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Résumé

La fusariose vasculaire du cyclamen est une maladie causée par le champignon tellurique Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis. C'est une des maladies majeures du cyclamen qui conduit inévitablement
a la mort de la plante. En cas d'infestation, des pertes peuvent atteindre jusqu’a 50 % de la production.
Actuellement, il n’existe pas de moyens de lutte contre cette maladie. C’est dans ce contexte que le
projet FuCy a débuté, associant l'institut technique de I'horticulture, ASTREDHOR, I'INRA de Dijon et la
société Agrene. Les objectifs de ce programme étaient d'identifier un marqueur spécifique de la forme
spéciale cyclaminis pour développer un outil de détection du pathogéne et de tester des agents de lutte
biologique efficace contre ce champignon du sol. Concernant l'outil moléculaire, un fragment d’ADN
spécifique de I'agent pathogéne a été mis en évidence par amplification aléatoire d’ ADN polymorphe au
sein d’une collection de souches représentatives de la diversité de F. oxysporum f. sp. cyclaminis. Un
couple d’amorces spécifiques a ainsi été élaboré et validé sur une collection de 138 souches
appartenant a différents taxons. Ce couple d'amorces détecte spécifiquement le champignon pathogéne
dans la plante quel que soit son stade phénologique ou dans le substrat et la solution de fertilisation, ce
qui en fait un outil moléculaire spécifique de choix pour la prophylaxie et le diagnostic précoce.
Parallélement, des bioessais ont été réalisés sous serre, afin de tester la possibilité d'utiliser des
bactéries et des champignons seuls ou en combinaison comme agents de biocontrle de F. oxysporum
f. sp. cyclaminis. Deux produits donnent des résultats encourageants contre ce pathogene méme si un
travail de recherche complémentaire reste nécessaire afin de valider ces travaux.

Mots-clés : cyclamen, Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis, marqueur moléculaire, biocontréle

Abstract: Tools for detection of Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis and biological control
of Fusarium in cyclamen

Fusarium wilt of cyclamen is one of the most damaging diseases of cyclamen caused by the soil-borne
fungus Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis. This disease leads to the death of cyclamens. Losses can
reach more than 50% of the production. Presently no methods for fusarium control are available. In this
context, a project was developed in collaboration with ASTREDHOR the French institute of horticulture,
INRA of Dijon and the company Agrene. The project had two goals: i) designing a Fusarium oxysporum
f. sp. cyclaminis specific molecular marker allowing to detect the disease, and ii) identifying efficient
biological control agents. A specific molecular marker was identified by random amplified polymorphic
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DNA within a collection of strains representative of F. oxysporum f. sp. cyclaminis diversity. A specific
primer pairs was designed and validated on a large multi-taxa collection of fungal strains. This pair of
primers specifically detects the pathogenic fungus in the plant regardless of its phenological stage or in
the substrate and the fertilization solution, making it a powerful molecular tool for prophylaxis and early
diagnosis. Alongside, greenhouse bioassays were performed to test putative bacterial and fungal
biocontrol agents (BCA), alone or in combination. Two products were selected for the ability to reduce
the disease but validation is required before they are used in production.

Keywords: cyclamen, Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis, molecular marker, biological control

Introduction

La fusariose vasculaire causée par Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis (Focy) est I'une des maladies
les plus nuisibles sur cyclamen (Michielse et al., 2009). Lorsque le ravageur est présent dans le
substrat, il est capable de pénétrer dans les racines du végétal, puis de coloniser les tissus jusqu’aux
vaisseaux du xyléme. Il poursuit sa progression en obstruant les vaisseaux et en limitant ainsi le
transfert de la séve. Sur les feuilles du cyclamen, la maladie se manifeste par I'apparition de chloroses
sur le feuillage, d’abord unilatérales puis généralisées. Les conséquences sont un flétrissement général
du végétal puis la mort de la plante (Figure 1 et 2) (EImer et al., 2002 et 2004). Méme si le pathogéne
peut étre présent au stade de jeune plant, les symptdmes caractéristiques se manifestent le plus
souvent en fin de cycle de culture et souvent aprés une période de fortes températures (>30°C),
pendant plusieurs jours consécutifs. Lors de I'apparition des premiers symptomes, le cyclamen est
condamné et doit étre extrait de la culture et détruit pour limiter les contaminations supplémentaires. La
fusariose a été décrite en 1930, pour la premiére fois dans les environs de Berlin (Rouxel et al., 1974).
Depuis, on note que tous les pays producteurs du cyclamen sont touchés par ce ravageur. En
conditions favorables, ce pathogéne peut engendrer jusqu’a plus de 50 % de pertes en production.

