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Glossaire

Biocontrble : ensemble de méthodes de protection des plantes contre les bioagresseurs par
utilisation des mécanismes et interactions impliqués dans les relations entre les especes
concernées dans leur milieu naturel.

Biotrophe obligatoire/facultatif : organisme qui se nourrit d'autres organismes. Il est dit
obligatoire lorsqu’il se nourrit aux dépens des autres organismes. Sinon, il est facultatif.

Endophyte : qui se trouve a lintérieur du végétal sans causer de dégats apparents. Cet
adjectif s’applique aux organes végétatifs, aux organes reproducteurs, aux tubercules, aux
fruits, et aux semences

Emergence : en biologie végétale, I'émergence désigne linstant ou les plantules sont
visibles a la surface du sol.

Inoculum : échantillon de germes vivants disponibles pour une contamination

Isolat fongique : désigne un champignon qui a été isolé sur milieu de culture a partir d’'une
colonie fongique. L’isolat ne garantit toutefois la pureté du champignon isolé.

Levée : désigne une ou plusieurs périodes de I'année correspondant a la levée de dormance
des semences adventices. Elle se manifeste notamment par 'émergence des plantules.

MAA: Malt-Acid Antibiotic.

Microbiote : désigne I'ensemble des microorganismes résidant dans un environnement
donné (le microbiome).

Parasite obligatoire/facultatif : organisme capable de vivre sur (ectoparasite) ou dans
(endoparasite) un autre organisme et qui se nourrit de son héte, le plus souvent, sans le
détruire. Il est dit obligatoire lorsqu’il vit aux dépens de son héte. Sinon, il est facultatif.

PCNB: Pentachloronitrobenzéne.

PDA: Potato Dextrose Agar

Pré/post-émergence : « avant » (pré) / « aprés » (post) I'émergence.
Saprophyte : qui se nourrit de matiere organique végétale morte.

Screening : désigne la stratégie utilisée sur une population d’individus pour déceler une
éventuelle présence de maladie parmi des individus qui ne présentent pas de symptémes.

Souche fongique : désigne un champignon qui a été isolé, purifié et (si possible) identifié.

Spermosphere : zone du sol soumise a l'influence des semences végétales enfouies. Elles
correspondent le plus souvent au millimétre de sol qui entoure les semences.

Tellurique : qui provient de la terre
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Introduction
La structure d’accueil : 'TUMR Agroécologie et I'équipe Foxy

L'étude présentée dans ce rapport a été réalisée dans le cadre d'un stage de fin
d’études effectué au sein de 'UMR (Unité Mixte de Recherche) 1347-agroécologie dans les
locaux du Centre INRA (Institut national de la recherche agronomique) de Dijon (France)
(http://lwwweé.dijon.inra.frlumragroecologie). Cette UMR regroupe trois organismes
institutionnels I'Université de Bourgogne et de Franche Comté, le centre INRA de Dijon, et
Agrosup-Dijon. L'UMR Agroécologie est structurée en 4 pbles dont les activités sont
complémentaires et visent & comprendre pour les promouvoir, les mécanismes de régulation
biologigue au sein des agrosystemes. Un pdle travaille plus particulierement sur les
interactions plantes microorganismes. C'est celui dans lequel s'inscrit I'équipe Foxy, animée
par Christian Steinberg. Cette équipe est spécialisée dans I'écologie des champignons
phytopathogenes d'origine tellurique avec un focus particulier sur le genre Fusarium. Un
autre pole s'intéresse plus particulierement a la gestion des adventices. C'est celui dans
lequel s'inscrit I'équipe a2e2 dans lequel Jean-Philippe Guillemin, enseignant-chercheur a
Agrosup Dijon spécialisé en malherbologie, exerce ses activités de recherche. Mon stage a
ainsi pu bénéficier des compétences présentes dans ces deux équipes grace a l'aide
technique et aux conseils de Carole Reibel, technicienne, Nadine Gautheron, assistante-
ingénieure, Véronique Edel-Hermann, ingénieure de recherche, et Marion Triolet, doctorante.

I.  Contexte général

En agriculture, la protection des cultures est un domaine qui prend une place
importante au sein de l'acte de production. Elle contribue au développement de moyens
préventifs et curatifs afin de limiter I'impact des facteurs biotiques et abiotiques qui nuisent a
la culture. Les bioagresseurs font partie de ces nuisances et regroupent des animaux, des
insectes, des microorganismes, et des adventices. En agronomie, une espéce adventice
désigne une espéce veégétale qui se développe sur une culture sans y avoir été
intentionnellement introduite par 'lhomme [1]. Une espéce adventice est appelée mauvaise
herbe lorsque celle-ci nuit & la culture dans laquelle elle se développe. Toutefois, en
agriculture, le terme adventice devient de plus en plus associé a celui de mauvaise herbe
dans la mesure ou elle est considérée indésirable pour ’lhomme méme si elle ne nuit pas a
la culture [1].

I.1. Les problemes associés aux plantes adventices

Les adventices représentent un vaste panel de plantes ligneuses, herbacées, vivaces
ou annuelles. Elles regroupent tous les types de cycle biologiques (annuel, bisannuel,
pluriannuel et vivace), des périodes de levée préférentielles et des périodes de croissance et
de floraison variées (printanier, estival, automnal et hivernal), ainsi que diverses aptitudes a
la germination (différents types de semences, dormances et profondeur de germination)
(Aubert et Glachant, 2009). En France, plus de la moitié des adventices les plus fréquentes
en culture font partie de la famille des Poacées, Astéracées et Brassicacées [2], mais
d'autres familles telles que les Amarantacées, Convolvulacées et Scrofulariacées
rassemblent également des espéces rencontrées tres frequemment en culture.



De nombreux problemes sont actuellement associés aux adventices, toutefois les
problemes d'ordre agronomiques sont les plus nombreux, les plus importants en termes
d’enjeu économique, et font I'objet de nombreuses études. En effet, lorsquelles se
développent dans une culture, les adventices peuvent représenter des sources de nuisibilité
importantes. On parle de nuisibilité primaire lorsqu’elles générent des baisses de rendement
ou de la qualité de la production agricole, et de nuisibilité secondaire lorsqu’elles n’ont pas
d’incidences sur la production agricole mais sur la propreté de la culture (géne physique
occasionnée lors du semis et de la récolte) (Aubert et Glachant, 2009). Ces deux types de
nuisibilité sont valables aussi bien a long terme qu’a court terme car la reconstruction du
stock semencier permet aux espéces adventices de se maintenir sur leur lieu implantation
(Imbert et al., 2002 ; Ullrich et al., 2011). La nuisibilité primaire demeure la préoccupation
majeure dans la lutte contre les adventices en agriculture. Cette nuisibilité est associée en
grande partie a la compétition pour I'eau, les nutriments, la lumiére et I'espace (Labrada et
al., 1996 ; Boyetchko, 1996, Aubert et Glachant, 2009), cette compétition pouvant générer
des pertes de rendement allant de 10 & 50%. D’autre part, la nuisibilité primaire concerne
également la capacité des adventices a étre source de maladies lorsqu’elles s'implantent
dans la culture (transmission de maladies et libération d’exsudats phytotoxiques) (Qasem et
Foy, 2001 ; Van Bogaert et al., 2015). Certaines adventices peuvent également constituer
des foyers pour des maladies spécifiques a la culture permettant aux agents pathogénes
d’'étre toujours présents sur la parcelle méme en I'absence de la plante cultivée (Osdaghi et
al., 2015). Enfin des adventices sont considérées perturbatrices d’écosystémes a cause de
leur caractere invasif (exemple de la juissie a grande fleur, Ludwigia grandiflora : McGregor
et al., 1996), d'autres représentent des dangers pour la santé humaine et notamment pour
les allergies (exemple du pollen de I'ambroisie a feuille d’'armoise, Ambrosia artemisiifolia :
Wayne et al., 2002), et d'autres occasionnent une géne esthétique pour les aménagements
urbains (Ward et al., 1999).

I.2. Les enjeux soulevés par la gestion des adventices

La maitrise des adventices implique au moins I'une de ces trois stratégies: (i) réduire
les capacités de compétition des plantes développées ; (ii) épuiser le stock semencier; (iii)
empécher I'émergence des plantules (Boyetchko, 1996 ; Aubert et Glachant, 2009).
Actuellement, ce sont les méthodes dites « conventionnelles » qui sont les plus utilisées
avec l'usage des herbicides chimiques de synthése de pré-levée et post-levée. En 2011,
prés de 48% des substances actives vendues en France correspondent a des herbicides
contre 40% en 2014 [3]. Cependant, méme si cette proportion a diminué entre 2011 et 2014,
les quantités de substances actives herbicides sont restées a peu prés les mémes entre ces
deux années (les fongicides et bactéricides ont augmenté) et ces substances tiennent
encore une place importante au sein du marché des produits phytopharmaceutiques [3].

Les herbicides chimiques de synthése ont longtemps été utilisés en tant que solution
bien adaptée, efficace et peu colteuse pour traiter les adventices et requérant un travail
souvent compatible avec les équipements agricoles couramment utilisés (Boyetchko, 1996).
Cependant, ils représentent aujourd’hui un véritable enjeu environnemental, sanitaire,
économique et sociétal. En effet, 'essor des produits chimiques a favorisé le développement
de la monoculture intensive sans réussir a complétement éradiquer les espéces adventices
les plus problématiques. Par conséquent, l'usage intensif de ces substances actives
herbicides a généré de nombreux cas de pollution des sols, des eaux superficielles, des
eaux souterraines et de l'air [4] ainsi que d'importants impacts sur la faune et la flore. De
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plus, l'usage répété de ces substances a favorisé la présence d'especes adventices
résistantes aux herbicides (sélection inter-espéce), mais également la sélection et la
reproduction d’individus résistants au sein d'une méme espece adventice (sélection intra-
espéce) (Gressel, 2009). Enfin, les herbicides font I'objet de nombreuses contestations
sociétales vis-a-vis de leur toxicité pour l'alimentation humaine et animale (Charudattan,
2001). A I'heure actuelle, de nombreuses substances actives existent encore, mais un grand
nombre d’entre elles ont été retirées du marché [4].

Aujourd’hui, les attentes sociétales sur la durabilité (écologique/économique/sociale)
des systemes agricoles et les contraintes réglementaires et techniques deviennent de plus
en plus fortes. La recherche de méthodes autres que I'usage d’herbicides chimiques contre
les adventices suscite un intérét grandissant aupres des différents acteurs du monde
agricole. Parmi ces solutions, le désherbage mécanique constitue un moyen de lutte post-
levée relativement efficace qui ne fait aucun biais de sélection parmi les adventices ciblées
et empéche la sélection d'individus résistants, mais il est colteux, laborieux et trés
difficilement applicable & grande échelle et sur certaines cultures (Van der Weide et al.,
2008). D’autres techniques culturales peuvent étre également utilisées et modulées en tant
qgue mesures préventives a effets pré/post-levée pour : (i) éviter une spécialisation de la flore
adventice au sein de la culture (succession culturale, cultures associées, diversification du
choix des dates de semis); (i) réduire les effets générés par la compétition entre les
adventices et la culture (choix de variétés cultivés trés compétitrices); (iii) réduire le stock
semencier adventice (labour, déchaumage et faux semis) (Aubert et Glachant, 2009 ;
Nichols et al., 2015).

Parmi les moyens de lutte alternatifs, le biocontréle des adventices s'est
considérablement développé depuis les cing dernieres décennies. Il s’est montré
particulierement innovant et prometteur dans la mesure ou il a ouvert de multiples pistes de
recherches et offert de nouvelles solutions, stratégies, et de nouveaux produits de lutte
contre les adventices (Labrada et al., 1996 ; Boyetchko, 1996 ; Muller-Schérer et al., 2000 ;
Charudattan, 2001 ; Harding et Razaida, 2015).

1. Le biocontrble des adventices

Le biocontréle désigne un ensemble de méthodes de protection des plantes contre
les bioagresseurs par utilisation des mécanismes et interactions impliqués dans les relations
entre les especes concernées dans leur milieu naturel [5]. Le biocontrdle repose toutefois sur
la gestion de I'équilibre des populations de bioagresseurs et ne vise pas spécialement leur
éradication. La définition du biocontréle reste la méme pour les adventices méme si la
plupart d’entre elles ne constituent pas des bioagresseurs en tant que telles. Le biocontréle
des adventices a recours a des agents de lutte biologique, c’est-a-dire organismes vivants
(ou des extraits d’'origine biologique) qui sont utilisés pour lutter contre une ou plusieurs
espéces indésirables (Harding et Razaida, 2015).

II.1. Les macroorganismes et les Préparations Naturelles Peu Préoccupantes

Les insectes, rongeurs et oiseaux contribuent a réduire la taille du stock semencier
adventice superficiel aprés dispersion des semences par la plante-meére (Bohan et al., 2011 ;
Nichols et al., 2015). Parallelement, certaines pratiques culturales (tonte, rotation, résidus de



cultures) favorisent la consommation des semences adventices par ces insectes et animaux,
mais les effets sur la taille du stock semencier sont limités aux semences situées en surface
et peuvent étre variables selon les conditions environnementales (Nichols et al., 2015). Les
insectes phytophage tels que les carabes granivores et omnivores ont contribué en moyenne
a 5% de réduction du stock semencier adventice (toutes espéces confondues) sur 257
parcelles de mais, betterave et colza réparties sur 'ensemble des régions du Royaume-Uni
(Bohan et al., 2011), toutefois I'étude suggére que cette contribution serait beaucoup plus
importante. De méme, le recours aux animaux brouteurs a montré que le péaturage intensif
de printemps avec des ovins a permis de réduire de 90% les populations d'orge au rat
(Hordeum murinum) en Nouvelle-Zélande (Popay et Field, 1996). Enfin, les tests in vitro de
plusieurs études sur des préparations naturelles peu préoccupantes (PNPP) ont montré de
potentiels intéréts pour leur usage en tant que bioherbicides. Les huiles essentielles
d’eucalyptus (Eucalyptus erythrocorys) concentrées a 1.5uL/mL sont capable d’inhiber
complétement la germination des semences de moutarde des champs (Sinapis arvensis L.)
et d'alpiste (Phalaris canariensis) (Ghnaya et al., 2013). Cependant, I'application de PNPP
au champ nécessite d’autres recherches sur I'applicabilité, le colt et la toxicité de ces
produits (Tworkoski, 2002 ; Amri et al., 2013).

I1.2. Les bases du biocontréle des adventices avec les microorganismes

Les microorganismes représentent la catégorie de bioherbicides la plus importante en
termes de diversité, de piste de recherches, et de produits développés (Miller-Scharer et al.,
2000 ; Charudattan, 2001 ; Harding et Razaida, 2015). lls regroupent les bactéries, les virus
et les champignons, et ils suscitent un grand intérét en matiére de sélectivité grace a leur
spécificité d’héte (Harding et Razaida, 2015). Les criteres de choix de ces microorganismes
en tant que bioherbicides sont basés sur : (i) leur spécificité et 'absence d’impacts négatifs
sur I'environnement ; (ii) leur stabilité génétique ; (iii) leur efficacité d’action malgré les
conditions environnementales ; (vi) la possibilité de les produire en quantité abondante et de
les maintenir stable lors de la formulation du bioherbicide (Trognitz et al., 2016).

