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Al Plams de ﬁ aisier 'Dmseiect avant aiteinl un srade de deve[oppemem optmml pour le préfévement de folioles (photo A Sombardier).

Ces derniéres années, ['aggravation des épidé-
mies d'oidium du fraisier dans les cultures sous
abri, malgré une lutte chimique intensive, néces-
site de mieux connaitre le champignon respon-
sable. Plusieurs méthodes de laboratoire ont été
miises au point afin de permeitre sa conservation,
sa multiplication et son inoculation sur fraisier,
mais aussi d'étudier sa biologie. Présentalion de

ces méthodes et exemples d'applications.
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Marie-France Cono—Costet* Aurélie Petit ¥*¥,
Serge Savary* et Dominigue Blancard*

*lnra. U MR, Santé ugunln. 0P, 81, 33881 Villenave d'Omon cedex.

2] Berpere, 73002 Pans.
:‘E-(;r::;: Ic-fafi;?lbunﬁli: fraises fruits rouges, Maison Jeanoetie, 23140 Douville.

var. apbams) est devenu la principale maladie du fraisier

cultivé sous abri. Devant le manque de connaissances
disponibles sur ce champignon, un projet pluridisciplinaire,
associant recherche fondamentale (Inra, Ciref*), expérimen-
tation (C.TLEL.**, Hortis Aquitaine) et développement
(chambres d'agriculture-24, 29, 38, 41, 47, 84), a été construit
en 2005. Afin d'atteindre les objectifs de ce projet, il convenait
de maitriser, in vitro, la survie du champignon responsable.
L'étude d'un agent pathogene parasite obligatoire est souvent
une opération complexe, principalement i cause des diffi-
cultés rencontrées pour le conserver et le manipuler au labo-
ratoire, B apbanis var. aphanis entre dans la catégorie de ces
bioagresseurs. Comme les autres oidiums, il n'est cultivable
sur aucun des milieux de culture 4 la disposition des myco-

En France, l'oidium du fraisier (Podosphaera aphanis

*Criauon variétale fraises fivits rouges
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A B Foliole désinfeciée déposée en boite de Petri sur milieu gélosé
contenani du benzimidazole (photo A. Sombardier).

logues. Aussi, un ensemble de méthodes a été mis au point 2
I'Inra-Bordeaux (33) afin de conserver, multiplier, inoculer ce
champignon, et mesurer ses parameétres bhiologiques.

UN SUPPORT DE CULTURE VIVANT :
LA FEUILLE DE FRAISIER

P aphanis var. aphanis ne se développant que sur son hote
vivant, il est indispensable de disposer d'un matériel végétal de
qualité. Dans le cas du fraisier, des jeunes plants frigo® des
variétés ‘Darselect’ et 'Gariguette’ sont élevés en pot toute
I'année en serre verre, dans un substrat 2 base de tourbe et de
sable. Les plantes produites doivent étre indemnes d'oidium.
Pour cela, elles sont protégées par des traitements préventifs

*plants de fraisicr récoltés en période de repos végéranf durant Phiver ef conservés plusieurs mois i - 2 °C
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a base de soufre. Lorsque les plants ont entre 1 et 3 mois, il est
possible de prélever des jeunes feuilles (ou folioles) dgées
de 2 semaines et de les utiliser (photo 1). Celles-ci sont dans
un 1" temps rincées A I'eau permutée. Par la suite, le travail s'ef-
fectue sous hotte stérile  flux laminaire horizontal. Les feuilles
(ou folioles) sont désinfectées dans une solution d'hypochlo-
rite de calcium 65 % (20 4 50 g/1) pendant 10 min, rincées i
I'eau stérile pendant 10 min, séchées entre 2 feuilles de papier-
filtre stérile, et déposées, face supérieure contre le milieu
gélose (contenant 20 g/l d'agar supplémenté avec du benzimi-
dazole 98 % a 30 mg/1), dans des boites de Petri (photo 2).
D'autres supports végétaux peuvent étre utilisés pour étudier le
comportement de cet oidium au laboratoire ou pour le conser-
ver : des plantules de différents génotypes issues
d'akénes permettant par exemple d'étudier leur sensibilité 4
ce champignon, des vitroplants (photo 3) fournis par le
C.TLEL.-Balandran (30) assurant une conservation de plusieurs
mois de nos différentes souches.

