
(GA) containing 10 g1 glucose and 12.5 ¢ lagar. The spore germination rate was estimated
24 hours after inoculation for each isolate by eaahg 100 arbitrarily-selected spores per plate
in each of three plates. A spore was consideregeasinated if its germ tube was at least as
long as its length. The whole experiment was cdrmig three times independently.

The 50% effective concentration (BfCwas estimated as described by Leroux et al. (1999
using the regression curves obtained by graphigabiting the germination rate at 24 hours
after inoculation (nontransformed) against the tl@gsformed values of the antibiotic
concentrations. To test the effect of the origirthe# B. cinereaisolates on their sensitivity to
pyrrolnitrin, the isolates collected from differenibstrates (tomato, grape, other host plants and
other substrates) were grouped and differenceseainnmanks for each group of isolates were
determined using the Kruskall-Wallis nonparametest with Statistica software. A resistance
factor (RF) was calculated as the ratio of theB@lue of a given isolate (mean for the three
independent repetitions of the test) over theoB@lue of the most sensitive isolate (mean for
the three independent repetitions of the test). &ach isolate, the minimum inhibitory
concentration was estimated as the concentratiquirezl for a total inhibition of the spore

germination.

Baseline distribution of spore germination to pimioin
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To test the hypothesis that the distribution gibgnthe 204 isolates d@. cinereais a normal
unimodal curve, we used the non parametric Shapfiithtest with Statistica software.

To estimate the most probable model of distributddrthe population of isolates, a model-
based clustering analysis was realized. The bigtan of the 204 E& values estimated was
analyzed using the package mclust of the R staissoftware (http://www.R-project.org). The
mclust package is a model-based clustering andrimis@nt analysis library (Fraley and
Raftery, 2007). It models the data as arising franGaussian mixture model with several
covariance structures. For our purpose in thisysttwlo univariate Gaussian mixture models
were considered. In the first one, the data arenasd to be distributed according to a mixture
of K Gaussian with equal variance. In the second mdbdelyvariances are assumed to vary
among thek components. To decide which covariance structndevehich number of mixture

componentsK) best fit the data, the Bayesian Information Cigte (BIC) was used.

Effect of pyrrolnitrin on mycelium growth and onap productiorof Botrytis cinerea

The activity of pyrrolnitrin was tested on germ ¢uelongation, mycelium growth and spore
production for 8 isolates d@. cinereawith EGso values for spore germination varying from the
most sensitive to the less sensitive. Pyrrolnitias added at the same concentrations as
described above, to GA medium to estimate germ tlbegation and to PDA medium to
measure mycelium growth and spore production. QGeba length (um) was measured with
the help of a microscope 48 hours after inoculatiosing an image analyzing software
(Visiolab1000, BIOCOM S.A, Paris, France). The ager germ-tube elongation was
determined by measuring 20 to 30 germ tubes frdoitrarily-selected germinated spores for
each of three independent replicates of the tést.Mycelium growth was assessed by placing
in the center of a 55-mm Petri plate a 5-mm myeelplug taken from the periphery of a 4-
day-old colony. The inoculated plates were incubbaie21°C in the dark and colony diameter
was measured 3 days after inoculation. Spore ptmiuavas determined 14 days after
inoculation on the same plates. Spores were sodafppen the media, suspended in water and
spore concentration was determined using a hentaeyes. Three plates were inoculated for
each isolate and the whole experiment was repehtee times. For each isolate, values of
ECso were estimated for germ tube elongation and focetigl growth with the same method as

described above for the germination test
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To test the hypothesis that the g@alues calculated on the basis of the germ-tudegaition,

the mycelial growth and the sporulation were id=aitibetween the different isolates Bf
cinereg a one—way analysis of variance was performedgusia ANOVA module of Statistica
software. The multiple comparison test of Studeawhhan-Keuls was used to compare the
means. The relationships betweensg@alues obtained with spore germination andsgEC
values obtained with germ-tube elongation, myceajrawth and sporulation were assessed by

computing the non-parametric Spearman rank coeffiaising Statistica software.

Determination of sensitivity dBotrytis cinereao different fungicides

To determine a possible cross-resistance betwesnlpiyrin and chemical fungicides, eight
isolates ofB. cinerea,chosen for their various levels of sensitivity trnplnitrin, were tested.
Sensitivity to 14 fungicides (belonging to 11 drffat fungicide families) was realized as
described by Leroux et al. (1999). We used, fohdaagicide, the discriminatory inhibition
concentrations (Chapeland et al., 1999; Leroux.et1899), in order to determine whether or
not an isolate was resistant to a fungicide. Fgivan isolate, the resistance to the different
fungicides was tested using a spore germinatidratesl °C. The experiments were all repeated
three times independently per isolate, each witleethreplicate plates. The relationship
between sensitivity of isolates to pyrrolnitrin aedfungicides was examined by comparing the
ECso for pyrrolnitrin to the number of fungicides to wh isolates were resistant. The
statistical analysis was carried out by computimg ion-parametric Spearman rank coefficient
using Statistica software.

In vitro interaction betweenBotrytis cinerea and the pyrrolnitrin-producing bacterium

Pseudomonas chlororaphithz24

The antagonistic activity of a pyrrolnitrin-prodagi bacterium was tested vitro against
fourteen isolates dB. cinereahaving different Eg values varying from the most sensitive to
the less sensitive ones. We used strain PhZZ3setidomonas chlororaph{dazurieret al,
2009), which was kindly provided by P. Lemance®dRA Dijon, France). Confrontation tests
were conducted on TSA medium (3 § Tryptic Soy broth and 15 g'lAgar) in 90 mm-
diameter Petri plates as described by Ajouz e(24110). In each plate, the fungus (5 mm
diameter mycelial plug) and the bacterium (20 |optet dosed at Z@CFU per ml) were placed
25 mm apart. In control plates, a droplet of stedistilled water was used instead of the
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bacterial suspension. Three replicate plates wereulated for each test and incubated at 21°C
in the dark. The whole experiment was conducteekttimes independently. For each test, the
width of the inhibition zone was measured daily fise days after inoculation. Additionally,
mycelial growth (radius in mm) was measured and itingbition of mycelial growth was
assessed with an index computed as [1- (radiusyoéimal growth on control plates / radius of
mycelial growth in presence of the bacterium)] x100

The levels of sensitivity of the 1B. cinereaisolates to the bacteriuf. chlororaphiswere
compared using the ANOVA module of Statistica saftev In this analysis, the elementary
replicate for a given isolate was the average waltthe inhibition zone for the three replica
plates used in each of the three independent tepesti

Aggressiveness oBotrytis cinereaisolates and efficacy of biocontrol blseudomonas

chlororaphisPhZ24 on tomato plants

The level of aggressiveness and the efficaciPsgudomonas chlororaphRBhz24 to control
the fungal pathogen were tested with isolateB.afinereahaving various level of sensitivity to
pyrrolnitrin.  Aggressiveness was estimated foridalates ofB. cinereaand protection of
tomato with the bacterium was tested for 7 isolafée tests were done on 2-month old tomato
plants cv. Monalbo (INRA, Avignon, France) as pomsly described (Bardin et al., 2008;
Decognet et al.,, 2009). To this end, three legparsplant were removed leaving 5-10 mm
petiole stubs on the stems and each pruning woussl imoculated with 10 ul of a spore
suspension oB. cinereadosed at 10 spores per ml. The pathogen was inoculated asre
control and to measure its aggressiveness. It wasuiated together witl?. chlororaphis
Phz24 to test the efficacy of the pyrrolnitrin-pumthg bacterium againd®. cinerea The
bacterium was applied to pruning wounds as 10 igliats of a cell suspension dosed af 10
CFU mi*, 5 minutes after the inoculation Bf cinerea The lengths of resulting stem lesions
were monitored daily for 7 days after inoculatigkll plants were incubated in a growth
chamber with a photoperiod of 14 hours and maiethiat 21°C with a relative humidity above
80%. The experiment was repeated three times imdiepdly, each with three replicate plants
per treatment. To take into account the kineticsdisease development, we computed an
average AUDPC for each isolate as described preljidqDecognet et al., 2009). To facilitate
the comparison of aggressiveness among isolatedative aggressiveness index (in percent)
was computed as the ratio between the average AUDIPtbe tested isolate and that of

reference isolate BC1, multiplied by 100. The AUDRGlues were used to calculate a
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protection index as: [100x (AUDRGio - AUDPG acterial treatmebAUDPCeontro)], Where
AUDPConirol represented the plants inoculated vBthcinereaalone and AUDP Gcterial treatment
the plants inoculated together wBh cinereaandP. chlororaphisPhz24.

The levels of sensitivity oB. cinereaisolates toP. chlororaphisbetween isolates were
compared using the ANOVA module of Statistica saftev In this analysis, the elementary
replicate for a given isolate was the average ptiote index for the three replica plants used in
each of the three independent repetitions. Taleshypothesis that the level of aggressiveness
of an isolate was independent from its level oistesce to pyrrolnitrin, statistical analyses
were performed using the ANOVA module of Statisscdtware, and the multiple comparison
test of Student-Newman-Keuls was used to compaentbans of the aggressiveness index
values. The relationship between sensitivity tag@ypitrin and aggressiveness on tomato plants
was assessed by computing the non-parametric Sprarank coefficient using Statistica

software.

Results

Effect of pyrrolnitrin on spore germination Bf cinerea

Two hundred and four field-collectel. cinereaisolates were tested for their sensitivity to
pyrrolnitrin. The EG values based on spore germination rate ranged &&nto 31.8 ug
and most isolates (52%) had ansg@elow 10 pg T (Fig. 1). Significant differences in
sensitivity to pyrrolnitrin were detected betweaolates (ANOVA,P < 0.001). The least
sensitive isolate was separated from the most thenssolate by a resistance factor of 8.4.
None of the 204 isolates were able to germinatenmuium amended with 100 pd |
pyrrolnitrin. No significant differences of meamnséivity to pyrrolnitrin (based on mean EC
values) were observed between different groupssolaies ofB. cinereacoming from the
different hosts, tomato, grape, other plants and plant (ANOVA, P = 0.84) (Table 1). The
Kruskall-Wallis nonparametric test indicates tha tnedians are not significantly differe (
= 0.08).

The pyrrolnitrin EGp values of these isolates were not normally disted (non parametric
Shapiro-Wilk testP < 0.0001; Fig. 1)The distribution suggested the presence of diftesah-
populations. Model-based clustering analysis iaigid that the distribution of the Efalues
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Fig. 1 Baseline sensitivity to the antibiotic pynitrin of 204 isolates oBotrytis cinerea
collected from 1987 to 2008, based on inhibition spiore germination. The EBLis the

effective concentration of pyrrolnitrin, in pug,linhibiting 50% of the spore germination
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Table 1 Sensitivity to pyrrolnitrin of 208Botrytis cinereaisolates sampled from different host plants anussates between 1987 and 2008,

based on inhibition of spore germination

ECso (ug I)°

No. of isolates Mearf Median Minimum Maximum RE

Whole population 204 102+0.3 9.5 38 31.8 8.4
of isolates

Host Tomato 81 99+0.3 10.0 3.8 16.0 4.2

Grape 56 10.4+0.9 7.5 4.3 31.8 7.4

Other host plants 26 10.6 £0.6 11.4 5.1 15.0 2.9

Other substrates 41 10.4 +£0.5 9.5 6.1 17.0 2.8

Mean + standard error of the mean for each grdugotates

Values of EGy were estimated based on the spore germination rate

RF = Resistance factor computed as the ratig BGhe least sensitive isolate of the considered g of isolates / E£ of the most sensitive isolate of
the considered group of isolates.
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Fig. 2 Estimated distribution of the Efralues for the 204 isolates Bf cinereausing the
package mclust of the R statistical software. Thoemponents with unequal variance were
identified. The first component regroup 35% of teelates with a mean Egof 6 ug I* (o
=1.1), the second one 62% of the isolates with ami&G of 11 pg I (c =2.6) and the last
one only 3% of the isolates with a meansg6f 26 pg * (o =4)
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best fit a normal mixture model with 3 componems anequal variances (Fig. 2). The first
component regrouped 35% of the isolates with a nE&gof 6 pg I* and a standard deviation
o of 1.1, the second one regrouped 62% of the s®haith a mean Bgof 11 pgt* (c = 2.6)
and the last component regrouped only 3% of tHatis® with a mean Egof 26 pg T (o = 4).
Minimum inhibitory concentrations were defined feach isolate tested in this study. These
concentrations were similar, ca. 20-30 iy between to the fist two components of the
population, which could be gqualified as sensitiVee minimum inhibitory concentration was
higher for the third component of the populatioa, 50-100 ug?. Based on these results,
discriminatory doses of pyrrolnitrin can be definesl ca. 30 pg’ito differentiate sensitive

from moderate resistant isolates and 100} ldetermine the highly resistant isolates.

Effect of pyrrolnitrin on mycelial growth and on@pe production oB. cinerea

To test the effect of pyrrolnitrin on germ-tube regation, mycelial growth and spore
production, than vitro inhibitory action of pyrrolnitrin was tested onisblates ofB. cinerea
having various level of sensitivity to pyrrolnitrimased on spore germination tests. Significant
differences between the 8 isolates tested wererngdbeor the germ tube elongation, the
mycelium growth and the sporulation (ANOVA, = 0.002,P = 0.005 and P < 0.001,
respectively, Table 2). Moreover, a significantretation was observed between fz@alues
obtained for spore germination anddg@alues obtained for spore productiondmar= 0.79,

P = 0.02). However, the correlation betweensg@alues for germination and g values for
germ-tube elongation was not statistically sig@ifit (Rpearman= 0.65,P = 0.08), there was
none with EGp values for mycelial growth @earman= 0.15,P = 0.71). Spore germination,
germ-tube elongation, mycelial growth and sporatatof the 8 isolates were completely
inhibited at 100 pgi.

Among the isolates tested, three were significal@bg sensitive to this antibiotic and had an
ECso, based on spore germination, 4.4 to 6.2 timesehigtan the most sensitive isolate tested
(Table 2). They had an kg based on sporulation, 6 to 13.6 times higher tten most
sensitive isolate tested (Table 2). Moreover, thveye able to produce nearly 12.6 times more

spores than the most sensitive isolate tested qrgI®pyrrolnitrin.
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Table 2 Effect of pyrrolnitrin on spore germination, getabe elongation, mycelial growth

and sporulation of 8 isolates dotrytis cinerea Data are means of three independent

repetitions + standard error of the mean

Ecso (ug I)?

Isolate Spore germination Germ-tube elongation NMgtcgrowth Sporulation
05-A-590 31.8+23 a 6.2+0.2 a 57+13 ab 95+05 a
05-A-550 27721 b 7107 a 5719 ab 4207 b
05-A-587 226+03 c 6.2+06 a 4403 ab 4904 b
BC26 121+12 d 3.8+08 ab 56+08 ab 08+0.2 c
H6 10.2+1.2 de 36+1.3 ab 13+£03 b 1.0+£01 c
BC1 70£03 e 49+04 ab 51+0.1 ab 0701 c
BC25 59+x09 e 2303 b 4214 ab 23x09 c
BC21 51+02 e 59+10 a 72+06 a 0702 c
P valué <0.001 =0.002 =0.005 <0.001
Mean + SEM 142+1.2 4.8+ 0.3 49+05 2.8+0.6

% For each isolate, means within a column followgdhe same letter are not significantly different
(ANOVA, a = 0.05; Newman—Keuls test).

b

P value associated to a one-way analysis of varight©VA).
¢ average values for the 8 isolates + standard efrthre mean
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Protection of tomato againBt cinereawith the pyrrolnitrin-producing. chlororaphisPhz24

strain

Seven isolates dB. cinereahaving various levels of sensitivity to pyrrolmitiwere tested on
tomato plants to estimate the efficacy of the pgwiton-producingP. chlororaphisPhZ24strain
on tomato plants. The efficacy of protection of & by the bacterium was high as the
protection indices were comprised between 97.1 &0189% (Table 3). The protection indices
were not significantly different between the 7 &ek whatever their Egvalues (ANOVA,P
=0.25, Table 3). The average protection indexHer7 isolates tested was 98.8 + 0.4%.

In vitro sensitivity ofB. cinereamycelial growthto the pyrrolnitrin-producing. chlororaphis
PhZz24 strain

The inhibitory activity of the pyrrolnitrin-produeg bacteriaktrainP. chlororaphisPhZ24 was
tested on mycelial growtin vitro on 14 isolates oB. cinereadiffering in their level of
sensitivity to pyrrolnitrin for spore germinatioill isolates displayed a similar level of
sensitivity to the bacterium, measured by the itiloib zone, whatever their Egvalues for
spore germination (ANOVAP = 0.47, Table 3). The mean inhibition zone between th
bacteria and the pathogen was 16.8 + 0.4 mm fdhaB. cinereaisolates tested (Fig. 3). The
bacterium reduced the radial mycelial growth of gahogen fungus with a mean growth
inhibition of 71.5 + 0.9 %.

Relationship between sensitivity to pyrrolnitrindato fungicides

Eight isolates oB. cinereadiffering in their EGo values for pyrrolnitrin inhibition of spore
germination were tested for their sensitivity to different antibotrytis fungicides. Different
patterns of sensitivity to fungicides were obser¢€able 4). The three isolates least sensitive
to pyrrolnitrin were resistant to 7 out of the Lhdicide families tested (Table 4), suggesting
that they are multidrug resistant isolates. Howgtlerse three isolates had different patterns of
resistance to fungicides (Table 4). Among the fotber isolates tested, three patterns of
fungicide resistance were detected. Isolates BQLBD26 were both resistant to the same 5
fungicide families (Table 4). Isolates BC21, BC2tl &6 were resistant to 3 fungicide families
only (Table 4). However, H6 was resistant to cadaemm while BC21 and BC25 were

sensitive to this fungicide and resistant to ditghoarb (Table 4). Moreover, a significant
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Table 3 Protection of tomato with the pyrrolnitrin-prodng strain PhZ24 oPseudomonas
chlororaphis in vitro sensitivity to PhZ24 and relative aggressivenesstaonato plant of
isolates ofBotrytis cinereahaving different EG values to pyrrolnitrine based on spore
germination. Data are means of three independestit®ns + standard error of the mean

P. chlororaphisPhz24

Isolate In vitro EGsp to Protection In vitro Relative aggressiveness
pyrrolnitrin (ug )2 of tomato inhibition zone index (%
plant (% (mm)°
05-A-590 31.8+23 a 100.0+£0.0 15.0+1.2 33.7£7.5 bcd
05-A-550 27.7+21 a 100.0+0.0 15.0+1.2 28.7+ 1.8 bcd
05-A-587 226+03 b 100.0 £ 0.0 17.7£0.7 29.0+5.0 bcd
E319 143+03 ¢ 97.1+1.3 19.3+1.3 63.5£5.8 b
E41 135+50 «cd 98.0+1.4 175+2.0 55.2+8.5 b
BC26 12.1+1.2 cde d. 16.6 £1.7 10.4+ 2.7 cd
BC50 12.0+1.5 cde 100.0+£0.0 16.8+2.2 32.6x1.4 bcd
El4 11.5+1.6 cde - 17.1+3.1 673143 b
H6 10.2+1.2 cde - 143+1.9 0.0+00 d
BC1 7.0+0.3 de 98.0+1.3 16.5+0.4 100.0+£ 0.0 a
NH-PL3 6.4+0.8 de - 17.0+1.7 119.9+ 18.7 a
NH-Ol4 6.2+0.7 de - 16.3+3.0 47.1+8.2 bc
BC25 59+0.9 de - 19.5+0.5 0.0+00 d
BC21 51+02 e - 183+1.1 53.2+9.1 b
P valu€ <0.001 =0.25 =0.47 <0.001

% For each isolate, means within a column followgdte same letter are not significantly different
(ANOVA, o = 0.05; Newman—Keuls test).

Protection of tomato plants by. chlororaphis PhZz24 was calculated as follows [100x
(AUDPControl - AUDP Gyagterial treatmebAUDPCronro)] Where AUDP Gonyror COrresponds to the plants
inoculated withB. cinereaalone and AUDPGcterial reatment the plants inoculated together wigh
chlororaphisPhz24.

Zone of inhibition measured in mm 5 days afteciration.

4 Relative aggressiveness index = 100x (AURREGAUDPCsc,)] where AUDPGc; correspond to
the plants inoculated with isolate BC1 and AURRSe the plants inoculated with an other isolate.
For each isolate, means within a column followedh® same letter are not significantly different
(ANOVA, o = 0.05; Newman—Keuls test).

- = not done or not relevant

€ P value associated to a one-way analysis of varighsiOVA).
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Fig. 3 Effect of pyrrolnitrin-producing strain PBZ of Pseudomonas chlororaphisn the
mycelial development dBotrytis cinereaon TSA medium after 5 days of incubation. A is the
control B. cinereawithout P. chlororaphisPhZ24, B is the confrontation between the seresitiv
isolate BC1 oB. cinerea(ECso = 7.0 ug ') andP. chlororaphisPhZ24, C is the confrontation
between the less sensitive isola18-A-590 of B. cinerea (ECs= 31.8 pg 1) and P.
chlororaphisPhz24.

71



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre Il

Table 4 Pattern of resistance ofBbtrytis cinereasolates having different Egon pyrrolnitrin based on spore germination, tofddgicides

belonging to 11 chemical families

05-A-590 05-A-550 05-A-587 BC26 H6 BC1 BC25 BC21

Pyrrolnitrin® EGs (g I 31.8a 27.7b 226c¢c 121d 10.2de’.0e 59e 51e

Fungicide8 Iprodione

(chemical family) Procymidone (Dicarboximides) R R R R S R S S
Vinclozolin
Eﬁﬂﬁggﬂ:: (Phenylpyrroles) R R S S S s s s
Dicloran (Aromatic R R S R S R S S

Hydrocarbons)

Carbendazim (Benzimidazoles) S S S S R S S S
Diethofencarb (N-phenylcarbamates) R R R R S R R R
Pyrimethanil (Anilinopyrimidines) S S R S S S S S
Prochloraze (Imidazoles) S S R S S S S S
Fenhexamid (Hydroxyanilides) S S S S S S S S
Tolnaftate (Thiocarbamates) R R R S S S S S
Fenpropidine (Piperidines) R R R R R R R R
Cymoxanil (Cyanooximes) R R R R R R R R

For each isolate, means within a line followed iy $ame letter are not significantly different (AXN& o = 0.05; Newman—Keuls test).

Discriminatory concentrations allowing the clagsifion of isolates in 2 categories, sensitive (8) eesistance (R), have been defined by Leroux el a
(1999), as follows: iprodione 2.5 pg iprocymidone 10 pg M) vinclozolin 5 pg mit, fenpiclonil 0.5 pg mt fludioxonil 0.2 pg mit, dicloran 25 ug
mi?, carbendazim 1 pg i diethofencarb 10 pg il pyrimethanil 1 pg mi, prochloraze 0.25 g i fenhexamid 0.4 pg M tolnafate 10 pg il
fenpropidine 0.08 pg M) cymoxanil 25 ug m.



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre Il

correlation was observed between the level of seitgito pyrrolnitrin (EG values) and the
number of fungicides to which the isolates weréstasat (Rpearma= 0.88,P = 0.004).

Relationship between sensitivity to pyrrolnitrindasggressiveness of isolates on tomato plants

To assess the relationship between thesgE@lues to pyrrolnitrin and the level of
aggressiveness on tomato plants, 14 isolateB. afinereahaving different Egy values on
pyrrolnitrin were tested. Infection of pruning walshand development of stem lesions was
observed for the 12 out of 14 isolates tested. Reslithis test revealed significant differences
in the level of aggressiveness on tomato plai. afinereaisolates (ANOVA,P < 0.001; Table
3). However, no evidence of correlation betweensogB@lues to pyrrolnitrin and index of

aggressiveness on tomato was observgg{Ra— -0.14,P = 0.64).