Figure 1 : Symptdmes caractéristiques de la fusariose sur cyclamen.Crédit Photo : Arexhor Seine-Manche
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STADE 0 : Absence de symptomes visibles,
plante saine

STADE 1 : Apparition des symptomes,
flétrissement et/ou chlorose, sur plus
. d’une feuille

STADE 2 : Symptomes sur au moins 50%
des feuilles

Figure 2 : Echelle indiquant I'évolution des symptomes caractéristiques de la fusariose sur cyclamen. (Crédit
Photo : Arexhor Seine-Manche)

Fusarium oxysporum est un champignon d'origine tellurique, appartenant a l'espéce complexe F.
oxysporum species complex qui héberge une trés grande diversité de souches. Cette espece
appartenant a la famille des Nectriaceae est placée dans le phylum des ascomycétes. Le sol est un
réservoir qui regroupe une multitude de souches de F. oxysporum qui peuvent étre saprophytes,
phytopathogénes, mais aussi antagonistes d’autres agents pathogenes (Alabouvette et al., 1998 ;
Fravel et al, 2003). Les F. oxysporum pathogénes ont la capacité d’infecter de trés nombreuses
especes de plantes, a I'exception des Poacées. Cependant, l'interaction entre une souche de F.
oxysporum phytopathogéne et sa plante hote est en général trés spécifique, ce qui a conduit a définir
des formes spéciales en fonction de I'espéce végétale qu'elles sont capables d'infecter. Des races
peuvent également étre identifiées au sein des formes spéciales lors de contournement de génes de
résistance présents chez les plantes hétes. Fusarium oxysporum est capable de survivre plusieurs
années dans le sol grace a ses structures de conservations : les chlamydospores. Les microconidies et
les macroconidies (Figure 3) sont deux types de sporulation qui permettent la dissémination du
pathogéne (Nelson et al., 1981).
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Figure 3 : Macroconidies en forme de fuseau de
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis
(crédit photo INRA Dijon)

A ce jour, seules les mesures prophylactiques sont proposées aux producteurs afin de prévenir
lintroduction et la dissémination du champignon dans les exploitations horticoles car il n’existe pas de
solution chimique curative et efficace (Morel Diffusion, 2012). Ces mesures incluent principalement
lutilisation de jeunes plants sains, I'entretien et la désinfection du matériel de production (semoir,
poterie, systeme d'irrigation), mais également la destruction des plantes symptomatiques. Les facteurs
de production tels que la nature du substrat (rapport tourbe / matiére organique), le pH, la gestion du
climat dans les serres de production (arrosage et gestion climatique), le pathogene se développant
particulierement bien dans des conditions chaudes, influent également sur 'expression de la maladie.
Les plantes doivent étre vigoureuses car un stress physiologique favorisera l'infection par le pathogéne
des plantes fragilisées (Gullino et al., 2015).

ASTREDHOR Seine Manche a mené en 2009 et 2011 un travail en collaboration avec le laboratoire
mutualisé de I'ITL (Institut Technique du Lin) sur la constitution d’'une collection d'isolats de Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis a partir de centaines d'échantillons de plants de cyclamen provenant de
producteurs normands et de différents fournisseurs. Ces prélévements effectués sur jeunes plants ont
confirmé la présence du pathogéne sur 1 a 2% des échantillons analysés, avec des variétés qui
apparaissent plus sensibles que d’'autres (comptes rendus AREXHOR Seine-manche, Langlois et al.,
2009-2010-2011).