CLONAGE ET PRODUCTION DE L'OiDIUM IN VITRO

Les souches de B aphanis var. aphanis sont récupérées a
partir d'échantillons de feuilles (photo 4) ou d'inflorescences
oidiées collectés durant toute I'année dans les 4 principaux
bassins de production (Bretagne, Val de Loire, Sud-Est, Sud-
Quest). L'obtention d'une souche monoconidienne consiste 4
prélever, dans un environnement axénique, une conidie 4
l'aide d'un cil humain et sous le contréle d’observations 4 la
loupe binoculaire. Cette conidie est déposée sur la face infé-
rieure d'une foliole désinfectée et maintenue en survie sur
milieu agar-benzimidazole. Plusieurs isolements sont
réalisés/échantillon, selon la méme procédure, afin d'étre
certain de récupérer au moins 1 souche/site de prélevement.
Les boites sont fermées, scellées avec un ruban de film alimen-
taire et mises & incuber 4 22 °C avec une photopériode de
12h (1500 lux). Aprés 10 j, une colonie sporulante apparait sur
un nombre variable de folioles. Chaque souche ainsi obtenue
peut étre multipliée sur d'autres folioles pour produire de
l'inoculum en masse.

La conservation des souches a lieu sur vitroplant. Pour cela, des
conidies sont déposées sur des jeunes feuilles de vitroplants en
y frottant légerement une foliole oidiée sporulante. Aprés une
période d'incubation de 8 j 4 22 °C, les vitroplants oidiés sont
maintenus 4 basses températures, avec une thermopériode de
9°Cjour/7 °C nuit (16 h de jour, 1 500 hux). Chacque souche conser-
vée dans ces conditions doit étre repiquée tous les 3 4 4 mois.

QUELQUES METHODES D'INOCULATION

La réalisation de contaminations nécessite de disposer d'un
inoculum de qualité. Il est produit 4 partir de folioles contami-
nées mises 2 incuber une quinzaine de jours, celles-ci disposant
a terme de sulfisamment de spores pour réaliser des infections.
Deux techniques d'inoculation peuvent étre mises en ceuvre
selon les objectifs recherchés

- l'inoculation oligospore ; I'inoculum est localisé sur I'or-
gane 2 |'aide d'une pointe fine en déposant quelques dizaines
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AH Souche de Podosphaera aphanis ear.
aphanis cortservde sur un vitroplant
_(photo Inra).

de conidies sur la surface a infecter ;
l'inoculation peut se faire 4 I'aide d'une
loupe binoculire ou 4 I'ceil nu, apres
avoir maitrisé les gestes assurant le
prélévement el le dépdt des spores sans
altérer la feuile ; cette méthode permet
par exemple d’obtenir des colonies
isolées ct de suivre dans le temps leur
croissance individuelle ;

- l'inoculation généralisée ; l'inocu-
lum est saupoudré sur I'ensemble de l'or-
gane ; pour cela, une tour d'inoculation
en PLEXIGLAS* est utilisée (photo 3) ;
dans ce cas, des conidies d'oidium sont
détachées de folioles sporulantes, grice
2 un souffle d'air généré par un bulleur
d'aquarium, et dispersées dans la tour ; la
densité de spores obtenue est mesurée 2
l'aicle d'une cellule de Malassez* placée 3

*Jame de verre quadnillee peametiant de comptee ke nombre de cellules
en suspension dans unesolution.

A B Feuille de fraisier oidiée a partir de luguelie une soucbe de Pudo:.phaem aphanis var.

_ aphanis ra éne clonde (photo D, Blancard).

la base de la tour, 2 prnximité des
supports végéraux inoculés ; aprés un
laps de temps de 3 min, assurant le
dépdt complet des conidies sur I'organe
a2 inoculer et 1a cellule de Malassez, des
observations au microscope photonique
permettent de quantifier le nombre de
conidies déposées/unité de surface ;
pour ce type d'inoculation, la qualité de
l'inoculum est primordiale ; la culture
d'oidium dloit étre 4gée de 104 15 afin
de disposer d'un maximum de conidies
viables, et étre indemne de contamina-
tions ; a titre d'exemple, une foliole
oidiée de qualité permet d'inoculer
10 folioles et d'obtenir une densité d'ino-
culum de l'ordre de 500 spores/cm’.