Discussion

Historically, much effort has been devoted to thedg of the efficacy of the antibiotic
pyrrolnitrin and of pyrrolnitrin-producing biologat control agents to contrd. cinereaon
different plants or in post harvest conditions (@ine et al., 1996; Janisiewicz et al., 1991,
Janisiewicz and Roitman, 1988). In contrast, thdysof sensitivity distribution to pyrrolnitrin
of natural isolates dB. cinereais scant or lacking. The evaluation of 204 isolatethe present
study revealed that their spore germination was eqially affected by the antibiotic
pyrrolnitrin. However, despite this diversity, amsiarly high level of sensitivity to the
pyrrolnitrin-producing bacteriurR. chlororaphisPhZ24 was observed on tomato plants, for all
isolates testedA possible explanation for this phenomenon maydteted to the concentration
of pyrrolnitrin present in the vicinity of the bactum in the medium. Although the quantity of
pyrrolnitrin produced by strain Phz24 Bf chlororaphison tomato plant is not known, one
may hypothesise that resulting concentrations cbaldreater than those used to determine the
baseline sensitivity oB. cinereato pyrrolnitrin in vitro. Another explanation could be that
isolates ofB. cinereawere probably not resistant to another antibiotie phenazine-1-
carboxylic acid, possibly also produced by stranz®4 of P. chlororaphis(Mazurier et al.,
2009; Schoonbeek et al., 2002phyway, hese results suggest that the current populatidh of
cinereamay be effectively controlled by this pyrrolnitiproducing biological control agent.

In this study, we observed tht cinereaexhibited a large range of sensitivity to pyrriiini,

with 8.4-fold differences in Efg values between the least and the most sensiiN&teés. The
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existence of this important range of sensitivitjla@s the fact thaB. cinereapopulations
consist of a mixture of phenotypes varying in tlsgnsitivity to pyrrolnitrin. Six isolates were
significantly less sensitive to this antibiotic,thvia mean E of ca. 26 pugtand a minimum
inhibitory concentration of ca. 50-100 p¢ demonstrating that such levels of resistance are
already present in the field. Supplementary evalnatione for 8 isolates revealed that the
effect of pyrrolnitrin on spore production was sfgrantly different between isolates. The three
least sensitive isolates tested were able to pedearly 13 times more spores than the other
isolates on a PDA medium amended with a low dog®/eblnitrin (10 pg ).

The six isolates that were significantly less sresito the antibiotic were all collected from
fungicides-treated vineyard in Champagne and theyewlassified as multidrug resistance
(MDR) isolates (Walker, unpublished data). Thisdstueads to speculation whether MDR
isolates would be systematically resistant to gginon. Work done by Schoonbeek et al.
(2002) revealed that some broad-spectrum antigigtioduced byseudomonaspp. Induced
expression of several ATP-binding cassette (AB@)gporter genes B. cinerea These ABC
transporters are involved in the multidrug resiseaand affect the sensitivity &. cinereato
fungicides and to various natural metabolites (Daaw, 1997; Schoonbeek et al., 2001).
However, surprisingly, Schoonbeek et al. (2002)eoled that treatment d. cinereawith
pyrrolnitrin did not induce expression of any oetABC transporter genes tested, whereas
fludioxonil, a fungicide derived from pyrrolnitrimgsulted in highly elevated expression levels
of one ABC transporter gene (Schoonbeek et al.2R0More work is needed to determine the
exact relationship between the resistance to fushggcand to pyrrolnitrin and the role of ABC
transporters in the resistance Bf cinereato this specific antibiotic. This work would be of
great interest to understand hdsv cinereaacquired a resistance to pyrrolnitrin, while
pyrrolnitrin-producing biological control agents s@enever used in the field in the regions of
collection of the isolates tested in this studyneOnteresting issue would be to determine the
possible effect of fungicide treatments on the tigvment of resistance to this antibiotic. The
occurrence of isolates with a resistance restritbephenylpyrroles (similar to pyrrolnitrin in
their chemical structure) or to dicarboximides mmaatic hydocarbures, have been observed in
the field (Leroux et al., 1999; Vignutelli et aRD02), suggesting an absence of systematic
cross-resistance between these fungicideB.ininerea However, in the case of laboratory-
induced resistant mutants having higher level sistance to these fungicides, cross-resistance
between phenylpyrroles and dicarboximides has leséensively demonstrated B. cinerea
(Rosslenbroich and Stuebler, 2000; Ziogas et 8052 and other fungal species (Dry et al.,

2004; Ziogas et al.,, 2005). Moreover, phenylpysolre also known to cross-resist with
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pyrrolnitrin when the level of resistance is higbkada et al., 2005). However, high levels of
resistance oB. cinereato fludioxonil, a phenylpyrrole fungicide, havedrerarely found in the
field (Baroffio et al., 2003; Vignutelli et al., P@). The reduced fitness of the laboratory
resistant-mutants has been suggested as a possgdénation for the scarcity of field isolates
resistant to phenylpyrroles (Leroux et al., 199%rvtelli et al., 2002; Ziogas et al., 2005).
Results obtained in this study showed that ther®naasignificant correlation between the level
of sensitivity to pyrrolnitrin and the aggressiveseon tomato plants for 14 isolates Bf
cinereg suggesting an absence of fitness cost for thatesthat are moderately resistant to
pyrrolnitrin.

Another possible hypothesis to understand Bowinereaacquired a resistance to pyrrolnitrin
is related to the fact th&. cinereais a saprobe and can survive in various environsyesich
as soil for instance (Jarvis, 1977). Pyrronitrimgarction is a widely distributed trait among
different bacterial genera that are ubiquitous @l @nd plant-associated environments
(Garbeva et al., 2004; Raaijmakers et al., 200Bgrdfore populations @. cinereamay have
occasional encounters with pyrrolnitrin-producingcimorganisms and thus the possibility to
develop resistance to this antibiotic.

Another interesting question arising from this stwebuld be whetheB. cinereacan acquire
greater resistance to this antibiotic in the field.study done with laboratory induced resistant
isolates provides evidence thBt cinereais able to gradually build-up resistance to high
concentrations of pyrrolnitrin and subsequentlyb&come less sensitive to a pyrrolnitrin-
producing biological control agem vitro (Ajouz et al., 2010). However this resistance is
systematically associated with high fitness cogb(a et al., 2010). But this last work was
done with laboratory-induced mutants and the qoegif the possible adaptation Bf cinerea

to pyrrolnitrin-producing antagonists merits funthetention in the context of a commercial
production. The establishment of baseline sensitito pyrrolnitrin and of discriminatory
concentrations to this antibiotic may be helpfufuture studies aiming at monitoring possible
shifts in the sensitivity to pyrrolnitrin-producingiological control agents iB. cinerea

populations.
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Abstract

Many biocontrol agents have been described forctmgrol of Botrytis cinereabut to date,
scientific knowledge is scarce regarding the duitsiaf their efficacy. The objective of our
work was to estimate the risk of decrease in the efficacgf biocontrol due to selection
pressure exerted by biocontrol agentsBortinerea In this study, efforts have been focused
on pyrrolnitrin, an antibiotic identified in divegsbiocontrol agents having an effect Bn
cinerea To evaluate a possible decrease in sensitivitypyarolnitrin, ten successive
generations of 5 isolates Bf cinereawere producedh vitro in the presence of a sub-lethal
dose of the antibiotic (10pug™). For one isolate, a significant reduction in gemsitivity to
pyrrolnitrin at the fifth generation was observeiva resistance factor (RF) of ca. 11. The
production of 10 additional generations for 4 oédé isolates, with increasing doses of
pyrrolnitrin (from 100 to 4000 pgt), resulted in the development of variantsBofcinerea
with high levels of resistance to the antibiotid~(R 1000) and a reduced sensitivityvitro to

a pyrrolnitrin-producing bacterium (mean growthibition of 24 + 7% for the pyrrolnitrin-
resistant generationgs 70 + 3% for the sensitive parent isolates). Reveadaptation of
resistant variants after 10 additional generatimngbsence of selection pressure was not
observed suggesting a stability of the resista@mnparison of the pyrrolnitrin-resistant
generations and their sensitive parent isolates rforcelial growth, sporulation and
aggressiveness on plant tissues reveals that gineldwel of resistance to the pyrrolnitrin has
resulted in a high fitness cost. Reduction in mgterowth was about 1.7 to 3.6 times and
reduction in sporulation was about 3.8 to 6.6 timAggressiveness was between 7 and 11
times lower on tomato and 3 to 10 times lower oplep This study provides evidence that a
fungal plant pathogen is able to gradually buildrapistance to an antibiotic produced by a

biocontrol agent.

Keywords biological control, resistance, durability, s¢len, experimental evolution, fithess
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Introduction

Botrytis cinereaPers.:Fr (teleomorplBotryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel) is the
causal agent of grey mould, an economically impantisease that generates losses on a wide
range of crops (Jarvis, 1980). The control of theease relies mainly on the use of fungicides
but the development of resistance Bf cinereapopulations to the different families of
fungicides complicates their use and threatens gféectiveness (Leroux, 2004). Biological
control could be a good alternative or complemeat many biological control agents against
B. cinereahave been described in the past years (Elad & 3te@@04, Elmer & Reglinski,
2006). The known modes of action include hyperpésas, induction of plant-host
resistance, competition for nutrients and the petidn of inhibitory metabolites (Elad &
Stewart, 2004). The antibiotic pyrrolnitrin (3-ohb-4-(2' -nitro-3' -chlorophenyl)-pyrrole) is
produced by various bacteria such Esterobacter agglomeranfChernin et al, 1996),
Serratia plymuthica (De Vleesschauwer & Hofte, 2007and different species of
Pseudomona®r related genera (de Souza & Raaijmakers, 2008¢ribed as potential
biological control agents against several planthegens. Several pyrrolnitrin-producing
bacteria have been described as biological coagehts againdB. cinerea(Janisiewicz &
Roitman, 1988, Cherniet al, 1996). Moreover, the antibiotic itself has beeparted to
inhibit the growth of bacteria (EI-Banna & Winkelmg 1998) and fungi (Levenfoet al,
2004) includingB. cinerea(Janisiewicz & Roitman, 1988, Hammetral, 1993, Schoonbeek
et al, 2002). It has also received much attention inntleelical field due to its activity against
some opportunistic fungal or bacterial human pathsgincluding the causal agent of
tuberculosis (Biavat al, 2007).

Some recent studies have shown tBatinereacan withstand a wide variety of fungitoxic
compounds from different origins, including thenaipal families of fungicides (Lerougt

al., 2002), the grapevine phytoalexin resveratrol (fdciveeket al, 2001) and the antibiotic
2,4 diacetylphloroglucinol (2,4 DAPG) produced Bgeudomonaspp. (Schouteret al,
2008). ThusB. cinereaappears to be a very adaptable fungus. The maléate and possibly
heterokaryotic nature of this fungus, the presaideansposons in the genome, the existence
of virus-like particles and the possible occurrentsexual reproduction (Beever & Weeds,
2004) may explain this high level of variabilityhdse known biological properties Bf
cinereamight, potentially, compromise the durability ablogical control methods despite

the commonly reported assumption that resistangalasft pathogens or pests to biological
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Table 1 Characteristics, level of aggressiveness on tmknts and on apple fruits, sensitivity to pynitsin and fungicides oBotrytis

cinereaisolates used for tha vitro conidial-transfer experiments.

Aggressivene8s Active ingredients of fungicides (chemical fam'?ly)
Isolate of Pyrrolnitrin . Iprodione, . . Dicloran
. Year Carbendazim procymidone , Fludioxonil .
Botrytis Host . tomato plant  apple o : . (Aromatic
. isolated (Benzimidazoles) vinclozolin (Phenylpyrroles)
cinerea (Dicarboximides) Hydrocarbons)
BC1 tomato 1989 +++ +++ ‘s S R S R
BC21 strawberry 1991 ++ +++ S S S S S
BC25 tomato 1991 - ++ S S S S S
BC26 tomato 1991 + ++ S S R S R
H6 tomato 1991 - + S R S S S

a

+++ = high level of aggressiveness, ++ = moddmtel of aggressiveness, + = low level of aggressiss, - = not aggressive in our conditions of test

® the concentrations of fungicides used are asvsticarbendazim 1 pg ni_Iprodione 2.5 pg mt, procymidone 10 pg mt, vinclozolin 5 ug mr, fludioxonil 0.1

pg mLY, dicloran 25 pg mtt
¢ S = sensitive and R = resistant.
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control agents will develop less frequently as carad to chemical control methods (Holt &
Hochberg, 1997, Duffyet al, 2003). Although information on the durability bfological
control efficiency is scant, recent results concgympest management in agricultural systems
have shown that this assumption may not alwaysubgfied (Asser-Kaiseet al, 2007).
Moreover, inconsistent efficacy of biological caitagainst plant pathogens still appears to
be frequent in the field (Elad & Stewart, 2004).isTfact is generally attributed to variable
climatic conditions encountered in the field, treckd of ecological competence of the
biological control agent, and/or an unstable gyaiit the products (Elad & Stewart, 2004).
However, a possible reduction of efficacy of a bgital control agent could also arise if
plant pathogens produce natural mutants with retisasceptibility to the biological control
agents used on crops. Knowledge on the potentialolement of resistance to biological
control agents can thus help to devise or imprasstance management strategies. The
build-up of field resistance to biological contaaents could result from the selection of pre-
existing plant pathogen isolates with low susceigifin natural populations or it could arise
if plant pathogens have the ability to produce ratmutants with reduced susceptibility
under the selection pressure of products usedrinefs.

The main purpose of the present study was to afisegmtential for build-up of resistance
in B. cinereaisolates to pyrrolnitrin-producing biological cooit agents. To this end,
successive generations were produteditro for five isolates ofB. cinerea Our specific
objectives were (i) to monitor these generations gossible changes in sensitivity to
pyrrolnitrin and to a pyrrolnitrin-producing biolagl control bacterium and in case of
detection of resistant variants, (ii) to assess fitaess in comparison with the parent isolates
and (iii) to evaluate the stability of the residtgshenotype by producing additional

generations in absence of selection pressure.

Materials and methods

Isolates ofBotrytis cinerea

Five single-spore isolates @. cinereaoriginating from Francewere selected from a
collection maintained in our laboratory (Table The choice was made on the basis of
differences in aggressiveness to tomato plantsappte fruits and of differences in patterns

of resistance to six fungicides representing fdugnsical groups. All selected isolates were
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Figure 1 Presentation of the conidial-transfer procedoreBbtrytis cinereaisolates. The concentration of pyrrolnitrin in g is indicated in
the plates for every generation. For the pyrrdimigenerations, the PDA medium was amended witlud @ of pyrrolnitrin until the 18
generation, then with increasing doses of pyrraito reach 4000 pgtat the 28 generation. Control generations were produced DA P
medium without pyrrolnitrin. Three independent abal-transfer procedures (lineages 1, 2 and 3) wesdised for each isolate. Every

generation was transferred to a new plate eveidaid except the 11th generation which was inculfate8D days.
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sensitive to pyrrolnitrin. For the duration of th®rk, they were maintained in stock cultures
stored at -20°C in a 0.06 M phosphate buffer coirgi20% (V/V) of glycerol.

In vitro conidial-transfer experiment

This experiment was carried out to produce 20 coutsee generations afpores on Potato
Dextrose Agar medium (PDA 39 g'LDifco Laboratory) amended with pyrrolnitrin (pfied
microbial pyrrolnitrin >95%, Sigma chemical). Thgrmlnitrin was dissolved in methanol
and a stock solution containing 1 & Wwas prepared and stored at 4°C in the dark tepres
its activity. Stored spore suspensions of the iSatéates oB. cinereawere first inoculated on
PDA medium without pyrrolnitrin. After 14 days ohdubation at 21°C, spores were
harvested from the plates in 2 mL of a phosphateegbl solution. This spore suspension
represented the initial parental generation GOpibaluce the next generation, this suspension
was adjusted to £Gpores per mL, using a haemocytometer, and 40ipliogés were spread
on Petri plates containing PDA medium amended ptinolnitrin at a final concentration of
10 pg L*. After 14 days of incubation in the dark at 218Bores representing generation G1
were harvested in 2 mL of a phosphate-glyceroltamiu The spore suspension was adjusted
to 16 spores per mL and 40 pL aliquots were used toym®dhe next generation. The
remaining suspension was stored at —20°C. Frontgb0successive generations (G1 to G10)
were produced on PDA medium in the presence of 4@ fiof pyrrolnitrin (Fig. 1). This
concentration of pyrrolnitrin was determined, ipraliminary experiment described below, as
the highest dose allowing sufficient conidial protion by any of the five isolates @&.
cinereaafter 14 days of incubation at 21°C in the darking the spores of generation G10,
ten additional successive generations were produtezbnditions of increasing selection
pressure. The concentration of pyrrolnitrin in BA medium was progressively increased
from 10 pg L (for the production of the first ten generations)4000 pg L[* for the
production of generation G20 (Fig. 1). Spores fralternate generations (G12, G14, G186,
G18 and G20) were preserved at -20°C for furtherkwés a control, twenty successive
generations were also produced on a pyrrolnitee-fDA medium.

For each of the five isolates, the whole experimards carried out three times
independently, providing three lineages of 20 gatiens produced under selection pressure
(Fig. 1) and three independent "control" lineagesdpced on pyrrolnitrin-free PDA. To

facilitate reading and avoid lengthy repetitionsthie rest of this paper, control generations
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produced on unamended PDA and generations prodacpgesence of pyrrolnitrin will be

labelled GnC and GnP, respectively, where n indg#te generation rank in the lineage.

Determination of pyrrolnitrin sensitivity

In a preliminary experiment, we assessed the etiegyrrolnitrin on mycelial growth and
spore production by the parental generation of esalate. This information was needed to
determine the dose of pyrrolnitrin to be used ia pgroduction of successive generations
under selective pressure as described above.dnand phase, sensitivity to pyrrolnitrin was
tested on generations G1P, G2P, G3P, G4P, G5P,&IR, G12P and G20P for each of the
15 lineages generated under selection pressur@ddition, these tests were also conducted
for generations G10C and G20C of the lineages medlwn pyrrolnitrin-free medium for
comparison.

The effect on mycelial growth was assessed on PDédium containing different
concentrations of pyrrolnitrin (0, 1, 2, 5, 10, 300, 500, 1000, 2000, 4000, 6000, 8000 and
13000 pg [Y). To carry out this test, the spores of a givenegation (including parental
generation GO) were first transferred to unamenB&HR medium and the plates were
incubated for four days at 21°C in the dark. Myaeplugs (5 mm in diameter) were then
excised from the periphery of the growing coloraesl transferred to the centre of fresh PDA
Petri plates (90 mm in diameter) containing theirddsconcentrations of pyrrolnitrin. The
plates were incubated at 21°C in the dark and gotbameter was monitored for four days
after inoculation. For each of the three lineagasigolate, three replicate plates were used for
each dose of pyrrolnitrin and the whole experimeas carried out three times independently.
The 50% effective concentration (BfLwas estimated as described by Leretal.(1999). A
resistance factor (RF) was measured as the ratithefaverage Ef value of a given
generation for a given isolate (mean for the tmegdicate lineages) over the B alue of the
sensitive parent of the considered isolate (geiver&0). Statistical analyses were performed
separately for each isolate on the sE@alues, to test the hypothesis that the level of
sensitivity to pyrrolnitrin remained identical ftre successive generations. In these analyses,
we used the ANOVA module of Statistica softwareetst both a possible lineage effect and a
generation effect. When a significant effect wasesbed, the multiple comparison test of
Student-Newman-Keuls was used to compare the nidaengffect of pyrrolnitrin on spore
production was assessed for the parental gener&irof each isolate. Plates of PDA

medium amended with different concentrations ofgipitrin were inoculated in their centre
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with a mycelial plug (5 mm in diameter) taken frahe periphery of a 4-day-old colony.
After 14 days of incubation at 21°C in the darke #pores were scraped from the medium,
suspended in water and spore concentration wasndagsl using a haemocytometer. Three
replicate plates were inoculated for each doseyafomitrin and the whole experiment was
carried out three times independently. The dataewsealysed with Statistica software, using

the three repetitions of the experiment as blockkthe individual plates as replications.
Stability of pyrrolnitrin resistance

To test the possibility of "reverse adaptation"res$istant variants in absence of selection
pressure, we studied the resistant variants ofstaiiethe 28 generation under selection
pressure (G20P) for isolates BC1, BC25, BC26 andAd6 one lineage per isolate, spores of
generation G20P were used to produce ten additgerérations on PDA medium without
pyrrolnitrin (G21 to G30). An incubation time of ldays was applied between each
successive generation. The £@nd RF values of the last generation (G30) weteraened

for each isolate as described above.
Interaction betweenB. cinereaand a pyrrolnitrin-producing bacterium

The antagonistic activity of a pyrrolnitrin-prodagi bacterium was testéw vitro against the
parental generation GO of four isolatesBofcinerea(BC1, BC25, BC26 and H6) and against
some of their generations obtained under selegtieasure (G10P and G20P). For this work,
one lineage was used per isolate. We used straith£324 ofPseudomonas chlororaphis
(Mazurieret al, 2009), which was kindly provided by P. Lemanc@iRA Dijon, France).
Confrontation tests were conducted on TSA mediurg [3 Tryptic Soy broth and 15 gL
Agar) in 90 mm-diameter Petri plates. In each pléte fungus (5 mm diameter mycelial
plug) and the bacterium (20 pL droplet dosed &tCFUJ per mL) were placed 25 mm apart.
In control plates, a droplet of sterile distilledater was used instead of the bacterial
suspension. Three replicate plates were inoculiaedach test and incubated at 21°C in the
dark. The whole experiment was conducted three stimeependently. Mycelial growth
(radius in mm) was measured daily for five daysraftoculation. For each test, the inhibition
of mycelial growth was assessed with an index cdetpas [1- (radius of mycelial growth on
control plates / radius of mycelial growth in pnese of the bacterium)] x100. Additionally,

the width of the inhibition zone was measured 5sdafter inoculation. The level of
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sensitivity to the bacterium between the pyrroinisensitive parents (GO) and the
generations (G10P and G20P) were compared usingAM®VA module of Statistica
software. For a given isolate, the average of tifibition of mycelial growth index and the
width of the inhibition zone values of the threedependent repetitions were used as
elementary replicates. When a significant effecs whserved, the multiple comparison test of

Student-Newman-Keuls was used to compare the means.

Estimation of fithess cosin vitro

Different parameters of fitness were studied fa plyrrolnitrin-sensitive parental generation
GO0 and for several generations of isolates BC1,BGZ26 and H6 which presented reduced
sensitivity to pyrrolnitrin. These fithess paramstevere assessed on PDA medium and
included spore germination, mycelial growth andrepgaroduction. Spore germination was
first assessed after 24 hours of incubation. It estimated by examining 100 arbitrarily-
selected spores from each of three replicate plafessall tests systematically resulted in the
observation of 100% germination, an attempt wasenacdexplore possible differences in the
early stage of the germination process. To this gedmination was also quantified every
hour during a six-hour incubation period at 21°The early kinetics of germination were
assessed by computing an average hourly rate ofiigation for the period between the 3rd
and the 6th hour after inoculation. Mycelial grovethd spore production were assessed as
described above for the determination of pyrroimitsensitivity, except that plates were
placed in a growth chamber with a photoperiod ohddrs to hasten sporulation. Mycelial
growth was assessed by measuring the diameterlafies 3 days after inoculation and by
estimating the daily radial growth rate betweenntl 4 days after inoculation. Sporulation
was computed as spores produced per Petri platyst after inoculation. The experiments
were repeated three times, each with three repBcaitatistical analyses were performed
separately for each isolate and each type of Btpesameter, to test the hypothesis that the
fitness remained identical for the successive gdimers. In these analyses, we used the
ANOVA module of Statistica software to test botpassible lineage effect and a generation
effect. When a significant effect was observed, tdgtiple comparison test of Student-

Newman-Keuls was used to compare the means.

88



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre Il

Estimation of fithess cosin planta

To assess possible changes in aggressivenessalsgseerations were tested on apple fruits
and tomato plants. For each generation of a gigetate, the aggressiveness of the three
lineages was tested.

The aggressiveness of generations G0, G12P and @#@med with isolates BC1, BC25,
BC26 and H6 was assessed on apple fruits cv. Gol@eneration G20C, produced on
pyrrolnitrin-free medium, was included in all tests comparison. In addition, generation
G10P of BC26 was also tested because of its rasist@ pyrrolnitrin. In these tests, three 2
mm-wounds were inflicted on the surface of thetfamnd immediately inoculated with 10 pL
of a spore suspension Bf cinereacontaining 18spores per mL. Apples were incubated in a
growth chamber at 21°C. The diameter of lesions wasitored daily for 7 days after
inoculation.