Dans la mesure ou il n'est pas possible de discriminer phénotypiquement les souches pathogénes des
non pathogenes, lors des isolements, des tests de pathogénicité sont nécessaires, ce qui rend la
procédure lourde et laborieuse (Cariou, 2010). C'est pourquoi la recherche d’un marqueur moléculaire
associé aux isolats pathogenes de F. oxysporum pour mettre au point un test de diagnostic simple et
plus fiable que les isolements en boite de Pétri s'avérait nécessaire.

Les travaux présentés dans cet article sont les résultats du projet Fucy (fusariose du cyclamen :
détection préventive et contréle biologique) porté par ASTREDHOR, I'Institut technique de I'horticulture,
et mené en collaboration entre I'INRA de Dijon et la société Agrene sur des financements Casdar
(Compte d'affectation spécial Développement Agricole et Rural — AAP IP 2012). Ce projet conduit sur 3
ans a été associé au recrutement d’'un doctorant en la personne de Charline Lecomte qui a soutenu sa
these le 19 mai 2016.

Ce projet s’est articulé en deux volets dont les objectifs étaient les suivants :

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

2. ldentifier un ou plusieurs agents de lutte biologique efficaces contre le pathogéne

376 Innovations Agronomiques 63 (2018), 373-383
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1. Identification d’un marqueur moléculaire spécifique de Fusarium oxysporum
f. sp. cyclaminis (Focy), pour permettre sa détection précoce en production

1.1 Collection de souches et diversité génétique
Le développement d’un outil de détection spécifique de Focy a nécessité la constitution d’une collection
de souches de Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis représentative de la diversité de la forme spéciale.
27 souches de Focy de collections internationales et 24 souches provenant de plantes symptomatiques
prélevées lors des campagnes de collectes réalisées par ASTREDHOR Seine Manche ont étoffé cette
collection. Le pouvoir pathogéne des souches ou isolats collectés a été vérifie grace a des essais
d’inoculation sur plantes en serre (Figure 4).

Figure 4 : Expérimentation menée dans
* les serres expérimentales d'Astredhor
__ Seine-Manche afin de tester le pouvoir
pathogéne des souches Focy (Crédit
Photo : Arexhor Seine-Manche)

Ce test de pathogénicité a révélé que sur les 24 souches isolées, 15 d’entre elles présentaient une
virulence significative. Les 9 autres souches ont été considérées comme endophytes car n'ayant induit
aucun symptdéme. L'identité des isolats pathogénes a été vérifiée au niveau moléculaire. La diversité
génétique de cette collection a été analysée en comparant les séquences du géne codant I’'EF-1a
(facteur d’élongation de la traduction) et les séquences pleines longueurs de I'espaceur intergénique
(ITS) de 'ADNT.

La collection des 42 souches au total héberge une grande diversité génétique qui se répartit en 6
génotypes (Figure 5). Il n'a pas été montré en revanche de lien entre le génotype, l'origine de la souche
et la virulence de cette derniére. Les 9 autres souches non pathogénes représentent par ailleurs 9
génotypes distincts de Focy, ce qui souligne la tres grande diversité génétique au sein de l'espece F.
oxysporum (Lecomte et al., 2016).
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1.2 Développement d’un outil moléculaire de détection de Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis

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

Par rapport aux travaux précédents concernant la diversité génétique chez Focy, un fragment d’ADN
specifique a été recherché par amplification aléatoire d’ADN polymorphe. Pour cela, une collection de
138 souches microbiennes, incluant 42 Focy, provenant des deux collections citées précédemment a
été utilisee. Un fragment d’ADN de 1650 pb exclusivement présent dans les profils Focy a été identifié
(Figure 6), séquencé et aligné avec des séquences similaires dans une base de données. Un couple
d’amorces a été dessiné et validé lors de la mise au point du test PCR correspondant. Ce couple
d’amorces permet de détecter 'ADN de Focy in planta a des seuils relativement bas, jusqu’a 50 pg
d’ADN de Focy en PCR conventionnelle, et jusqu’a 5 pg en PCR en temps réel.
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Témoin négatif

f. sp. raphani

f. sp. raphani
Fusarium oxysporum
f. sp. cubense
Fusarium solani
Fusarium redolens
Témoin négatif