Les pratiques culturales influencent la composition du microbiote des adventices et
notamment le microbiote tellurique, ainsi que leurs effets sur la persistance des adventices
(plantes et stock semencier) (Boyetchko, 1996 ; Davis et al., 2006 ; Ullrich et al., 2011 ; Lou
et al., 2016 ; Nichols et al., 2015 ; Verdu et Mas, 2015 ; Smith et al., 2016). Malgré cette
variabilité, la recherche et lisolement de microorganismes susceptibles d'affecter le
développement d’adventices sont généralement effectués a partir de plantes adventices
présentant des symptéomes (au niveau des feuilles, tige, inflorescences, rhizome ou racines)
(Kremer, 1998 ; Mothlag, 2011(a) ; Berner et al., 2015 ; Harding et Razaida, 2015), mais
également a partir du stock semencier et du sol dans lequel se trouvent ces plantes (Meyer

et al., 2014 ; Trognitz et al., 2016).
11.3. Les bactéries et les virus

Dans le domaine des bioherbicides, les bactéries ont fait I'objet de recherches en
matiére de screening, d’études du spectre d’action, d’extraction de métabolites, et de
formulation de produits et mélanges destinés au marché. En général, les bactéries sont
capables de se développer beaucoup plus rapidement que les champignons, ce qui rend
leur production plus facile et plus rapide que celle des champignhons (Charudattan, 2001).
Les deux espéces les plus étudiées sont Pseudomonas fluorescens et Xanthomonas



campestris pour lesquelles nombre de souches prometteuses ont été identifiées (Kremer,
1998 ; Harding et Razaida, 2015 ; Trognitz et al., 2016). Au sein de I'espéce P. fluorescens
par exemple, trois souches produisent des métabolites impliqués dans une action inhibitrice
sur la germination et/ou la croissance d’adventices (Banowetz et al., 2008 ; Harding et
Razaida, 2015). Au sein de I'espéce X. campestris, une seule souche est actuellement
enregistrée en tant que bioherbicide, et une deuxiéeme est étudiée en tant que candidat
potentiel. Cependant, bien que les mécanismes d'infection des adventices par ces souches
de X. campestris n'aient pas été clairement caractériseés, il est supposé que des métabolites
phytotoxiques soient impliqués (Harding et Razaida, 2015).

L'usage des virus en tant que bioherbicide a déja fait I'objet de plusieurs études
(Kazinczi et al., 2006 ; Ferell et al., 2008). Cependant les virus semblent inappropriés pour
les usages inondatifs en raison de leur forte variabilité génétique et du manque de spécificité
des souches actuellement testées. Toutefois, leurs mécanismes d’infection different
grandement des bactéries et des champignons et sont beaucoup moins influencés par les
pratiques culturales, c’est pourquoi les virus font encore l'objet de recherches pour le
biocontréle des adventices (Harding et Razaida, 2015). La majorité de ces virus sont des
souches dérivées du virus de la mosaique du tabac.

I1.4. Les champignons et la lutte contre les adventices

Avec les bactéries, les champignons constituent la majeure partie des recherches et
études pour les bioherbicides (Charudattan, 2001 ; Trognitz et al., 2016). La méthode la plus
couramment employée en matiére de screening est l'isolement de champignons a partir de
plantes infectées. Les champignons rassemblent le plus grand nombre de candidats
phytopathogéenes (Charudattan, 2001 ; Harding et Razaida, 2015 ; Trognitz et al., 2016) et
recouvrent un vaste nombre d'especes et de formes spéciales (Te Beest et al.,, 1992 ;
Charudattan, 2001 ; Harding et Razaida ; 2015). Pour en citer quelques-uns, les genres
Phoma et Colletotrichum (les deux genres les plus étudiés), ainsi que Fusarium, Puccinia,
Phomopsis, Alternaria, Phytophthora, Sclerotinia, Epicoccum et Cladosporium font partie des
genres auxquels appartiennent ces candidats. Toutefois, ces champignons ne sont pas
toujours spécifiques a lI'espece adventice a partir de laquelle ils ont été isolés et peuvent
avoir un spectre d’'action beaucoup plus large, c’est notamment le cas des parasites
facultatifs (Charudattan, 2001).

Parmi les champignhons qui présentent un intérét en tant que bioherbicide, certains
sont capables d’exercer une action systémique et d’autres une action locale. Leurs
mécanismes d’infection sont essentiellement associés au parasitisme, a la libération de
molécules phytotoxiques (Evidente et al., 1998 ; Cristofaro et al.,, 2011) ou a une
combinaison des deux. Toutefois, I'efficacité des champignons peut étre variable en fonction
du stade de développement de la plante. Par exemple, sur I'amarante réfléchie (Amaranthus
retroflexus), le champignon Alternaria alternata a généré des taux de mortalité proche de
100% sur les stades a deux et quatre feuilles alors le stade cotylédons et les stades
supérieurs a huit feuilles ont eu des taux de mortalité compris entre 20 et 60% (Ghorbani et
al., 2000). De méme, le type d’infection des champignons pathogénes peut différer selon le
stade de développement et/ou la partie de la plante qu'ils infectent. Le champignon Puccinia
punctiformis (Str.) Rohl a une action locale sur les feuilles de chardon des champs (Cirsium
arvense) lorsque la plante est développée, mais il peut également avoir une action



systémique s'il infecte les jeunes plantules ou les méristemes racinaires (Wandeler et al.,
2008 ; Cripps et al., 2009).

Au cours des trente dernieres années, des bioherbicides a base de champignons
pathogenes ont été également formulés, développés et testés au champ (Charudattan,
2001). Aujourd’hui, plusieurs d’entre eux sont catalogués en tant que produit de biocontréle
et la plupart sont congcus sur la base d'un seul champignhon phytopathogene moyennant
l'ajout d’additifs tels que des surfactants ou des polymeres hydrophiles (Charuddattan,
2001 ; Harding et Razaida, 2015). Toutefois, le nombre d’especes adventices qui ont fait
I'objet de recherches sur les champignons phytopathogene est trés restreint et se cantonne
principalement aux espéces ou aux familles les plus problématiques selon les régions du
globe (Muller-Schéarer et al., 2000 ; Charudattan, 2001 ; Harding et Razaida, 2015).

Les recherches et les essais effectués avec les champignons pathogenes aux
adventices se sont principalement focalisés sur les effets générés au niveau des plantules et
des plantes développées (Te Beest et al., 1992 ; Charudattan, 2001 ; Harding et Razaida,
2015). Les effets générés au niveau des semences adventices sont souvent mentionnés a
titre complémentaire et font rarement I'objet d’'une étude a part entiére. De plus, a l'instar des
plantes développées et des plantules, les semences adventices enterrées sont moins
utilisées pour la recherche de champignons pathogenes.

lll.  Microorganismes fongiques telluriques et biocontréle du stock semencier adventice

lll.1. L'usage des champignons sur les semences adventices

Le stock semencier représente une composante importante de la présence des
adventices dans une parcelle (Kremer, 1998 ; Imbert, 2002 ; Ullrich et al., 2011). Aujourd’hui,
la recherche de microorganismes capables de réduire la persistance ou la taille du stock
semencier suscite un intérét grandissant dans le biocontrdle des adventices. Cependant, la
grande majorité des champignons testés sur semences adventices ont été isolés a partir de
plantes et plantules symptomatiques, et trés peu a partir des semences qui se trouvent dans
le sol (Muller-Stover et al., 2016).

Actuellement, de nombreux tests de pathogénicité in vitro ont été effectués sur des
semences adventices avec des champignons isolés a partir d'organes foliaires et racinaires.
Par exemple, Curvularia lunata est capable de réduire de 30% le taux de germination
d’Echinochloa crus-galli alors gu’il a été isolé a partir de feuilles symptomatiques (Mothlag,
2011(b)). En plus d’avoir une action anti-germination, ces champignons pathogénes obtenus
a partir de plantes entiéres sont souvent capables d'infecter les adventices a différents
stades de développement. En parasitant les semences et générant d'importantes nécroses
foliaires, Aspergillus alliaceus est capable d’infecter la plante et les semences d’Orobanche
cernua quels que soient leur stade de développement (Aybecke et al., 2014). Toutefois,
aucun produit a base de champignons n’a encore été développé pour un usage spécifique
sur le stock semencier.

Tout comme les organes végétatifs souterrains, le stock semencier est en contact
direct avec les microorganismes du sol. L’environnement immédiat des semences est appelé
spermosphére, il correspond le plus souvent au millimétre de sol qui entoure les semences.



L'ensemble des microorganismes qui se trouvent a l'intérieur (les endophytes), a la surface
des semences et ceux qui sont situés dans la spermosphére constitue le microbiote de ces
semences (Muller-Stover et al.,, 2016). Or, tout comme le microbiote des plantes
développées, le microbiote des semences est également susceptible de contenir des
microorganismes pathogénes. Notre étude étant focalisée sur les champignons, nous
qualifierons de « champignons associés aux semences » les champignons du microbiote
des semences et ce, quelle que soit I'action gu'’ils y exercent.

l1l.2.Les champignons associés aux semences adventices

Les champignons associés au stock semencier adventice ont principalement deux
origines : le sol (« soil-borne fungi ») et la semence lorsqu’elle était encore rattachée a la
plante-mére (« seed-borne fungi »). Le sol est a l'origine de la majorité des champignons
situés a la surface des semences et dans la spermosphére. Il rassemble a la fois des
champignons ubiquistes (les genres Fusarium, Trichoderma, Penicillium, Aspergillus,
Rhizopus et Cladosporium) et des champignons dits « spécifiques » présents au niveau des
semences d'une espéce adventice donnée (Wagner et Mitschunas, 2008). L'origine et la
diversité de ces champignons est étroitement liée a I'histoire du sol qui les contient (Davis et
al., 2006). Malgré la connaissance des facteurs susceptibles d’influencer la composition
microbienne du sol, il est difficile de savoir lesquels ont favorisé la présence de tel ou tels
champignons associés au stock semencier adventice. La spécificité de certains
microorganismes a s’associer a une espece adventice donnée a été remarquée a de
multiples reprises (Kremer, 1998 ; Wagner et Mitschunas, 2008), mais les processus de
sélection sous-jacents demeurent encore inconnus (Agler et al., 2016). Il a toutefois été
remarqué que les exsudats libérés par les semences et les racines pouvaient attirer ou
repousser certains microorganismes par chimiotactisme, ce qui expliquerait leur présence ou
leur absence (Kremer, 1998 ; Dalling et al., 2011).

La majorité des champignons endophytes associés au stock semencier proviennent
des semences adventices avant que celles-ci n‘aient été disséminées. Lors de la
dissémination, les endophytes restent conservés a l'intérieur des semences et peuvent étre
transmis a la plantule émergente pendant la germination (Halloin, 1986). La plupart des
champignons endophytes sont originaires de la plante-mere qui les a transmis aux embryons
des futures semences pendant que celles-ci se formaient (Halloin, 1986). Certains
endophytes peuvent également provenir des grains de pollen et sont transmis a la future
semence durant la fécondation (Halloin, 1986 ; Trognitz et al., 2016). Enfin, des cas de
symbiose chez quelques especes herbacées ont aussi été reportés (Trognitz et al., 2016).

La composition du microbiote du stock semencier d’une adventice donnée dépend de
plusieurs facteurs tels que le type de sol, le climat, les caractéristiques de la plante (espéce,
génotype) et toute autre intervention anthropique appliquée sur le sol (Davis et al., 2006 ;
Ullrich et al., 2011). Le développement de nouvelles technologies de séquencage a
grandement contribué a l'étude des communautés microbiennes qui composent ce
microbiote. Toutefois, la diversité, la complexité et les multiples facteurs influencant le
microbiote tellurique rendent difficile la compréhension des mécanismes d’interactions entre
les semences et leurs microorganismes associé€s. Le microbiote tellurique exerce cependant
une forte influence sur la plante en général et peut avoir des impacts aussi bien positifs que
négatifs sur son état de santé, sa croissance, le développement de ses organes, sa
compétitivité, et sa résistance aux stress, aux maladies et aux substances allochimiques



(Trognitz et al., 2016). Il en va de méme pour le stock semencier (Kremer, 1993 ; Davis et
al., 2006 ; Chee-Sanford et al., 2006 ; Dalling et al., 2011 ; Muller-Stéver et al., 2016).

111.3. Intérét de ces champignons dans le biocontréle du stock semencier adventice

Plusieurs expérimentations en conditions contr6lées ont permis d'observer les effets
générés par I'absence de champignons telluriques sur des semences adventices enterrées
(Blaney et Konaten, 2001 ; Wagner et Mitschunas, 2008). Dans ces expérimentations, le
plus souvent, des traitements fongicides ont été appliqués sur les semences adventices
utilisées afin de simuler I'absence de champignons tandis que les témoins n’'avaient subi
aucun traitement fongicide. Wagner et Mitschunas (2008) ont rassemblé I'ensemble des
résultats de ces études afin d’analyser I'évolution du nombre de semences germées, viables
et mortes au cours du temps en fonction de la présence et de I'absence de champignons. Il a
été montré que l'absence de champignons permet de maintenir une proportion plus
importante en semences viables jusqu’a ce que celles-ci germent ou meurent, ce qui a mis
en évidence que les champignons associés aux semences adventices ont tendance a avoir
un effet négatif sur leur viabilité et leurs capacités a germer. Toutefois, ces études n’ont été
restreintes qu’a quelques adventices et se sont limitées aux champignons qui se situent a la
surface des semences et dans la spermosphére. De plus, elles n'ont pas permis de
comprendre les mécanismes responsables de leurs effets sur les semences adventices.