Tests on tomato plants cv. Monalbo (INRA, Avigndarance) were conducted for
generations GO, G12P and G20P of isolate BC1 anddaoerations GO, G10P, G12P and
G20P of isolate BC26. Generation G20C, producedpgrrolnitrin-free medium, was
included in all tests for comparison. Two typesdmfassays were used with two independent
sets of plants. To test the aggressivene& oinereaon the stem, leaves were removed from
the plants leaving a 5 mm petiole stub on the stants 10 pL of spore suspension were
deposited on the petiole stub. Because isolate B@2& known to have a low level of
aggressiveness on tomato plants (Table 1), we assgbre concentration of ®.6pores per
mL for isolate BC1 and of I@pores per mL for BC26. The lengths of resultirerstesions
were monitored daily for 7 days after inoculatidrhe aggressiveness of generations GO,
G10P, G12P, G20P and G20C of isolate BC26 wastested on petioles. To this end, leaves
were removed from the plants leaving a 50 mm petstib and 10 pL of spore suspension
containing 10spores per mL were deposited on the wound. TheHemfglesions on petiole
stubs was monitored daily for 7 days after inogatatAll plants were incubated in a growth
chamber with a photoperiod of 14 hours and maiethiat 21°C with a relative humidity
above 90%.

The experiments were all repeated three times engntly per lineage, each with three
replicate plants or fruits. To take into accourd tnetics of disease development for each
isolate, we computed the AUDPC as described by gestet al. (2009). Statistical analyses

were performed separately for each isolate on tHBRC values, to test the hypothesis that
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Table 2 Level and stability of resistance to pyrrolnitohthe different generations produced
from the five isolates oBotrytis cinereaBC1, BC21, BC25, BC26 and H6. The generations
GO, G7P, G10P, G12P, and G20P are respectivelyildetype parent isolates, thé"7the
10", the 12" and the 28 generation produced in presence of pyrrolnitrithie medium. For
BC21, generations were not pursued after fhgé@heration. The generation G30 is th& 30
generation obtained from G20 by producing 10 cam$ex generations on PDA medium

without pyrrolnitrin.

Isolate ofBotrytis  Generation

-1ya
cinerea tested ECso (Mg.L) RF®
GO 51+0.1
G10P 9+1 1.7
BC1 G12P 8700 + 1100 1700
G20P 8700 + 1100 1700
G30 8700 + 1100 1700
GO 7+1
BC21 G7P 7+1 1
GO 5+2
G10P 9+1 1.8
BC25 G12P 9000 + 600 1800
G20P 9000 + 600 1800
G30 9000 + 700 1800
GO 6+1
G10P 63+13 11
BC26 G12P 7200 £ 500 1200
G20P 7400 + 400 1230
G30 7400 + 500 1230
GO 1.3+0.3
G10P 7+1 5.4
H6 G12P 4600 £ 100 3540
G20P 4600 + 100 3540
G30 4600 + 200 3540

& average values obtained with three replicateaties + standard error of the mean
® RF = resistance factor calculated by dividing #@, value of each of the generations tested by thg #lue
of the sensitive parent of the considered isol&®) (
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the level of aggressiveness remained identicalhferdifferent generations. In these analyses,
we used the ANOVA module of Statistica softwareetst both a possible lineage effect and a
generation effect. When a significant effect wasesbed, the multiple comparison test of

Student-Newman-Keuls was used to compare the means.

Results

Sensitivity to pyrrolnitrin of the wild-type parent isolates

The mycelial growth of the five isolates used imstktudy (parental generation GO) was
highly affected by pyrrolnitrin, with estimated uak of EGy comprised between 1 and 7 pg
L™ (Table 2). At 10 pg Tt pyrrolnitrin, the inhibition of mycelial growth rged between
56.3% and 98.5% (respectively 64.8%, 56.3%, 81.9%9% and 98.5% for BC1, BC21,
BC25, BC26 and H6). For a dose of pyrrolnitrin 601ug L* or greater, the mycelial growth
of all five isolates was completely inhibited (F&).

Spore production of the five isolates was also iBgantly affected by pyrrolnitrin
(ANOVA, P =0.009 for BC1P = 0.011 for BC21P = 0.039 for BC25P < 0.0001 for BC26
and P < 0.0001 for H6) (Fig. 2). At 50 pg Lpyrrolnitrin, sporulation was completely
inhibited for three of the isolates and for highencentrations the inhibition was complete for
all isolates (Fig. 2). The dose of 10 pd byrrolnitrin resulted in a reduction of spore
production of 93.9+1.3% (average for the five isedat standard error) compared to the
control without pyrrolnitrin. It allowed the prodiien of spores in a range from 2.6X10
9.0x10 spores per 90 mm-diameter Petri plate dependinty@isolate (Fig. 2). This dose of
pyrrolnitrin was thus selected for the productidnsaccessive generations under selection

pressure.
Sensitivity to pyrrolnitrin of successive generatiaos produced under selection pressure

For all isolates tested, there was no significéwainge in the level of resistance to pyrrolnitrin
for the control generations G10C and G20C producebsence of pyrrolnitrin (ANOVAPR
>0.05). In contrast, changes in sensitivity wersaesbed among the successive generations
produced on PDA medium amended with pyrrolnitrineTpatterns of change were different

among the five isolates. For isolate BC26, sensgjtio pyrrolnitrin was significantly reduced
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BC25 BC26 H6

Figure 2 Colony diameter (A) and spore production (B)reatied respectively 4 and 14 days
after inoculation, for parental generation G@ieé¢ Botrytis cineredsolates on PDA medium

amended with different concentrations of pyrroinit(in ug L%). Each bar represents the
average value for three independent repetitionsarHrars indicate the standard error of the

mean.
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after only four successive generations (Fig. 3e phenomenon was identical for each of the
three independent replicate lineages of this isadaid no significant differences among these
lineages were observed in any of the sensitivisgsteonducted for generations G4P, G5P,
G7P or G10P (ANOVAP > 0.05). The estimated Eg&of this isolate remained similar
between G5P and G10P, with a corresponding resistiactor ofca. 11 (Fig. 3, Table 2).
For isolates BC1, BC25 and H6, the level of resistawas almost unchanged after 10
generations on 10 pg'tpyrrolnitrin (Fig. 3, Table 2). In contrast, theosulation of all three
replicate lineages of isolate BC21 was so redufted & generations on pyrrolnitrin-amended
medium that it was impossible to produce a germraB8P with this isolate (Fig. 3). Work
was thus pursued with only isolates BC1, BC25, B&2é H6.

For these four isolates, spores from th& g@neration (G10P) were transferred to fresh
PDA containing a higher concentration of pyrrolinitfFig. 1). All replicate lineages for each
isolate were able to grow and sporulate on 100 {fgpyrrolnitrin, producing an 1
generation (G11P). This contrasted with the totahikition observed with such a
concentration for the parental generation GO ofiad isolates (Fig. 2). However, to obtain a
sufficient number of spores for the production bé tnext generation, the incubation of
generation G11P was extended from 14 to 30 days (Bi Following this step, the next
generations (G12P to G20P) were all obtained a#tedlays of incubation despite the gradual
increase in the concentration of pyrrolnitrin (Fify). After a total of 20 successive
generations, the last 10 of which produced on asirg doses of pyrrolnitrin, high levels of
resistance were obtained and the resistance favine greater than 1000 for the 4 isolates
(Table 2). As indicated by the small standard strsimilar values were obtained for the three
lineages of each isolate (Table 2). The resistéac®r did not increase from the"1® the
20" generation (Fig. 3). This pattern of change in tesistance was similar for the four
isolates even if they differed significantly in tineaximum EGo values achieved after 12
generations (ANOVAP = 0.005, Table 2).

Stability of pyrrolnitrin-resistant variants
Using pyrrolnitrin-resistant generation G20P to darce ten additional generations on
pyrrolnitrin-free medium did not lead to any de@ean sensitivity to the antibiotic for any of

the isolates. In all cases, there was no significhfference between the E&Lvalues for
generation G20P and G30 (Table 2).
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Figure 3 Evolution of resistance to pyrrolnitrin for 5 lates ofBotrytis cinereamaintained

for 20 successive generations on PDA amended wittolpitrine. From parental generation
GO, ten successive generations (G1P to G10P) wetkiped in the presence of 10 pdadf
pyrrolnitrin. Using the spores of generation G¥) additional successive generations were
produced in conditions of increasing selection gues. The concentration of pyrrolnitrin in
the PDA medium was progressively increased from i@ for the production of the 11th
generation to 4000 pg™Lfor the production of generation G20. The 50% affe
concentration (E€) was estimated for the generations GO - G5, G, &12 and G20.
Values of EGg correspond to the average of the 3 independesddies and error bars indicate
the standard error of the mean.
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In vitro interaction with pyrrolnitrin-producing bacteria

In vitro confrontations of pyrrolnitrin-producing strain BzS24 ofP. chlororaphiswith
parental generation GO of any of the isolates teduin a measurable inhibition zone and
substantial growth inhibition oB. cinerea(Fig. 4; Table 3). Inhibition also occurred with
generation G20P, but for all isolates it was sigaiftly reduced in comparison with GO. For
generations G10P, there was no significant diffeeem inhibition byP. chlororaphisin
comparison with generation GO even of isolate B@&&ch showed moderate resistance to

pyrrolnitrin (Table 3).

In vitro fitness cost for pyrrolnitrin-resistant variants

No significant differences were observed betweengirrolnitrin-sensitive parents GO and
the resistant generations G20P for germination oatd®DA medium (ANOVAP > 0.05,
Table 4). There was no significant lineage effecthycelial growth and sporulation on PDA
medium of any of the isolate® & 0.05). For every isolate on the other hand,niyeelial
growth of the resistant variants G12P and G20P sigeificantly reduced K < 0.002)
compared with the pyrrolnitrin-sensitive parent &@l the control generation G20C (Table 4,
Fig. 4A and B). Spore production of the pyrrolm#resistant variants G12P and G20P was

also significantly reducedP(< 0.009) for every isolate compared with the pyritoin-

sensitive parents GO and the control generationrd32@ble 4)

Level of aggressiveness of pyrrolnitrin-resistant ariants on plant tissues

There was no significant lineage effect for theraggiveness of any of the isolatBs>0.05).
For each of the four isolates tested, the pyrmimitesistant variants G12P and G20P were
significantly less aggressive on apple fruits thha parental generation GO and control
generation G20C (Table 4). On tomato plants, aedese of aggressiveness was also observed
with generations G12P and G20P of isolates BC1 B@&6 compared with the parental
generations GO (Table 4).
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Figure 4 In vitro sensitivity of Botrytis cinereaisolate BC1 to the pyrrolnitrin-producing
Pseudomonas chlororaphitrain ChPhzS24. The pyrrolnitrin-sensitive parisolate (GO)
and the pyrrolnitrin-resistant variant (G20P) weoenpared 5 days after inoculation. Control
plates A and B show mycelial growth of GO and Ga&f TSA medium without the
bacterium. The effect of the bacterium on GO anQR58 exemplified by plates C and D.
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Table 3 In vitro sensitivity of the pyrrolnitrin-sensitive and rdsist variants ofBotrytis
cinereato the pyrrolnitrin-producing bacterial stratseudomonas chlororaphiShPhzS24.
GO0, G10P and G20P are respectively the wild-typergdsolates, the fbgeneration and the
20" generation obtained in presence of pyrrolnitrinttie medium. Inhibition of mycelial
growth index and width of the inhibition zone weagtimated days after inoculation. Data

are means of three independent tests.

Effect of Pseudomonas chlororaphzhPhzS24

Isolate of : .
Botrytis Generation Pyrroln;trln . _
: tested (RF) Growth inhibition Inhibition zone (mm)
cinerea b
(%)
GO 74.8 a 18.3 a
BC1 G10P 1.7 72.6 a 193 a
G20P 1700 36.5b 70 b
GO 66.7 a 195 a
BC25 G10P 1.8 63.7 a 20.0 a
G20P 1800 6.5b 75 b
GO 74.6 a 16.6 a
BC26 G10P 11 69.2 a 13.0 ab
G20P 1230 17.9b 85 b
GO 64.4 a 23.2 a
H6 G10P 5.4 58.9 a 209 a
G20P 3540 34.3b 35 b

@ RF= resistance factor calculated by dividing ti@&Jvalue of each of the generations tested by thg Z@ue
of the sensitive parent of the considered isol&@)( For each isolate, means within a column foldvby the
same letter are not significantly different (ANOV#= 0.05; Newman—Keuls test).

® Growth inhibition = [1- (radius of mycelial growtbn control plates in mm / radius of mycelial grbwin
presence of the bacteria in mm)] x100
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Table 4 Comparison of fithess between pyrrolnitrin-resnstgenerations, control generations and the wpe-parent isolates GO. The different
components of fithess evaluated are: hourly gertisinaate between theé®and &' hour of incubation (% per hour), colony diameteda®/s
after inoculation (mm), daily radial growth ratetlveen the first and"day after inoculation (mm per day), spore productin PDA medium
14 days after inoculation (number of spores prodymsr Petri plate) and aggressiveness on tomaid ghal apple fruits.

Hourly Myceliunf Sporulatiofi Aggressiveness (AUDPC)
Isolate of Generation  germination daily
Botrytis colony dial x10° spores tomato plant apple
: tested raté diameter radia P P PP
cinerea growth per plate
% per hr mm mm/day petiole stub stem
G 15.0 a 763 a 230 a 156 a - 822 a 1841 a
BC1 G20C -° 79.0 a 251 a 157 a - 68.3 a 139.0 a
G12pP - 383 b 120 b 66 b - 103 b 200 b
G20P 16.5 a 367 b 124 b 40 b - 73 b 193 b
GO 12.3 a 67.3 a 223 a 130 a - - 126.7 a
BC2S G20C - 66.7 a 234 a 98 a - - 1241 a
G12pP - 410 b 135 b 47 b - - 543 b
G20P 9.2 a 403 b 146 b 34 b - - 49.1 b
GO 220 a 585 a 236 a 155 a 66.6 a 104 a 1140 a
G20C - 5.7 a 23.7 a 66 b 83.1 a 16.5 a 1111 a
BC26 G10P - 5656 a 210 a - 87.4 a 9.0 a 97.1 b
G12P - 380 b 140 b 32 ¢ - 24.7 ¢
G20P 19.7 a 350 b 142 b 32 ¢ 91 b 00 b 193 ¢
GO 200 a 543 a 19.7 a 105 a - - 895 a
46 G20C - 503 a 183 a 92 a - - 943 a
G12P - 180 b 6.0 b 46 b - - 28.7 b
G20P 173 a 150 b 6.7 b 16 c - - 220 b
 Data are means of the three lineages. For eatdtdsaneans within a column followed by the santetenvere not significantly different (ANOVAy = 0.05; Newman—

Keuls test).

® GO is the wild-type parent isolate, G20C is th& géneration produced on PDA medium without pyrteimi(control). G10P, G12P and G20P are respegtitred 10", the
12" and the 2 generation produced on PDA amended with pyrrén{tt0 pg L, 100 pg [* and 4000 pg t, respectively).

¢- = not done or not relevant
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Discussion

The present study provides for the first time enmkethat a fungal plant pathogen is able to
gradually build-up resistance to an antibiotic proetd by a biological control agent. A high
level of resistance to pyrrolnitrin appeared wliBercinereawas continuously exposed to the
antibiotic pyrrolnitrin, indicating its capacity addaptation in laboratory conditions. This
adaptation was observed rapidly after thé” IEneration following an increase in the
concentration of pyrrolnitrin used in the mediumwhs observed for all the isolates tested
regardless of their original phenotypic differencesggesting an absence of isolate effect in
the build-up of resistance. It was not possiblagsesi plantathe efficacy of biocontrol by
the pyrrolnitrin-producing bacteriur®. chlororaphis ChPhzS24 against the pyrrolnitrin-
resistant generations G20P, due to the loss of eagyeness of these generations.
Neverthelessjn vitro tests revealed that the resistanceBofcinereato pyrrolnitrin was

associated with a decrease in the antagonistictaifehe bacterium.

However, the small remaining inhibition zones oleedraround the bacterial colonies in
confrontation tests suggest that the pyrrolnitesistant variants were not completely
resistant to the bacterium. A possible explanatoorthis phenomenon may be related to the
concentration of pyrrolnitrin present in the vi¢ynof the bacterium in the medium. Although
the quantity of pyrrolnitrin produced by strain Ciz324 ofP. chlororaphison PDA medium
is not known, one may hypothesise that resultingceatrations could be greater than those
used in our tests to determine the level of restgaofB. cinereato pyrrolnitrin in vitro.
Another explanation could be that the variantB ofinereaobtained on pyrrolnitrin-amended
medium were probably not resistant to another amit) phenazine-1-carboxylic acid,
possibly also produced by strain ChPhzS2R.athlororaphis(Schoonbeelkt al, 2002).

Spore production in the presence of a high conagatr of pyrrolnitrin (100 pg t) was
possible for the G10 variants of four isolates wlasrit was not possible for the sensitive
parental generation GO. This suggests that isolteady exposed to pyrrolnitrin may be
better prepared to adapt to pyrrolnitrin-rich eadiments compared to isolates that have never
been exposed to this antibiotic. Luo & Schnab@0@ already proposed that the various
levels of resistance to fungicides generated ftierdint isolates oMonilinia fructicola may
be linked to their original frequency of exposurdtie fungicides under study. Therefore, this

fungus may have reacted to its selective enviromnign accumulating some adaptive
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mutations, which may not necessarily include matetithat have a direct consequence on the

resistance to the antibiotic (Rosenberg, 2001).

Previous studies have shown that the resistaneeffigus to a fungicide may predispose
the resistance to other fungicides and evidencguoh predisposition has been documented
for Monilinia fructicola (Luo & Schnabel, 2008) andenturia inaequaligKoeller & Wilcox,
2001). This study does not show a similar phenomdno the resistance d@. cinereato
pyrrolnitrin. WhenB. cinereaisolates were subjected to a stable and relatielydose of
pyrrolnitrin before the 10 generation (10 pg1), susceptibility to the antibiotic significantly
evolved only for one of the five isolates testedC#8). For this isolate, no evidence of
predisposition was established as its fungicidestasce pattern was not different from that
of another isolate tested (BC1). Moreover, the dpaeselection by pyrrolnitrin was not
accelerated for the 4 other isolates tested whatdhar pattern of fungicides resistance.
Therefore, it appears that the development of pyitron resistance inB. cinereais

independent of its original profile of resistanodungicides.

Fitness is a key parameter for the build-up ofstesice in the field. In this study, the
resistance oB. cinereavariants topyrrolnitrin was systematically associated with ueed
growth potential (mycelial growth and spore produtt and decreased aggressiveness on
plants or fruits (reduction of lesion growth). Thigess cost was similarly high for the four
isolates tested. Based on these results, we ptsstillat traits involved in resistance may be
genetically linked to fithess cost and work is nogress to test this hypothesis. One practical
consequence of this phenomenon is that if pyrmanitesistance occurred in the field, the
associated detrimental effect on the variant amdpetition from pyrrolnitrin-sensitive strains
would limit the risk of complete loss of efficacy pyrrolnitrin-producing biological control
agents.

Several experimental studies have evaluated tlagaeship between fitness and fungicide
resistance foB. cinerea but results are quite contradictory to each o{hMegnutelli et al,
2002, Moyanocet al, 2004, Ziogaset al, 2005, Barda®t al, 2008). Barda®t al. (2008)
showed for instance that the resistanc®.otinereato the anilinopyrimidine fungicides did
not affect their fitness compared to the sensisatates. However, our results are consistent
with results reported by Ziogast al. (2005) concerning the resistance Bf cinereato
fludioxonil, a fungicide whose structure is closehat of pyrrolnitrin (Lerowet al, 2002). A

comparison of fitness among wild-type isolates dhualioxonil-resistant mutants oB.
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cinerea showed that all fludioxonil-resistant mutants hsignificant reductions in the
characteristics that determine saprophytic fithessgsch as mycelial growth, sporulation,
conidial germination and sclerotial production @as et al, 2005). According to these
authors, the polygenic control of resistance tdifiMonil may be responsible for the reduced
fitness of fludioxonil-resistant isolates Bf cinereaobtained in the laboratory (Ziogas al,
2005). Concerning biological control, experimergaidence of fithess costs associated with
resistance has only been reported for pests. fstance, selection experiments have shown
that resistance ddrosophila melanogastdp parasitoids imposes fitness costs (Kraaijegeld
Godfray, 1997). To our knowledge, the present siadie first report of such a phenomenon

for a plant pathogen.

The extent to which an organism is selected in@uladion depends on the advantages that
the resistance provides but also on the costs oftaiaing the resistance in the population in
the absence of selection pressure. Ziogasl. (2005) showed that fludioxonil-resistant
variants ofB. cinereareverted to decreased resistance when they werengn absence of
the fungicide. In contrast in the present studg, Idvel of resistance to pyrrolnitrin remained
stable for 10 successive generations produced omlpirin-free medium. This trait may
constitute a risk factor in the field, if subsequewutations could improve the fitness of the
resistant variants as observed for antibiotic-tasisbacterial mutants (Andersson & Levin,
1999). Furthermore, the genetic recombination assat with sexual reproduction may
produce new phenotypes in the population. Populagenetics studies have revealed high
levels of variability inB. cinereaand a lack of linkage disequilibrium within popudats from
different countries, suggesting that this fungusy madergo sexual reproduction (Giraat
al., 1997, Karchani-Balmat al, 2008, Vacz\et al, 2008).

In practical terms, the development of reduced equistuility to pyrrolnitrin in B. cinerea
populations, if it should occur, may not necesgggbpardize the efficacy of pyrrolnitrin-
producing biocontrol agent. However, loss of effigaof a biological control agent was
already described fdB. cinerea Li & Leifert (1994) have shown that after 10 sessive
treatments on plants with the antibiotic-produchmcteriumBacillus subtilis its efficacy
againstB. cinereadropped dramatically. But the biological contradtiaity of a given
microorganism may be associated with other mechania addition to antibiosis, and it was
suggested that many biological control agents fgspdisease by using more than one mode
of action (Elad & Stewart, 2004). Furthermore, @sasuggested that resistance to complex or

multiple antagonistic traits should occur only da frequency (Duffyet al, 2003). In future
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studies on biological control, nevertheless, it rhayprudent to include work on the durability

of efficacy of the biological control agents havimgltiple modes of action.
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Abstract The development of two quasi-isogenic lineBotrytis cinereadiffering in their
level of resistance to pyrrolnitrin was comparedamato plants and on PDA medium. In
tomato plants, significant differences in the patage of infected petioles one day after
inoculation and in symptom progression on peti@ed stems were observed between the
resistant mutant and the sensitive wild-type pasemgjgesting a difference in their level of
aggressiveness. Cytohistological investigationgatd that, from 6 hours after inoculation,
conidia of both quasi-isogenic lines germinated #mat from 12 hours after inoculation,
mycelium developed within petiole tissues. Howewehile the wild-type parent isolate
spread throughout the petiole and rapidly, fromhd2rs, invaded the stem tissuga the
leaf-abscission zone, the pyrrolnitrin-resistanttanti failed to extend beyond petiole tissues
to invade the stem. Moreover, from 72 hours, theetiym development of the pyrrolnitrin-
resistant mutant was accompanied by abnormal ggr@gcumulation and chlamydospore-
like cells formation. In contrast, wild-type paremtycelium was normally structured with
intensive colonization of stem tissues. Additiopalbtn PDA medium the mycelium of the
pyrrolnitrin-resistant mutant proved to be lessovaus than the wild-type isolate. Together,
these results suggest that the acquisition of pytrm-resistance inB. cinerea is
accompanied by changes in mycelial structure addcteon in mycelial growth leading to a

noticeable loss of aggressiveness on tomato plants.
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Introduction

Gray mould, caused by the funguwotrytis cinerea Pers.:Fr (teleomorpltBotryotinia
fuckeliana [(de Bary) Whetzel)] is a severe disease on a walege of economically
important crops. Disease control generally reliescbhemicals (Leroux 2004; Rosslenbroich
and Stuebler 2000), although biological controatgtgies have been intensively studied over
the last three decades (Blakeman and Fokkema H&@;and Stewart 2004). In greenhouse
production of tomato, this fungus can develop avés, stems, flowers and fruits (Dik and
Wubben 2004). On stems, symptoms consist of canideich result from the infection of the
pruning wounds caused by the removal of leavesugirout the growing season (Dik and
Wubben 2004). Leaves are periodically removed ftbmlower part of the stems, usually
from the time of ripening of the first fruit clustand until the end of the season (Decognet et
al. 2010).Infection byB. cinereaoccurs when conidia deposit on wounded plant ésstlihe
development of stem cankers generally resultserdéath of the infected plant.