Figure 6 : Test indiquant la présence (bande blanche) ou I'absence du morceau d’ADN spécifique de Focy
(absence de bande blanche) chez différents microorganismes. Les noms notés en bleu correspondent a
différentes souches de Focy. Les témoins négatifs correspondent a un traitement a I'eau stérile. Les autres noms
correspondent a d'autres formes spéciales de F. oxysporum (f. sp. raphani pathogéne du radis et f. sp. cubense
pathogéne du bananier) et d'autres espéces appartenant au genre Fusarium ; (Cannesan et Lecomte, 2015)

L'utilisation de ce couple d'amorces par PCR en temps réel permet de détecter le pathogene dans les
micro-tubercules fournis par les semenciers et dans la plante avant 'apparition des symptomes causés
par la fusariose, mais également dans I'eau et dans les substrats de culture, ce qui en fait un outil de
détection et diagnostic précoce exploitable pour une prophylaxie controlant tous les intrants de la
production des cyclamens (Lecomte et al., In prep). Le premier objectif de ce projet a donc été
pleinement atteint.

2. ldentifier des agents de lutte biologique efficaces contre le pathogéne
2.1 Tests de confrontations sur gélose : FOCy vs BCAs

Précédant les essais en serre, une étude de confrontation des agents de biotisation versus Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis a été réalisée. Pour cela, un disque de 5 mm de diamétre d’une des
différentes souches de Focy a été placé a 1 cm de I'extrémité d’'une boite de pétri sur milieu PDA
gélosé. Un disque de 5 mm de diamétre d’un des trois BCA est placé ensuite a 1 cm de I'extrémité de la
boite de pétri a 'opposé de la souche de Fo, (selon Mayo et al., 2015 ; Figure 11). 5 souches de Fo
différentes et 3 BCA différents (Bacillus amyloliquefaciens, Gliocladium catenulatum, Trichoderma
atroviridae) ont été testés représentant donc 15 modalités auxquels s’ajoutent 8 témoins (BCA et Fo
cultivés seuls). Les tests de confrontation ont été effectués en 5 réplicats.

Les boites de pétri ont ensuite été placées en culture a température ambiante pendant 9 jours ou
jusqu'a ce que la boite soit entiérement recouverte (variable selon la vitesse de croissance des
souches). La taille des souches est alors mesurée tous les jours afin de suivre la croissance de celles-
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ci. Des boites contenant uniquement I'une des deux souches a la méme position ont été réalisées
comme témoins.

Selon le schéma de la Figure 7, les mesures de R1 et R2 ont été effectuées pour chaque souche de Fo
et de BCA. Ces mesures permettant de calculer le pourcentage d'inhibition a partir de la moyenne des 5
répétitions de chaque condition (Mayo et al., 2015).

Calcul du Pourcentage d'inhibition = [(R1-R2)/R1]*100

Plus ce pourcentage est élevé et plus le BCA est efficace. Des courbes de croissance sont réalisées
grace a la mesure R2.

e N . Figure 7 : Schéma représentant les mesures effectuées lors du
/|( \ test de confrontation (Mayo et al., 2015).
R1 /
/]
|\ O—m—" O
\ /
AN 4
\\\ ,/:/
— "

Les résultats de ces tests de confrontation ont montré une inhibition de la croissance des différentes
souches de FoCy en présence de Bacillus amyloliquefaciens et de Gliocladium catenulatum au bout de
9 jours de culture. Bacillus amyloliquefaciens posséde une action inhibitrice largement supérieure a
celle de Gliocladium catenulatum. En effet, au bout de 9 jours en présence de Bacillus
amyloliquefaciens, la croissance du pathogene en direction du BCA est inhibé de 20 a 30%, alors
qu'elle est de 10 & 15% d'inhibition pour Gliocladium catenulatum. Les souches Focy14, Focy9 et
Focy43T3 se sont avérées les plus sensibles a Bacillus amyloliquefaciens. La souche Fo47 non
pathogene est inhibée de 25% apres 9 jours de culture.