A Tlinverse, dautres études se sont focalisées sur les semences adventices
contenues dans des sols qualifiés de suppressifs, c’est-a-dire des sols dans lesquels les
plantes adventices ont localement du mal a s'installer et/ou présentent des symptémes de
maladies. Par exemple, les fontes des semis observées chez brome des toits (Bromus
tectorum) ont permis [lisolement et I'étude des effets pathogénes de Pyrenophora
seminiperda et d’'un Fusarium sur les semences (Baughman et Meyer, 2013 ; Meyer et al.,
2014). Ces études ont ainsi contribué a découvrir un ensemble de champignons capables
d’exercer des actions pathogenes pré-émergence et post-émergence sur les semences
adventices (Kremer, 1993 ; Blaney et Konaten, 2001 ; Wagner et Mitschunas, 2008, Mohler
et al., 2012). Toutefois, ces effets pathogénes sont rarement di a l'action d'un seul
champignon et d’autres microorganismes peuvent également étre impliqués (Kremer, 1998 ;
Chee-Sanford, 2006 ; Mller-Stover et al., 2016). D’'autre part, les champignons endophytes
associés a certaines adventices herbacées contribuent a favoriser leur implantation (Trognitz
et al., 2016), cependant le r6le exact des champignons endophytes transmis de la plante-
meére aux semences reste généralement inconnu. En revanche deux cas de détériorations
de semences adventices par des champignons du genre Fusarium ont été étudiés in vitro
(Muller-Stover et al., 2009 ; Franke et al, 2014). En général, ces champignons proviennent
du sol et peuvent étre des parasites obligatoires ou facultatifs, ou des saprophytes (Harman,
1983 ; Halloin, 1986 ; Chee-Sanford, 2008). Lorsque les conditions leur sont favorables, ces
champignons sont capables de s’attaquer directement aux semences et d’en coloniser
lintérieur (tégument interne, embryon et/ou albumen), ce qui les confond parfois aux
endophytes (Muller-Stéver et al., 2009 ; Chee-Sanford et al., 2008 ; Franke et al., 2014). En
ce qui concerne les champignons de la spermosphére et les champignons épiphytes, des
effets réducteurs sur la viabilité des semences, des actions anti-germinations et des effets
fonte des semis ont été reportés (Kremer, 1993 ; Blaney et Konaten, 2001 ; Wagner et
Mitschunas, 2008). Cependant, les mécanismes d’action demeurent trés souvent inconnus
(Kremer, 1993 ; Miller-Stover et al, 2016), mais les pistes de recherches les plus courantes
s’intéressent en particulier aux enzymes et exsudats libérés par ces champignons afin de
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découvrir s'ils possédent une éventuelle phytotoxicité ou action pathogene sur les semences
(Ahmed et al., 2001 ; Cristofaro et al., 2011 ; Cimmino et al., 2013).

Les champignons tellurigues associés au stock semencier adventices présentent un
potentiel intérét pour le biocontréle des adventices dans la mesure ou quelques candidats
pathogenes a ces semences ont été découverts malgré le peu d’études réalisées. De plus,
certains champignons se sont avérés tres prometteurs pour un possible usage en tant que
bioherbicide. Cependant, les contraintes méthodologiques et techniques limitent
considérablement les études visant a déterminer la véritable contribution des champignons
du sol dans la réduction de la taille et de la persistance du stock semencier (Wagner et
Mitschunas, 2008 ; Miller-Stéver et al., 2016). D’autre part, comparés aux recherches
effectuées sur des champignons associés aux plantes entieres ou aux plantules, peu
d’études se sont véritablement focalisées sur la recherche de champignons telluriques
associés aux semences et capables d'exercer une action pathogéne sur ces semences
(Evans, 2013).

IV.  Problématique et démarche

IV.1. Problématique de I'étude

L'objectif de notre étude est de mettre en évidence la présence de candidats
fongiques a action bioherbicide au sein du microbiote du stock semencier d'adventices en
ciblant notre étude sur deux espéces adventices majeures : l'amarante réfléchie
(Amaranthus retroflexus) et la moutarde des champs (Sinapis arvensis). Deux types d’effets
pathogenes seront abordés: les effets pré-émergence via le taux d’émergence des plantules,
et les effets post-émergence via I'état de santé des plantules.

IvV.2. Démarche proposée

L’objectif est d’identifier des candidats fongiques a action bioherbicide au moyen d'un
screening réalisé sur un ensemble de champignons associés aux semences d’A. retroflexus
et de S. arvensis. Sur le modéle de Meyer et al. (2014), une prospection sur deux parcelles
aura lieu afin de se procurer des échantillons de sol contenant les semences adventices des
deux adventices étudiées. Aprés extraction, sur le modéle de Meyer et al. (2014) et d’'Ismael
(2010), la moitié de ces semences seront désinfectées en surface pour isoler les
champignons endophytes et l'autre moitié sera laissée telle quelle pour isoler les
champignons de la spermosphére. Le pouvoir pathogéne des différents isolats fongiques
sera testé en faisant germer des semences adventices issues de collection dans un substrat
préalablement inoculé avec les différents champignons isolés. Les semences déposees
dans les substrats inoculés seront laissées dans un compartiment a I'obscurité, puis
transférées vers un autre compartiment avec une photopériode. L'émergence des semences
sera notée avant le transfert vers le compartiment avec photopériode puis a la fin de la
manipulation. Enfin, les effets des microorganismes sur les plantules seront observés.



Matériels et méthodes
Matériel végétal

Les deux especes adventices A. retroflexus et S. arvensis ont été retenues a la suite
d'une prospection appliguée en amont sur plusieurs parcelles (blé, colza, cassis et
moutarde) de la commune de Fénay située au Sud de Dijon en Céte-d’Or. L'objectif de cette
prospection était d’observer le contenu de leur stock semencier afin de retenir les espéeces
adventices a étudier et les parcelles a échantillonner (Annexe 1). Les deux adventices font
partie des especes trouvées plus abondantes. De plus, les lots de semences issues de
collections qui ont été testés nous ont permis choisir A. retroflexus et S. arvensis car leurs
semences sont faciles a faire germer (Tableau 1). Ces lots ont été ensuite utilisés pour
réaliser le test de pathogénicité des différents champignons qui auront été isolés.

I.1. Amaranthus retroflexus

L'amarante réfléchie est une plante annuelle herbacée de la famille des
Amaranthacées (Figure 1). Elle est reconnue comme espéce nuisible et problématique sur
plusieurs de cultures d’été, dans de nombreux pays et sur plusieurs continents (Rosskopf,
1997 ; [7]). En effet, cette plante est capable de produire une quantité abondante de graines
(supérieure a 10000 semences par plante), et de croitre rapidement dans des conditions
favorables [7]. A. retroflexus fait partie des espéces adventices dont la dissémination
s'effectue principalement par gravité sans l'intervention de facteurs biotiques et abiotiques (a
I'exception de I'anthropochorie), on parle de barochorie (Benvenuti, 2007).

Actuellement, cette espece a déja fait I'objet de plusieurs recherches de
microorganismes pathogénes pour un usage en tant que bioherbicide. Parmi les
champignons, on compte entre autres: Phomopsis amaranthicola (Rosskopf, 1997),
Alternaria alternata (Ghorbani et al., 2000) ; Trematophoma lignicola Petrak (Lawrie et al.,
2001) ; Albugo amaranthi (Spring et al., 2005) ; Aposphaeria amaranthi (Mintz et al., 1992) ;
Fusarium oxysporum (Schlechtendahl) (Boari et al., 2003) ; Microsphaeropsis amaranthi
(Moran et al.,, 2007). Ces champignons ont tous été isolés a partir de plantes
symptomatiques, mais leurs effets n'ont été observés que sur les plantules et les plantes
développées. De plus, aucune étude n'a porté spécifiquement sur les champignons associés
aux semences d’A. retroflexus.

I.2. Sinapis arvensis

La moutarde des champs est une plante annuelle herbacée de la famille des
Brassicacées (Figure 2). Elle est reconnue comme espéce adventice nuisible dans certaines
cultures [8]. Comme A. retroflexus, elle est capable de produire une quantité de semences
importantes (entre 500 et 5000 semences par plante), mais elle est surtout dotée d'un
important systéme racinaire et d'une croissance rapide qui lui permettent d’exercer une forte
compétition sur la culture. Son mode de dissémination est également la barochorie
(Benvenuti, 2007). Actuellement, aucune étude ne s’est intéressée aux microorganismes
associés a cette plante pour un potentiel usage en tant que bioherbicide.
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Tableau 1 Description des lots de semences adventices issues de collection

Espéce adventice concernée

Amaranthus retroflexus Sinapis arvensis
par le lot
INRA — Centre Dijon Herbiseed
Organisme collecteur 17 Rue Sully 21000 Dijon W End, Reading RG10 ONJ,
France Royaume-Uni
Jardin Quetigny D
Lieu d’obtention 21800 Quetigny Non-communique

France Royaume-Uni

Collecte manuelle sur plantes

Mode d’obtention . .
développées

Non-communiqué

Date d’obtention 22/09/2005 2006

Espéce adventice

Sinapis arvensis

Photographie de la plante
entiére

Sources :

- Wikipédia (pour A.
retroflexus)

- Tela Botanica,
Catherine Mahyeux,
29/04/2010 (pour S.
arvensis)

Photographie des
semences extraites du sol

Source :
Harada Liu-Ji, 02/05/2016
(pour les deux plantes)

Figure 1 Plantes et des semences d’A. retroflexus et S. arvensis.

Collecte des échantillons de sol et extraction des semences adventices

L'objectif de cette étape était d’extraire un nombre suffisant de semences d’adventice
contenues dans le sol tout en cherchant a préserver au maximum les microorganismes
fongiques associés a ces semences. Deux parcelles de blé situées aux environs de Dijon
dans la commune de Fénay ont été choisies pour I'échantillonnage de sol, elles ont été
notées P1 et P2 par la suite (Tableau 2, Figure 2). P1 a été sélectionnée pour étudier
'amarante réfléchie (Amaranthus retroflexus) et P2 pour la moutarde des champs (Sinapis
arvensis). Comme pour le choix des deux especes adventices, le choix des parcelles a été
effectué a la suite de la prospection appliquée en amont sur plusieurs parcelles a Fénay.

Trois paires de prélevement de sol ont été collectées sur chacune des parcelles
(Figure 3). Une paire correspond a deux prélevements proches de 1m, distance qui a été
choisie afin d’éviter de prélever dans le rayon de dissémination d’'une méme plante
adventice. Nous avons estimé ce rayon a un metre car la dissémination des semences d’A.
retroflexus et de S. arvensis se fait majoritairement par barochorie (Benvenuti, 2007), et la
hauteur et le diametre apparent des plantes développées dépasse rarement un meétre [7] [8].

11




Les paires d’échantillons ont été réparties sur I'ensemble des zones de chaque parcelle qui
contenaient une quantité abondante de semences (Figure 3, Annexe |). Les échantillons de
sols ont été collectés a I'aide d'une tariere de 5cm de diamétre en prélevant les 10 premiers
centimetres de sol, puis conservés dans des sacs plastiques étanches.

Tableau 2 Localisation et informations sur les deux parcelles choisies

Nom P1 P2

. 47°14'41.3"N 47°13'25.6"N
Coordonnées GPS 503'13.6'E 503'1L5"E
Commune 21600 Fénay, France 21600 Fénay, France
Principales espéces Amaranthus retroflexus, Fallopia | Sinapis arvensis
adventices présentes convolvulus, Picris chioides, Viola tricolor

dans le stock semencier | Gallium aparine, Stellaria media | Avena fatua

Source : Harada Liu-Ji, Fénay, 17/05/2016

Figure 2 Photographie des deux parcelles de blé ou ont été effectués les prélevements. (A) Parcelle
P1 vue depuis le Sud ; (B) Parcelle P2 vue depuis I'Est

Figure 3 Répartition des paires d’échantillons (rectangles bleus numérotés) sur les parcelles P1
(A) et P2 (B). Images obtenues avec Géoportail le 31/08/2016.

Les échantillons de sol ont été tamisés a I'eau courante avec deux tamis de mailles
différentes : 5mm et 400um (Ter Heerd et al., 1996 ; Annexe Il). Le sol tamisé a été ensuite
maintenu humide en I'emballant avec une toile en nylon humidifiée, le tout stocké dans une
boite de Petri en plastique afin de préserver les microorganismes. Les semences d’amarante
et de moutarde ont été respectivement extraites des échantillons de sol tamisés issus de P1
et de P2. Elles ont ensuite été déposées dans des boites de Petri en verre sur un papier
Whatman humidifié, puis stockées en chambre froide a 4.

12




Isolement des champighons associés aux semences

L'objectif de cette étape était d’isoler sur milieu de culture un maximum de
microorganismes fongiques associés aux semences d'adventices extraites. Nous avons
cherché a obtenir séparément les champignons issus de la spermosphere et les
champignons endophytes. Pour cela, les semences extraites des échantillons tamisés ont
été divisées en deux lots équilibrés correspondant chacun a une modalité (Figure 4). L'un
des lots correspondait a celui dont les semences étaient laissées telles quelles afin d’isoler
les champignons situés dans la spermosphere. L'autre lot correspondait a celui dont les
semences allaient étre désinfectées en surface puis blessées pour permettre I'isolement des
champignons endophytes (Ganley et Newcombe, 2006). Les lots issus des échantillons
appariés ont été regroupés afin d’avoir un nombre suffisant de semences pour chaque
modalité traitée. Ainsi, pour chaque espéce adventice, on disposait de six lots de semences
dont trois lots désinfectés et blessés notés « D+B», et trois lots non-désinfectés notées
« ND » (Figure 4).

Source : Harada Liu-Ji
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de sol extraction et semences en deux lots chaque lot des colonies prélevée(s) et
appariés regroupement - ND : non-désinfectées mises dans des fongiques dans isalee(s)
contenant les des semences et non-blessées boites carrées chaque hoite séparéement
semences adventices - D+B : désinfectées au (12x12cm) dans des boites
adventices recherchées NaClO ou & H202 et avec Malt-Acid de Petri avec
recherchées blessées antibiotic et Malt-Acid
PCNB antibiotic

Figure 4 Récapitulatif de I'étape d’'isolement des champignons associés aux semences adventices

Les semences des lots D+B ont été désinfectées par trempage dans une solution de
peroxyde d’hydrogéne (H,O,) a 10%(v/v) pour la moutarde et dans une solution
d’hypochlorite de sodium (NaOCI) a 2%(v/v) pour I'amarante, le tout sous agitation pendant
20min (Oyebaniji et al., 2009 ; Barampuran et al., 2014). Aprés désinfection, les semences
ont été rincées par un trempage de 5 min dans de I'eau stérile, séchées a l'aide de papier
absorbant, puis percée avec une aiguille. Les semences de chaque lot ont été déposées
dans des boites de Petri en plastique de 12x12cm contenant du malt-acid antibiotic (MAA :
Malt 10g, gélose 15g, eau osmosée 1L, puis aprés autoclavage 20’ a 120<C, addition d’acide
citrique 250mg, de chlortetracycline 50mg/L, et de streptomycine 100mg/L) avec du
pentachloronitrobenzéne (PCNB, 1g/L) (Figure 4). L’'ajout de PCNB au MAA permet de
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limiter le développement des mucorales, champignons opportunistes a développement
rapide et qui n‘ont pas d’action pathogene spécifique sur les semences. Dés qu'un
champignon commencait & se développer, celui-ci était repiqué individuellement dans une
boite de Petri contenant du MAA. Plusieurs repiquages successifs d'un méme champignon
pouvaient avoir lieu lorsqu’il y avait contamination ou présence de deux champignons
différents dans une méme boite et ce, afin de s’assurer de la pureté de chaque champignon
isolé. Une fois qu'il était suffisamment développé sur MAA, chaque isolat fongique a été
ensuite repiqué sur Potato Dextrose Agar (PDA, 39g/L).

IV.  Morphotypage et sélection des champignons a tester

Compte tenu du nombre important d'isolats, nous avons choisi d'optimiser la
réalisation du test de pathogénicité en effectuant au préalable une classification par
morphotype de ces isolats. Cette classification a permis de regrouper les différents isolats
obtenus chez les deux espéces adventices sur la base de plusieurs criteres morphologiques
observables a I'ceil nu et au microscope optique sur PDA et MAA (Tableau 3). Cependant, la
classification n’a pas pris en compte l'origine des champignons isolés, c’est-a-dire le numéro
d’échantillon de sol et la modalité de désinfection des semences adventices. Ainsi, un
morphotype pouvait regrouper un seul ou plusieurs isolats, et un morphotype pouvait étre
présent chez les deux espéces adventices ou chez une seule. La nomenclature de chaque
morphotype était basée sur la ou les deux premiere(s) lettre(s) de la couleur dominante
observée sur PDA. Un numéro était également attribué a chaque morphotype ayant la méme
couleur dominante sur milieu PDA.