Due to the multinucleate state of its hyphal cortipants and of its conidia (Buttner et al.
1994), B. cinereaexhibits a high-genetic variability with strainsspiaying very different
degrees of aggressiveness on tomato plants (Decegrad. 2009). It is also considered a
high-risk pathogen in terms of resistance to fuiigis (Leroux 2004). Several laboratory
experiments have shown that this fungus can evalpiglly under different selection pressure
(Ajouz et al. 2010; Faretra and Pollastro 1993;0Net al. 1996). In a previous study, using
anin vitro evolution experiment, we have selected mutantB.ofinereadiffering in their
level of resistance to pyrrolnitrin, an antibiogpoduced by various biological control agents
(Ajouz et al. 2010). This resistance was associafiéita high fitness cost for all the mutants
that were examined, suggesting limited risk of clatgploss of efficacy of pyrrolnitrin-
producing biological control agents in the fieldd@az et al. 2010). However, the stability of
resistance observed in this study (Ajouz et al.02@day constitute a risk factor in the field, if
subsequent mutations could improve the fitnessefrésistant variants as already observed
for fungicide-resistamspergillus nidulanssolates (Schoustra et al. 2006).

The infection of susceptible plants Bptrytis species is mediated by complex processes
(Holz et al. 2004), essentially involving an exteasarsenal of pectinolytic enzymes that
allow tissue invasion by the mycelium (Kars and Wam 2004; Shah et al. 2009; Staples and
Mayer 1995). The extracellular enzymes and metwsothat mediate pathogenesis have been
extensively studied on tomato (for review see Kamgl Van Kan 2004), and histological

observations have been achieved in various plssués, such asrabidopsis(Van Baarlen et
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al. 2007), onion leaves (Clark and Lorbeer 19763pgs (Glidewell et al. 1997; Viret et al.
2004) and tomato fruits (Charles et al. 2008; Ripjerg et al. 1980) and leaves (Prins et al.
2000). In contrast, little is known aboeytohistological comparison of infection of tomato
petioles stubs and stems Bycinereaisolates differing in their level of aggressivenes

The objective of this study was to compare the biela of two quasi-isogenic lines d@.
cinereg differing in their level of resistance to the amtiic pyrrolnitrin, on artificially
inoculated petioles and stems of tomato plantsiaunavitro cultures. To test the hypothesis
whether the reduction of sensitivity to pyrrolnitrivas correlated with reduced ability to
invade plant tissues, the development of infeciiotomato tissues was monitored in terms of
lesion development and cytohistology. This knowkeds important to ensure the durability
of efficacy of pyrrolnitrin-producing biological otrol agents again&. cinerea

Material and methods

Botrytis cinereasolates and inoculum production

The wild type parenisolate BC1 of B. cinerea(referred to as "BC1GO0" in the rest of the
paper) was obtained from an infected tomato plamtlougastel (France) in 1989. This isolate
was selected for its high level of aggressivenessomato plants (Decognet et al. 2009) and
its sensitivity to pyrrolnitrin (Ajouz et al. 201.0n previous work, twentguccessive-spore
generations of this isolate were produced in Rs#ies on Potato Dextrose Agar medium
(PDA 39 g 1*; Difco Laboratory, Detroit, Michigan) amended witre antibiotic pyrrolnitrin
(Ajouz et al. 2010). This has resulted in the patdun of pyrrolnitrin-resistant mutants of
BC1, one of which was selected for the presentystund will be referred to as "BC1G20P" in
the rest of the paper (Ajouz et al. 2010). These qwasi-isogenic lines have been maintained
in stock cultures stored at -20°C in a 0.06 M, pihade buffer (pH 4.5) containing 20%
(V/IV) glyceroal.

Inoculum of BC1GO0 and BC1G20P was produced in Pddtes on PDA medium incubated
under cool white fluorescent light (14-hour photopeé — 65 pmole M s%) in a growth
chamber at 21°C. Conidia were collected in 5 mktefile distilled water from 14-day-old
cultures. The suspensions were vortexed for 1 minuith 5 g of glass beads (2.5 mm
diameter) to separate the spores and then filtdremigh 30 pm mesh filters to remove
mycelial fragments. The final concentration of gwespensions was adjusted td tonidia

per ml using a hemacytometer.
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In vitro fungal growth

For each line, BC1G0 and BC1G20P, the rate of sgermination was estimated on PDA
medium in Petri plates. Spore germination was nredshourly for 6 hours and after 24
hours of incubation at 21°C by evaluating 100 aabiy-selected spores per plate. Three
plates were inoculated and the values obtained thoae different plates were averaged. The
whole experiment was carried out three times inddestly. The rate of mycelial growth was
determined on PDA medium in 90-mm Petri platescutation ofB. cinereawas done in the
center of the plate with a 5-mm diameter mycelilalgpexcised from three-day old non-
sporulated cultures. The inoculated plates werahbated at 21°C with alternating periods of
dark and light (10 hours -14 hours, respectivelyje daily radial growth rate was measured
in mm between 1 and 4 days after inoculation. Thepéicated plates were used per line and
the whole experiment was conducted independentigetiimes. Statistical analysis was
performed to compare the germination and the mgicgliowth rate between BC1G0O and
BC1G20P by-test with Statistica Software.

Aggressiveness on tomato plants

The aggressiveness of the two quasi-isogenic i@ cinerea BC1G0 and BC1G20P, was
investigated on 6-8 week-old tomato plants cv. MiomgINRA, Avignon, France). Plants
were grown in a greenhouse in individual pots domg a horticultural mix (De Baat,
Coevorden, The Netherlands) and watered daily withutrient solution. Two types of
bioassays were used with two independent sets asftgl A first type of bioassays was
developed to compare the level of aggressivenesgseba BC1G0 and BC1G20P on the
petioles of the tomato plants. To this end, theseés were removed from each of three plants
per B. cinerealine, leaving 50-mm petiole stubs on the stemachEpetiole was inoculated
with 10 pl aliquots of a spore suspension contagirlié conidia ofB. cinereaper ml. Three
non-inoculated plants were used as a control. S0ienm petiole stubs were examined for
infection and the length of each developing petietgon was monitored daily for 7 days after
inoculation. The petiole infection was comparedwaen the pyrrolnitrin-resistant mutant
BC1G20P and the pyrrolnitrin-sensitive wild-typegra isolate BC1GO at 1 and 2 days after
inoculation. The results were expressed as pemgestaof infected petioles. The

aggressiveness of BC1G20P was compared to thaCafSB by examining the kinetics of
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development of lesions on the petiole stubs anddmputing the area under the disease
progress curve (AUDPC) between 1 and 5 days aftaulation (Decognet et al. 2009).

A second type of bioassays was realized to compfedevel of aggressiveness between
BC1GO0 and BC1G20P on the stems of the tomato plamts this end, three leaves were
removed from each of three plants per line, leadirid mm petiole stubs on the stems. Each
pruning wound was inoculated with 10 pl aliquotsaofspore suspension containing® 10
conidia ofB. cinereaper ml. Three non-inoculated plants were used@m#ol. The length

of resulting stem lesions was monitored daily fatags after inoculation. The aggressiveness
of BC1G20P was compared to that of BC1GO by examgitie kinetics of development of
lesionson the stems. The kinetics of disease developmestams for BC1G0 and BC1G20P
were assessed by computing the AUDPC between ¥ dags after inoculation (Decognet et
al. 2009). In addition, detachment of petiole stiros the stem was compared 3 days after
inoculation between the BC1G20P inoculated plantstae non-inoculated plants.

All plants were incubated in a growth chamber véthhotoperiod of 14 hours maintained at
21°C with a relative humidity above 90%. Three pdawere inoculated for eadh cinerea
line and three independent repetitions of the ifiebioassays were conducted.

The percentage of infected petioles and the vadtiedd JDPC of BC1G20P were statistically
compared with that of BC1GO hytest, using the average values for each of the thssays
as elementary replicates. Daily comparisons oblesize between BC1G20P and BC1GO

were also realized ytest. Statistical analyses were done with Statistaftware.

Cytohistology

Samples of petiole and stem fragments were exdrsed the region comprised between the
healthy and the infected tissues of five tomatongslanoculated with either BC1GO or
BC1G20P on 5-10 mm petiole stubs as described al&ampling was carried out 6, 12, 24,
48, 72 and 120 hours after inoculation. The sampk® immersed for 12 hours at 4°C in a
fixative solution (4% paraformaldehyde in 0.1 mMophhate buffer, pH 7.2). Fixed
specimens were dehydrated in a graded ethanolsséri@-100%) and embedded in
methacrylate resin (Technovit Kulzer 7100, Hera&uwdzer, Wehrheim, Germany). The
specimens were oriented to obtain longitudinalisast After resin polymerization at room
temperature, the blocks were cut into 3-um thiddbons on an automatic retracting
microtome (Supercut 2065; Reichert-Jung, Leicaum@nts, Nussloch, Germany) equipped

with disposable knives (Histoknife H; Heraeus-Kujz&ections were mounted on slides and
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stained using periodic acid shiff (PAS) procedwevisualize polysaccharides (pink) and
naphtol blue black (NBB) to visualize proteins (déue) (EI Maataoui and Pichot 1999).
Observations were performed using a Leica DMR ligintroscope. Images were captured
using a Leica DFC 300 FX digital camera and analyseng LAS software (Leica). At least
three samples were observed for each stage. Atteh&as been paid to spore germination,

mycelium structure and progression in petiole @athgissues, and cytopathological effects.

Results

Aggressiveness on tomato plants

The aggressiveness of the pyrrolnitrin-sensitivdditype parent isolate BC1GO0 was
compared with that of the pyrrolnitrin-resistanttant BC1G20P on tomato plants based on
the two types of bioassays. Tests realized on 504metiole stubs revealed that petiole
infection was significantlydifferent between BC1GO (77.8% of infected petiok)d
BC1G20P (22.2% of infected petiole), one day afteculation P = 0.03), even if symptom
developments were limited for both lines (< 2mm le$ion, Fig. 1). Two days after
inoculation, bothB. cinereaquasi-isogenic lines were able to attack all thigofeestubs, and
the size of lesions were not significantly differ¢hig. 1,P > 0.05). Significant quantitative
differences were observed between BC1G0 and BC1&#0Re subsequent development of
petiole lesions (Fig. 1). After 5 days of incubatithe pyrrolnitrin-sensitive wild-type parent
isolate BC1GO reached almost the end of the 50-omg petiole (45.4 = 1.7 mm) while
BC1G20P invaded only 21.5 + 3.6 mm of the petiélig.(1). Even 7 days after inoculation,
the pyrrolnitrin-resistant mutant BC1G20P did novade the entire petiole (Fig. 1). The
general progression of infection in the 50-mm |gpefioles was significantly different
between BC1GO0 and BC1G20Rdst on AUDPC value$ = 0.0068).

The evaluation of aggressiveness on tomato stewealexl that the pyrrolnitrin-sensitive
wild-type parent isolate BC1GO readily colonizeé 10 mm petiole stub and infected the
stem, while lesion development was very limited ®€1G20P (Fig. 2). The general
progression of infection on the stems was signifiga different between BC1GO and
BC1G20P {test on AUDPC values? < 0.0001). Most of the time, the pyrrolnitrindsant
mutant BC1G20P failed to attack the stems and daasbrown discoloration of the stem

tissue at the leaf-abscission zone, compared Wwiltontrol non-inoculated plants (Fig. 3).
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Fig. 1 Kinetics of lesion development on 50-mm long tam@aétioles inoculated with either
the pyrrolnitrin-sensitive wild-type parent isold€1GO0 or the pyrrolnitrin-resistant mutant
BC1G20P ofBotrytis cinerea No differences are observed during the first thays after
inoculation. From the third day and until the eridle experiment, the lesions induced by
BC1GO are significantly longer than those inducgdB1G20P. Each point represents the
mean of three independent repetitions. Bars indiséndard deviation of the mean of the
three repetitions.
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For this mutant, the size of the stem lesions yamtreased beyond the diameter of the
petiole (Fig. 3). In addition, inoculation with BRG20P significantly affected the detachment
of the petiole stubs from the tomato stem (24.4%letbchment, 3 days after inoculation),

while the petioles did not detach from the stemtifiercontrol non-inoculated plants (Fig. 3).

Cytohistolology

Sections from petiole fragments fixed 6 hours afteculation revealed that spores of BC1GO
and BC1G20P germinated within the cut cells ofgdettissues (Fig. 4a ,b). The germinated
spores formed thin germ tubes which initiated teegtration of the cells and the intercellular
spaces particularly in cortical and medullar pahgnta (Fig. 4c, d). Observations of sections
performed 12, 24, and 48 hours after inoculatioowsd different degrees of mycelium
proliferation and colonization of petiole tissueghano obvious differences between BC1GO
and BC1G20P. Twelve hours after inoculation, hypbegan to extend to inner tissues where
they developed intra and intercellularly (Fig. 48, Sections carried out from petioles 24
hours after inoculation showed mycelial developmentboth BC1G0 and BC1G20P (Fig.
4e, f). At this stage of infection, hyphae haverbebserved colonizing all tissues where the
cell wall broke down and cell collapse took pladag( 4e, f). Forty-eight hours after
inoculation, the infection progressed deeply iniglettissues with intensive cell wall lyses
and cell death (Fig. 5a, b). At these early stajesfection, BC1G0 and BC1G20#xhibited
similar capacities for tissue invasion and cytopbitgical alterations. However, 72 hours after
inoculation evident differences appeared. Indeed, structural level, it was obvious that the
mycelium compartments of BC1G20P were shorter thanmycelium compartments of the
parent isolate BC1GO (Fig. 5c, d). Moreover, thecefiym compartments of BC1G20P
exhibited important glycogen accumulations as tteby the presence of voluminous, PAS-
positive granules in the cytoplasm, compared to BC1Fig. 5e, f). It was also noted that
cells of BC1G20P hyphae presented spherical shapdsseparated from each othea
septum disintegration thus producing chlamydostikee-structures (Fig. 5c, e). Another
difference was observed concerning hyphal structoagticularly in tip compartments. For
BC1GO they were normally shaped with rigid wallsl gointed apices, while for BC1G20P
they appeared shrunken with undulating walls anohded apices (Fig. 6a, b). The BC1GO0-
inoculated samples displayed generalized invasyoind mycelium.
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Fig. 2 Kinetics of stem lesion expansion on tomato amoculated with either the
pyrrolnitrin-sensitive wild-type parent isolate BGQ or the pyrrolnitrin-resistant mutant
BC1G20P ofBotrytis cinerea Differences of lesion size between BC1G0O and BEORS
become evident from the fourth day and increasg tlvet end of the experiment. Each point
represents the mean of three independent repatitiRers indicate standard deviation of the

mean of the three repetitions.

Fig. 3 Symptoms induced by the pyrrolnitrin-sensitivddatype parent isolate BC1GO and
the pyrrolnitrin-resistant mutant BC1G20P Bdtrytis cinereaon petiole stubs and stems of
tomato plants after 7 days of infection. BC1GO oesthe petiole stub (&) and extends to
the stem where it generates a large lesiob>(a,BC1G20P initiates infection of petiole stub
that detaches from the stem (®,). Around the leaf-abscission zone, the stem etsibi
browning tissues (47). In the case of the control non-inoculated @atite petiole does not
separate from the stem (c, ins®), and when the petiole is removed, the stem isolmured

in this area (c}>).
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Fig. 4 Cytohistological aspects of tomato petioles itddcby the pyrrolnitrin-resistant
mutant BC1G20P (a, c, e) and its pyrrolnitrin-sewsiparental wild-type isolate BC1GO (b,
d, f) of Botrytis cinereaPetiole fragments were sectioned 6 hours (a, bhdl2s (c, d) and
24 hours (e, f) after inoculation(a, b) Six hours after inoculation, spore gerriiama (%)
takes place for both isolates within the injuredlscand forms germ-tubes that penetrate
peripheral tissues¥). (c, d) After 12 hours, mycelium developmentngaprofound petiole
tissues ¢). (e, f) Plant cell alterations appear afterhdtirs with BC1G0 and BC1G20P:
they consist of cell wall breakdown and cell colep due to the intensive mycelium
proliferation @).
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Fig. 5 Cytohistology of petiole tissues with the pyritim-resistant mutant BC1G20P of
Botrytis cinerea(a) compared to its pyrrolnitrin-sensitive parenialld-type isolate BC1GO
(b), and mycelial structures of BC1G20P (c, e) B&LGO (d, f). (a, b) Cell wall lyses and
cell death are observed for both lines 48 houes a&fibculation(*). (c, d, e, f) 72 hours after
inoculation, the hyphae of BC1G20P displays shomtetal cells (¢ %) compared to BC1GO
hyphae (d+%) and contains voluminous glycogen granules colbimepink (e) compared to
BC1GO (f). In many places, BC1G20P mycelial comparits separate from each other
yielding individual chlamydospore-like structures ifset).C: cytoplasm; CO: collenchyma

cells; W: cell wall; X: xylem.
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pyrrolnitrin-sensitive parental wild-type isolateCBGO (b), and cytohistology of tomato stems with
BC1G20P (c, e) and BC1GO (d, f). (a, b) Micrographewing hyphal apices in petiole parenchyma,
72 hours after inoculation. Note the destructurpplearance of the mutant tips @) that contrasts
with the healthy morphology of wild-type (B;). (c, d) Sections from the junction between pesol
and stems showing the leaf-abscission zone, 7Xtafter inoculation. The abscission zone of plants
inoculated with the mutant is mycelium free (c) wdas wild-type mycelium induces disintegration of
abscission zone cells and extends to stem tissli®s)( (e, f) Healthy and completely invaded stem
tissues from tomato plants inoculated with BC1G20E BC1GO0 5 days after inoculatiohZ: leaf
abscission zone; C: cytoplasm; CO: collenchymap&enchyma; PT: petiole tissues; ST: stem

tissues; W: cell wall.
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Fig. 7 Kinetics ofin vitro mycelial growth of théBotrytis cineregyrrolnitrin-sensitive wild-
type parent isolate BC1GO and the pyrrolnitringtsit mutant BC1G20P on PDA medium.
Differences in mycelial growth between BC1G0 andlBROP are observed throughout the
experiment duration. Each point represents the noédhree independent repetitions. Bars

indicate standard deviation of the mean of theethepetitions.
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In addition, many hyphae reached the leaf-abseissime where they created breaches from
which they initiated the invasion of stem tissuégy( 6d). In contrast, the mycelium of
BC1G20P was absent from this zone (Fig. 6¢). Sestperformed 120 hours after inoculation
showed that the mycelium of BC1G20P was confineth¢éoperipheral tissues of the petiole,
with no stem infection whereas BC1G0 mycelium weasmded and invaded all stem tissues
(Fig. 6e, f). Particularly damaged plant structunese parenchyma and collenchyma tissues
(Fig. 6f).

Spore germination and mycelial growth

The hourly spore germination rate measured betBesgmd 5 hours on PDA medium showed
no significant differences between BC1G0 and BCIRZL.6 + 6.6 % of germinated spores
per hour and 21.3 £ 4.8 % of germinated sporedpear respectivelyP > 0.05). Moreover,
spores from BC1GO and BC1G20P were equally fullyrgeated 24 hours after inoculation.
In contrast, significant differences for mycelialogth on PDA medium were observed
between BC1GO and BC1G20P &« 0.0001 at 3 days after inoculation, Fig. 7). The
development of BC1G20P was reduced compared toofhtite pyrrolnitrin-sensitive wild-
type parent isolate BC1GO0. While the colony of BOlfeached the edge of the 90-mm
diameter Petri plate after 4 days of incubatiore tolony of the BC1G20P pyrrolnitrin-

resistant mutant only measured 51 + 0.6 mm (Fig. 7)

Discussion

The reduction of sensitivity to pyrrolnitrin . cinereawas associated with a reduced ability
to invade tomato plant tissueBifferences of aggressiveness between the pyrrivinit
resistant mutant BC1G20P and its sensitive wileetygarent isolate BC1G0O have been
observed in both petioles and stems of tomato plafithe observed differences were not
related to the early stages of infection as thediarof BC1G0 and BC1G20P germinated as
early as 6 hours after inoculation and the gerneguproliferated and colonized the petiole
tissues.These differences may be linked to the observedcestl mycelial growth rate of the
mutant compared to the wild type parent. This déifee in mycelial growth is in accordance
with results of a previous study which showed thaitants ofB. cinerearesistant to
fludioxonil, a synthetic analogue of pyrrolnitridisplayed significant reduction in mycelial

growth compared to their fludioxonil-sensitive wtlgpe parental isolates (Ziogas et al. 2005).
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A more recent study reported that all tested mstaitPenicillium expansunwith high
resistance to fludioxonil grew significantly slowan PDA at 20°C compared with the wild-
type parental isolates (Li and Xiao 2008).

To test whether the observed reduction of BC1G2fiPessiveness was correlated to reduced
ability to invade plant tissues, we performed H@j@al studies in light microscopy by
periodic sectioning of inoculated samples. It appeahat even if up to 72 hours, BC1GO0 and
BC1G20P were able to form mycelium within tomatdtigde tissues, the pyrrolnitrin-resistant
mutant generally failed to extend further to thenstissues. This mutant frequently failed to
reach and cross the leaf-abscission zone wherepsogression was linear in the petiole stub
during the course of the experiment. This suggistispossible plant defence mechanisms in
the petiole stub failed to hinder the developmdiitath strains, but that those deployed at the
level of the leaf-abscission zone were sufficienblock the slow growing mutant. One could
further hypothesize that the delay in reachingléad-abscission zone, compared to the fast
growing parental strain, may have provided needadtion time for the defence mechanisms
to be fully effective. This hypothesis is suppdrtgy the fact that the leaf-abscission zone of
BC1G20P-inoculated plants became discoloured te gfiithe absence of detected mycelium,
suggesting the release and accumulation of secpngdlmt metabolites with likely
antimicrobial activity. Previous studies have reedrthe development of physical and
chemical barriers again&. cinereaat the penetration site as a result of the simattas
formation of structural barriers through the inamation of phenolic compounds and the
production of phytoalexins (Van Baarlen et al. 2004 addition, the absence of mycelium in
the stem in the case of the slow growing BC1G20R beadue to the limited induction of
reactive oxygen intermediates involved in the hgpasitive reaction in the plant. Indeed,
reactive oxygen intermediates were found at higegels on bean leaves infected with
aggressive isolates &. cinereawhen compared to less aggressive isolates (Voremeadn
1997). For aggressive isolates, the accumulatioreattive oxygen intermediates facilitates
B. cinereainvasion and may in fact be essential for succéssfecction (Govrin and Levine
2000). In the case of a weakly aggressive isotateh as BC1G20P, incorporation of phenolic
compounds, production of phytoalexins and limitedduction of reactive oxygen
intermediates may explain the absence of myceliggeldpment in the tomato stem tissues.
Further work should be done to test these hypothese

The performedin planta cytohistological investigations of infection reles important
differences concerning the structure of myceliahpartment and the morphology of hyphal
apices between BC1GO and BC1G20P. While the pytriissensitive wild-type parent
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isolate BC1GO has a pointed apex, the BC1G20P mii@as a rounded one. In addition,
production of chlamydospores-like structures waseoled for the pyrrolnitrin-resistant
mutant BC1G20P. The chlamydospores-like structuvese formed by transformation of
mycelium cells and by hyphal disintegration. Thipomenon of structural change has been
noticed for fungi cultured in stressful conditio$arish et al. (1998) reported that vitro
interaction in liquid medium betweeRusarium udumand the biocontrol strain AF1 of
Bacillus subtilislead to the production of chlamydospore-like dtnes and to an increased
vacuolisation in the plant pathogen. In contrasésé authors noted thatBf subtiliswas
inoculated 24 h aftedf. udum(i.e. conditions less stressful for the pathogehjamydospore-
like structures were not formed and regular comiciiewas observed (Harish et al. 1998).
Rijkenberg et al. (1980) showed that on tomatat,frumsuccessful penetration Bf cinerea
was often associated with a differentiation of geuafmes into chlamydospores at the point of
attachment to epidermis. Holz et al. (2004) algmred that on fruit of nectarine, plum and
pear, mycelium ofB. cinereaformed chlamydospores when the fruits were suéegedd
stressful conditions, such as intermittent dry qasior long periods at low temperature (48
hours at 5°C). Similarly, in our experimental cdradis, the plant may apply significant stress
on the slow-growing mutant BC1G20P and stimulate ghoduction of chlamydospore-like
structures. This hypothesis is reinforced by tlot flaat these differences in mycelial structure
were not observed im vitro culture on PDA medium (data not shown). Theseetkffices in
mycelial structure may emphasize the differencenycelial growth between BC1G0O and
BC1G20P in tomato tissues.