MESURE DE PARAMETRES
EPIDEMIOLOGIQUES

Grice 2 la maitrise de P apbanis var. apha-
nfs in vitro, il est possible, entre autres,
d'observer et de quantifier les étapes essen-
tielles cle son cycle de développement.

AR Inoculation de plusieurs folioles de
Jraisier par saupoudrage i l'aide d'une
tour (photo 1. Blancard).
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A er B Premieres étapes du cycle biologique de Podosphaera aphanis var. aphanis,

&

Ga. Une conidie germée, dont I'hyphe mycélienne présente par la suite (6b) Plusieurs ramifi-

cations (pbotos A. Sombardier).

Figure 1. Exemples de paramétres épidémiologiques mesurés grice aux mé.
thodes mises au point pour étudier I'oidium du fraisier.

1a. Evolution du nombre de colonies sporulantes sur des folioles de la variété
Darselect' La période de latence minimale de Podosphaera aphanis var.
aphanis est de 3 j. Dans cette expérimentation, la latence 50 (LP50) est de

4,57

16. Evolution de Ia sporulation d'une colonie de P, aphanis sur foliole de
fraisier de la variété ‘Darselect'. Aprés 25 j d'incubation, la densité de coni-

dies est de I'ordre de 60 000/cm?
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Les 1™ étapes du cycle, la germination
(photo 6a) et la ramification des hyphes
(photo 6b), sont suivies par la "tech-
nique du ruban adhésif". Cette derniére
consiste & prélever les conidies plus ou
moins germées en les faisant adhérer 3
un ruban adhésif mis en contact avec la
feville inoculée, 2 le décoller de la feuille,
et le plaquer a une lame de verre sur
laquelle une gourte de bleu coton lacto-
phénol a été déposée. La préparation est
observée a 'aide d'un microscope photo-
nique (grossissement 200), afin d'appré-
cier et de quantifier le nombre de spores
germées, la formation d'hyphes rami-
fices, la présence d'appressoria®... Les
pourcentages de germination et
d'infection peuvent étre ainsi calculés.
Dans le cas de I'vidium du fraisiet, nous
considérons qu'il y a eu infection si
I'hyphe issue de la germination s'est
ramifiée et présente donc des hyphes
secondaires. Dans nos conditions expé-
rimentales (22 °C et 80 % d'humidité),
les pourcentages de germination mesu-
rés peuvent atteindre plus de 80 % cn
24 h ; les pourcentages de filaments
germinatifs ramifiés (et donc d'infection)
sont de l'ordre d'a peine 20 %, 3 j apres
dépdr des conidies.

La croissance mycélienne est
évaluée en mesurant au cours du temps
le diamétre des colonies (correspon-
dant aux lésions). Une observation
quotidienne de ces derniéres permet
d'évaluer la progression radiale du
mycélium (hyphes rasant la feuille), et
de détecter I'apparition des 1* coni-
dies (portées par les conidiophores),
initiant la sporulation. La période de
latence peut étre calculée, et plus
particulierement la LP50 qui corres-
pond au laps de temps aprés inocula-
tion permettant d'obtenir 50 % de
lésions sporulantes (figure 1a). Enfin,
I'intensité de sporulation peut étre
estimée 4 I'aide d'une échelle visuelle
€talonnée** (figure 1b).

Les modalités expérimentales qui
permettent d'apprécier I'ensemble des
parametres biologiques de P aphanis
var. aphanis sont synthétisées wableau 1,
Ces méthodes permettent aussi de

*lappressorium (appressona au pluned) est oxpcmité d'une byphe ou
d'un tube germioaul peemettant Ja ficinon d'un champignon sur son
hote of sa pénétranun

**échelle variaat de 0 ¢absence: de sporulen) a 1 {reés forte sporu:
lation currespondant i 147 200 % 26 200 conidies/um?)