Trichoderma atroviridae a présenté une croissance rapide, en quatre jours il a colonisé toute la boite.
Le pathogéne ne semble pas étre inhibé de maniéere progressive par ce BCA mais par un arrét net de
sa croissance. En effet, |a taille des souches de FoCy n'augmente plus dés qu'il y a eu contact avec
Trichoderma atroviridae.

Ainsi nous avons mis en avant que les 3 BCA montrent une inhibition de Focy en condition in vitro.
2.2 Screening d’agents de biocontrble (BCA)

Les fongicides actuellement autorisés contre Fusarium sp. sont peu nombreux et d’'une efficacité
insuffisante pour préserver I'état sanitaire de la culture. On peut prendre I'exemple du TOPSIN 70 WG
(thiophanate-méthyl 704g/kg) qui est homologué sur « bulbes ornementaux » contre les fusarioses ou
sur « cultures florales et plantes vertes » contre les « champignons autres que Pythiacés », qui est 'un
des seuls produits pouvant étre utilisé en production mais en préventif. De plus, bien qu'il existe des
différences de sensibilité, il 'y a pas de variétés de cyclamen « connue » résistante & la fusariose
proposée sur le marché (Elmer et al., 2004 ; Lecomte et al., 2016).

Cest dans ce contexte de recherches de solutions alternatives aux produits phytosanitaires que
plusieurs micro-organismes seuls ou en associations ont été testés. Il s’agit en général d’utiliser des
champignons et/ou des bactéries qui vont protéger les plantes a travers des interactions de type
parasitisme, compétition nutritive, induction des réactions de défense ou antibiose avec les
microorganismes pathogénes. On parle de « biotisation des substrats », cette pratique est en
développement dans la filiére horticole. L'utilisation de ces substrats contenant ou auxquels on ajoute
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des microorganismes antagonistes bénéfiques permet ainsi d’envisager des réponses a des impasses
en matiére de protection des cultures, notamment dans le cas de maladies telluriques, qui, une fois
déclarées, sont trés difficiles a éradiquer.

Dans ce programme, 7 produits commercialisés en tant qu’agents de biotisation ont été sélectionnés et
testés (Figure 8). Une premiere année d’expérimentation nous a permis de screener les produits aux
efficacités les plus intéressantes, que ce soit des produits de protection des plantes ou classés dans les
matiéres fertilisantes. Pour la réalisation de ces essais, une souche de F. oxysporum f. sp. cyclaminis
virulente a été utilisée et différents rapports Focy/BCA ont été expérimentés (Figure 9).

Codedes  Composition Allégation Concentration annoncée Concentration effective
produits {en UFC/g de produit) * {en UFC/g de produit)
1 Glioctadium sp. Produit de protection  2.10° 2108
des plantes [PPP)
2 Bacillus sp. Matiére fertilisante 2.10° 2,4.108
3 Glamus sp. Matigre fertilisante 4100 - Non vérifié
4 Pseudomonas sp. et Matigre fertilisante 10° {bactérie) et 4.10° 10° (bactérie) et 9.10%
Trichoderma sp. (champignon) (champignon)
5 Trichodermg sp. Confidentiel 10° 10°
6 Fusarium sp. Aucune 107 108
7 Trichoderma sp. PPP 107 2,7.10°8

Figure 8 : Composition et concentration des produits de biocontréle ou de matiéres fertilisantes utilisés dans ces
essais

Concentration apportéeen  Concentration apportéeen  Rapport de Figure 9:  Concentrations
Focy produit (ALB) (UFC/L de concentration apportées en Focy et en
{UFC/L de substrat} substrat} Focy/ALB évalués produits et rapports de
5 7 ! .

10 108 1/10 concentration correspondant

107 1/100
10° 107 Y10

10° 1/100

Cette premiere phase a permis de sélectionner 3 BCA qui ont donné des résultats encourageants face
au Fusarium oxysporum f.sp cyclaminis , dont ceux a base de Gliocladium catenulatum., de Bacillus
amyloliquefaciens et une souche de Trichoderma atroviridae.