Together, these results suggest that the acquisifigoyrrolnitrin-resistance iB. cinereais
accompanied by noticeable losses of aggressivamessmato plants. In practical terms, the
development of resistance to pyrrolnitrinBn cinereashould not have consequences on the
efficacy of pyrrolnitrin-producing biological comir agent. However, the present study
indicates that the mutant resistant to pyrrolnitsnable to develop and sporulate on the
tomato petiole stub (Figure 3). During the growisgason of tomato culture, this spore
production may enable the mutant to accomplish reéweycles of infection-sporulation-
dissemination on susceptible host tissues. An esterg question arising from this study
would be whether the multiplication on the plantridg several generations allows this

pyrrolnitrin-resistant mutant to evolve towardsajex aggressiveness.
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Abstract

Previously, we reported the development of rest&an pyrrolnitrin in laboratory-induced
mutants ofB. cinerea suggesting a possible loss of efficacy of pyrtalmproducing
biological control agents. Pyrrolnitrin is a stucl analogue of phenylpyrrole fungicides and
it was shown that highly-resistant mutants to plgyyoles generally acquire resistance to
iprodione, a dicarboximide fungicide. In the prasstudy we compared the mechanisms of
resistance to pyrrolnitrin and to iprodioneBn cinerea This knowledge may be helpful to
predict the risk related to the loss of efficacy pyfrrolnitrin-producing biological control
agents againdB. cinereain the field. Pyrrolnitrin-induced mutants andagione-induced
mutants ofBotrytis cinereawere producedn vitro on media containing pyrrolnitrin or
iprodione. For the pyrrolnitrin-induced mutantggthlevel of resistance to pyrrolnitrin was
associated with a high level of resistance to ifmoel, for the four tested isolates. For the
iprodione-induced mutants, the high level of resise to iprodione detected generated
variable levels of resistance to pyrrolnitrin, the five tested isolates. All selected mutants
showed hypersensitivity to high osmolarity suggesta defect in the osmosensing signal
transduction pathway. The sequences of the osmiagedsss Il histidine kinase encoding
genebosl showed different mutations in both types of mwartiowever, resistances to
pyrrolnitrin and iprodione were not systematicaligsociated with a point mutation in the
Boslgene. The present study provides evidence thafidule pressure exerted on a fungal
plant pathogen is able to build-up resistance targibiotic produced by a biological control
agent. It also revealed that despite the factplalnitrin and iprodione exhibited a similar

antifungal spectrum, their mode of action may retdgally similar.

Keywords: experimental evolution, fitness, histidine kinasmss-resistance, point mutation,

osmotic stress
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Introduction

Gray mould, caused by the funguwotrytis cinerea Pers.:Fr (teleomorpltBotryotinia
fuckeliana(de Bary) Whetzel), is a severe disease on a wadge of crops with economic
importance (Jarvis, 1977). Chemical control is itiegn method used to reduce the incidence
of this pathogen in most crops. IsolateBotinerearesistant to several fungicides have been
detected in many countries worldwide (Leroux, 200resiotis et al., 2007). Biological
control could be an alternative or a complemertdhtemical control because the development
of resistance of plant pathogens to biological kmnagents is supposed to develop less
frequently as compared to chemical control meth@isfy et al., 2003) Many biological
control agents effective againBt cinereahave been described in the past years (Elad and
Stewart, 2004; Elmer and Reglinski, 2006) and sdvedf them produce antibiotics
(Raaijmakers et al., 2002).

Pyrrolnitrin  [3-chloro-4-(3-chloro-2-nitrophenyl) yprole], a structural analogue of the
fungicide fludioxonil, is an antibiotic with a brdapectral antifungal activity (Raaijmakers et
al., 2002) that was first isolated frdBurkholderia pyrrocing/Arima et al., 1964). It was later
found in several bacterial species (Hammer et E99), some of them having been
implicated in the biological control of fungal ptamathogens (Raaijmakers et al., 2002), and
several of them have proved to inhibit growthBofcinerea(Chernin et al., 1996; Janisiewicz
and Roitman, 1988).Resistance oB. cinereato pyrrolnitrin has recently been reported in
laboratory-induced mutants, suggesting a possdse bf efficacy of pyrrolnitrin-producing
biological control agents (Ajouz et al.,, 2010). Mover, resistance to fludioxonil, a
phenylpyrrole fungicide derivative from the antitido pyrrolnitrin, has been reported in
laboratory-induced mutants (Leroux et al., 1999a@xket al., 2005; Ziogas et al., 2005), and
in one sole field isolate collected after seversrng of monitoring in France (Vignutelli et al.,
2002).

The mechanism of resistance to phenylpyrroles le& extensively studied . cinerea
(Faretra and Pollastro, 1993; Leroux et al., 2Q0@;et al., 2008; Okada et al., 2005; Ziogas
et al., 2005). These studies revealed that higigystant mutants to phenylpyrroles generally
acquire resistance to dicarboximides and to arantmgtilrocarbons, and that they are sensitive
to osmotic stress (Leroux et al., 1999; Ziogaslet2805). InB. cinerea molecular studies
revealed that an osmosensing histidine kinase nesdiasistance to these fungicides (Cui et
al.,, 2004; Cui et al., 2002; Liu et al., 2008; (shai et al., 2002) and to aromatic

hydrocarbons. It is also devoted to adaptationdeeese environmental conditions such as
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Table 1 Characteristics, level of aggressiveness on tonpdots and on apple fruits,

sensitivity to pyrrolnitrin and fungicides dotrytis cinereaisolates used for tha vitro

conidial-transfer experiments.

|so|ate_of Aggressiveness N Fungicide sensitivity
Ei?,tggz Host iszfae:(re d tomato plant  apple Pyrolnitir Phenotyp&
BC1 tomato 1989 +++ +++ S BenS - ImiR1
BC21 strawberry 1991 ++ +++ S BensS - ImiS
BC25 tomato 1991 - ++ S BenS - ImiS
BC26 tomato 1991 + ++ S BenS - ImiR1
H6 tomato 1991 - + S BenR1 - ImiS

aggressiveness, - = not aggressive according tozAgbal. (2010)

130

+++ = high level of aggressiveness, ++ = modeletel of aggressiveness, + = low level of

Discriminatory concentration for pyrrolnitrin Qg mi* ; S = sensitive and R = resistant.
phenotype defined according to Leroux el al. (1999)
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osmotic and oxidative stress and to pathogenesisgi_al., 2008; Viaud et al., 2006). The
role of this histidine kinase in resistance to theximides and phenylpyrroles has also been
demonstrated in other fungal species (Avenot et28l05; Dry et al., 2004; Kanetis et al.,
2008; Ma et al., 2006; Nathues et al., 2007; Oletda., 2005; Orth et al., 1995; Pillonel and
Meyer, 1997).

The objective of this study was to compare the rapdmns of resistance to pyrrolnitrin and to
iprodione inB. cinerea In order to clarify the difference in the antifat mechanisms
between pyrrolnitrin and dicarboximides fungicidgsyrrolnitrin-induced mutants and
iprodione-induced mutants were independently preducThe cross-resistance between
pyrrolnitrin and iprodione and with other ametrytis fungicides was investigated. This
knowledge may be helpful to assist in predicting tisk related to the build-up of field
resistance to pyrrolnitrin and consequently to lthes of efficacy of pyrrolnitrin-producing
biological control agents iB. cinerea To expand our knowledge on the molecular basis of
resistance ifB. cinereathe sequence comparisons of the histidine kieaseding genéosl
from the pyrrolnitrin-induced mutants and the ipooek-induced mutants have been
investigated. Different point mutations in that gelmave been observed in several of the

mutants produced. New mutations, not yet identifiredrevious studies, were detected.

Material and methods

Fungal isolates, culture conditions and mutant set¢ion

Five single-spore isolates d@. cinereaoriginating from Francewere selected from a
collection maintained in our laboratory. These ased¢ had three different phenotypes of
resistance to fungicides (Table 1). These phenstypere defined based on the pattern of
sensitivity to 13 fungicides representing 10 chaingroups as described by Leroux et al
(1999). Isolates had also different levels of aggireeness on tomato plants and apple fruits
(Table 1). All selected isolates were sensitiveywolnitrin (Table 1). During this work, they
were maintained in stock cultures stored at -207@ i0.06 M phosphate buffer containing
20% (V/V) of glycerol. For DNA isolation, 0spores were harvested and used to inoculate
100 ml liquid yeast-sugar-salt medium (YSS, 2bdf yeast extract, 10gLof glucose, 2g L

! of KH.POy, 1.5g L* of KoHPO,, 1g L of (NH4)»SOs, 0.5g L-1 of MgSQ 7H,0) and grown

for 16 hours at 23°C with 150 rpm shaking.
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In vitro conidial-transfer experiment

Successive selections on pyrrolnitrin or iprodiovere carried out to produce 20 consecutive
generations obpores on Potato Dextrose Agar medium (PDA 39'gDifco Laboratory)
amended with pyrrolnitrin (purified microbial pytfnitrin >95%, Sigma chemical) or
iprodione (BASF Agro SAS). Pyrrolnitrin was disset/in methanol at the concentration of 1
mg mL* and conserved at 4°C in the dark to preserveciisigy. Iprodione (pure technical
grade) was dissolved in acetone at the concentrafi@5 mg mr* and conserved at 4°C

For each the generation, 40 pL of a conidial suspendosed at fOspores per mL were
spread on Petri dishes containing PDA medium angemden pyrrolnitrin or iprodione. The
20 generations produced on pyrrolnitrin were pentea with fourB. cinereaisolates (Table

1) as previously described (Ajouz et al., 2010)n&ations produced on iprodione were
performed following the same procedure with thes@lates listed in Table 1 and slightly
modified as follows: from GO, ten successive getnana (G1 to G10) were produced on PDA
medium in the presence of 5 mg Iprodione. Spores from all of the generations {&G10)
were preserved at -20°C for further work. Using $peres of generation G10, ten additional
successive generations were produced with incrgasélection pressure. The iprodione
concentration was progressively increased from 5Lrhdfor the production of the first ten
generations) to 200 mgtfor the production of generation G20. For each gatin, plates
were incubated for 14 days at 21°C. Spores froerradte generations (G12, G14, G16, G18
and G20) were preserved at -20°C for further worlds control, twenty successive
generations were also produced on a PDA mediunowitfungicides.

For each isolate, the whole experiment was cawigdhree times independently, providing
three lineages of 20 generations produced undectsmh pressure and three independent
control lineages produced on PDA. To facilitatedirg and avoid lengthy repetitions in the
rest of this paper, control generations producedramended-PDA medium and generations
produced in presence of pyrrolnitrin or iprodiondl vbe labelled GnC, GnP and Gnl

respectively, where n indicates the generation manke lineage.

Determination of pyrrolnitrin and fungicides sensitivity

Sensitivity to pyrrolnitrin and to iprodione andhet fungicides was compared between all the

lineages of the pyrrolnitrin-induced mutants G20+, iprodione-induced mutants G20lI, the
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control generations produced on PDA G20C and thenpal generations GO of isolates BC1,
BC21, BC25, BC26 and H6. To determine the sensttito the antibiotic pyrrolnitrin, the
mycelial growth was measured on PDA medium comagindifferent concentrations of
pyrrolnitrin as described by Ajouz et al. (2010&nSitivity to 13 fungicides belonging to 10
chemical families was determined as described posly (Leroux and Clerjeau, 1985). The
fungicides were of technical grade and were kirsdlgplied by the manufacturers. They were
dissolved in ethanol or acetone and then addeddibem media after autoclaving. For a
generation of a given isolate, the level of resistato the different fungicides was evaluated
based on spore germination and germ tube elongatidl°C. The experiments were all
repeated three times independently per lineagd) eath three replicate plates. The 50%
effective concentration (Eg was estimated for pyrrolnitrin, iprodione, flugmil and
dicloran as described by Leroux et al. (1999). Ppgrrolnitrin, each pyrrolnitrin- and
iprodione-induced mutants were categorized as hegal of resistance (Bg>0.5 pg.mL?,
HR), moderate level of resistance @g@€omprised between 0.1 and 0.5 ugmnMR), low
level of resistance (B comprised between 0.01 and 0.1 pgnlLR) and sensitive
(ECs0<0.01 pg.mL}, S). For the other fungicides, the discriminatooycentration was used

to categorize the isolates into sensitive and taasiso each molecule (Leroux et al., 1999).

Osmotic stress assay

Sensitivity to osmotic stress was compared betwaderihe lineages of the pyrrolnitrin-
induced mutants G20P, the iprodione-induced mut@gt¥, the control generations produced
on PDA G20C and the parental generations GO oatesIBC1, BC21, BC25, BC26 and H6.
To determinen vitro sensitivity to osmotic stress, PDA plates were raohed with 1M of
sodium chloride or 1M of sorbitol. The plates wdren inoculated with 5-mm mycelium plug
taken from the periphery of a 4-day-old colony. tGrds were incubated for 4 days at 21°C
and growth behaviour was assessed in two categ@iesence or presence of a mycelium
development. Three replicate plates were realipe@dch treatment and this experiment was
performed three times.
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Estimation of fithess cosin vitro and in planta of the iprodione-induced mutants

Different fitness parameters were compared betvadie¢he lineages of the iprodione-induced
mutants G20I, the control generations produced @A RG20C and for the parental
generations GO of isolates BC1, BC21, BC25, BC28 H®, . These fithess parameters
included mycelial growth, spore production and aggiveness on plant tissues as already
described (Ajouz et al., 2010).

Mycelial growth and sporulation were assessedtro on PDA medium. To this end, a 5-mm
mycelial plug was excised from the periphery of-da§-old colony and transferred to the
centre of a fresh PDA Petri plate. The plates waerabated at 21°C and colony diameter was
monitored for three days after inoculation. Theoogl diameter at 3 days and the daily radial
growth rate between 1 and 3 days after inoculatiere estimated. Sporulation was computed
as the number of spores produced per Petri pléey, B4 days of incubation at 21°C. The
experiments were repeated three times, each wide treplicates. Statistical analyses were
performed separately for each isolate and eachdi/pmess parameter. In these analyses, we
used the ANOVA module of Statistica software ta testh a possible lineage effect and a
generation effect. When a significant effect wasesbed, the multiple comparison test of
Student-Newman-Keuls was used to compare the means.

The aggressiveness of iprodione-induced mutantd GRtained with isolates BC1, BC21,
BC25, BC26 and H6 was assessed on apple fruit&ahden and tomato cv. Monalbo plants
as explained previously (Ajouz et al., 2010). lagh tests, three 2 mm-wounds were inflicted
on the surface of the fruit and immediately inotediawith 10 puL of a spore suspensiorBof
cinereacontaining 18&spores per mL. Apples were incubated in a growdmdrer at 21°C.
The lesion diameters were monitored daily for 7sdafyer inoculation. For tomato plants, two
types of bioassays were used with two independsstd plants. To test the aggressiveness
of B. cinereaon the stem, leaves were removed from the plaatging a 5-10 mm petiole
stub on the stems and spores were inoculated opetiele stubs. The lengths of resulting
stem lesions were monitored daily for 7 days aiibe@culation. The aggressiveness of the
iprodione-induced mutants BC26G20l was also testegbetioles. To this end, leaves were
removed from the plants leaving a 50 mm petiold stnd 10 pL of spore suspension
containing 10spores per mL were deposited on the wound. TheHemiglesions on petiole
stubs was monitored daily for 7 days after inogatatAll plants were incubated in a growth
chamber with a photoperiod of 14 hours and maiethiat 21°C with a relative humidity

above 90%. For each isolate, the aggressivenedbeothree lineages was tested. The
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experiments were all repeated three times indepelydeer lineage, each with three replicate
plants or fruits. To take into account the kineti¢slisease development for each isolate, we
computed the area under the disease progress QWP C) as described by Decognet et al.
(2009). Statistical analyses were performed seglgrédr each isolate on the AUDPC values.
In these analyses, we used the ANOVA module ofishiizd software to test both a possible
lineage effect and a generation effect. When aifsignt effect was observed, the multiple
comparison test of Student-Newman-Keuls was usedotapare the means. Generation

G20C, produced on iprodione-free medium, was iregdiid all tests for comparison.

Genomic DNA extractions, PCR amplification and segence

Genomic DNA was extracted from approximately 1 gfresh fungal mycelium using a
Sarcosyl-based protocol (Dellaporta et al., 198@)e DNA fragments for sequencing
purposes were amplified using specific primers (12008). The primer couple bos1-F3 and
bos1-R2 amplified the fragment encoding the N-teahmoiety of the Bos1 histidine kinase
harboring the HAMP domains, the couple Hisl and HK@ C-terminal half of the Bosl
protein, the couple sakl-LP1 and sakl-RP1 ampliffegl coding region of the MAPK
encoding genesakland the couple skn7-RP1 and skn7-LP1 that of éispanse regulator
encoding genskn7 The PCR reactions were carried out with highlfigdDNA polymerase
(Phusion, Finnzymes) and gel-purified prior to tbequencing reactions. The resulting
sequences were quality analyzed and aligned tcefeeence sequences using the CodonCode
Aligner software (CodonCode Corp., Dedham, MA). Bhe90-amino-acid repeats of the N-
terminal domain ofBosl were aligned according to Cui et al. (2002), usihg Clustal
software (Larkin et al., 2007).

Results

Resistance of pyrrolnitrin-induced mutants to pyrrolnitrin, fungicides and osmotic

stress

The sensitivity of pyrrolnitrin-induced mutants pyrrolnitrin, to 13 fungicides including
iprodione and to osmotic stress were investigated vitro tests. High levels of resistance to
pyrrolnitrin were obtained for all the pyrrolnitrinduced mutants G20P (Table 2), as already

described by Ajouz et al. (2010). High levels es$istance to iprodione were also observed
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Table 2 Resistance of pyrrolnitrin-induced mutantsBofcinereato pyrrolnitrin, iprodione, fenpiclonil, fludioxohand dicloran.

EGCs, values oB.cinereain g mit

_ o Iprodione Fenpiclonil Fludioxonil Dicloran
Isolate Generatidn Pyrrolnitrin (Dicarboximides) (Phenylpyrroles) (Aromatic hydrocarbon)
GO 0.005 6 0.1 0.025 30
BC1 G20C 0.005 6 0.1 0.025 30
G20P 8.7 >25 >10 >10 >30
GO 0.005 1 0.06 0.015 5
BC25 G20C 0.005 1 0.06 0.015 5
G20P 9.0 >25 9 10 >30
GO 0.006 10 0.03 0.03 30
BC26 G20C 0.006 8 0.03 0.03 30
G20P 7.4 >25 >10 >10 >30
GO 0.001 15 0.02 0.02 5
H6 G20C 0.001 15 0.02 0.02 4
G20P 4.6 >25 10 10 5

a

GO is the wild-type parent isolate, G20C is thd" 2@ntrol generation produced on PDA, G20P" 2@neration produced on PDA amended with
pyrrolnitrine.

®  Chemical family of fungicide
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for these mutants with Egvalues superior to 25 pg ™(Table 2). Test of sensitivity to the
other fungicides revealed that the resistance twofytrin generated a resistance to the
phenylpyrroles and to the aromatic hydrocarbon itidgs (Table 2). Pyrrolnitrin-induced
mutants G20P did not cross-resist with the othegiitides tested besides the resistances
contributed by their parental strains. Finally, pymitrin-induced mutants G20P were very
sensitive to osmotic pressure resulting from 1 Mism chloride and 1 M sorbitol compared
with the wild-type parents GO. Figure 1 shows theagh phenotype of one lineage of a G20P
mutant from BC1. The growth behaviour of all otismlates and G20P mutants was similar
(data not shown). The osmosensitive phenotypesreddn parallel with high resistances to

either iprodione or pyrrolnitrin.

Resistance of iprodione-induced mutants to iprodio@, pyrrolnitrin, fungicides and

osmotic stress

The sensitivity of iprodione-induced mutarits pyrrolnitrin, to 13 fungicides including
iprodione and to osmotic stress were investigated vitro tests. High levels of resistance to
iprodione were obtained for all the iprodione-inddanutants G201 with a Egsuperior to
25 pg mi* (Table 3). Iprodione-induced mutants G20! were akssistant to the antibiotic
pyrrolnitrin but the level of resistance of thefdient mutants produced was very variable
with EGso comprised between 0.03 pg éand over 0.5 pg rl (Table 3). Resistance to
iprodione confered a resistance to the phenylpgsraind to the aromatic hydrocarbon
fungicides (Table 3). Iprodione-induced mutants IG@i@ not cross-resist with the other
fungicides tested and they retained the same pyee®ias their wild type parent isolates GO
(Table 1). Finally, these mutants were very sersito osmotic pressure resulting from 1 M
sodium chloride and 1 M sorbitol compared with wi&l-type parents GO. Figure 1 shows
the growth phenotype of one lineage of a G20I ntutam BC1. The growth behaviour of all
other isolates and G20l mutants was similar (datsshown). The osmosensitive phenotypes

occured in parallel with resistances to iprodiond pyrrolnitrin.
Fitness of iprodione-induced mutants

Different parameters of fithess were studied fog fharental generation GO, the control
generations G20C and for all the lineages of thredipne-induced mutants G20I. These

fithess parameters included mycelial growth andepooduction assessed on PDA medium
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Figure 1 Sensitivity to osmotic stress of the pyrrolnitrmduced mutants (G20P), the iprodione-induced msit@20l), the control generations
(G20C) and the wild-type parent (GO) of the isola&l. Plate amended with 1M sodium chlorid@ and with 1M sorbitol B) show mycelial
growth for GO and G20C and absence of mycelial gndar G20P and G20I. Control plates show myceji@wth for GO, G20C, G20P and
G20l on PDA mediungC). Plates were incubated for 4 days at 21°C.
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Table 3 Resistance of iprodione-induced mutant®o€inereato pyrrolnitrin, iprodione, phenylpyrroles and dichn.

EGCso values oBB. cinereain pg mi*

Isolate Generatiol Pyrrolnitrin Iprodione Fenpiclonil Fludioxonil Dicloran
(Dicarboximides) (Phenylpyrroles) (Aromatic hydrocarbon)
GO 0.005 6 0.1 0.025 30
G20C 0.005 6 0.1 0.025 30
BC1 G2011 0.10 >25 3 1.5 >30
G2012 >0.5 >25 3 1.5 >30
G20I3 0.03 >25 3 1.5 >30
GO 0.007 >2.5 >0.5 >0.2 6
G20C 0.007 >2.5 >0.5 >0.2 6
BC21 G20I1 >0.5 >25 5.5 10 >30
G2012 >0.5 >25 0.3 0.1 >30
G20I13 >0.5 >25 nd nd >30
GO 0.005 1 0.06 0.015 5
G20C 0.005 1 0.06 0.015 5
BC25 G2011 >0.5 >25 2.15 10 >30
G2012 0.40 >25 1 0.75 >30
G20I13 0.40 >25 3.8 >10 >30
GO 0.006 10 0.03 0.03 30
G20C 0.006 8 0.03 0.03 30
BC26 G2011 0.08 >25 1 0.9 >30
G2012 >0.5 >25 nd nd nd
G2013 0.11 >25 1 0.3
GO 0.001 1.5 0.02 0.02 5
G20C 0.001 1.5 0.02 0.02 4
H6 G2011 >0.1 nd nd nd 5
G2012 0.06 >25 0.3 <0.1 5
G20I3 0.06 >25 0.4 0.2 5

GO is the wild-type parent isolate, G20C is th& 20ntrol generation produced on PDA, G20P and G26lthe 20 generation produced on PDA
amended with Pyrrolnitrin and Iprodione, respedyivand the numbers are for lineage 1, 2 and 3.