Tableau 3 Liste des critéres de description des morphotypes (MAA : malt-acid antibiotic ;
PDA : Potato Dextrose Agar)

- Couleur(s) dominante(s) du mycélium et des
1) Observation a I'ceil nu sur fructifications s’il y en a
PDA 7 jours apres Vitesse de croissance
repiquage Epaisseur de lisolat
Aspect / texture
2) Observation au microscope Genre ou espece fongique supposé a partir
optique sur PDA des caractéristiques des hyphes et des spores
3) Observation a I'ceil nu sur Couleur(s) dominante(s) du mycélium et des
MAA 7 jours aprés fructifications s’il y en a
isolement Vitesse de croissance
4) Observation a I'ceil nu sur Coul'e'ur(s_) dorr]'lnante(s) du myceélium et des
. . fructifications s’il y en a
MAA 14 jours apres . -
) Epaisseur de lisolat
isolement
Aspect / texture

La sélection des isolats pour le test de pathogénicité a été réalisée de fagon a ce que
la totalité des morphotypes soit testée et que les champignons choisis soient représentatifs
de la diversité des origines tout en évitant des redondances. Lorsqu'un seul isolat
appartenait a un morphotype, celui-ci était systématiquement sélectionné. Sinon, pour
chaque autre critére d’origine (espéce adventice, numéro d’échantillon de sol, et modalité de
désinfection des semences), la moitié des isolats était sélectionnée pour le test de
pathogénicité.
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V.

Tests de pathogénicité

Les isolats sélectionnés ont été testés sur des semences issues de collections de la
méme espéce adventice (Tableau 1). Contrairement a beaucoup d'autres tests de
pathogénicité sur semences adventices, il a été choisi d'utiliser un substrat qu’on inoculerait
avec les différents isolats a tester et dans lequel les semences adventices seraient placées.

Apres plusieurs tests, c’est un terreau qui a été sélectionné.
V.1.Inoculation du substrat

Le terreau a été tamisé deux fois successivement avec un tamis de 5mm puis un
tamis de 3 mm de mailles afin d’obtenir un substrat suffisamment fin. Des boites de Petri en
verre de 10cm de diamétre ont été remplies avec 12g de terreau et ce, a raison de cinq
boites par isolat a tester. Les boites ont été autoclavées a 121C pendant 40min afin de
s'assurer de la stérilité du substrat, puis laissées reposer pendant au moins trois jours pour
permettre le dégagement de méthane et autres gaz produits lors de I'autoclavage.

Pour chaque isolat a tester et cultivé sur PDA, un morceau de milieu colonisé par du
mycélium a été déposé dans cing boites constituant les répétitions (Figures 5, Annexe III).
Vingt boites de substrat ont également été utilisées pour les témoins de I'amarante et de la
moutarde parmi lesquelles dix ont eu un morceau de milieu PDA. Les boites ont ensuite été
transférées dans une étuve a 25T, et incubées pendant sept jours. Les boites pour
lesquelles le développement fongique était trop faible étaient incubées sur une plus longue
durée, période durant laquelle une surveillance et une humidification réguliére du substrat
inoculé était effectuées.

Source : Harada Liu-Ji

Inaculation 7 jours (ou plus)
d'incubation a
l'obscurite et a
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Isolat fongique Substrat stérile Substrat colonise
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Semences d'adventice = = O

& 45 o

désinfectées -
p_ﬁ Semences
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IE}J é couvertes par
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Semences

prétes a germer

Figure 5 Démarche appliquée pour le test de pathogénicité des champignons
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V.2. Dépbt des semences adventices

Les deux lots de semences d’A. retroflexus et de S. arvensis issues de collections ont
été utilisés (Tableau 3). Afin de faciliter la levée de leur dormance, les semences de
S.arvensis ont été mises a stratifier en les stockant a 4C sur un papier absorbant humidifié
sept jours avant leur désinfection. Les semences des deux adventices ont été désinfectées
par trempage dans une solution d’'H,O, a 10% (v/v) pendant 20 min, puis rincées par un
trempage de 5min dans de I'eau stérile. Cinquante semences désinfectées ont été déposées
par boites de Petri en verre sur un papier germination stérilisé et humidifié a I'eau stérile. Les
substrats inoculés sont ensuite ajoutés pour recouvrir ces semences (Figure 5, Annexe V).

V.3. Suivi des semences et des plantules

Les boites de Petri ont ensuite été transférées dans des modules de germination et
incubées a 20T a l'obscurité pendant sept jours. Une humidification du substrat était
appliquée par arrosage avec des seringues de 10mL jetables et de I'eau stérile apres 3-4
jours d'incubation afin d'éviter le dessechement des champignons, des semences et du
substrat. Aprés sept jours d’incubation, le nombre de plantules émergentes a été compté
dans chaque boite de substrat afin d’obtenir leur taux d’émergence. Toutefois, si plus de
deux boites inoculées avec un méme isolat étaient contaminées (présence d’un champignon
différent de celui inoculé), lisolat n’était plus pris en compte et les cinq boites étaient jetées.
Les boites saines ont été ensuite transférées dans des modules de croissance, leur
couvercle 6té, et incubées a 20C avec une photopériode de 8h jour / 16h nuit. Pour des
raisons de disponibilité matérielle et d’espace, les boites transférées n'ont pu étre incubées
gue cing jours dans ces modules. Si une boite présentait un quelconque signe de
contamination, la boite était jetée.

Apres cing jours d’incubation, le nombre de plantules était a nouveau compté dans
chaque boite pour obtenir un deuxieme taux d’émergence. Les caractéristiques de la
majorité des plantules des boites témoins ont été observées et comparées aux autres boites
dans le but de déterminer quels critéres pouvaient constituer des indicateurs pertinents pour
distinguer une plantule viable d’'une plantule malade ou morte. Ainsi, pour chaque boite, le
nombre de plantules viables a été compté et le taux de survie des plantules calculé en
effectuant le rapport du nombre de plantules viables sur le nombre total de plantules.

VI.  Analyses statistiques

Les données relatives taux d’émergence et les taux de survie ont été normalisées en
effectuant une transformation angulaire [6]. Cette opération nous permet d’assurer la
normalité des données, de palier aux éventuelles hétérogénéités entre les variances, et de
pouvoir effectuer les analyses de comparaison en supposant I'hypothese d’homosédasticité
vérifiée. Avec le logiciel R et le package R-commander (« Rcmdr »), des tests de Student-t
de comparaison de moyennes ont été effectué pour tous les isolats entre les valeurs prises 7
jours et les valeurs prises 12 jours apres le dép6t des semences. Un test de Student-t a
également été réalisé entre les témoins avec et sans gélose. Ensuite, pour chaque espece
adventice, une ANOVA (analysis of variance) a un facteur a été effectuée en prenant les
données transformées en tant que variable, et les champignons testés en tant que facteur.
Un test HSD (Honestly Significant Difference) de Tukey est également effectué afin de
déterminer quels champignons présentaient des résultats d’émergence ou de survie des
plantules significativement différents du témaoin.

16



Résultats
I.  Isolement des champignons et morphotypage

Seuls les champignons qui se sont développés sur le MAA ont été isolés, les
champignons qui se développaient uniqguement sur les semences n’'ont pas été conservés
(Figure 6). Ces champignons sont supposés biotrophes obligatoires, seuls deux
champignons de ce type ont été trouvés chez S. arvensis et aucun n’'a été trouvé chez A.
retroflexus. Au total, 59 champignons ont été isolés a partir des 73 semences d’A. retroflexus
extraites des échantillons de sol, et 85 champignons a partir des 190 semences de S.
arvensis. Quelles que soit 'espece adventice et les échantillons de sol, on obtient un nombre

plus élevé de champignons a partir des semences non-désinfectées qu'a partir des
semences deésinfectées et blessées (Tableau 4).

N -
Figure 6 : Exemple d'une boite carré de 12x12cm avec malt-acid antibiotic et des semences de
S. arvensis, apres 0 jours (A) et 7 jours (B) de développement. Exemple d'un biotrophe obligatoire
sur une semence de S. arvensis (C). Source : Harada Liu-Ji, 07/06/2016 (A) ; 14/06/2016 (B et C)

Tableau 4 : Nombre de semences déposées et nombre de champignon obtenus chez A. retroflexus
et S. arvensis en fonction de la modalité de désinfection des semences et des échantillons de sol.

. - : Non-désinfectées Désinfectées et blessées
Modalité de désinfection des semences
(ND) (D+B)
Total
Numeéro de la paire d’échantillons de sol N1 N2 N3 N1 N2 N3
Nombre de semences 10 6 22 10 5 20 73
déposées 38 35
A. retroflexus
Nombre de 9 | 6 | 19 6 | 3 | 16 5
champignons isolés 34 25
Nombre de semences | 41 | 51 | 4 40 | 50 | 4 190
. : déposées 926 94
. arvensis
Nombre de 31 | 38 | 3 4 | 8 | 1 8
champignons isolés 76 13

Lors des observations au microscope, on suppose que cing genres ont été reconnus
sur 108 champignons isolés: Fusarium (le plus abondant), Trichoderma, Aspergillus,
Gliocladium et Penicillium (Tableau 5). Le genre des 36 autres champignons n’a pas pu étre
déterminé, toutefois les différentes caractéristiques sur PDA et MAA se sont avérée
suffisante pour décrire leur morphotypes. De méme, parmi les Fusarium, quelques espéeces
ont été distinguées mais sans certitude sur leur identification. Cependant, malgré I'absence
d’identifications précises sur les genres et les especes des champignons isolés, les critéres
morphologiques observés au microscope ont tout de méme été pris en compte pour la
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description des morphotypes pour éviter d'omettre un éventuel candidat pathogéne. D’autre
part, en plus du nombre de champignon isolés, la diversité des genres distingués est moins
importante chez les semences désinfectées et blessées que les semences non-désinfectées

(Tableau 6).

Tableau 5 : Nombre de champignons en fonction des genres distingués et de I'espéce adventice

Genres supposés Aspergillus | Fusarium | Gliocladium | Penicillium | Trichoderma | Non-identifiés
A. retroflexus 0 31 1 6 2 19
S. arvensis 1 45 3 8 11 17
Total 1 76 4 14 13 36

Tableau 6 : Nombre de champignons en fonction des genres distingués et des modalités de
désinfection des semences adventices

Genres supposés Aspergillus | Fusarium | Gliocladium | Penicillium | Trichoderma | Non-identifiés
Semences

désinfectées et 0 23 0 0 2 13
blessées (D+B)

Semences non-

désinfectées (ND) ! 53 4 14 11 23

Un total de 70 morphotypes a été décrit (Annexe V). 35 morphotypes concernent A.
retroflexus et 42 S. arvensis, et 7 morphotypes sont présents chez les deux espéces
adventices. Au final, 51 champignons ont été sélectionnés pour le test de pathogénicité sur
A. retroflexus, et 65 sur S. arvensis.

Résultats des tests de pathogénicité sur S. arvensis

Les taux d’émergence des semences de S. arvensis incubées avec la grande
majorité des champignons isolés varient de 50 a 60%, douze jours aprés le dépdt des
semences dans les substrats (Figure 7, Tableau 7). Les écarts-types sont relativement
élevés et possédent des valeurs proches de 10 (unités de pourcentage). Quatre
champignons ont été abandonnés a cause des contaminations survenues dans les boites de
substrat pendant la période d’incubation dans le module avec photopériode. Les tests de
Student-t ont montré que les taux d’émergences calculés a douze jours n'ont pas de
différence significative avec calculés a sept jours (p-valeur<0.05). De plus, aucune différence
significative n’a été constatée entre le témoin avec substrat seul et le témoin avec substrat et
morceau de gélose (p-valeur<0.05).

L’ANOVA effectuée a partir des données obtenues a douze jours montre qu'’il y a des
différences significatives entre les différentes valeurs de taux d’émergence (p-valeur <10°).
Cependant, le nombre important de champignons testés n’a pas permis de réaliser I'analyse
de comparaison multiple avec le test HSD de Tukey car le package R-commander
(« Remdr ») ne peut pas effectuer plus de 1000 comparaisons de moyennes deux-a-deux.
Par conséquent, les données a douze jours ont été divisées en trois séries rassemblant
chacun une vingtaine d’isolats et les deux témoins, puis le test HSD de Tukey a été effectué
sur les données de chacune de ces séries (Tableau 7). Les analyses de comparaisons
multiples montrent que sept champignons ont généré des taux d’émergence des plantules
significativement différents des témoins (Tableau 8). Suite aux classifications réalisées a
l'issue du test HSD de Tukey, on remarque également que ces champignons correspondent
a ceux qui occupent les groupes les plus éloignés de ceux des témoins (Tableau 7).
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Tableau 7 : Résultats du test de Tukey sur les résultats d’émergence des plantules de S. arvensis.
TS : Témoin avec substrat seul ; TGS : Témoin avec substrat et morceau de gélose. Les cellules de
couleur foncée correspondent aux témoins et aux isolats ayant un effet significatifs

Série 1 Série 2 Série 3

= 2 | £ . % 5 2 | £ . % 5 2 | £ . %
8 |28 58| ¢ 2% 5 8¢ 88 ¢
= v = v = v
- a 32,8 | 7,33 a 14 4,73 a 0 0
B3a ab 40 3,16 29,6 | 8,89 31,6 4.8
B2c ab 41 1,73 bc 31,6 | 7,74 bc 36,8 | 7,22
B5c ab 43,2 | 6,27 | G6 cd 45,6 | 6,37 | Vla bd 43,2 | 7,44
B5b ac 43 6,71 | B25 de 47,6 | 4,63 | Vic bde | 448 | 61,4
B2a ac 43,3 6,8 | B29 df 52,4 | 4,08 | Vlb bde | 47,2 | 5,15
B3c ac 46 1,79 | N2b df 52,4 | 5,28 | Ro4 bde 48 2,83
B10a ac 46 5,66 | Gla df 52,4 | 5,43 | Oclb | bde | 48,8 | 8,91
B9 ac 47 4,12 | Glc df 55 8,77 | Oclc | cde | 48,38 9
B10b ac 47,3 | 8,22 | G5 df 55,2 | 3,71 | V3a cde | 49,2 | 3,71
B6a ac 47,6 | 3,88 | G7 df 55,6 | 4,08 | V2b cde | 50,8 | 4,83
B20 ac 48 7,48 | B32 df 56,4 | 4,27 | Ocld | cdf 52 8,39
B7b bc 50,8 | 3,71 | B27 df 57,6 | 4,08 | Rg4 cdf 53,5 | 8,87
B23 bc 51,6 | 4,96 | N2a df 58 5,66 | Ocle df 54,8 | 5,31
B3b bc 55,6 | 3,67 | B30 df 58 6,07 | Oclf df 54,8 | 6,76
B bc 56,8 | 8,91 | B33 df 58,4 | 4,08 | V3b df 55,6 | 9,41
B bc 57,6 | 9,33 - df 58,8 | 7,96 - df 58,8 | 7,96
B bc 58 5,06 | N1 df 59,2 | 6,52 | Ocla df 58,8 | 7,33
- bc 58,8 | 7,96 | Bel df 59,3 3,4 | V2a df 60,4 4.8
B21 o 61,2 | 14,5 | N3 ef 60,8 | 3,25 | Oc6 df 60,4 | 4,08
- C 63 4,58 - ef 63 4,58 - ef 63 4,58
B26 ef 64,7 | 2,49 | N8 f 68 7,8

B28 f 62,8 | 2,99

B24 f 64,4 | 2,65
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Figure 7 : Résultats graphiques des taux d’émergence obtenus a partir des isolats testés sur S.
arvensis, 7 et 12 jours aprés dép6t des semences dans le substrat (A, B et C). TS : Témoin avec
substrat seul ; TGS : Témoin avec substrat et morceau de gélose. Les isolats rayés correspondent a
ceux qui ont été abandonnés aprés 12 jours. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types.
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Tableau 8 : Extrait des analyses de comparaisons multiples sur R avec les témoins avec (TS) et sans
gélose (TGS). Sont comparés avec les témoins (TG et TGS) les isolats fongiques ayant une
différence significative (Ro5 ; B2b ; B31; G1lb; G1d; N7 ; V1d) et l'isolat ayant le taux d’émergence
le plus bas et qui n’a pas de différence significative avec les deux témoins (B3a).