2.3 Tests d’efficacités des 3 BCA sélectionnés

La seconde étape aura été de tester ces BCA lors d’expérimentations multifactorielles. En effet, ces
essais ont croisé I'utilisation de ces 3 BCA a 3 doses (108; 107 et 108 UFC/L de substrat), versus
linoculation de deux souches (Focy43T3 et Focy14) de Focy virulentes a 2 doses également (1075 ; et
1078), Avec tous les témoins correspondants, cet essai comportait 1520 plantes pour 38 modalités
(Figure 10). Toutes les plantes ont été notées pour chaque série de notation.

Concentration a 10"6 Concentration a 10"7 Concentration a 10"8 Sans apport de BCA

40 plantes inoculées avec FoCy43T3 1075 X X X
40 plantes inoculées avec FoCy14 1075 X X X
40 plantes inoculées avec FoCy43T3 106 X X X
40 plantes inoculées avec FoCy14 106 X X X
40 plantes témoin X X X X

Figure 10 : Diagramme d'inoculation et d’apport en BCA
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Les essais de biotisation sont des essais complexes, ou les résultats finaux sont I'expression de
linteraction de multiples facteurs. Post inoculation, les conditions météorologiques sont extrémement
importantes pour I'expression du pathogéne et ce, quelle que soit la concentration de FoCy apportée au
départ. En effet, si les conditions post inoculations sont chaudes (plusieurs jours successifs avec des
pics au-dela de 30 °C et des nuits douces a au moins 15 degrés), alors le pathogéne s'exprime
largement. En revanche, nous n'avons pas observé de différences quant a la virulence supposée entre
les 2 souches, contrairement a la dose 10%6 occasionnant bien plus de dégats que la dose 10%5.

En ce qui concerne les BCA le produit contenant Trichoderma atroviridae et celui contenant Bacillus
amyloliquefaciens ont montré de bons résultats pour les deux souches étudiées en fin d’essai, avec une
efficacité pour le premier de plus de 75% et pour le second, une efficacité moyenne de prés de 66%. La
modalité Gliocladium catenulatum a montré quant a elle des résultats plus hétérogenes avec une
efficacité aux alentours de 50% face a la souche FoCy14 mais seulement de 21% face a la souche
FoCy43T3 (Figure 11).

En ce qui concerne les rapports BCA vs FoCy, en moyenne, nous n'avons pas noté de différences
d’intensité de virulence dans les rapports 1 pour 10 et 1 pour 100 pour Bacillus amyloliquefaciens et
Gliocladium catenulatum. En revanche, pour Trichoderma atroviridae, le produit semble plus efficace a
la dose 1076 et dans un rapport de 1 pour 100, (plus que dans un rapport 1 pour 10 & 107 ou l'infection
est plus importante).

MOYENNE D'INTENSITE DES
SYMPTOMES AVEC LA SOUCHE
FoCY43T3- 21/09/16

MOYENNE D'INTENSITE DES
SYMPTOMES AVEC LA SOUCHE
FoCY14- 21/09/16
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Figure 11 : Intensité des symptomes de Focy par souche pathogéne en fonction des différents BCA

Un premier essai réalisé en 2015 sur le site Bourguignon avait mis en avant le produit contenant du
Bacillus amyloliquefaciens comme le BCA ayant la meilleure efficacité. En perspectives, il serait
intéressant de confirmer ces données tout en creusant les notions de rapport d’'unités de BCA versus
les unités de pathogénes qui semblent étre une des clés dans les mécanismes de compréhension des
relations des communautés microbiennes des sols et donc de la pathogénicité qui en résulte.

En conclusion

Le programme FuCy a permis de développer avec succés un outil de détection spécifique de Focy, et
ce dernier permettra aux producteurs de vérifier désormais la qualité sanitaire de leurs jeunes plants,
mais également les supports de culture tels que I'eau d’arrosage ou le substrat. Concernant la lutte
biologique, 2 BCA (Bacillus amyloliquefaciens et une souche de Trichoderma atroviridae) montrent des
résultats tres intéressantsCependant, des essais complémentaires sont nécessaires avant de pouvoir
proposer leur utilisation aux producteurs.
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