Chemical family of fungicide

nd = not done
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Table 4 Comparison of fithess parameters between iprodioteced generations G20I,
control generations G20C and the wild-type parsalates GO. The different components of
fitness evaluated are colony diameter 3 days afteulation (mm), daily radial growth rate
between theSland & day after inoculation (mm per day), spore productn PDA medium

14 days after inoculation (number of spores prodymer Petri plate) and aggressiveness on

tomato plant and apple fruits.

tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Mycelium Sporulation Aggressiveness (AUDPC)
Botrytis Generation (_:olony dai_Iy
cinerea diameter radial ;5 spores tomato plant apple
isolate (3DAI) growth per plate .
mm mm/day petiole stem
stub
GO 817 a 313 a 1443 a L 822 a 184.1 a
BC1 G20C 79.0a 322 a 157.2 a - 68.3 a 1390 b
G20l 363 b 137 b 247 b - 74 b 193 ¢
GO 61.7 250 a 57.2 a - 65.3 a 161.3 a
BC21 G20C 58.3 23.8 a 51.2 a - 614 a 1444 a
G20l 41.7 170 b 38 b - 45 b 239 b
GO 70.0 a 247 a 93.7 a - - 126.7 a
BC25 G20C 66.7 b 235 a 98.3 a - - 1248 a
G20l 403 ¢ 138 b 73 b - - 183 b
GO 55.0 a 20.0 a 76.5 a 66.6 a - 1140 a
BC26 G20C 55,7 a 203 a 66.2 a 831 a - 1111 a
G20l 337 b 123 b 178 b 148 b - 121 b
GO 53.0 a 187 a 97.0 a - - 895 a
H6 G20C 503 a 17.7 a 916 a - - 943 a
G20l 407 b 163 b 35 b - - 136 b

Data are means of the three lineages. For eadiiesaheans within a column followed by the same
letter were not significantly different (ANOV A, = 0.05; Newman—Keuls test).
2 GO0 is the wild-type parent isolate, G20C is tb8 generation produced on PDA medium without
iprodione (control) and G20l is the"2@eneration produced on PDA amended with iprodione.
- = not done or not relevant
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and aggressiveness on apple fruits and tomatospl&here was no significant lineage effect
for mycelial growth and sporulation on PDA mediuon &ny of the isolateP(> 0.05). The
mycelial growth of the iprodione-induced mutantsOG®as significantly reduced for each
isolate compared with GO and G20E< 0.0001 for BC1P = 0.0005 for BC21P < 0.00001
for BC25,P < 0.0001 for BC26 an& = 0.0001 for H6) (Table 4). Spore production c# th
iprodione-induced mutants G20l was also signifigareduced for every isolate compared to
GO and G20CK = 0.002, 0.047, 0.027, 0.0007 and 0.002 for BC1, B@&C25, BC26 and

H6, respectively) (Table 4)

There was no significant lineage effect for theraggiveness of any of the isolatBs>0.05).

For each of the five isolates tested, the iprodimgkeiced mutants G20l were significantly
less aggressive on apple fruits than the pareswédtes GO and the control generations G20C
(Table 4). On tomato plants, a decrease in aggerssss was observed with iprodione-
induced mutants G20l of isolates BC1, BC21 and B&#6pared to GO and G20C (Table 4).
Taken together, these results showed for all frammeduceth vitro growth rate, a severely
reduced sporulation rate, and 5 to 10 fold redustim lesion development according to the
tested plant hosts.

DNA sequences of the HAMP domains of thBoslgene

As underlined above, mutants selected on pyrratndr iprodione showed nearly identical
phenotypes concerning fungicide resistance profilas particularly concerning sensitivity to
hyperosmotic conditions, suggesting similar resigtamechanisms. As most of iprodione
resistant mutants fromB. cinerearesulted in modification of a class Il histidienase
involved in osmosensing, the part of the correspandoslgene fromB. cinerea(Cui et al.,
2002; Viaud et al., 2006) covering the HAMP domapwtentially involved in signal
transduction was sequenced. Different changes wleserved for the sequenced isolates as
indicated in Table 5. The parental isolates BC1@8 BC26GO0 that are resistant to low
iprodione concentrations (ImiR1) showed a modifaratof isoleucine at position 365 to
serine (I1365S). The same mutation was observeld muants derived from BC1 and BC26,
but also in the iprodione resistant mutants dereafrom strain H6 (H6 G2011, G20I12,
G20I3). Other mutations in this part of the Bosbtpin were selected in pyrrolnitrin and
iprodione resistant mutants with high resistanceipmdione (ImiR4, Table 5). These
mutations were more or less equally distributed ¢tive 6 HAMP domains (Fig. 2).
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Table 5 Point mutations in thBoslgene of the pyrrolnitrin- and iprodione-inducedtamis

of Botrytis cineredsolates.

Isolate Generatidh Phenotype Mutatiofls
Pyrrolnitri  Iprodioné
GO S ImiR1 1365S
G20P1 HR ImiR4 1365S + G311R
G20P2 HR ImiR4 1365S + G311E
BC1 G20P3 HR ImiR4 nd
G20I1 LR ImiR4 1365S + E692K
G20I2 HR ImiR4 1365S + E692K
G20I3 LR ImiR4 1365S + V239K
GO S ImiS X
BC21 G20I1 HR Im!R4 G278D
G20I2 HR ImiR4 G323C
G20I3 HR ImiR4 nd
GO S ImiS X
G20P1 HR ImiR4 G415D
G20P2 HR ImiR4 nd
BC25 G20P3 HR ImiR4 nd
G20I1 HR ImiR4 X
G20I2 MR ImiR4 A493T
G20I3 MR ImiR4 A493T
GO S ImiR1 1365S
G20P1 HR ImiR4 I365S + T581P
G20P2 HR ImiR4 I365S + T581P
BC26 G20P3 HR ImiR4 nd
G20I1 LR ImiR4 I365S + E529G
G20I2 HR ImiR4 1365S
G20I3 MR ImiR4 I365S + E529G
GO S ImiS X
G20P1 HR ImiR4 X
G20P2 HR ImiR4 X
H6 G20P3 HR ImiR4 X
G20I1 HR ImiR4 1365S
G20I2 LR ImiR4 I365S + M427T
G20I3 LR ImiR4 I365S + M427T

GO is the wild-type parent isolate, G20P and G2el the 28 generation produced on PDA
amended with Pyrrolnitrin and Iprodione, respedyivand the numbers are for lineage 1, 2 and 3.
® S: Sensitive (EG<0.01 pg mf); LR: Low Resistance (Egfrom 0.01 to 0.1 pg rit); MR:
Moderate Resistance (E&rom 0.1 to 0.5 ug rif); HR: High Resistance (E0.5 pg mf)

ImiS, ImiR1 and ImiR4 phenotypes are determinedesxribed by Leroux et al. (1999)

X : no point mutation, nd : not done

Q O
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Interestingly, in some cases, independently salectetants from the same isolate recovered
the same mutation, e.g. E692K in BC1G20I11 and G2&4®3T in BC25 G2012 and G20I3,
T581P in BC26 G20P1 and G20P2, E529G in BC26 Gaad G20I3 or M427T in G20I2
and G20I3 (Table 5). However, the same mutatione welected only by identical treatments
(pyrrolnitrin vs.iprodione). In some mutants no modification of Bes1 histidine kinase was
identified, neither in the HAMP domains nor in tht@er part of the protein (Table 5) as in the
iprodione resistant mutant BC25 G20I1 or in allrpimitrin-induced mutants from isolate H6.
We also analysed the coding sequences of the totips downstream of Bosl in these
mutants. The Sakl MAPK is the ultimate protein kmaf the osmotic signal transduction
pathway in B. cinerea controlled by Bosl, but not involved in the remsmste to
dicarboximides and phenylpyrroles (Liu et al., 2088gmdller et al., 2007). Another protein
controlled by class Il histidine kinases and neeeg for resistance to these fungicides in
several fungal species is the response regulator kumitsu et al., 2009; Izumitsu et al.,
2007). One sole ortholog of yeast Skn7 was foundhm availableB. cinereagenome
sequence (Liu, 2008). No modification neither okBaor of Skn7 coding sequences were
identified in the isolates BC25 G2011, H6 G20P1082, G20P3 (data not shown).

Discussion

The present study provides for the first time emmbethat a fungicide pressure exerted on a
fungal plant pathogen was able to build-up rescan an antibiotic produced by a biological
control agent. Resistance to the antibiotic pyitoh has occurred wheB. cinereawas
exposed to the fungicide iprodione vitro. In addition, adaptation to iprodione generated a
resistance to the phenylpyrroles and aromatic loatbmns fungicides. Similarlyadaptation

of B. cinereato the antibiotic pyrrolnitrin systematically ré&d in an acquisition of a
resistance to the phenylpyrroles, dicarboximided amomatic hydrocarbons fungicides.
Similar results have been reported with phenylgggoa family of fungicides structurally
analogues to pyrrolnitrin. Laboratory-induced migamf B. cinerea resistant to both
phenylpyrroles and dicarboximides have been desgrifCui et al., 2002; Faretra and
Pollastro, 1993; Hilber et al., 1995; Leroux, 2Q49wever, in this study, levels of resistance
to pyrrolnitrin of several iprodione-induced mutarthat were resistant to high doses of
iprodione, were inferior to that attained by therpyitrin-induced mutants. On the opposite,
the level of resistance to iprodione of the pyritoim-induced mutants was similar to that

attained by the iprodione-induced mutants. Usirgptatory-induced mutants, Okada et al.
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Figure 2 Alignment of the six 90-amino-acid repeats of théekiminal domain of Bos1 and theirs mutations mfilmgusBotrytis cinerea

The sequences of the HAMP domains (according toe€al., 2002) have been aligned using the Clusti¥iivare. The arrows ASI and ASII
mark the potential positions efhelice | and Il. Gaps introduced to maximize thgrament are indicated by hyphens. Residues coaddarvat
least four-fifth of the sequences are marked waterdgsks or dots. Mutations conferring low resistato dicarboximides (ImiR1) according to
previous studies (Cui et al., 2002; Cui et al.,£200itz and Leroux, personal communication; Leretal., 2002; Leroux et al., unpublished;
Ma et al., 2006 and Oshima et al., 2002) are hiphdid in yellow. The mutations at positions 368 ,389d 607 were only observed in
combination with mutations at positions 365, 378¢ &47; they are boxed in the sequence, becauseotiteébution of each mutation to
fungicide resistance is unclear. Positions thatnmmeitated confer high resistance levels to dicarbmes and phenylpyrrols or pyrrolnitrine
(ImiR4) are highlighted in red. The amino acids ¥38d R383 are stroken through because when deletgadtonferred high resistance levels
(Cui et al., 2002). The sites of the amino acids$ititions in the pyrrolnitrin-resistant mutantdahe iprodione-resistant mutants resulting from

this study are marked in bold and underlined Isttespectively.
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(2005) also observed that some mutantdlefirospora crassare resistant to high doses of
fludioxonil while they are inhibited by pyrrolnitri

The resistance d. cinereato iprodione was systematically associated with redugrewth
potential (mycelial growth and spore production)urGstudy also showed decreased
aggressiveness on plants or fruits (reduction gsiblegrowth). This fitness cost was similarly
high for all the iprodione-induced mutants obtairfeain the five isolates tested. In a
previous study, the resistance & cinerea to the antibiotic pyrrolnitrin was also
systematically associated with a cost of fithes@ya et al., 2010). These fitness costs were
similar between the iprodione-induced mutants oletiin this study and the pyrrolnitrin-
induced mutants (Ajouz et al., 2010). Our resutes @nsistent with those reported in other
studies regarding association between fitness agslstance to dicarboximide and
phenylpyrrole fungicides iB. cinerea(Cui et al., 2002; Leroux, 2004; Ziogas et al., 200
For instance, a comparison of fitness among wipgktysolates and fludioxonil-resistant
mutants ofB. cinereashowed that all fludioxonil-resistant mutants lsaghificant reductions

in the characteristics that determine saprophythe$s, such as mycelial growth, sporulation,
conidial germination and sclerotial production @aset al, 2005). Reduced fithess has been
suggested as a possible explanation for the absehdeld isolates highly resistant to
dicarboximides and phenylpyrroles (Leroux, 2004neOpractical consequence of this
phenomenon is that if pyrrolnitrin and iprodionesistance occurred in the field, the
associated detrimental effect on the resistant miuaad competition exerted by sensitive
strains would limit the risk of efficacy loss of ngicides or of pyrrolnitrin-producing
biological control agents. Moreover the resistanicB. cinereato pyrrolnitrin and iprodione
was also systematically associated with a highiseihs to osmotic stress. This last point
suggests that these mutations lead to a diffetemegulation of the function of
osmosensibility pathway. Okada et al. (2005) sagggkthat a primary antifungal mechanism
of pyrrolnitrin againsiNeurospora crass# interference with the osmotic signal transdurcti
pathway rather than inhibition of respiration.

In our study, the sequence comparison of the imstikinase encoding gete®slof the ImiS
and ImiR1 isolates revealed that the mutation lggadd low dicarboximide resistance levels
without cross resistance to phenylpyrroles (ImiR@s that of isoleucine at position 365 to
serine. The recapitulation of known mutations ia HAMP domains of the Bos1 histidine
kinase (Fig. 2) shows that the principal mutati@aling to the phenotype ImiR1 were those
of isoleucine at position 365 to serine, asparaginarginine (Cui et al., 2004; Cui et al.,
2002; Ma et al., 2007; Oshima et al., 2002). Tweosingle mutations have been observed,
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E345G and S531N, in laboratory-selected ImiR1 msté@ui et al., 2002). Mutations of the
amino-acid residues 368, 369, and 607 also lealdvtodicarboximide resistance only in
combination with mutations at positions 365, 318 447 (Fig. 2).

Mutations found in mutants having high resistaneeels to dicarboximides (ImiR4) and
resistance to pyrrolnitrin were found in all HAMPordains, with the exception of the
HAMP1. The alignment of the 6 HAMP domains in F2gshows that this type of mutations
affected residues highly conserved among the repeat. the leucine, T&esidue in HAMP2
to HAMPS, alanine 3%, glycine 49'. Mutations affecting the same residue in differepeats
lead to similar phenotypes with some exceptioné siscfor glutamate 74and threonine 81
The glutamate to glycine transition in HAMP2 (E343€&ad to ImiR1 phenotype (Cui et al.,
2002), but the same transition in HAMP4 (E529G)ll¢éa ImiR4 phenotype in combination
with the 1365S mutation (this study). Surprinsingllgis mutation was associated to low to
moderate resistance to pyrrolnitrin (Table 5). Gwnig the threonine at position 81, the
situation is comparable. When mutated in HAMP2 @Bpand combined to G691E (glycine
49"‘) it conferred high resistance levels (ImiR4, Letai al., unpublished). Mutations of the
corresponding threonine in HAMP3 (T447S) combined/868F and Q369H, lead to low
resistance levels (Oshima et al., 2002). Thesdtsesuggest that combinations of different
mutations and types of modifications (conservativeot) differentially impact the fungicide
resistance phenotypes.

In this study, the same mutations were generaleoked for all the independent repetitions
of each isolate whereas different mutations werstesyatically identified between the
different isolates. This suggests that for one ifjgasolate ofB. cinereathe same mutations
may systematically occur. Two assumptions can e do explain this phenomenon. It can
be due to an initial heterokaryon with the presesfdfie selected mutation. But, in this study,
we observed that the selection pressure exertedptmgione and pyrrolnitrin did not
systematically lead to the selection of identicaltations, what appears to invalidate this
assumption. This can also be due to the genetitexbthat may induce the selection of
preferential mutations in one isolate. Cui et 2004) also found several times the same
mutation in different field isolates. To fulfil thihypothesis, comparison of the sequence of
the bosl1gene should be done on numerous iprodione- oojmiin-induced mutants of a
given isolate.

Mutations leading to the ImiR4 phenotype resembtsé¢ of thebosldeletion mutants that
concerned other fungicide resistance, osmosengijtiand to a lesser extent, reduction of

growth, sporulation and virulence (Liu et al., 209&ud et al., 2006). These point mutations
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may be considered as loss-of-function mutationsgkihg the transmission of the external
signal to the cytoplasmic protein kinases and dowwas targets. One ultimate
phosphorylation target of the Bos1 histidine kinesthe Sakl MAPK, phosphorylated after
the exposure to dicarboximides, phenylpyrrols, hgpeotic and oxidative stresses. Huesl
deletion leads to constitutive Sak1-phosphorylaflon et al., 2008). In the case of our ImiR4
mutants, such a constitutive Sakl phosphorylatiatiemm was generally not observed in
preliminary Western-blot analyses (data not shown).

As general features from this and previous stuflzs et al., 2002; Oshima et al., 2002), it
can be considered that iprodione and pyrrolnitelections generally lead to the same type of
mutations. However, for several highly resistanttants ImiR4 selected on pyrrolnitrin or
iprodione, the resistance mechanisms have not ekerdated yet. For instance, mutations
were not detected for the isolate H6 in the 3 pgimon-induced mutants. The absence of
point mutations in these mutants was also noticedther genes implicated in the MAP
kinase cascade. Only when the whole signal transxfupathway of pyrrolnitrirvia Bos1 is
known, the mutation(s) leading to the ImiR4 phepetin these isolates may be identified.
Reduced fitness of highly resistant isolates wesenked for both types of mutants, strongly
suggesting that pyrrolnitrin based treatments ajah cinerea might be efficient and
sustainable. In practical terms, the developmemediéiced susceptibility to pyrrolnitrin B.
cinerea populations, if it should occur, may not neces$gacompromise the efficacy of

pyrrolnitrin-producing biocontrol agents.
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Abstract

The stability of microsatellite markers was invgated in the spore-producing fungBstrytis
cinerea exposed to four different stress@his knowledge is essential in order to differetatia
mutations from genetic exchanges or recombinationpapulation genetics studies. It is also
important when using strains from collections thatd to be regularly propagated on medium.
Successive spore generations of four isolateseofuhgus were realised in plates on different agar
media: a nutriment-rich medium, a nutriment-poordiam, a medium supplemented with the
antibiotic pyrrolnitrin and a medium supplementethvthe fungicide iprodione. The stability of nine
microsatellite markers was studied by comparingniodecular pattern obtained between the wild-
type parent strains and the final generations nbthiThe results showed that, despite the phermotypi
changes observed in some generations, no changes abserved in the allele size at nine
microsatellite loci whatever the selective pressmdured by the fungus. This is the first study tha
reveals long-term stability of microsatellite markef a spore-producing fungus exposed to different

stresses.

Keywords experimental evolution, conidia, marker stabjlgglection pressure, population genetics
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Introduction

During their natural life or during laboratory exjmeents, microorganisms undergo successive
cycles of reproduction and are exposed to variomgr@enmental conditions. Some of these
conditions may represent a stress to which they tavadapt. For certain fungi, stresses such as
nutritive deficiency could increase mutation ratethe genome (Drake et al. 1998) by modifying the
activity of transposable elements and inducingesyst involved in the modification or repair of
DNA (lkeda et al. 2001; Mes et al. 2000).

Botrytis cinereaPers.:Fr (teleomorplBotryotinia fuckeliana(de Bary) Whetzel) is a haploid
necrotrophic fungal pathogen of numerous planisneséd to more than 200 species (Jarvis 1980). It
is considered a high risk plant-pathogen due teafsacity to produce a massive amount of asexual
spores (conidia) in a short time in absence otieffit control method (Nicot and Baille 1996) and to
adapt to various control methodsline microsatellite markers were characterizechm fungusB.
cinerea(Fournier et al. 2002) and have been applied reirstyping in population genetic studies
(Decognet et al. 2009; Karchani-Balma et al. 2008czy et al. 2008). Microsatellite markers
(simple sequence repeats) are short tandem repatesl of DNA composed of units that are 1-6
base-pairs long, spread throughout the genome sedl as genetic markers in genome mapping or
population genetics studies because of their haglkellof polymorphism (Jarne and Lagoda 1996).
Their mutation rates are thought to vary from®1o 10° per locus per gamete per generation
depending on organism and locus (Schug et al. 18&her and Wong 1993Population studies of
B. cinereausing microsatellite markers reveal a high leegenotypic variation (Decognet et al.
2009; Fournier et al. 2002; Karchani-Balma et &l0& Vaczy et al. 2008). This high genetic
variability is interpreted as an indication of gego@xchange between distant populations (Decognet
et al. 2009; Karchani-Balma et al. 2008) and/omalirect proof of recombination (Karchani-Balma
et al. 2008; Vaczy et al. 2008). However, mutationghe microsatellite loci overtime may also
reveal diversity and therefore misinterpret the abasions of these studies. In order to properly
applying these markers in population studies, oheulsl estimate the mutation rate of the
microsatellite markers used. Lasker and Ran (20fetonstrated the short-term stability of
microsatellite profiles after the serial culture Rénicillium marneffeduring 7 to 8 weeks. More
recently, Kohn et al. (2008) reported that no matet were detected in alleles of 7 microsatellite
loci after 400 days of continuous vitro hyphal growth of 12 strains of the plant pathogeni
ascomycetesclerotinia sclerotiorumHowever, studies regarding at the stability otnosatellites

markers in fungi that produce spores and are exipwsdifferent selection pressure are missing.
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Table 1 -Phenotypic and genotypic characteristics of the ieniates oBotrytis cinereaused in this study

Phenotypic characters

Isolate of Aggressivenegs Chemical family (active ingredients of fungicides)

Botrytis Haplotypé . Dicarboximides Benzimidazoles Phenylpyrroles Aromatic

cinerea Tomato Ap_ple Pyrrolnitrin (iprodione, (carbendazim) (fludioxonil) Hydrocarbons

plant fruit ' : .

vinclozolin) (dicloran)

BC1 H5 +++ +++ s R S S R

BC25 H437 - ++ S S S S S

BC26 H829 + ++ S R S S R

H6 H830 - ++ S S R S S

Haplotype code was based on the allele size dJ tincrosatellite loci (Decognet et al. 2009)
+++ = high level of aggressiveness, ++ = modeatel of aggressiveness, + = low level of aggressdss, - = not aggressive based on results obthinéjbuz et al.
(2010)

S = susceptible, R = resistant. For pyrrolnittive dose used was 100pg (Ajouz et al. 2010). For the fungicides, the disinatory doses used were based on those
proposed by Leroux et al. (1999)
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The main purposes of this study were (i) to test skability overtime of the 9 microsatellite
markers developed for this fungus and (ii) to eaterthe effect of different environmental stress on

this stability in the case of the sporulating filmous fungu8. cinerea

Materials and methods

Characteristics oBotrytis cinereaisolates

Four single-spore isolates &. cinereawith differing phenotypic and genotypic charactécs
(Table 1) were used in this study. They were maiethin stock cultures stored at -20°C in a 0.06 M
phosphate buffer containing 20% (V/V) of glycerdoloculum was produced in Petri dishes on Potato
Dextrose Agar medium (PDA 39 g'|Difco Laboratory, Detroit, Michigan) incubatedder cool
white fluorescent light (14-hour photoperiod — 68qle m? s?) in a growth chamber at 21°C.

In vitro conidial-transfer experiment and stress conditions

Successive spore generations were produced in 55dmmeter Petri platesn four agar media
providing different stress conditions: a nutrieichr medium (PDA), a nutrient-poor medium
(containing 1 g ! glucose and 15 g tagar), a medium (PDA) amended with the antibiotic
pyrrolnitrin (Sigma chemical) and a medium (PDA) earded with the an®otrytis fungicide
iprodione (BASF Agro SAS). For each isolate anddfestress conditions tested, three repetitions
(lineages) of the successive generations wereechout independently. The method used to produce
the successive generations on PDA and PDA amend&dpwrrolnitrin was previously described
(Ajouz et al. 2010). On PDA medium supplementethwirodione ten successive generations were
first produced in the presence of 5 mg iprodione and 10 additional generations were inbth
with increasing doses of the fungicide (from 10 bigto 200 mg [') as described in Table 2. For
all of these conditions, each generation was inea4 days at 21°C allowing sufficient conidial
production ofB. cinereato obtain the next generation. For the generatmonduced on the nutrient-
poor medium, the method was slightly modified: eaemeration was incubated during a longer
period (30 days at 21°C) in order to obtain suéinti amounts of spores to produce the next
generation.

At the start of the experiment, we inoculated 408p0res at the centre of a Petri dish. After 14 or
30 days of incubation, depending on the conditiessed, the averaged number of spores produced

on the plates was close to®1T0 produce the next generation, spores were S@wdrom the plate
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Table 2 - Composition of the medium used for the productibthe different generations of the different iselbfBotrytis cinereawith the

four different environmental stresses studied

Nature Isolates tested Nomenclature Composition of medium for the production of thefeliént generationis

of stress of generatiors  GO° G1-G10 G11-G12 G13-G14 G15-G16 G17-G18 G19-G20
Rich medium BC1, BC25, BC26, H6 GnC PDA PDA PDA PDA PDA PDA PDA

Poor medium BC1, BC25, BC26, H6 GnN PDA GIucoseLllg - - - - -
Pyrrolnitrin BC1, BC25, BC26, H6 GnP PDA 10 pugL? 100 pg * 500 pg ¥ 1000 ug * 2000 pg ' 4000 pg [
Iprodione BC1, BC25, BC26 Gnl PDA 5mglL? 10mgl* 20mgl* 40mgl*® 100mgl* 200 mgl*

a

) n is the number of generation realised (from 0Qp 2

for pyrrolnitrin and iprodione stress, the diffeteloses of the antibiotic or fungicide used wetdea to PDA medium.
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in 2 mL of a phosphate-glycerol buffer and 40000rsp of this spore suspension were deposited at
the centre of a Petri plate with a fresh mediumteAf20 generations, this corresponds to a
cumulative production of approximately 2%1@sexual spores. As conidia &. cinereaare
multinucleate with numbers usually in the range @€ever and Weeds 2004), the number of nuclei
produced was estimated to approximat® i@ each condition tested.