Isolats | Moyenne ) Hypothése Ho . '
testés %) Ecart-type testée Estimate | Std. Error | t-value Pr(>|t))
TS 58,8 7,96
TS-TGS == -0,04 0,053 -0,8 0,99203
TGS 63 4,58
TGS - B3a == 0,23 0,056 4,2 0,0111*
B3a 40 3,16
TS-B3a== 0,19 0,053 3,6 0,0627 .
TGS -B2b == 0,31 0,053 5,8 < 0,001 ***
B2b 32,8 7,33
TS-B2b == 0,27 0,050 53 < 0,001 ***
TGS -B31 == 0,54 0,053 10,1 < 0,001 ***
B31 14 4,73
TS-B31 == 0,5 0,050 9,9 < 0,001 ***
TGS -Glb== 0,35 0,053 6,5 < 0,001 ***
G1lb 29,6 8,89
TS-Glb == 0,31 0,050 6,1 < 0,001 ***
TGS -Gld == 0,32 0,053 6,1 < 0,001 ***
Gid 31,6 7,74
TS-Gld == 0,28 0,050 5,6 < 0,001 ***
TGS - N7 == 0,92 0,053 17,2 < 0,001 ***
N7 0 0
TS-N7 == 0,88 0,050 17,4 < 0,001 ***
TGS - R05 == 0,27 0,050 53 <0,01 ***
Ro5 36,8 7,22
TS - Ro5 == 0,23 0,048 4,7 <0,01 **
TGS -Vid == 0,32 0,053 6 < 0,001 ***
Vid 31,6 4.8
TS-Vild == 0,28 0,050 5,6 < 0,001 ***
GV ? 10cm

b . /

Figure 8 : Boites de substrat avec semences et plantules de S. arvensis aprés 12 jours d'incubation :
boites témoins avec substrat (A), boites qui présentent un résultat intermédiaire (B) et les boites du
champignon avec lequel aucune plantule n'a émergé (C). Source : Harada Liu-Ji, 30/09/2016

(A) ; 05/09/2016 (B) ; 09/09/2016 (C).
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Tableau 9 : Liste des champignons candidats possédant un effet pré-émergence.

Non-

B2b , . . Fusarium 47,2
désinfectée
Non- .

B31 désinfectée Fusarium 77
Gib _Non- Penicillium 51,5
désinfectée
G1d _Non- Penicillium 48,2
désinfectée
N7 Non- Non-identifié 100
désinfectée
Ro5 Desmfect,ee Fusarium sp. 39,7
et blessée
Vid Désinfectée Trichoderma 48,2

et blessée
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Parmi les sept champignons ayant des effets négatifs significatifs sur le taux
d’émergence des plantules (taux d’émergence moyen des deux témoins égal a 61%) : cing
d’entre eux sont capables de le réduire de 40% (taux d’émergence égal a 33 + 3,5%) ; un
autre est capable de le réduire de 75% (taux d’émergence a 14%), puis le dernier inhibe
totalement I'émergence (Figure 8C, Tableau 9). Ces champignons constituent donc des
candidats qui ont des effets pré-émergence sur les semences de S. arvensis et qui leur sont
potentiellement pathogenes. On n'observe aucune similarité entre ces champignons vis-a-vis
de leur 'origine ou de leurs criteres morphologiques. En effet, ces champignhons proviennent
tous de différentes paires d’échantillons de sol. Deux d’entre eux proviennent de semences
désinfectées et blessées et les autres proviennent de semences non-désinfectées (Tableau
11). De plus, leurs genres sont presque tous différents et ils appartiennent tous a des
morphotypes différents (sauf G1b et G1d) (Tableau 9).

Lors du premier comptage des plantules apres les sept jours d’incubation a
l'obscurité, il a été constaté que de nombreuses boites contenaient des plantules trés
étiolées, y compris celles des témoins (Figure 9A). Cependant, apres le transfert dans le
module avec photopériode et les cing jours d’incubation, les plantules témoins possédaient
des cotylédons verts, turgescents, et leur tige sont parvenue a se dresser a leur extrémité
par phototropisme malgré leur étiolement (Figure 9B).

Figure 9 : Boites du témoin avec substrat seul aprés 7 jours (A) et 12
jours (B) d’incubation. Source: Harada Liu-Ji, 26/09/2016 (A) ; 30/09/2016 (B)

Figure 10 : Exemples de boites avec substrat inoculé contenant des plantules dépéries
apres 12 jours d'incubation (A et B). Source: Harada Liu-Ji, 06/09/2016 (A) ; 09/09/2016 (B)
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Toutefois, chez 90% des champignons testés, la majorité des plantules ont tendance
a dépérir apres leur transfert dans le module avec photopériode (Figure 10). En effet, on
observe chez ces plantules des pertes de turgescence plus ou moins importantes au niveau
de la tige ainsi qu'un déploiement moins important des cotylédons. Les pertes de
turgescence font incliner les plantules vers le bas, et parfois méme jusqu'a les étaler
entierement sur le substrat (Figure 10). On constate ainsi que I'état de santé de ces
plantules est moins bon que celui des plantules témoins aprés émergence sans doute parce
que les conditions d’incubation n’étaient pas optimales. D’autre part, pour huit champignons
testés, les plantules ont été partiellement voire entierement colonisées par des champignons
(Figure 11). Toutefois, il n'est pas certain qu'il s'agisse des champignons qui ont été
inoculés.

Figure 11 : Exemples de boites avec substrat inoculé contenant des plantules dépéries et
colonisées partiellement (A et B) ou entierement (C) par le champignon aprés 12 jours
d’'incubation. Source: Harada Liu-Ji, 09/09/2016 (A) ; 12/09/2016 (B et C)

Résultats des tests de pathogénicité sur A, retroflexus

Aucun résultat n'a pu étre exploité sur A. retroflexus car les plantules témoins n’ont
pas émergé apres les sept jours d’incubation a I'obscurité et ce, a deux reprises, aussi bien
chez le témoin avec substrat et morceau de gélose que le témoin avec substrat sans
morceau de gélose. Contrairement aux tests effectués en amont, les plantules témoins
commencaient & émerger trois jours apres le transfert des boites dans le module avec
photopériode. Par conséquent, aucun champignon candidat a effet pré ou post-émergence
n'a pu étre détecté.
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Discussion
Choix des parcelles

En général, la recherche de microorganismes pathogénes aux adventices est
effectuée sur des sols suppressifs, c’est-a-dire des sols sur lesquels peu d’adventices sont
présentes. Cependant, pour les microorganismes pathogenes aux semences adventices, le
choix du lieu déchantillonnage s’avére beaucoup plus délicat dans la mesure ou il est
difficile d’orienter ce choix en se fiant uniquement aux relevés floristiques. De plus, la flore
adventice située en surface ne reflete pas le contenu du stock semencier et réciproquement.
Une autre possibilité plus directe consiste a étudier le contenu du stock semencier afin d'y
trouver directement les semences adventices, mais le choix des lieux de prospection reste
délicat car rien ne permet véritablement de I'orienter. Meyer et al. (2014) se sont surtout fiés
aux plantes symptomatiques trouvées au sein des prairies qu’ils ont étudiés pour s’intéresser
au stock semencier. Dans notre cas, nous nous sommes principalement basés sur
'abondance des espéces adventices présentes dans le stock semencier d'une dizaine de
parcelles pour sélectionner celles qui allaient faire I'objet de notre étude (Annexe I). Le choix
des dix parcelles était aléatoire, seule leur superficie devait étre comprise entre 1 et 3
hectares afin d’estimer le contenu de leur stock semencier avec un nombre suffisant
d’échantillons de sol.

Nous avons fait le choix de ne pas prospecter sur des jachéres ou des sols non-
agronomigue méme s'ils pouvaient représenter un intérét pour notre étude. En effet, ces sols
ont la particularité d’étre délaissés et représentent des zones propices a I'établissement des
adventices. lls sont donc susceptibles d’avoir une trés grande abondance en semences
adventices, ce qui maximise les chances d’isoler des microorganismes pathogénes a ces
semences (Wagner et Mitschunas, 2008). Or, sur les parcelles, les interventions
anthropigues exercent des pressions de sélection sur 'établissement et la persistance des
espéeces adventices, aussi bien les interventions mécaniques (labour et déchaumage) que
les interventions chimiques (traitements phytosanitaires). De plus, il a été remarqué a de
nombreuses reprises la forte influence des pratiques culturales sur la composition du
microbiote des adventices et le microbiote tellurique (Boyetchko, 1996 ; Davis et al., 2006 ;
Ullrich et al., 2011 ; Lou et al., 2015 ; Nichols et al., 2015 ; Verdu et Mas, 2015 ; Smith et al.,
2016). Les pressions exercées par les interventions anthropiques permettent en quelque
sorte de sélectionner les biotypes les plus résistants parmi les espéces adventices et leurs
microorganismes associes, ce qui est beaucoup moins le cas dans les jacheres et les sols
non-agronomiques. Prospecter dans des parcelles nous donne ainsi plus de chance de
trouver des semences adventices qui ont persisté malgré les méthodes de lutte employées
et ce, au détriment de leur abondance. Par conséquent, on est également susceptible
d’obtenir des microorganismes qui sont pathogéenes a ces semences adventices résistantes.
De plus, ces microorganismes sont eux-mémes issus des pressions de sélection générées
par les interventions anthropiques (notamment vis-a-vis les traitements biocides appliqués
sur le sol) (Meyer et Cookson, 2010), ce qui leur confere d'autres caractéristiques
intéressantes en plus de leur action pathogéne. Ainsi, travailler a partir de parcelles agricole
favorise I'obtention de microorganismes telluriques pathogénes a des semences adventices
résistantes et qui sont eux-mémes résistants aux interventions anthropiques, mais au
détriment de I'abondance en semences et en microorganismes pathogéenes.
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A linverse, nous avons fait le choix de ne pas chercher des microorganismes dans
des sols sur lesquels une espéece adventice donnée n’'a pas pu s'installer, c’est-a-dire la ou
aucune semence ou plante de cette espece n'a été trouvée ou recensée (Kremer, 1993).
L'absence d'une espéece adventice dans les relevés floristiques ou les échantillons de sol
d'une parcelle donnée ne garantit pas forcément que les semences de l'adventice en
qguestion aient été présentes dans les sols de cette zone et ce, méme si I'adventice est
présente dans les parcelles avoisinantes. Toutefois, il est possible que les semences
adventices d'une espéce donnée aient été disséminées sur ces sols et que les
microorganismes contenus dans ces sols les aient dégradés, ce qui expliquerait leur
absence. De plus, I'extraction des semences adventices dans les échantillons de sol tamisés
nous a permis de voir que ces échantillons contenaient parfois des débris de téguments de
semences, mais pas ou trés peu de semences entiéres. |l aurait ainsi été possible de
sélectionner les espéeces adventices et les parcelles en se fiant a la fois aux relevés
floristiques et aux parcelles contenant des débris de semences adventices. Isoler des
microorganismes a partir de ces sols aurait donc pu constituer une piste intéressante, mais
cela aurait nécessité plus de temps et un nombre d’échantillons de sol plus important pour
vérifier que la présence de ces débris de semences n’était pas due a un effet localisé. Il nous
paraissait donc plus pertinent de travailler & partir des semences adventices intactes car
elles constituent le matériau de départ pour s’intéresser aux microorganismes qui leur sont
pathogénes.

Les parcelles P1 et P2 contenaient toutes les deux du blé lorsque I'échantillonnage a
eu lieu. Les cultures contenues dans ces parcelles sont céréaliéres depuis (au moins) 2013,
avec de l'orge ou du blé. De plus, les interventions effectuées sur ces deux parcelles au
cours des années 2013 et 2014 comportent entre autres des traitements herbicides et
fongicides susceptible de contribuer a la pression de sélection mentionnée ci-dessus. De
plus, les relevés floristiques de 2013 et 2014 confirment bien la présence de S. arvensis sur
la parcelle P2, mais aucune présence d’A. retroflexus sur la parcelle P1. N'ayant pas eu
acces aux relevés de 2015, il est possible qu’A. retroflexus se soit implantée récemment sur
P1 ou que son stock semencier n'ait pas germé depuis 2013. Les deux espéces adventices
sont en effet capables de produire en abondance des semences persistantes [7] [8], et il ne
serait donc pas surprenant que les semences d'A. retroflexus qui ont été extraites des
échantillons de sol aient été produites par des plantes qui ont émergé avant 2013.