Tableau 1. Syntbése des modalités expérimentales permettant d’étudier les caractéristiques biologiques de
Podosphaera aphanis var. aphanis responsable de Poidium du fraisier.

paramétre mesnré | méthode matériel végétal ! nombre méthode ou moyen nombre et fréquence

d'inoculation utilisé 1 de répétitions d’observation des observations
pourcentage - inoculation par saupoudrage | - disques foliaires| 5-8 "test du ruban adhésif* | une seule lecture (destructive)
de germination | dans une tour - folioles (faible variabilité) réalisée entre 24 het 3§

- faible densité de conidies une seule lecture (destructive)
ramification (100-200 spores/cm?) §-10 (variabilité réalisée entre 2 et 3 j
des hyphes moyenne)
efficacité inoculation localisée - disques foliaires| 15-20 observationd laloupe | lecture lous les jours (prévoir
d'infection (1-8 spores) d'assez grande bineculaire I'inoculation le vendredi pour

taille ne pas rater la phase la plus
période de latence - lolioles importante qui intervient
& partir de 4-5j)
lecture 2 fois/semaine

croissance
de la colonie
évolution
de la sporulation
pourcentage de |- inoculation par saupoudrage | - disques foliaires| 10-15 estimation a la loupe une seule lecture 4 une date
surface sporulante| dans une tour - petites folioles binoculaire ou d I'ceilnu | donnée, ou 1 4 2 lecture(s)/

- demsité moyenne de conidies | - plantes entiéres semaine

(200-500 spores/cm?)
infensité - inoculation localisée - disques foliaires| 15-20 esfimation & 1a loupe une seule Jecture (destructive)
de sporulation (1-6 spores) - folioles binoculaire snivant une

- inoculation par saupoudrage | - plantes entiéres échelle de notation

dans une tour (notes de 04 11), ou

(200-800 spores/cm?) comptage 4 la cellule de

Malagsez ou au compteur
a particules*

*malériel de Jahoraloira permetiant le dénombrement aulomatique de particules en suspension dans un liquide canducteur,

quantifier I'influence de facteurs variés
(conditions climatiques et en particu-
lier la température, effets de fongicides,
réceptivité de I'hote...) sur le développe-
ment du champignon.

EVALUER LA SENSIBILITE
AUX FONGICIDES

Face 4 l'ampleur de certaines épidémies
d'ofdium observées sur fraisier dans
certains abris, I'hypothése d'une perte
de sensibilit¢ de P apbanis var. apbanis
a certains fongicides a été émise, Une
méthode 4 été mise au point afin de
tester la sensibilité de populations ou
de souches d'oidium. Pour ce faire, des
échantillons ont ¢été prélevés notam-
ment dans des parcelles ou I'oidium
étair difficilement maitrisé malgré de
nombreux traitements, en particulier a
base de fongicides inhibiteurs de Ia
biosynthése des stérols, Par la suite, des
souches monoconidiennes ont été obte-
nues selon les modalités décrites précé-
demment et des gammes de concentra-
tions mises au point afin de déterminer
le niveau de sensibilité des souches aux

Figure 2. Influence de la concentration en myclobutanil sur le développement*
de Podosphaera aphanis var. aphanis sur des disques foliaires de fraisier.
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*resuliats exprimds en pourcentage moyen d'inhibibion de la colonisation des disques folimes par Padosphaera apbanis, ceci en tenant comple

du développement de ce champygnon sar des disques 1tmoins non-rangs

D.M.L* (inhibiteur de la 14-stérol déméthy-
lase). Pour chaque concentration en D.M.I,

“inhibiteur de la demethylation

PHM-REVUE HORNCOLE SEPTEMBRE 2009 « N* 516

cles disques foliaires de 16 mm de diamétre
sont préparés comme décrit précédem-
ment, 4 raison de 8 disques/concentration.
Ils sont ensuite déposés face supérieure