To avoid repeating long descriptions when refertmgifferent generations, each one was given a
code GnX, were n represented the generation raaki{g with O for the parental strain) and X took
the values C, P, | or N if the generations weredpoed on, PDA, pyrrolnitrin-amended PDA,
iprodione-amended PDA or on nutrient-poor mediwspectively (Table 2).

The cumulated durations of the successive cultuesdised in the different conditions are
equivalent to 140 days for G10P, 280 days for Gaa@ G20I, 294 days for G20P and 300 days for
G1O0N.

Microsatellite marker analyses

To assess the stability of microsatellites, therasatellite profiles of the parent isolates (GOYyave
compared to those of different lineages of the gaims produced on PDA (G20C), on pyrrolnitrin
(G10P and G20P), on iprodione (G20I) and in coadibf nutritive stress (G10N).

Genomic DNA was extracted from 15 rof lyophilized fungal material, obtained followirtge
protocol described by Decognet et al. (2009), inw@ll plates according to the Dneasy Plant
extraction Kit (Qiagen, Chatsworth, CA). The miatdlite analysis was performed with the 9
markers developed fd@. cinerea(Fournier et al. 2002). These 9 microsatellites present different
size ranges and various types of core repeat nso{iveurnier et al. 2002). The polymerase chain
reactions were carried out with forward primersjogated with fluorescent dyes IRD-700 or IRD-
800 (MWG-Biotech, Courtaboeuf, France) and the RE&lucts were separated on a LI-COR IR
(LI-COR Biosciences, Lincoln, USA) sequencer (Detetget al. 2009). Two internal reference
strains (S1-4639 and S1-10877) were run along satmples to ensure constancy of allele sizing
across the gels, as well as a 50-350 bp size ld@dsznceTec, Les Ulis, France). Allele sizing was
performed using SAGA software (LI-COR). Each isolate was attributechplbtype code based on
the work from Decognet et al. (2009).
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Table 3 - Phenotypic characteristics of the four wild typelases ofBotrytis cinereaand their generations produced on various comditiaf

stress: level of aggressiveness on tomato planbarapple fruit, sensitivity to pyrrolnitrin and different fungicides

Phenotypic characters

Generation Aggressiveness Chemical family (active ingredients of fungicides)
Isolate (number of  Nature of streSs Pvrrolnitrin® Dicarboximides = Benzimidazoles Phenylpyrroles Aromatic
lineages) Tomato  Apple y (iprodione, (carbendazim) (fludioxonil) Hydrocarbons
vinclozolin) (dicloran)
GO +++ +++ S R S S R
G20C (2) Rich medium +++ +++ S R S S R
BC1 G10N (3) Poor medium +++ +++ S R S S R
G10P (3) Pyrrolnitrin 10 +++ +++ S R S S R
G20P (1) Pyrrolnitrin 4000 + + R R S R R
G20I (3) Iprodione + + nd R S R R
GO - ++ S S S S S
G20C (3) Rich medium - ++ S S S S S
BC25 G10N (3) Poor medium - ++ S S S S S
G10P (3) Pyrrolnitrin 10 - ++ S S S S S
G20P (1) Pyrrolnitrin 4000 - + R R S R R
G201 (3) Iprodione - + nd R S R R
GO + ++ S R S S R
G20C (2) Rich medium + ++ S R S S R
BC26 G10N (2) Poor medium + ++ S R S S R
G10P (3) Pyrrolnitrin 10 + ++ S R S S R
G20P (2) Pyrrolnitrin 4000 - + R R S R R
G20I (3) Iprodione - + nd R S R R
GO - ++ S S R S S
H6 G20C (2) Rich medium - ++ S S R S S
G10N (2) Poor medium - ++ S S R S S
G20P (3) Pyrrolnitrin 4000 - + R R R R R

a

GO is the wild type isolate and G10 and G20 hest¢nth and twentieth generations obtained umdedifferent conditions of stress tested; the nusibélineages tested
is indicated between brackets.
Rich medium = PDA, Poor medium = glucose (1§ lagar, Pyrrolnitrin 10 = PDA + pyrrolnitrin at 40g L, Pyrrolnitrin 4000 = PDA + increasing doses of
pyrrolnitrin from 10 to 4000 pg't, Iprodione = PDA + increasing doses of iprodiormf 5 mg L* to 200 mg [*.

+++ = high level of aggressiveness, ++ = moddeatel of aggressiveness, + = low level of aggressdss, - = not aggressive

S = susceptible, R = resistant, nd = not done.pyawlnitrin, the dose used was 100 u§ (Ajouz et al. 2010). For the fungicides, the disinatory doses used were
based on those proposed by Leroux et al. (1999)



tel-00453646, version 1 - 5 Feb 2010

Chapitre VI

Phenotypic characteristics analysis

To assess the phenotypic stability of the isolgtesvn under various stress conditions, four traits
were used to compare the parent isolates (GO)ftereint lineages of the generations produced on
PDA (G20C), on pyrrolnitrin (G10P and G20P), onoglione (G20I) and in condition of nutritive
stress (G10ON). The phenotypic traits included aggiveness to tomato and apple and sensitivity to
pyrrolnitrin and to fungicides.

Tests of aggressiveness on apple fruits cv. Godahehon tomato plants cv. Monalbo were carried
out as described by Ajouz et al. (2010). For a geien of a given isolate, the aggressivenessf th
three lineages was tested in a growth chamber avighotoperiod of 14 hours and maintained at
21°C with a relative humidity above 90%. After indation of a calibrated spore suspension® (10
spores mf), the diameter of lesions on apples and the leoftetem lesions on tomatoes were
monitored daily for 7 days after inoculation. Theperiments were all repeated three times
independently per lineage, each with three re@ipddints or fruits. To take into account the kiceti
of disease development for each isolate, we condpiliie AUDPC as described by Decognet et al.
(2009). To facilitate the comparison of aggressaasn each generation of a given isolate was
categorized as high level of aggressiveness (+hoyjerate level of aggressiveness (++), low level
of aggressiveness (+) and not aggressive (-) atiogl to reference strain BC1.

Sensitivity to the antibiotic pyrrolnitrin was assed as described by Ajouz et al. (2010) using the
discriminatory inhibition dose of 100 pg'L Sensitivity to fungicides were defined using the
discriminatory inhibition concentrations (Lerouxatt 1999). For a generation of a given isolate, th
level of resistance to pyrrolnitrin and fungicidet the three lineages was tested using a spore
germination test at 21°C. The experiments wereegleated three times independently per lineage,
each with three replicate plates. Each generafiengiven isolate was categorized as susceptible (S

or resistant (R) to the given product.

Results

Phenotypic changes

Resistance to the antibiotic pyrrolnitrin was obser for all the lineages of the four isolates téste
after a total of 20 successive generations on asing doses of pyrrolnitrin (G20P) (Table 3).

Modification of resistance to the fungicide fludal was also observed for all the lineages of the

four isolates tested after a total of 20 succesgemerations produced in presence of pyrrolnitrin
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Table 4 -Allele sizes at the nine microsatellite loci foetfour wild type isolates dBotrytis cinereaand their generations produced on various

conditions of stress

Nature of

Isolate  Generation stres® Allele sizes of the microsatellite IGci Haplotypé
(Ir.‘“mber of Bcl Bc2 Bc3 Bc4 Bc5  Bc6  Bc?7  Bc9  BclO
ineages)
ST GOAT (g, (TOTIATC (i (o (A (CThi (AC)s
GO 235 159 217 125 157 116 123 148 187 H5
G20C (2) Rich medium 235 159 217 125 157 116 123 148 187 H5
BC1 G10N (3) Poor medium 235 159 217 125 157 116 123 148 187 H5
G10P (3)  Pyrrolnitrin 235 159 217 125 157 116 123 481 187 H5
G20P (1)  Pyrrolnitrin 235 159 217 125 157 116 123 481 187 H5
G20I (3) Iprodione 235 159 217 125 157 116 123 148 187 H5
GO 215 151 213 125 155 132 117 144 175 H437
G20C (3) Rich medium 215 151 213 125 155 132 117 144 175 H437
BC25 GI10N (3) Poor medium 215 151 213 125 155 132 117 144 175 H437
G10P (3)  Pyrrolnitrin 215 151 213 125 155 132 117 441 175 H437
G20P (1)  Pyrrolnitrin 215 151 213 125 155 132 117 441 175 H437
G20I (3) Iprodione 215 151 213 125 155 132 117 144 175 H437
GO 219 173 219 125 159 120 119 148 181 H829
G20C (2) Rich medium 219 173 219 125 159 120 119 148 181 H829
BC26 G10N (2) Poor medium 219 173 219 125 159 120 119 148 181 H829
G10P (3)  Pyrrolnitrin 219 173 219 125 159 120 119 481 181 H829
G20P (2)  Pyrrolnitrin 219 173 219 125 159 120 119 481 181 H829
G20P (3) Iprodione 219 173 219 125 159 120 119 148 181 H829
GO 235 159 217 125 157 124 121 146 173 H830
H6 G20C (2) Rich medium 235 159 217 125 157 124 121 146 173 H830
G10N (2) Poor medium 235 159 217 125 157 124 121 146 173 H830
G20P (3) Pyrrolnitrin 235 159 217 125 157 124 121 461 173 H830
& between brackets, the number of lineages tesped éach generation produced.
> Rich medium = PDA, Poor medium = agar-glucose (1'y Pyrrolnitrin = PDA + pyrrolnitrin, Iprodione =[PA + iprodione.
Z name and repeat motif of each microsatellite laged in the study (Fournier et al. 2002)

Haplotype code is based on the allele size o9thecrosatellite loci (Decognet et al. 2009)
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(G20P) or iprodione (G20I) (Table 3). The two isetasensitive to iprodione and dicloran (BC25
and H6) acquired resistance to these fungicidesvgnewn on medium amended with pyrrolnitrin
(G20P) or iprodione (G20I) (Table 3). Finally, nbanges in the resistance of carbendazim were
observed (Table 3). In parallel a modification Ire tlevel of aggressiveness on apple fruits and
tomato plants was observed: the generations tliptired a resistance to pyrrolnitrin (G20P) were
less aggressive compared to the correspondingat@dfx isolates (Table 3).

Stability of the microsatellite genetic markers

The amplification products obtained with the 9 rogatellites revealed that the four isolates used in
this study presented different haplotypes (Tabld-d) each isolate, after the generations reatised
rich PDA medium (G20C), poor glucose medium (G1Q@W)yrolnitrin-amended medium (G10P and
G20P) or iprodione-amended medium (G20l), the aropb obtained were all of similar sizes at the
9 microsatellite loci whatever the motif and theesof the microsatellites core repeat (Table 4 Th
haplotypes remained identical whatever the selegbressure endured by the fungus, revealing a

good stability of the microsatellites genetic maskia B. cinereaisolates (Table 4).

Discussion

The main purpose of the present study was to aslsassexposure of the filamentous fungBs
cinereato different environmental stresses during sudgeessonidial generations could have an
effect on the stability of the microsatellite mamkeFour isolates oB. cinereawith 3 independent
replicates per isolate were exposed to four differselective pressures. Whatever the number of
generations realized on Petri plates (G10 or G&@) duration of the consecutive transfers (280 to
300 days of successive cultures) and the natustreds endured by the fungus, no mutations were
observed in alleles at the 9 microsatellite locidgtd. As conidia oB. cinereaare multinucleate
with numbers usually in the range of 3 to 6 (Beeust Weeds 2004), the number of nuclei produced
for each of the four conditions tested probablyragimates 1¢, without a single genotypic change
observed in the microsatellite loci while phenotyphanges have been observed. Moreover, stability
was not affected by the core repeat motif and the sange of the microsatellite loci tested. In
yeasts, microsatellite instability increased asetiéipe tracts became longer (Wierdl et al. 1997).
This is the first study that reveals stability oicrosatellite markers after successive generatdras
spore-producing fungus exposed to different steesHais knowledge is essential in interpreting data

from population genetics studies, for instance iftei@ntiate mutation from genetic exchange or
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recombination. The stability in alleles at 7 miatedlite loci was also observed in the non-
sporulating plant pathogenic ascomyc8derotinia sclerotiorumafter 400 days of continuous
vitro hyphal growth (Kohn et al. 2008). The short tetabaity of polymorphic microsatellite marker
profiles was also demonstratedRenicillium marneffeisolates after 7 to 8 weeks of serial culture in
liquid media (Lasker and Ran 2004).

Moreover, even ifn vitro serial generations of conidia 8f cinereais probably different from
what really happen in the nature, the number ofegaions realized in this study is realistic
compared to the theoretical number of infectioneproduced by the fungus on its plant host during
a growing season. Actuall. cinereais able to produce massive amount of spores iy dwlays of
incubation under optimal conditions on differerangl tissues (Nicot et al. 1996). Therefore, we can
assume that microsatellite markers may be usedasitifidence as population genetics markers for
this spore-producing fungus.

Meanwhile, some of the selective pressures testedis study induced phenotypic change8in
cinereaisolates, such as a resistance to pyrrolnitrin emdome fungicides, and a reduction in
aggressiveness to tomato plants and apple fruR®®G&nd G20I). The stability of the microsatellite
markers combined with the phenotypic modificatidihsstrates the fact that different phenotypes
could possess the same genotype. Moreover, theagems produced on PDA medium show that
periodical transfer of isolates dB. cinereato fresh medium, as commonly done in many
laboratories, does not modify their microsatelpggtern. This stability is particularly importamt i
population diversity studies when researchersstatns from collections that need to be regularly
propagated on medium in the laboratory. To comptent@s study, the stability of microsatellites
after successive cycles of sexual reproductionlgho® evaluated.
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Dans le domaine de la protection biologique, beapabefforts ont été réalisés ces dernieres années
pour la recherche de nouveaux agents de contr@idé de leurs facteurs d'efficacité, la
compréhension de leur mode d'action et I'estimatierleur efficacité en conditions de cultures
commerciales. En contrepartie, peu d'études ontéalésées sur la durabilité de cette méthode de
protection des cultures et en particulier sur leeptel de contournement de la lutte biologique par
des agents pathogénes. Cette étude tente d'appodgerontribution dans ce domaine. Une perte
d'efficacité possible d'un agent de lutte biologiquu champ peut résulter de la sélection d'isolats
d'agents pathogénes préexistant dans les popudatatarelles, avec une sensibilité réduite a I'agen
de lutte biologique. Le contournement de l'effitacl'agents de lutte biologique peut également
survenir si lI'agent pathogéne a la possibilité delpire des mutants naturels ayant une sensibilité

réduite a I'agent de lutte biologique, sous lagioesde sélection exercée par |'utilisation du piod

1. Estimation du risque de contournement de la lutilgique

Au cours des travaux réalisés durant cette themgs nous sommes focalisés sur la pyrrolnitrine,
antibiotique antBotrytis produit par divers antagonistes bactériens. Petraatibiotique, nous
avons établi, dans un premier temps, la sensildktdase d'isolats d& cinerea Dans un second
temps, nous avons estimeé la possibilité d'évolutieria sensibilité d®. cinereavis-a-vis de cet
antibiotique. Les résultats obtenus ont été validésc un antagoniste bactérien producteur de

pyrrolnitrine.

Diversité de la sensibilité d&. cinerea la pyrrolnitrine

Assez peu d'études s'intéressent a la distribdiola sensibilité des agents pathogene aux agents d
lutte biologique (Yanget al, 2008), alors que ce type d'étude est classiquengalisé pour les
fongicides, en particulier cheg. cinerea(Myresiotis et al, 2008; Sutyet al, 1999; Lennox and
Spotts, 2003). L'étude vitro de la sensibilité d'une large collection d'isoldésB. cinereaa la
pyrrolnitrine a révélé que les 204 isolatsRlecinereatestés ne sont pas affectés de la méme maniere
par l'antibiotique. Ce champignon présente uneelaggmme de sensibilité a la pyrrolnitrine: un
facteur de 8,4X sépare lisolat le moins sensildelidolat le plus sensible sur la base de la
germination des spores. Le niveau de sensibilissurgée par les valeurs d'Ef&le ces isolats ne suit
pas une distribution normale. L'estimation du med#d distribution le plus probable (par la méthode
de ‘model-based clustering’) suggere que ces salant subdivisés en 3 compartiments présentant
des caractéristiques différentes de sensibilitegxiste en particulier des isolats présentant une

sensibilité significativement moindre a la pyrradime. In vitro, ces isolats produisent environ 10 fois
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plus de spores que les isolats plus sensiblesésempece de faibles doses de pyrrolnitrine (109 |
D’autre part, la moindre sensibilité de ces isolesemble pas associée a une perte d'agressivité s
tomate.Ces résultats démontrent que des isam@ns résistants a la pyrrolnitrine et présentamnt u
niveau de ‘fitness’ équivalent aux souches sersiptéexistent dans les populations naturelleB.de
cinerea Cet aspect mérite attention car il peut avoir c@séquences pratiques importantes dans le
cas de l'utilisation d'agents de lutte biologigpeducteurs de pyrrolnitrine.

Cependant, malgré cette diversité dans la sensiliéis isolats a I'antibiotique, un niveau équiviale
de protection est obtenu pour toutes les souch&s deereaavec I'antagoniste bactérien producteur
de pyrrolnitrineP. chlororaphisPhzZ24.Pseudomonas chlororaphithZ24 contréle presque a 100%
le champignon sur la tomate. Les résultats obt@ansdes tests de confrontationvitro entreB.
cinereaet P. chlororaphisPhz24, confirme que la croissance mycélienne deshes dd3. cinerea

est inhibée de facon identique, quel que soit hégau de sensibilité a la pyrrolnitrine. Ces resl
suggerent que les populations Be cinereasont efficacement contrélées par des agents ¢ lut
biologiques producteurs de pyrrolnitrine.

Cependant, la question de I'évolution possibleedeisnlats vers une résistance plus grande ldssqu'i
seront soumis a la pression de sélection de traitesréalisés avec des agents de lutte biologiques
producteurs de pyrrolnitrine se pose. L'établissgrdiine ligne de base (‘baseline’) de sensildilité
la pyrrolnitrine sera donc utile dans le futur, pauivre les modifications éventuelles de la
sensibilité a cet antibiotique, et aux agents de Ihiologique le produisant, dans les populations

naturelles dé. cinerea

Evolution deB. cinereavers une résistance élevée a la pyrrolnitrine

Afin d'évaluer une érosion possible de la sensibdila pyrrolnitrine cheB. cinerea 10 générations
successives ont été produitesvitro pour 5 isolats en présence d'une dose sub-l&dlardibiotique
(dose inhibant plus de 90% de la sporulation dumghignon). Parmi les 5 isolats, un seul a évolué
vers une moindre sensibilité a I'antibiotique, auacfacteur de résistance (FR) d'environ 10 entre
l'isolat évolué et la souche parentale. La produactie 10 générations supplémentaires pour 4 de ces
isolats, avec des doses croissantes de pyrromitanrésulté dans le développement de variants
(mutants) deB. cinereaayant un fort niveau de résistance a I'antibiotigftke > 1000). Ce niveau de
résistance parait stable en absence de pressieéletion. Les 4 isolats testés dans cette étude
acquierent un niveau semblable de résistance wrialpitrine quelque soit le phénotype des isolats
parents d’origine. Ainsi les 4 isolats présentai@rmhénotypes pour la résistance aux fongicides,

BenS-ImiS (1 isolat), BenR1-ImiS (1), et BenS-Imi@). Ce résultat suggere que le développement
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d’une résistance a la pyrrolnitrine chigzcinereaest indépendant du profil original de résistance a
fongicides des isolats.

Ces mutants présentent également une sensibijitdfisativement réduiten vitro a I'antagoniste
bactérien producteur de pyrrolnitrirfe, chlororaphisPhzZ24. Ces travaux fournissent des évidences
queB. cinereaest capable de développer rapidement et gradustieam haut niveau de résistance a
la pyrrolnitrine et parallelement une moindre sbifig¢ a un agent de lutte biologique producteur de
pyrrolnitrine. Méme si la réalisation de repiquaeseridn vitro est probablement différente de ce
qui peut réellement se passer dans la nature, iebmode générations realisées est réaliste par
rapport au nombre théorique de cycles que le ctgmopi peut faire sur sa plante h6te pendant une
saison de culture (Nicat al, 2001; Holzet al, 2004).

Cette résistance est cependant systéematiquemerti&@ss un fort colt adaptatif. Des différences
significatives ont, en effet, été mises en évideardee les générations résistantes a la pyrrateitet

les souches parentales sensibles, pour la crossaycélienne et la sporulation mesurigesitro, et
I'agressivité sur pomme et sur plante de tomatéte Géduction de ‘fitness' laisse penser que ces
isolats ne survivraient pas en conditions natusell€ette hypothese est corroboré par le fait @se d
niveaux éleveés de résistance au fludioxonil, ansogde structure de la pyrrolnitrine, sont rarement
observés au champ chBz cinerea(Baroffio et al, 2003; Vignutelliet al, 2002). En plus d’'une
réduction de la croissance mycélienne, les obdensamicroscopiques ont révélées que la réduction
d’agressivité sur plantes de tomate des mutantstaéss a la pyrrolnitrine était liée a des
changements structuraux des hyphes mycéliens. IEhantant résistant, I'extrémité des hyphes est
arrondie et des structures ressemblant a des cti@spgres ont été observées dans les tissus de la
plante. Ces différences pourraient expliquer ertigpdes différences de croissance mycélienne
observées entre le mutant résistant et la souctstbée Enfin d’autres difféerences morphologiques
entre les mutants résistants a la pyrrolnitrindestisolats parentaux sensibles ont été mises en
évidence. La comparaison, en microscopie électuenégbalayage, de la taille des spores montre que
les spores des mutants résistants sont signiferatwnt plus petites que les spores sensibles (9,3 um
vs 11,7 um, P < 0,0001, données non présentées).éidieles en microscopie électronique a
transmission sont en cours pour explorer les mzatifins cellulaires éventuelles entre les deuxsype
de cellules, en présence et en absence de pynimédniEnfin, bien que ces mutants se développent
sur le pétiole, ils ne traversent pas la zone digb®n et n’'infectent pas la tige de la planteciCe
suggere que des mécanismes de défenses des glamiestent en place de facon efficace contre ces

mutants dans cette zone.
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En terme pratique, le développement d'isolatsBdecinereaavec une résistance élevée a la
pyrrolnitrine dans les populations naturelles,ssdevait arriver, ne devrait donc pas nécessairemen

mettre en danger l'efficacité d'agents de luttéolgiques producteurs de pyrrolnitrine.

2. Mécanismes de résistance

Au cours de cette étude, au moins deux niveauxsistance différents a la pyrrolnitrine ont été mis
en évidence cheB. cinerea Une résistance modérée correspondant aux isw#sels collectés au
champ et une résistance élevée correspondant alatsisyant subi des générations successives

vitro sous pression de sélection.

Roéle des transporteurs ABC dans la résistance néad&ida pyrrolnitrine des isolats naturels?

Le déterminisme moléculaire de résistance modétaewarrolnitrine des isolats naturels n'a pas été
étudié. Cependant des hypotheses peuvent étresdudait des caractéristiques de résistance vis-a-
vis des fongicides de ces isolats. Ces isolateptént des résistances a un nombre significativemen
plus grand de fongicides que les isolats sens@blagyrrolnitrine. La moindre sensibilité obsenége
cet antibiotique semble donc étre associée a wistagce a de multiples fongicides (MDR pour
multidrug resistance). D'autre part, le niveauégstance aux fongicides de ces isolats est mgdérée
ce qui semble étre une caractéristique des isM&tR décrits dans des études antérieurs (Leroux,
2004). Les transporteurs ABC sont impliqués darwatactere de résistance multiple aux fongicides
et a d'autres métabolites d'origine naturelle (Deaklt, 1997; Schoonbeek al, 2001; Schoonbeek

et al, 2002; Schoutert al, 2002). Les résultats obtenus dans cette étudgesert donc que les
transporteurs ABC sont impliqués dans la résistanodérée a la pyrrolnitrine. Cependant, d'apres
Schoonbeelet al. (2002), un traitement d8. cinereaavec le fludioxonil, un fongicide dérivé de la
pyrrolnitrine, a induit une forte expression du gédbBcatrB de transporteur ABC alors qu'un
traitement avec la pyrrolnitrine n'a pas induixpeession de ce géne ni des autres genes testgs dan
cette étude. Plus récemment, il a été montré guerkssion constitutive d8catrB entraine une
résistance modérée au fludioxonil, mais pas aotijpne (Fillinger, communication personnelle).
Ces résultats suggerent une certaine sélectivitérdiesporteurs ABC.