II.  Isolement et morphotypage

Le milieu de culture utilisé pour lisolement des champignons était du malt-acid
antibiotic (MAA) qui a la particularité de favoriser le développement des champignons et de
prévenir celui des bactéries grace a la présence d’antibiotiques. Cependant, I'ajout de PCNB
dans le MAA s’est avéré nécessaire car les tests sur des semences non-désinfectées ont
montré d'importants développements de mucorales. En effet, ces champignons risquaient
d’empécher ou de limiter le développement de nombreux autres champignons en raison de
leur aptitude a coloniser tres rapidement les milieux de culture et en outre, ils représentent
une source de contamination importante. Nous avons pu constater que I"ajout de PCNB
s'est montré efficace pour empécher le développement des mucorales, toutefois les
propriétés fongicides de ce produit ont probablement empéché le développement d’autres
champignons potentiellement pathogéenes (Bauske et Kirby, 1992).
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Lors de lisolement des champignons endophytes, le choix des produits de
désinfection a été effectué parmi ceux cités dans la littérature (Oyebanji et al., 2009 ;
Barampuran et al., 2014), mais également en fonction des caractéristiques des semences
adventices. L’hypochlorite de sodium (NaOCI) a 2%(v/v) semblait approprié pour les
semences d’'A. retroflexus dans la mesure ou ce produit est couramment utilisé pour les
désinfection en surface des matériaux végétaux, mais aussi parce que le tégument de
'amarante est lisse et peu susceptible de contenir des foyers dans lesquels peuvent se
réfugier les microorganismes. En revanche, le tégument des semences de S. arvensis est
beaucoup plus rugueux, s’est pourquoi le peroxyde d’hydrogéne (H.O,) a 10%(v/v) a été
utilisé pour s’assurer qu’'un maximum de microorganismes soit éliminé de la surface des
semences. Les résultats de l'isolement ont montré que moins de champignons supposés
endophytes ont été isolés a partir des semences adventices désinfectées et blessées.
Cependant, le ratio du nombre de champignons supposés endophytes sur le nombre de
semences désinfectées est nettement plus important chez A. retroflexus que chez S.
arvensis (Tableau 4). Ceci suggére que NaOCI n’est probablement pas aussi efficace que
H,0O,, et qu'un autre test avec H,O, sur les semences d’A. retroflexus pourrait le confirmer.
C'est ce constat qui hous a poussés a utiliser HO, a 10%(v/v) pour la désinfection des
semences issues de collection utilisées lors du test de pathogénicité.

Lors de I'observation des boites de 12x12cm, les semences déposées ayant permis
le développement de champignons ne possédaient qu'un seul champignon par semence
(Figure 6B et 12A), ou tres rarement deux. Cependant, des contaminations ont empéché
isolement d’'un certain nombre d'entre eux (Figure 12B). L'origine exacte de ces
contaminations reste inconnue, mais le champignon impliqué appartient au genre
Trichoderma. Ce genre de champignon est couramment présent les intérieurs de batiment,
aussi bien dans l'air qu'a la surface des objets (Sousa et al., 2014). Sur les milieux de
culture, les Trichoderma sp. sont également capables de se développer et de sporuler aussi
rapidement que les mucorales. Méme si certains Trichoderma faisaient partie des
champignons qui ont été isolés a partir des semences adventices, ceux qui étaient a I'origine
de contaminations n'ont pas été isolés. Ces derniers étaient facilement reconnaissables
dans la mesure ou leur foyer d’apparition ne provenait pas des semences déposées (Figure
12B). Les contaminations ont toutes été constatées dans les boites contenant des semences
de S. arvensis, et les champignons qui n'ont pas pu étre isolés étaient tres peu nombreux
mais il est possible que des candidats pathogénes se trouvaient parmi eux.
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Figure 12 : Exemple d'une boite de12x12cm sans contaminations (A) et avec contaminations (B)
apres 7 jours de développement. Source : Harada Liu-Ji, 27/05/2016 (A) ; 22/06/2016 (B)
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A l'origine, la classification par morphotypes avait pour but d’éviter de tester la totalité
des champignons isolés pour des raisons de faisabilité. Cette classification hous a permis de
nous rendre compte de la diversité des champignons obtenus rien qu’en se basant sur leurs
critéres morphologiques observés sur MAA et sur PDA a I'eeil nu et au microscope optique,
soit 70 morphotypes a partir des 144 champignons (Annexe V). Les observations au
microscope optique ont également contribués a distinguer quelques genres de champignons
qui font partie de ceux qui sont couramment rencontrés dans le sol : Fusarium, Trichoderma,
Aspergillus, Gliocladium et Penicillium. Cependant, cette classification n'avait pas pour but
d’identifier les différents champignons isolés mais juste de les distinguer afin de sélectionner
ceux qui allaient faire partie du test de pathogénicité. Il est donc tout & fait possible que des
champignons potentiellement pathogénes aient été mis a I'écart a I'issue de cette sélection.

lll.  Test de pathogénicité

Un substrat a été choisi comme support du test de pathogénicité et comme support
d’inoculation (Chee-Sanford, 2008 ; Miller-Stéver et al., 2009 ; Franke et al., 2014 ; et Meyer
et al., 2014). Notre objectif n'était pas de savoir si les semences adventices pouvaient
constituer une ressource nutritive pour les champignons isolés (Chee-Sanford, 2008). Nous
avons donc testé les champignons sur les semences adventices dans une situation avec des
conditions semblables a celles d’'un sol. Suite & quelques tests, un terreau a été choisi
principalement pour sa porosité et ses propriétés hydriques. L'usage du terreau nous a
assuré que les champignons inoculés disposaient d’'une source de carbone et de nutriments
alternatives aux semences adventices. De plus, la stérilisation préalable du substrat, de I'eau
d’'arrosage et des semences adventices ont également permis de nous assurer que le
champignon inoculé était le seul microorganisme fongique présent dans le terreau. La durée
d’incubation dans les modules de germination a I'obscurité a été fixée a sept jours, durée
sélectionnée en fonction des tests realisés sur les lots de semences issues de collection.
Pour des raisons de timing, cette durée était la méme pour A. retroflexus et S.arvensis, elle
correspond aux premiéres émergences des plantules d’A. retroflexus et aux deux jours qui
suivent les premieres émergences de S. arvensis. Une photopériode et une ouverture des
boites de Petri étaient donc nécessaires pour maintenir les plantules en vie. Cependant, les
contraintes dues aux disponibilités matérielles ne nous ont pas permis de conserver les
plantules au-dela de cing jours dans les modules avec photopériode. C’est pourquoi les
observations finales ont été réalisées douze jours apres le dépbt des semences dans les
substrats.

Notre étude fait du screening. Ici, seuls les effets pré/post-émergences suffisent a
sélectionner les champignons susceptibles d’avoir une action pathogene. Lorsqu’un
champignon exerce une action pathogene sur des semences adventices, les effets pré-
émergence peuvent se manifester par une dégradation partielle ou totale de ces semences,
une action anti-germination temporaire ou permanente, ou une réduction de la vigueur des
semences (Harman, 1983 ; Halloin, 1986). Afin de simplifier la caractérisation des effets pré-
émergence, nous nous sommes basés sur les valeurs des taux d’émergence des plantules
relevés apres sept jours et douze jours d’incubation. La comparaison entre les valeurs prises
a sept et douze jours permet de déceler les effets pré-émergence qui ralentissent ou inhibent
temporairement I'émergence des plantules (Mothlag, 2011(a)), et la comparaison avec les
valeurs des témoins permet de déceler les effets pré-émergence qui inhibent 'émergence
des plantules. Quant aux effets post-émergences, ils se manifestent par des fontes de semis
ou des symptémes sur les plantes développées, mais cet effet ne serait valable que pour les
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champignons endophytes responsables d’infections systémiques transmissibles par les
semences (Harman, 1983 ; Halloin, 1986 ; Wagner et Mitschunas, 2008). Etant donné que
notre durée d’incubation était limitée a douze jours, I'observation des effets post-émergence
ne pouvait qu’'étre basée sur une comparaison a I'ceil nu entre les plantules témoins et celles
des boites avec substrat inoculé.

Des contaminations sont survenues dans les boites de Petri lors de 'incubation dans
le module avec photopériode (Figure 13A). Au total, quatre champignons n’ont pas pu étre
étudiés avec S. arvensis. En comparant le contenu des boites contaminées et celles
contenant les inocula de Trichoderma, nous avons pu constater quelques similarités : des
pustules de couleur verte abondantes et visibles a la surface du substrat (Figure 13B). Ces
contaminations ont probablement une origine exogene et ont di étre favorisées par
'ouverture des boites lors de l'incubation avec photopériode.

Figure 13 : Exemple d’'une boite de substrat contaminée (A) et d’'une boite de substrat inoculé avec
un Trichoderma (B) aprés 12 jours d’incubation. Source : Harada Liu-Ji, 09/09/2016 (A) ; 05/09/2016 (B)

Chez S.arvensis, I'absence de différences significatives entre les taux d’émergences
relevés a sept jours et a douze jours montre qu'il n'y a aucun effet qui retarde I'émergence
des plantules. En revanche, I'analyse des données relevées a douze jours ont montré que
sept champignons ont des effets significatifs qui réduisent le taux d’émergence. Il serait donc
intéressant d’étudier les mécanismes d’action impliqués derrieres ces effets, d’autant plus
que l'un de ces champignons a entierement inhibé 'émergence des plantules (Tableau 9).
L'observation des semences a la loupe binoculaire et/ou au microscope a balayage
permettent de déterminer si ces champignons ont une action parasite ou non (Franke et al.,
2014). D'autre part, ces sept champignons appartiennent presque tous a des genres et des
morphotypes différents. Toutefois, si le caractere pathogene et le réle bioherbicide de ces
champignons sont avérés lors de validation de leur activités par de nouveau tests, leur
identification précise deviendra nécessaire. Cette indentification pourra étre réalisée a l'aide
d'outils moléculaires ciblant par exemple le séquencage de la région ribosomique ITS
(Internal Transcribed Spacer) qui correspond au code barre de la plupart des especes
fongiques (Schoch et al., 2012).

Initialement, le protocole prévoyait de calculer le taux de survie des plantules en se
fiant aux caractéristiques de ces plantules témoins. Compte tenu du nombre élevé de
champignons pour lesquels les plantules sont en mauvais état de santé apres émergence, il
y avait de fortes chances que ces champignons ne soient pas les seuls responsables de ces
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effets. Malgré ces observations, le taux de survie a tout de méme été calculé (Annexe VI).
Comme on s’y attendait, les taux de survie des plantules en substrat inoculé sont plus faibles
que chez les témoins et ce, pour la majorité des champignons testés. Le dépérissement
global des plantules peut donc difficilement étre associé a un caractére pathogene spécifique
des champignons inoculés mais plutét & un caractére non spécifique lié a l'absence de
contréle biologique des champignons, inoculés seuls dans le substrat. En effet, I'inoculum a
colonisé le substrat sans étre naturellement régulé par le reste de la microflore tellurique et
son développement peut avoir un effet délétere sur celui des plantules. C'est pourquoi
aucune analyse statistique n’a été realisée en raison du manque de pertinence des taux de
survie, et aucun champignon candidat a effet post-levé n’a été retenu.

De plus, le développement saprophytes surexprimé par les champignons inoculés
dans le terreau désinfecté est encore plus marqué pour huit des champignons testés. Ces
derniers ont en effet partiellement voire entierement colonisé les plantules présentes dans
les boites. Il peut s’agir de saprophytes opportunistes qui ont profité du dépérissement des
plantules pour les coloniser. Il n'est pas non plus exclu qu'il s'agisse de contaminations
externes autres qu’un Trichoderma.
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Conclusion

Notre étude s’'est basée sur le peu d'études réalisées sur les champignons
pathogenes aux semences adventices. Les expérimentations nous ont toutefois permis
d’isoler un grand nombre de champignons telluriques originaires de la spermosphére, et un
nombre plus faible de champignons endophytes. Pour chacune des deux espéces
adventices, ces champignons ont été obtenus a partir des semences contenues dans
seulement six échantillons de sol. L'étape d’isolement des champignons a révelé une
importante diversité traduite par les 70 morphotypes décrits a partir des 144 champignons
isolés. Bien qu’elle ne reflete qu'une partie du microbiote fongique associé aux semences
adventices, la diversité rencontrée a pu étre conservée malgré les aspects sélectifs des
manipulations (tamisage humide, utilisation de PCNB). De plus, les tests de pathogénicité de
ces champignons ont abouti a des résultats et des observations intéressantes pour S.
arvensis, mais les tests effectués sur A. retroflexus n’ont pas donné de résultats exploitables.
La méthodologie qui a été appliquée a notre étude pourra donc contribuer a la recherche de
champignons pathogénes aux semences d’autres espéces adventices mais, comme avec A.
retroflexus, une approche et des moyens techniques différents adaptés a I'adventice ciblée
seront probablement nécessaires afin d’obtenir des résultats exploitables.

L'analyse des résultats de S. arvensis a permis de distinguer sept champignons a
effets pré-émergence capables de réduire le taux d’émergence des plantules de 40 a 100%.
Ce résultat s'avere prometteur dans la mesure ou 65 champignons ont été testés, ce qui
signifie que presque un champignon sur neuf a montré des effets significatifs sur le taux
d’émergence des plantules de S.arvensis. De plus, les champignons testés avaient été
sélectionnés parmi les 89 isolés a partir des semences extraites des échantillons de sol. La
sélection était basée sur les différents morphotypes observés parmi ces champignons et il
est donc possible que des champignons potentiellement pathogénes aient été mis a I'écart
par inadvertance. Il faut cependant relativiser ces résultats dans la mesure ou le caractere
pathogene de ces sept candidats doit étre validé par de nouveaux tests qui permettront de
sélectionner le ou les vrais champignons dont I'activité bioherbicide est valorisable pour le
contréle du stock semencier. Parmi ces tests, la caractérisation des mécanismes d’infection
sur les semences, l'identification de leur spectre d'hétes et de leurs conditions optimales
d’action comptent parmi les pistes de recherches pouvant contribuer a I'élaboration d’un
éventuel produit bioherbicide.

Aujourd’hui, de plus en plus d’études s’intéressent a la recherche d'agents de
biocontréle contre les semences adventices. Ces derniers fournissent des moyens de lutte
alternatifs aux luttes mécaniques et chimiques qui sont couramment employées. Notre étude
s’est focalisée sur les champignons ayant des effets pré et post-émergence sur les
semences d’A. retroflexus et S. arvensis. Méme si les résultats n’ont été exploitables que sur
S. arvensis, ils soulignent bien I'intérét des champignons telluriques associés aux semences
pour la recherche de candidats pathogenes du stock semencier. Le sol est un réservoir dans
lequel siége une vaste diversité de microorganismes. Tester différentes méthodes de
screening ne peut donc que contribuer a I'amélioration des techniques de recherche de
candidats pathogénes.
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Annexe | : Détails de la prospection en amont: choix des parcelles et des especes
adventices

Une prospection dans la zone de Fénay était préalablement nécessaire pour décider
ou et quoi échantillonner. Parmi les parcelles sur lesquelles des relevés floristiques avaient
été déja effectués, dix d’entre elles possédant différentes cultures et dont la superficie était
comprise entre 1 et 3 hectares ont été choisies aléatoirement pour mener cette prospection.

SO0 m

Parcelles prospectées dans la zone de Fénay. Image obtenue avec Géoportail le 07/09/2016.

L’objectif était d’avoir une idée approximative du contenu du stock semencier sur I'ensemble
des différentes parcelles prospectée (Gross, 1990). Pour cela, un échantillonnage aléatoire
stratifié a été effectué chaque parcelle en subdivisant ces derniéres en 4 sous-unités de
méme superficie et, si possible, de méme forme (les « strates ») dans lesquelles un
échantillon de sol était prélevé aléatoirement (Benoit et al., 1989).