Figure 3. Evolution de la surface sporulante de Podosphaera aphanis var.
aphanis sur des disques foliaires de 6 variétés de fraisier cultivé (moyenne
de 5 tests de sensibilité variétale) inoculés artificiellement en conditions

contrélées.
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= ‘Darsalect’

au contact du disque de papier-filire
imbibé d'eau stérile apporté préalable-
ment dans chague boite de Petri. Aprés
pulvérisation des disques avec les solu-
tions de fongicides 4 différentes concen-
trations, les boites sont incubées une nuit
a22 °C (16 h de jour, 1 500 lux), puis
séchées sous une hotte 4 flux laminaire,
avant d'étre inoculées dans une tour
d'inoculation 4 l'aide de folioles sporu-
lantes de la variété 'Darselect’, 3 raison
de 400 4 600 spores d'oidium/cm®. Les
boites de Petri ainsi préparées sont
fermées et mises  incuber 8 j 4 22 °C.
Passé ce laps de temps, une lecture
visuelle est réalisée, complétée par une
observation a l'aide d'une loupe binocu-
laire, afin d'évaluer le pourcentage de
surface foliaire de chaque disque recou-
vert par du mycélium sporulant. Notons
que le choix de ce test a été guidé par le
mode d'action connu des D.M.IL sur
I'¢longation mycélienne des champi-
gnons, et ¢'est pour cela que les obser-
vations ont été effectuées sur des
phases de développement de P apba-
nis postérieures 4 la germination des
conidies.

Les mesures réalisées permettent de déter-
miner, pour chaque souche, les indices CI
(Concentration inhibitrice) 50, CI 90 et
CMI (Concentration minimale inhibitrice)
correspondant aux doses de fongicide

~='Mara des bois’ == 'Gariguetle" ==‘Candiss’

== ‘Ciflorefte’  -=‘Charlolte’

inhibant respectivement 50 %, 90 % et
totalement la croissance du champignon.
Artitre d'exemple, les comportements de
2 souches 2 I'égard du myclobutanil, une
sensible et 'autre résistante, sont présen-
tés figure 2,

SELECTION VARIETALE

L'obtention de variétés de fraisier résis-
tantes apparait comme le moyen le plus
adéquat pour limiter le développement
de l'oidium a un niveau économique-
ment supportable. Cette méthode de
protection permet aussi de réduire les
intrants phytosanitaires,

L'étude de la résistance du fraisier 4 I'i-
dium nécessite la mise au point de tests
permerttant de cribler des variétés en
conditions de contamination controlées
(densité* et répartition de I'inoculum
parmi les plants de fraisier homogénes,
limitation des contaminations para-
sites...) et en s'affranchissant des
contraintes environnementales (humi-
dité, luminosité, température, vent...).
Deux tests biologiques avec “inocula-
tion généralisée” ont été mis au point en
2007 conjointement par I'Inra et le
Ciref

- sur la face inférieure de disques
foliaires, afin de déterminer au sein des

ressources génétiques les variétés résis-
tantes utilisables comme géniteurs ; I'oi-
dium sporulant est ohservé sur Ia face
inférieure des disques foliaires, car leurs
tissus sont plus "tendres" et I'oidium 8'y
installe préférentiellement ;

- sur la face supérieure de jeunes feuilles
trifoliées de plantules (tissus jeunes et
réceptifs) issues d'akénes, afin d'élimi-
ner les hybrides sensibles dés la
1" année d'un programme de sélection,
sans attendre la formation de plants de
fraisier de production par multiplication
végétative.

Les notations sont effectuées tous les
5 j pendant 20 j apres inoculation. Le
pourcentage de recouvrement de
chaque disque foliaire ou de chaque
jeune feuille trifoliée de plantule par le
mycélium d'oidium sporulant est estimé
respectivement sous loupe binoculaire
oua l'eil nu.

Ces 2 tests (figure 3) permettent de diffé-
rencier les comportements extrémes cdes
variétés : "Darselect’ est sensible, "Mara
des bois', 'Gariguette', 'Candiss' et 'Ciflo-
rette’ sont moyennement sensibles, et
‘Charlotre’ est tolérante.

D'ores et déja, les méthodes présentées
ont permis de préciser plusieurs para-
metres épidémiologiques pertinents e
P aphanis var. aphanis, de détecter sa
résistance a une famille de fongicides
et de fournir au sélectionneur les
moyens de réaliser des criblages vari¢-
taux. Ces méthodes sont maintenant
transférées a plusieurs organismes, et
notamment au C.TLEL., afin de leur
permettre, par exemple, de valider un
modele de prévision, d'évaluer I'effica-
cité de 8.D.N.*... Elles contribueront, 2
terme, 4 la mise au point et au dévelop-
pement de stratégies permertant de
mieux maitriser I'oidium du fraisier au
champ et sous abri. |
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