Des travaux sont nécessaires pour déterminerreehact entre la résistance aux fongicides et a la
pyrrolnitrine et le role des transporteurs ABC daes$te résistance chdZ cinerea Parmi les
perspectives, la corrélation entre la moindre $disi a la pyrrolnitrine et le caractere MDR des
souches moins sensibles pourra étre vérifiée suplus grand nombre d'isolats @ cinerea

L'expression des génes ABC en présence de pyrininithez des souches modérément résistantes a
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cet antibiotique pourra également étre évaluée a@diriester la spécificité des transporteurs ABC.
Enfin il serait intéressant de comparer I'évolutilences isolats MDR sous une pression de sélection

pyrrolnitrine par rapport a I'évolution des souchmiS et ImiR1 réalisée au cours de cette étude.

Implication de I'histidine kinase dans la résistarforte a la pyrrolnitrine des mutants obtenus sur
pression de sélection?

La résistance élevée a la pyrrolnitrine des 4 isolsélectionnés sur cet antibiotique est
systématiguement accompagnée d'une résistance mgicifte iprodione (dicarboximide).
Réciproquement, les 5 isolats @ cinereaissus du processus de sélection expérimentale sur
l'iprodione acquiérent une résistance a la pyrmoh@ en plus de la résistance acquise a l'iproglion
Dans le cas d’études réalisées en laboratoire esinuitants d&. cinereadont la résistance a été
induite artificiellement par I'action d’'une presside sélection ou par des traitements mutagenes, la
résistance croisée entre les dicarboximides etplemnylpyrroles, analogues de structures de la
pyrrolnitrine, a été démontrée (Faretra and Paobad993; Hilberet al, 1995; Leroux, 2004; Ziogas

et al, 2005). Mais alors que les 4 isolats sélectiorsugda pyrrolnitrine présentent une résistance
forte a l'iprodione, certains isolats sélectionrsés l'iprodione ne présentent qu’'une résistance
modérée a la pyrrolnitrine. Ces résultats suggéreatcertains mécanismes de résistance vis a vis de
ces molécules ne sont pas totalement similairead@dt al. (2005) ont également observé que des
mutants résistants au fludioxonil pouvaient étrhibas par la pyrrolnitrine malgré la grande
similitude structurale entre ces deux molécules.

Les mécanismes de résistance éleve®. agnereaaux phenylpyrroles ont été largement étudiés chez
B. cinerea(pour revue voir Leroux, 2004), révéelant ainsi daerésistance a cette famille de
fongicides est généralement associée a une rasstux dicarboximides et aux hydrocarbures
aromatiques. Des études moléculaires ont d'aaitenpontré qu'une histidine kinase osmosensible
détermine la résistance a ces fongicides @Tail, 2004; Cuiet al, 2002). Diverses mutations dans

le géneboslcodant pour I'osmosensing class Il histidine kinakezB. cinereaont été mises en
évidence chez des mutants résistants aux fongi¢isés Chapitre 5, figure 2). Les génes liés a la
cascade MAP kinase ont également un réle dangtatian du champignon a des stress osmotiques
et oxydatifs mais aussi dans son pouvoir pathog@haud et al, 2006). Tous les mutants
sélectionnés sur pyrrolnitrine ou sur l'iprodione aurs de cette étude présentent une sensibilité
accrue a la pression osmotique suggérant une agodeahs la voie de transduction des signaux
d'osmosensibilité.

Un certain nombre de mutations ponctuelles dagetebosla été détecté au cours de cette étude.

Ainsi I'analyse des 5 isolats parentaux révele lguemplacement de l'isoleucine en position 365 par
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la serine chez 2 isolats, aboutit a des résistafadieles aux dicarboximides sans résistance croisée
avec les phenylpyrroles (phénotype ImiR1). Des é@tugdrécédentes avaient également mis en
évidence ce type de mutations, remplacement delelisine en position 365 par la serine,
I'asparagine ou l'arginine pour des phénotypes In{\®ir Chapitre 5, figure 2). Toutefois, pour
certains mutants G20P ou G20I, cette mutation a& gié détectée malgré leur niveau élevé de
résistance a l'iprodione (ImiR4). Le passage pte cautation ne semble donc pas nécessaire pour
acquérir un niveau de résistance éleve.

La combinaison de différentes mutations et le typenodifications observées, semblent impacter de
facon différente le phénotype de résistance a lzojmtrine et aux fongicides. Ces mutations
aboutissent a la fois a une résistance a la pymiok et a l'iprodione. Certaines semblent abycauti
une forte résistance a l'iprodione et une résistanodérée a la pyrrolnitrine. D'autre part, les
résistances a la pyrrolnitrine et a l'iprodionespat pas systématiquement associées a une mutation
ponctuelle dans le gengosl C'est par exemple le cas de la souche H6. La amigon des
séquences de deux autres gersda{et Sak), également impliqués dans la cascade de la MAP
kinase, n'a pas révélé l'existence de mutationtpeles entre lisolat sensible parentale et les
mutants résistant a la pyrrolnitrine. Des étudempiémentaires sur les autres genes impliqués dans
cette cascade de signalisation sont nécessaires gubaircir le mécanisme de résistance a la
pyrrolnitrine de cette souche 8e cinerea

Enfin, des mutations similaires ont été mises ddeice dans difféerentes lignées d'un méme isolat
alors guelles sont systématiquement différentegeersolats. Plusieurs hypotheses pourraient
expliquer ce phénomene. Il peut étre lié aux caretiques hétérocaryotiques Becinerea(Buttner

et al, 1994 ): une mutation initialement présente danges noyaux d’'un isolat donné pourrait étre
sélectionnée en présence de la pression de sélebtms notre cas, la pression de sélection exercée
par la pyrrolnitrine et l'iprodione n'a pas systémament sélectionné des mutants identiques pour
un méme isolat (exemple des 3 lignées de BC1G261Ijui tend a invalider cette hypothese. Une
autre hypothése serait que le contexte génétiqua dellule sélectionnerait préférentiellement une
méme mutation. Pour vérifier cette hypothése, lmparaison de la séquence du géneldevra

étre réalisée sur de nombreux mutants d'un mértet induits sur pyrrolnitrine ou sur iprodione.

Une conséquence pratique de ces résultats esteguerditements fongicides semblent pouvoir
modifier le niveau de sensibilité @ cinereaa la pyrrolnitrine et par conséquent probablemert a
agents de lutte biologiques producteurs de cebiatijue.
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1. Gain de 'fitness' des isolats résistants a la mtrime?

Une question qui se pose est de savoir si dedssayant acquis un haut niveau de résistance
peuvent retrouver une capacité de développemem eiveau d'agressivité plus élevés sur
plantes. Malgré I'absence de développement de cbasar la tige, les études de
cytohistologie indiquent que les mutants résistat$a pyrrolnitrine sont capables de
coloniser le fragment de pétiole de la tomate éams la tige. lIs sont en outre capables de
sporuler sur cette partie du végétal et donc ddyire des descendants conidiens. Au cours
d'une saison de culture d'une espéce végétales spibrulation peut permettre au mutant
résistant d’accomplir plusieurs cycles d'infectgporulation-dissémination sur sa plante hote.
La realisation de ces générations successives ssysldnte va-t-elle entrainer un gain
d'agressivité chez ces mutants résistants ?

Ce phénomene de gain de ‘fitness' a par exemptebésvé chez le champignon filamentaux
Aspergillus nidulangSchoustreet al, 2006). Dans ce cas, la résistance au fludioxaralit
induit un fort colt adaptatif. Des repiquages sasifge en absence de pression de sélection sur
milieu de culturein vitro a permis aux mutants résistants de retrouver welaigpement
proche de la souche parentale (Schowetted, 2006; Schoustrat al, 2005). Des expériences
similaires pourraient étre réalisées avec les nisitdeB. cinerearésistants a la pyrrolnitrine.
Des générations successives pourraient egalenrenéétisées sur plante.

Une autre perspective pourrait concerner I'étudeatantiel de gain de ‘fitness' des mutants
résistantsvia la reproduction sexuée. Bien que les apothécientscarement observées en
conditions naturelles au champ, de récentes étdeegénétique des populations semblent
indiquer que la reproduction sexuée est un phénenpdms important que généralement
admis dans le cycle de développemenBdeinerea(voir Chapitre 1, paragraphe 1.4). De
plus, la réalisation de croisements et la prodaatiascospores sont des techniques maitrisées
en conditions de laboratoire. L'étude de descersdmsuus de croisements entre un mutant

résistant a la pyrrolnitrine et une souche a agies®levee serait intéressante a réaliser.

2. Perte d'efficacité de la lutte biologique en pra&

Les travaux réalisés au cours de cette étude ér@rétonditions de laboratoire et ont montré

la possibilité de développement d'une résistancda apyrrolnitrine chezB. cinerea
L’acquisition de cette résistance est liée a uhdotit de 'fithess' suggérant que ce phénoméne
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a peu de chance de se produire en conditions t&reuDes essais sur des parcelles traitées
avec un agent de lutte biologique producteur deropnyitrine permettraient de suivre
I’évolution au cours du temps de la sensibilité idetats par rapport a la ligne de base définie
dans cette étude. D’autre part, I'analyse génotypides isolats dans ces parcelles et la
comparaison avec des parcelles non traitées agdsaavec des fongicides, permettrait de
savoir si ce type de traitement favorise 'émergeetla sélection d’isolats spécifiques. Ces
travaux pourraient également étre étendus a daatyents de lutte biologique.

D’autre part, nos travaux ont montré que des tratgs fongicidesn vitro pouvaient
favoriser le développement d’'une résistance a laofmytrine et que les mécanismes de
résistances étaient relativement similaires, imyalig les transporteurs ABC pour la
résistance modérée et 'histidine kinase pour $isténce élevée a cet antibiotique. Dans ce
cadre, différentes questions pourraient étre alesrdé

* Ya-t-il un lien systématique entre la résistancedérée a la pyrrolnitrine et le
caractére MDR des isolats ?

* Des traitements fongicides peuvent ils induire Eveloppement d’'une moindre
sensibilité & des agents de lutte biologique preeus de pyrrolnitrine en conditions
de culture?

» Ces traitements fongicides ont-ils un effet surdéveloppement, cheB. cinerea
d'une résistance a d’autres antibiotiques prodpas d'autres agents de lutte
biologique ?

Enfin, il est maintenant admis qu'en dehors du exdetagricole, d'autres facteurs peuvent
favoriser le développement de résistances a tsottss de molécules (Morrét al, 2010). Il
semble par exemple que les mécanismes de résistades composés toxiques d’origine
naturelle soient universels chez les champignor@ef@an and Mylonakis, 2009). Ces
mécanismes impliquent les transporteurs ABC et MfEtSpermettent aux champignons
d’éliminer un grand nombre de ces composés. Latedgie deB. cinereaa différentes
molécules d'origine naturelle semble, par exemipde, aux transporteurs ABC (Schoonbeek
et al, 2001; Schoonbeelet al, 2002; Schouteret al, 2008). Botrytis cinereaest un
champignon saprophyte et peut survivre dans dieessronnements, tels que le sol par
exemple (Jarvis, 1977). La production de pyrromérest un trait largement distribué parmi
différents genres bactériens ubiquistes dans letsiés environnements associés aux plantes
(Garbeva et al, 2004). Ainsi B. cinerea peut interagir avec ces microorganismes et

potentiellement développer des résistances a tibiaimue. L'analyse de la résistance a la
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pyrrolnitrine de différents isolats d8. cinereaprovenant d’environnements divers, et en
particulier du sol, pourrait fournir des informaifo a ce sujet. La résistance a d'autres
molécules d’origine naturelle, en particulier desléoules produites par des agents de lutte
biologiques ou indirectement par la plante suiteinatraitement par un agent de lutte
biologique (dans le cas d'une résistance indudke®z ces isolats pourraient également étre

évaluée.

3. Contournement d’agents de lutte biologique ayaatitles modes d’action?

L’étude de la capacité d’adaptationBlecinereaa des agents de lutte biologique agissant par
d’autres modes d’action que l'antibiose, permetttans I'avenir, d’orienter les efforts de
sélection d'antagonistes avec un mode d’action gilmable. Cette étude pourra étre réalisée
pour chaque mode d’action identifié chez les ageletdutte biologique anBotrytis en
répondant aux mémes questions que celles pos@esieude mon travail de thése, a savoir:

* Existe-t-il, dans les populations naturelles, dsslats deB. cinerea moins

sensibles au mode d’action considéré?
» Botrytis cinereaest-il capable de devenir moins sensible a ce ndetion
lorsqu’il est soumis a une forte pression de siéle@t

Du fait du peu de réserves énergétiques endogéassntes dans les conidiesRlecinerea
les nutriments sont nécessaires a la germinatisrsperes, au développement du mycélium,
et a la formation des appressoria (voir Chapitre phragraphe 1.5.1). Certains
microorganismes (bactéries, levures, champignolasndéinteux) peuvent ainsi inhiber la
germination des conidies @ cinerea vida compétition pour des éléments nutritifs comme
l'azote, le carbone, ou des macro- ou micro-élésngréisents dans le milieu. La réduction de
la concentration en nutriments dans le milieu cdngiénéralement a un taux réduit de spores
germées cheB. cinereaet a un ralentissement de la croissance mycéliegdajsant ainsi le
nombre d'infections et I'expansion des lésionsr (@biapitre 1, paragraphe 2.3.2). Cependant,
la germination des spores dans l'eau en absennatdments a été observée chez certaines
souches deB. cinerea(Blakeman, 1975). La germination d& cinereaen absence de
substances nutritives pourra étre évaluée sur andgnombre d'isolats. La relation entre la
capacité de germination en absence de nutrimeniseemoindre sensibilité a la compétition
nutritive sera alors estiméehez cet agent pathogéne. D’autre part, des gémésat

successives dB. cinereapourraient étre réalisé@svitro sur un milieu pauvre en nutriments
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pour simuler la pression de sélection qu’exercamaifagent de lutte biologique agissant par
compétition nutritive. La comparaison de parametieesiéveloppement tel que la germination
et la croissance du filament germinatif des sougwedués et des souches parentales pourra
étre évaluéa vitro.

La résistance induite chez la plante est un modetidh de certains agents de protection
biologique, en particulier conti. cinerea(Chapitre 1, paragraphe 2.3.2.). Cette résistance
peut s'établir de différentes facons chez la planteme par exemple par la stimulation de
voies métaboliques secondaires permettant la symttié substances antimicrobiennes telles
gue les phytoalexines. Les champignons phytopattesgyeont capables de contourner I'effet
de molécules antifongiques produites par les psa(téorrissey and Osbourn, 1999). Les
transporteur®ABC et MFS semblent également jouer un rble dagsdéection deB. cinerea
contre ces molécules (Coleman and Mylonakis, 2d08jude du potentiel de contournement
d'un agent de lutte biologique inducteur de mécaes de défense chez la plante, Bar
cinereg pourrait consister a tester la capacité de cenplgnon a contourner l'effet de ces
molécules de défense. Apres avoir confirmé la m@sele molécules antibiotiques induites
chez les plantes traitées, I'objectif serait d’éealla résistance d&. cinereavis-a-vis de ces
molécules par un test d’inhibition de croissancegxample

D’autres modes d’actions pourraient étre testésasDia cas de I'hyperparasitisme, par
exemple, I'antagoniste est un parasite et recorspaitifiquement sa cible, pénéetre dans ces
cellules et entraine sa destructivia la colonisation de ses organes. Les agents de lutt
biologique hyperparasites sont généralement capaeeroduire des enzymes dégradant les
parois cellulaires de l'agent pathogeéene, telles dge chitinases ou dgs1-3 glucanases
(Chapitre 1, paragraphe 2.3.2). La résistanc®.deinereaaux enzymes dégradant la paroi

des champignons pourra étre évaluée.

L’évaluation de la durée d’efficacité d’'une méthatielutte est trés difficile a prédire et tres
peu d’outils sont disponibles pour I'estimer. It denc délicat de prétendre qu’une méthode
de lutte est non contournable. Ces études devraietgfois faciliter le choix de solutions qui
minimisent I'apparition et le maintien dans la plgpn de souches responsables de la perte
d’efficacité. Différents niveaux d’action sont pies afin de favoriser la durabilité de cette
méthode de protection des plantes: le choix du mgee d'action de l'agent de lutte
biologique, sa gestion spatio-temporelle et leglitmms de son utilisation. Le développement
de nouveaux outils de sélection d’agents de luiddofigue avec un mode d’action plus
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durable vis-a-vis d8. cinereaet une aide a 'orientation des efforts de séectie nouveaux

agents de lutte biologique sont également envisdgedans I'avenir.
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Abstract

Gray mould, caused IBotrytis cinereajs a severe disease on a wide range of cropsagise
control generally relies on chemicals, althoughldgmal control strategies have been
intensively studied over the last decades. Thihiquen can withstand a wide variety of
fungitoxic compounds including fungicides and natunolecules. This capacity to adapt to
different stress might, potentially, compromise theability of biological control methods.
The global purpose of that work was to estimatepthential ofB. cinereato overcome the
efficacy of biological control agents. Knowledgetbe potential development of resistance to
biological control agents can help to devise orronp resistance management strategies. In
this work, efforts have been focused on the aribipyrrolnitrin produced by various
bacteria described as potential biological conagénts againsB. cinerea The specific
objectives of the study were (i) to evaluate theediity in susceptibility to pyrrolnitrin among
natural population oB. cinerea (ii) to estimate the risk of loss of efficacy pyrrolnitrin-
producing biological control agent due to selecpoessure exerted by pyrrolnitrin and (iii) to
study the mechanism of resistance to pyrrolnimiB.i cinerea

An important range of sensitivity to pyrrolnitrinitv an 8.4-fold difference in B values
between the most sensitive and the least sensgnlates was observed within tt294
isolates tested. The production of 20 generatitors4 isolates oB. cinerea on increasing
doses of pyrrolnitrin, resulted in the developmeinutants oB. cinereawith high levels of
resistance to the antibiotic and a reduced seitgitin vitro to the pyrrolnitrin-producing
Pseudomonas chlororaphithZz24. Comparison of the pyrrolnitrin-resistanttamis and their
sensitive parent isolates for mycelial growth, sgettion and aggressiveness on plant tissues
revealed that the high level of resistance to pgitrin has resulted in a high fitness cost.
Additional cytohistological investigations revealdéiat while the sensitive isolate spread
throughout the petiole and rapidly invaded the st@nrthe abscission zone, the pyrrolnitrin-
resistant mutant failed to extend beyond petioleingade the stem. Moreover, the
pyrrolnitrin-resistant mutant formed abnormal myael and chlamydospore-like cells. The
comparison of resistance to pyrrolnitrin and to iffre@dione fungicide irB. cinerearevealed
that fungicide pressure exerted on the fungus ie &b build-up resistance to pyrrolnitrin.
Comparison of sequences of the osmosensing clabsstidine kinase encoding getesl1
revealed different mutations in pyrrolnitrin- an@rodione-resistant mutants. However,
resistance to pyrrolnitrin and to iprodione was sgstematically associated with a point
mutation in theBosl gene. Finally, no changes were observed in tledeasize at nine
microsatellite loci whatever the four selective ga@re endured by the fungus despite their
phenotypic changes. This study provides evideneé dhfungal plant pathogen is able to
gradually build-up resistance to an antibiotic progd by a biocontrol agent.

Keywords: Botrytis cinerea biological control, durability, pyrrolnitrin,Pseudomonas
chlororaphisPhz24, diversity, fungicides, fitness, histidin@dse, mutation, cytohistology,
experimental evolution, microsatellite
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Résumé

La pourriture grise, causée par le champigBmirytis cinerea est I'une des principales
maladies aériennes fongiques sur diverses culdliregportance agronomique. La diversité
génétique deéB. cinereaest trés forte et la capacité rapide d’adaptatercel champignon a
une pression sélective est également avérée. @apairaon est ainsi capable de développer
des résistances a une grande variété de composgxifes de synthese ou d'origine
naturelle. Des méthodes alternatives de lutte encel fait été développées ces derniéres
années : divers agents de lutte biologique (ALEspntant différents modes d’actions ont été
identifiés et pour certains d’entre eux commersedipour contréleB. cinerea Cependant la
durabilité de la lutte biologique est un domaineaga treés peu étudié. La perte d'efficacité
d'un ALB pourrait résulter de la préexistence das® moins sensibles de pathogenes dans les
populations naturelles et/ou de la capacité deeliagathogéne a produire, sous une pression
de sélection continue exercée par 'ALB, des mtayaint une sensibilité réduite. L'objectif
global de la présente étude est d'évaluer le ripmtentiel de perte d'efficacité de la lutte
biologique vis-a-vis deB. cinerea Dans cette étude, les efforts ont été concerswéda
pyrrolnitrine, un antibiotique produit par diverdBs, dont certains sont efficaces cone
cinerea Les objectifs spécifiques de I'étude étaient’@yaluer la diversité de la sensibilité a
la pyrrolnitrine au sein de la population natureléB. cinerea (ii) d'estimer le risque de perte
d'efficacité des ALBs produisant la pyrrolnitrineeda la pression de sélection exercée par la
pyrrolnitrine et (iii) d'étudier le mécanisme dsistance a la pyrrolnitrine ch&: cinerea

Parmi 204 isolats dB. cinerea une gamme importante de sensibilité a la pyrmaha a été
observée, avec un facteur de résistance de 84 l8stlat le plus sensible et l'isolat le moins
sensible. La production de 20 générations sucaesgour 4 isolats dB. cinerea sur des
doses croissantes de pyrrolnitrine, a abouti awldgpement de mutants avec des niveaux
élevés de résistance a l'antibiotique, et a unectiéh in vitro de la sensibilité a la bactérie
productrice de pyrrolnitrind®>seudomonas chlororaphiBhZ24. La comparaison entre les
mutants résistants a la pyrrolnitrine et leurs pareensibles pour la croissance mycélienne,
la sporulation et l'agressivité sur plantes a &wgflie la résistance a la pyrrolnitrine est
associée a un fort colt adaptatif. Des observatigtahistologiques sur tomates ont confirmé
que lisolat sensible a la pyrrolnitrine attaqueéiole rapidement et envahit la tige, alors que
le mutant résistant a la pyrrolnitrine ne s'étead pu-dela du pétiole. De plus, ce dernier
mutant forme un mycélium anormal et des cellulssemblant a des chlamydospores. Les
résultats ont d'autre part révélé que les mutamB. dinerearésistants a la pyrrolnitrine sont
résistants au fongicide iprodione, suggérant ajn&ine pression exercée par la pyrrolnitrine
sur le champignon conduit a une résistance au ¢ategi Réciproquement, la production de
générations successives sur iprodione conduit aésistance a l'antibiotique. Afin d'étudier
les déterminants moléculaires de la résistanceB.deinereaa la pyrrolnitrine, le géne
histidine kinaseBosJ, impliqué entre autres dans la résistance auxidwes cheB. cinerea

a été séquencé chez les souches sensibles et tastsntésistants. La comparaison des
séquences a mis en évidence des mutations poestukfférentes chez les mutants Ble
cinereaobtenus sur la pyrrolnitrine et ceux obtenus $oroldione. De plus, les résistances a
la pyrrolnitrine et a liprodione ne sont pas sysiiquement associées a une mutation
ponctuelle dans le gerigosl Enfin, aucune modification n'a été détectée dartsille des
alleles de neuf locus microsatellites quelle quelagression sélective exercée et quelle que
soit le phénotype du mutant produit. Cette étudetreoqu'un champignon pathogéne des
plantes est capable de développer progressivementoindre sensibilité a un agent de lutte
biologique mais que cette moindre sensibilité ssbeiée a une forte perte de fitness.

Mots-clés: Botrytis cinerea lutte biologique, durabilité, pyrrolnitrinePseudomonas
chlororaphisPhz24, diversité, fongicides, fitness, histidinedse, mutation, cytohistologie,
évolution expérimentale, microsatellite