Source : Harada Liu-Ji

€ 1
Prélevement
— aléatoire d’'un
Parcelle subdivisée | _ échantillon de
en 4 strates égales sol dans
chaque strate
pd I
- T~

Mode d’'application de I'’échantillonnage aléatoire stratifé
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Les échantillons ont été ensuite tamisés, les semences adventices extraites et identifiées.
Sur la totalité des échantillons, 22 espéces adventices ont pu étre identifiées. Un indicateur
basé sur le nombre de semences extraites a été congu afin d’avoir un apercu de I'abondance
de chaque espece adventice au sein des différentes parcelles. Seules les semences ayant
encore leur amande ont été comptabilisées. Au total, neuf parcelles et huit espéces
adventices ont été retenues comme potentiellement intéressantes a échantillonner.

Niveau d'abondance
(nombre de semences) absent 1a2 3a4 5a9 10a 19
Couleur assignée

20 ou plus

Colza 2 Cassis 2

FALCO
VIOAR
VIOAR
FALCO
PICEC
VIOAR
Blé 1 Cassis 1 Moutarde
AMARE
FALCO AMARE . .
Setaria Setaria SOLNI
SINAR
FALCO
AMARE SOLNI

Colzal Blé 4 Blé 2

. VIOAR AMARE SINAR

FALCO
FALCO AMARE
VIOAR

Parcelles et espéces adventices intéressantes a échantillonner. Signification des acronymes (nom
Bayer des adventices) : AMARE : Amaranthus retroflexus ; ANAAR : Anagallis arvensis ; FALCO :
Fallopia convolvulus ; PICEC : Picris echioides ; SINAR : Sinapis arvensis ; SOLNI : Solanum
nigrum ; VIOAR : Viola tricolor. Source : Harada Liu-Ji.
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Liste des espéces adventices intéressantes a échantillonner. Source : Harada Liu-Ji, 02/05/2016

Photo de la semence

Nom commun Nom scientifique Famille .
extraite du sol
Amarante réfléchie | Amaranthus AMARANTHACEAE
retroflexus
Renouée liseron Fallopia convolvulus | POLYGONACEAE

Moutarde des
champs

Sinapis arvensis

BRASSICACEAE

Morelle noire

Solanum nigrum

SOLANACEAE

Picride fausse
vipérine

Picris echioides

ASTERACEAE

Mouron rouge

Lysimachia arvensis

PRIMULACEAE

Sétaire

Setaria

POACEAE

Pensée sauvage

Viola tricolor

VIOLACEAE
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Compte tenu de leur faible abondance et de la difficulté a obtenir des semences
intactes apres le tamisage, P. echioides n'a pas été retenue pour cette étude. Ensuite, les
semences ayant été identifiées en tant Setaria étaient relativement abondantes dans la
parcelle « Cassis 1 », mais trés peu d'entre elles possédaient un tégument entierement
intacte permettant une identification précise, méme avec I'appui des relevés floristiques. Par
conséquent, les semences adventices considérées comme Setaria n‘ont pas été retenues
pour notre étude.

La prospection au champ a également permis d’affiner les techniques et le choix du
matériel nécessaire aux manipulations expérimentales de I'échantillonnage (collecte de sol,
tamisage et extraction des semences), de I'isolement des microorganismes (choix du Malt-
acid antibiotic avec I'ajout de PCNB), et d’estimer la durée de ces manipulations pour I'étude.
Les semences adventices d’A. retroflexus, de S. arvensis, de S. nigrum et de V. tricolor ont
été déposées sur MAA afin d’avoir une idée du nombre de champignon qu’'on pouvait
obtenir. Tout comme les résultats de I'étude, ces tests ont montré une diversité importante
de microorganismes fongiques. D’autre part, pour chacune des espéces adventices
retenues, des tests de germination ont également été effectués avec des lots de semences
de collection, avec et sans désinfection préalable au peroxyde d’hydrogéne (H,O,) a
10%(v/v), sur du papier germination humidifi€. Compte tenu de la durée et du caractere
fastidieux de la manipulation pour faire germer leurs semences, L. arvensis et F. convolvulus
n'ont pas été retenues pour notre étude.

Taux de germination des semences adventices de collection avec et
sans désinfection a H202
100
90
< 80
= 70
g 60
E M Semences
g 50 - désinfectées
g 40 -
x
3 30 - B Semences non-
= 20 - désinfectées
10 -
0 _
AMARE SINAR SOLNI VIOAR
Espéce adventice

Résultats de germination obtenus avec les semences adventices de collection, avec et sans
désinfection a H202 a 10%(v/v). AMARE : Amaranthus retroflexus ; SINAR : Sinapis arvensis ;
SOLNI : Solanum nigrum ; VIOAR ; Viola tricolor.

Les résultats de germination ont également permis de voir que la désinfection a H,O, n'avait
pas ou trés peu d’incidence sur I'aptitude a germer des semences adventices de collection.
Un effet positif de la désinfection a méme été constaté sur le taux de germination de S.
arvensis.
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Dans I'étude, il a été mentionné que la prospection a été effectuée sur seulement
deux parcelles pour A. retroflexus et S. arvensis. Une troisieme parcelle avait été
échantillonnée pour S.nigrum, la parcelle « moutarde ». Toutefois, comparé a A. retroflexus
et S. arvensis, beaucoup moins de colonies fongiques ont pu se développer sur MAA ; 16
champignons sur les 34 semences déposées ; et l'isolement de chaque colonie n’a pas pu
avoir lieu a cause de contaminations importantes au Trichoderma. Méme si certaines
colonies de Trichoderma provenaient des semences déposées, une grande partie d'entre
elles avaient une autre origine. Toutefois, on peut supposer que ces contaminations peuvent
provenir de la manipulation en elle-méme. Par exemple : une mauvaise désinfection ; une
mauvaise stérilité du pal de travail ; ou alors si des spores de Trichoderma se trouvaient déja
sur des semences non-désinfectée, celles-ci auraient pu étre dispersées durant le geste de
dépbt de ces semences sur le MAA. Par conséquent, S. nigrum n'a pas pu étre étudiée.

Boites de semences de S. nigrum sur MAA avec PCNB contaminées par Trichoderma .
Source : Harada Liu-Ji, 26/06/2016.

Les semences de V. tricolor ont été collectées en méme temps que celles de
S.arvensis sur la parcelle « Blé 3 » en raison de leur forte abondance. De plus, 65 colonies
fongiques ont pu étre isolées a partir des 97 semences de V. tricolor déposées sur MAA.
Cependant, pour des raisons de temps et de praticité technique liées aux manipulations, et
compte tenu du grand nombre de champignons isolés, il a fallu choisir deux especes
adventices parmi A. retroflexus, S. arvensis et V. tricolor. D'aprés les relevés floristiques, V.
tricolor est une espéce adventice qui a été relevée sur un trés grand nombre de parcelles de
la zone de Fénay. Cependant, elle présente un aspect compétitif et un enjeu agronomique
nettement moins important qu’A. retroflexus et S.arvensis. C’est ainsi que les deux espéces
adventices retenues ont été A. retroflexus et S.arvensis, ainsi que les parcelles « Blé 1 » et
« Blé 3 » qui ont été notées respectivement P1 et P2 par la suite.

Références bibliographiques :

Benoit, D. L., Kenkel, N. C., & Cavers, P. B. (1989). Factors influencing the precision of soll
seed bank estimates. Canadian Journal of Botany, 67(10), 2833-2840.

Gross, K. L. (1990). A comparison of methods for estimating seed numbersin the soil. The
Journal of Ecology, 1079-1093.
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Annexe Il : Echantillonnage de sol et extraction des semences, matériels et modes
opératoires

Tariére de Bac en Echantillon Couteau Sacs en plastique
5cm de plastique de sol type « sac de
diameétre congélation »

Matériel d’échantillonnage de sol. Source : Harada Liu-Ji, 30/05/2016

Poste de tamisage équipé d’un jet d’eau de ville. Source : Harada Liu-Ji, 06/06/2016
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Jet d’eau de ville manuel

Robinet d’eau de ville

Tamis de 5mm
de maillage

Tamis de 400pm
de maillage

Matériel utilisé lors du tamisage des échantillons de sol. Source : Harada Liu-Ji, 06/06/2016

Mode opératoire du tamisage humide :

1-

Déposer I'échantillon de sol dans une bassine et remplir la bassine tout en démélant
'échantillon a la main puis le laisser se déliter pendant 5 minutes. Pour les
échantillons argileux ou limoneux-argileux, laisser déliter pendant au moins 10
minutes.

Empiler les deux tamis sur la table de tamisage en placant celui de 5mm de maille
au-dessus de celui de 400um.

Verser le contenu de la bassine sur les deux tamis empilés tout en la rincant avec le
jet d’eau et conserver l'intégralité de I'échantillon.

Frotter délicatement I'échantillon contre le tamis de 5 mm & la main et de fagon
répétée tout en activant le jet d’'eau jusqu’'a ce que la totalité de I'échantillon soit
passé a travers les mailles et qu'il ne reste que les éléments grossiers. Veiller a ce
gue I'échantillon ne reste pas collé en dessous des mailles du tamis de 5mm, dans
ce cas utiliser le jet d’eau pour le décoller.

Retirer le tamis de 5mm. Jeter les éléments grossiers a la poubelle.

Répéter la méme opération avec le tamis de 400um. Veiller & ce que le maximum de
terre fine soit passé a travers les mailles. Maintenir la délicatesse des frottements
pour conserver un maximum de semences intactes.

Incliner légerement le tamis de 400um et utiliser le jet d’eau pour regrouper le
contenu de I'échantillon sur le coté du tamis

Pour conserver I'échantillon humide, rincer le tamis de 5mm avec le jet d'eau,
déposer a plat une toile en nylon dessus et 'humidifier avec le jet d’eau.

Verser l'intégralité de I'échantillon tamisé sur la toile en nylon tout en utilisant le jet
d’eau. Veiller a bien centrer le dép6t sur la toile pour éviter les pertes. Rajouter les
éléments grossiers sur la toile s’ils sont étudiés.

10- Plier la toile en nylon de fagon & emballer I'échantillon humide puis déposer le tout

dans un contenant.
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Annexe Il : Préparation, stérilisation, humectation et inoculation des substrats : matériels et
mode opératoires

Terreau Tamis de Tamis de Bac de Couvercle de Tube Boites
« brut » 5mm de 3mm de collecte pour  boite de Petri  doseur de Petri
maillage maillage le terreau fin de9cmen de 10cm
plastique en verre

Matériel utilisé pour la préparation des boites de substrat. Source : Harada Liu-Ji, 30/06/2016.

Emporte- Alcool a 90° Réchaud Cure-dents Champignons Substrat stérile
piece agaz stériles cultivés sur préalablement
milieu PDA humidifié

Matériel utilisé pour I'inoculation des substrats. Matériel photographié a I'intérieur d’une hotte a flux
laminaire. Source : Harada Liu-Ji, 08/08/2016.
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Mode opératoire de la préparation et la stérilisation des substrats :

11- Tamiser le terreau avec les tamis de 5mm et de 3mm au-dessus du bac de collecte
12- Utiliser le tube doseur pour remplir de maniéere uniforme les boites de Petri avec

50mL de terreau tamisé. Ici 50mL de terreau fin correspondait a 12g, de quoi remplir
une boite de Petri en verre avec 5mm d’épaisseur de terreau.

13- Utiliser le couvercle de boite de Petri en plastique pour tasser brievement et

uniformément le terreau contenu dans les boites. Cette opération permet d’éviter que
le substrat ne colle au couvercle de la boite, notamment aprés sa stérilisation par
autoclavage.

14- Constituer des piles de dix boites de Petri et emballer ces piles avec deux

épaisseurs de papier aluminium. Cette opération permet d’éviter les entrées d’eau
trop importantes a I'intérieur des boites de Petri lors de I'autoclavage.

15- Faire autoclaver les piles de boites emballées a 121C pendant 40min.
16- Sortir les piles et laisser les boites emballées au moins trois jours avant d’'inoculer les

substrats. Cette opération permet de s’assurer qu'’il n’y ait plus de dégagements de
méthane suite a l'autoclavage, gaz pouvant se montrer néfaste aux champignons.

Mode opératoire de 'hnumectation des substrats :

Activer la hotte a flux laminaire et désinfecter le plan de travail avec I'alcool & 70°
Désinfecter la surface de I'emballage en papier aluminium de chaque pile de boite de
Petri avec de l'alcool & 70°et un papier essuie-to ut. Attendre 5min avant de les mettre
sous la hotte.

Préparer un récipient d’eau stérile et une seringue de 10mL a usage unique a
l'intérieur de la hotte.

Humidifier le substrat contenu dans chaque boite avec 2mL d’eau stérile en utilisant
la seringue et en répartissant les 2mL de fagon homogene a la surface du substrat.
Le volume de 2mL a été choisi de maniére a ce que le substrat ne soit ni trop humide
(pour éviter qu’il ne devienne trop collant), ni pas assez (pour eéviter son
desséchement ou celui du champignon inoculé) 7 jours aprées son inoculation.

Une fois toutes les boites humidifiées, jeter la seringue. Laisser les boites sous la
hotte et attendre au moins 2h pour que le substrat soit bien humecté.

Mode opératoire de I'inoculation des substrats :

Préparer le matériel nécessaire a I'inoculation sous la hotte.

Stériliser 'emporte-piéce avec I'alcool a 90°e t la flamme du réchaud.

Pour chaque champignon cultivé sur PDA, utiliser I'emporte-piece dans le milieu
colonisé pour faire cing portions de méme calibre. Re-stériliser 'emporte-piece aprés
chaque champignon en utilisant d’abord le réchaud, puis I'alcool & 90°et le réchaud.
Utiliser les cure-dents stériles pour déposer les portions de milieu colonisé dans les
boites de substrat et ce, a raison d’'une portion par boite. Les portions sont déposées
au milieu des boites, a la surface du substrat et le c6té colonisé de la portion est
orienté face au substrat. Changer de cure-dent aprés chaque champignon, et veiller a
ce que les portions de PDA ne collent pas au couvercle des boites de Petri.
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Annexe |V: Désinfection et dépdt des semences adventices dans les substrats inoculés :
matériels et modes opératoires

Agitateur Couvercle de boite Toile en nylon Couvercle de Couvercle de
magnétique de Petri de 15cm en avec semences boite de Petri boite de Petri de
verre avec barreau adventices de de 15cm en 15cm en verre
aimanté et H,0, a collection (ici, verre avec eau avec papier
10%(v/v) Sinapis arvensis) stérile absorbant stérile

Matériel utilisé pour la désinfection des semences adventices de collection. Matériel photographié
a l'intérieur d’une hotte a flux laminaire. Source : Harada Liu-Ji, 29/08/2016.

Photographies (Source : Harada Liu-Ji, 11/08/2016) Matériel

e -

+ Papier Kraft

Papier absorbant

Paire de ciseaux

| Disques de papier germination (9,2cm
de diametre)

Bande adhésive

Papier germination emballé dans le
papier absorbant puis dans le papier
kraft, et prét a étre autoclavé

Matériel utilisé pour I'emballage du papier germination avant son autoclavage
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Disques de Semences Couvercle Récipient Seringue  Boites de Couvercle

papier adventices de boite de d’'eau de 10mL Petri en de boite de
germination  désinfectées Petri en stérile jetable verre avec Petri en
stériles verre de substrats plastique
15cm inoculés de 9cm

Matériel utilisé pour le dépdt des semences adventices dans les substrats inoculés

Mode opératoire de la stérilisation des semences de collection :

Pour A. retroflexus, les semences désinfectées peuvent étre conservées dans un contenant
préalablement désinfecté puis utilisées dans les jours qui suivent.

Pour S. arvensis, les semences doivent étre préalablement stratifi€es pendant sept jours a
4T avant d'étre désinfectées. Afin de s’assurer d’ avoir suffisamment de semences pour le
test de pathogénicité, pour chaque isolat inoculé (5 boite de substrat) on prenait 60mg de
semences (environ 300 semences). Les semences désinfectées et rincées doivent étre
déposées dans les substrats inoculés au cours de la méme journée car elles peuvent
commencer a germer dés le jour suivant et devenir inutilisables.

Semences de collection de S. arvensis
stratifiées. Boites de 12x12cm contenant
chacune un papier germination humidifié et
60g de semences. Source: Harada Liu-Ji,
29/08/2016
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Activer la hotte et installer I'agitateur magnétique a l'intérieur.

Désinfecter trois couvercles de boite de Petri en verre de 15cm ainsi que le barreau
aimanté de I'agitateur avec de l'alcool & 70°et laisser agir quelques minutes. Utiliser
un papier essuie-tout avec de lalcool a 70° pour désinfecter les instruments
permettant de manipuler les semences (spatules et/ou pinces)

Mettre des gants afin de manipuler le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) a 10%(v/v) sans
danger. Poser I'un des trois couvercles de boite de Petri désinfecté sur I'agitateur,
déposer le barreau aimanté et remplir avec I'H,O, (au moins a la moitié).

Déposer la toile en nylon a plat dans le couvercle avec I'H,O,, sur le barreau aimanté.
Veiller a ce que le centre de la toile soit bien immergé dans I'H,0,.

Verser les semences de collection sur la toile, dans I'H,O, et activer I'agitateur.
L'agitation doit étre suffisante pour créer un courant d'H,O, dans le couvercle afin
qgue I'ensemble des semences adventice puisse étre désinfecté. Utiliser une spatule
ou une pince s'il y a besoin de faire bouger les semences.

Laisser agiter pendant 20min et arréter I'agitateur.

Remplir sous la hotte un deuxiéme couvercle de boite de Petri en verre avec de I'eau
stérile, puis transférer la toile en nylon avec les semences désinfectées de maniere a
immerger les semences dans l'eau. Laisser tremper pendant 5min. Agiter
régulierement et délicatement le contenu du couvercle avec une spatule ou une pince
pour bien rincer les semences.

Préparer sous la hotte le troisieme couvercle de boite de Petri en y déposant une ou
deux feuilles de papier absorbant, puis déposer la toile en nylon avec les semences
désinfectées et rincées sur le papier absorbant.

Pour A. retroflexus, une fois les semences séches, verser les semences dans un
contenant préalablement désinfecté. Pour S. arvensis, ne pas attendre que les
semences séchent (risque de fissures du tégument et d’abimement de I'amande),
maintenir humides les semences désinfectées en ajoutant ponctuellement des
gouttes d’eau stérile (utiliser une seringue jetable).

e W
|k ' =l

A LY OO 027 220000000000000000000

b

(B)

Semences adventices en cours de désinfection
(A), de rincage (B) et de séchage (C). Source :
Harada Liu-Ji, 29/08/2016
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Mode opératoire pour le dépdt des semences dans les substrats inoculés :

Matériel utilisé

Représentation schématique (Source : Harada Liu-

Ji, 27/09/2016)

Plan de travail a I'intérieur de la hotte

Semences d’amarante (A) et de moutarde (S).

OO
M g09, ©

Boite de Petri en verre contenant du substrat

inoculé et le morceau de gélose |_ |
Seringue de 10mL jetable %
Couvercle de boite de Petri de 15cm en verre 1 J
Couvercle (ou socle) de boite de Petri de 9cm
en plastique

1) = —

Disque de papier germination sec (1) et
humidifié (2)

(2)

Pince métallique

™~

Description du mode opératoire

Schéma (Source : Harada Liu-Ji, 27/09/2016)

1A&S

A lintérieur de la hotte, désinfecter le
plan de travail avec de l'alcool a 70° et
un papier essuie-tout.

De la méme maniere, désinfecter les
instruments  (pinces et/ou spatules)
utilisés pour manipuler les semences
ainsi que le couvercle de boite de Petri
de 15cm en verre et le récipient qui
contiendra 'eau stérile.

1°A&S

@é/%‘%

2A

25

Remplir le récipient d’eau stérile

Déposer et rassembler les semences
d’amarante prés d’'un bord du couvercle
en verre

Remplir le récipient d’eau stérile

Déposer et rassembler les semences de
moutarde prés d’'un bord du couvercle en
verre

Déposer un disque de papier germination
stérile dans le couvercle puis verser 1mL
d'eau stérile au centre du disque de
maniére a I'humidifier partiellement
(tache de 5-6cm de diamétre environ).

AAMANANNNNNN

(AARANARRNRRN

o -

IAAARARNARIR




3A

35

Former un groupe de 50 semences.
Ouvrir la boite de Petri contenant le
substrat inoculé et déposer un disque de
papier germination stérile dans son
couvercle.

Humidifier la totalité du disque de papier
germination avec 3mL d'eau stérile. Ce
volume est suffisant pour humidifier la
surface du disque tout en limitant les
surplus d'eau susceptibles de faire
bouger les semences qui y seront
déposeées.

Déposer 50 semences de moutarde sur
la surface humide du disque de papier
germination

Disposer les semences de fagon a
former un anneau sur le disque de papier

/£

130(3

ARMRMINIRRRR

3S
Vue
aérienne

AELIRRRRAATRN

4°A

45

Ouvrir la boite de Petri contenant le
substrat inoculé et déposer le disque de
papier germination avec les semences
dans son couvercle.

Humidifier les abords disque de papier
germination avec 2mL d’eau stérile.

Découper/déchirer un bout de papier
germination stérile puis I'imbiber d'eau
stérile

Utiliser le bout de papier pour déposer le
groupe de 50 semences d’amarante sur
le disque de papier germination
humidifié. Les semences doivent se
coller au bout de papier, répéter
'opération autant de fois que nécessaire
avec le méme bout de papier si les 50
semences ne se collent pas toutes.
Disposer les semences de facon a
former un anneau sur le disque de papier

&

bS50
l—se_oo |

5A&S

Retourner le couvercle contenant le
disque de papier germination humidifié
avec les semences  adventices.
Normalement, le papier et les semences
doivent rester collés au couvercle.

Poser le couvercle sur le socle contenant
le substrat inoculé. Veiller a ce que le
morceau de gélose passe dans le centre
de lanneau formé par les semences
adventices.

AANRIAN
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6°A&S

Retourner rapidement I'ensemble de la
boite afin que le substrat puisse recouvrir
uniformément les semences adventices.
Le socle de la boite de Petri se retrouve
en haut et le couvercle en bas.

Si du substrat colle encore sur le socle,
tapoter dessus jusqu'a ce quil se
détache.

6A

ARMANAN

6S

TA&S

Retirer le socle de la boite de Petri
Utiliser le couvercle (ou le socle) de boite
de Petri en plastique pour tasser
brievement le substrat uniformément.
Cette opération permet de s'assurer que
les semences entrent bien en contact
avec le substrat inoculé.

Refermer la boite de Petri avec le socle
en verre.

7A \ 7S

8A&S

Verser 2mL d'eau stérile équitablement
sur les abords du couvercle de la boite.
Utiliser la seringue jetable pour faire
couler avec précision l'eau dans
I'ouverture formée par le couvercle et le
socle de la boite de Petri.

Faire pivoter le socle sur lui-méme afin
de s’'assurer que [l'eau atteigne le
substrat ou le papier germination.

8A 85

9A&S

Répéter la manipulation pour les autres
boites de substrat contenant le méme
inoculum. Utiliser le méme matériel :
seringue jetable, morceau de papier
germination (pour I'amarante), couvercle
de boite de Petri en plastique.

Sortir de la hotte les 5 boites de
semences recouvertes par le substrat
inoculé.

9A \ 9%

NARAANANN
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< / 10°A&S
10A&S
- Désinfecter a nouveau le plan de travail
ainsi que les pinces et/ou spatules

- Jeter le couvercle (ou socle) de boite de
Petri en plastique utilisé pour tasser le
substrat et le morceau de papier
germination utilisé pour déplacer les
semences (pour I'amarante).

- Pour chaque inoculum, répéter la
manipulation avec les autres boites de
substrat inoculé. Avant  chaque
changement d'inoculum, désinfecter le
plan de travail ainsi que les pinces et/ou
spatules, et jeter les couvercles (ou
socles) de boite de Petri en plastique et

les morceaux de papier germination
(pour les semences d’amarante).

11A&S
- A la fin de la manipulation, jeter la
seringue de 10mL, le surplus d'eau
stérile versé dans le récipient, ainsi que
le surplus de semences adventices de
moutarde.

- Conserver le surplus de semences :
d’amarante dans un contenant

11°A&S

préalablement désinfecté. Conserver 0
également le surplus de disques de
papier germination dans leur emballage
en papier Kraft.

- Désinfecter et nettoyer le plan de travail
de la hotte, le couvercle de 15cm en
verre, le récipient a eau stérile ainsi que
les instruments utilisés.

Les étapes relatives aux semences d'amarante et aux semences de moutarde sont respectivement
accolées aun « A» etun « S ».

Remarques techniques :

* Au cours de la manipulation, il est conseillé d'utiliser un petit récipient pour I'eau
stérile afin d'éviter le gaspillage si I'eau est contaminée par du substrat inoculé. Si
c’est le cas, I'eau doit étre jetée et le récipient re-désinfecté a I'alcool.

» Si la seringue entre en contact avec du substrat inoculé ou toute autre source de
contamination, il faut la jeter et en utiliser une nouvelle.

* Au cours d'une méme série d’'inoculum, il est recommandé de laisser le couvercle en
plastiqgue sur un papier essuie-tout afin d’éviter de disperser des bouts de substrat
inoculé sur le plan de travail. Lors du changement de couvercle, il est conseillé
d’emballer ce dernier dans le papier essuie-tout puis de jeter 'ensemble.
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Annexe V: Liste des morphotypes

Le nom de chaque morphotype correspond a la ou les premiére(s) lettre(s) de la couleur dominante de I'isolat sur PDA apres 7 jours de
développement:

B = Blanc; Be = Beige; J= Jaune ; N = Noir; Oc = Ocre; O = Orange; G = Gris; Ro = Rose; Rg = Rouge; V = Vert
PDA: Potato Dextrose Agar; MAA: Malt Acid Antibiotic; AMARE: Amaranthus retroflexus; SINAR: Sinapis arvensis

Indicateurs de croissance des isolats

Croissance de l'isolat Tres rapide Rapide Moyenne Lente Tres lente

Position des bordures
de lisolat 7 jours aprés
dépdt sur PDA ou MAA

Liste des genres supposés (nombre de champignons Liste des espéces de Fusarium supposées
concernés) (nombre de champignons concernés)

7 1

B F.chlamydosporum

H Aspergillus 13
B F.equiseti
M Fusarium
 F.oxysporum
m Gliocladium
23 m F.poae
M Penicillium
M F.redolens
B Trichoderma
25 m F.solani
® Non-identifiés
4 W F.sp
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Liste des motphotypes. Source des photographies : Harada Liu-Ji, 04/07/2016 pour les isolats sur PDA et MAA issus de S. arvensis ; 27/06/2016 pour les
isolats sur PDA et 28/06/2016 pour les isolats sur MAA issus de A. retroflexus

Nom

Photographie sur PDA (7
a 10 jours apres dépbt)

Bl

B2

B3

Adventices et

Photographle sur MAAA(M Champlgqon nombre d’isolats Caractéristiques
a 18 jours apres dépot) supposé .
concernes
Sur PDA, isolat de couleur blanche, épais et a
AMARE aspect cotonneux. Croissance trés rapide.
F . 12 isolats Sur MAA, isolat de couleur blanche, peu épais
usarium . . . !
equiseti concernés et avec de multiples stries concentriques vers
8 isolats testés les parties les plus jeunes. Croissance
moyenne.
Supposé Fusarium equiseti.
Sur PDA, isolat de couleur blanche, trés épais,
SINAR N . ;
. . trés dense et a aspect cotonneux. Croissance
Fusarium 6 isolats rapide
oxysporum | concernés :
(?) 3 isolats testés §ur.MAA, !solat de couleur blanche et peu
épais. Croissance lente.
Supposé Fusarium oxysporum.
AMARE
2 isolats Sur PDA, isolat de couleur blanche,
concernés relativement épais et & aspect cotonneux.
Fusarium 3 isolats testés Croissance rapide
oxysporum Sur MAA, isolat de couleur blanche, les parties
(?) SINAR les plus agées ont une couleur plus sombre.
4 isolats Croissance moyenne.
concernés Supposé Fusarium oxysporum.

3 isolats testés
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B4

BS

B6

B7

AMARE Sur PDA, isolat de couleur blanche, épais,
7 isolats dense et avec des teintes ocrées au niveau
concernés des parties les plus agées. Croissance lente.
Fusarium 4 isolats testés Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
solani ocre apres 7 jours. Les parties les plus agées
SINAR deviennent blanches avec un aspect
1 seul isolat cotonneux. Croissance moyenne.
concerné et testé Supposé Fusarium solani
Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
SINAR et les parties Ie; plus égégs ont un aspect
. . cotonneux. Croissance tres rapide.
Fusarium 4 |solats, Sur MAA, isolat de couleur blanche avec un
oxysporum | concernes léger fonc,:ement pourpre/violet sur les parties
3 isolats testés n L )
les plus agées. Croissance moyenne.
Supposé Fusarium oxysporum.
?I\SA:I\JIIQEolat Sur PDA, isolat_de coul_eur blanche,_ peu épais
concerné et testé et avec de multiples stries concentriques.
Croissance moyenne.
Gliocladium SINAR Sur MAA, isolat de couleur blanche, peu épais
2 isolats et avec de multiples stries concentriques.
CONCernés Cr0|ssar]ce moyenne.
et testés Supposé Gliocladium.
?!&Timm Sur PDA, isolat de couleur blanchg, peu épgis
. . et avec un aspect cotonneux. Croissance trés
_ concerné et testé rapide
Fusarium o N
redolens SINAR §ur.MAA, isolat dg couleur blanche, trés peu
3isolats épais et avec un Ieger fonc_ement vers les
CONCernés parties les plus agées. Croissance moyenne.

2 isolats testés

Supposé Fusarium redolens.
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B8

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais,
dense et avec de légeres stries concentriques.

B9

B10

B11

AMARE Croissance moyenne.
5 3isolats Sur MAA, isolat de couleur blanche, aux
’ concernés contours assez difformes et de couleur noire
et testés au niveau des parties les plus agées.
Croissance lente.
Non-identifié
Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais, dense et a aspect
cotonneux. Croissance trés rapide.
SINAR Sur MAA, isolat de couleur rose trés péle
Fusarium 2 isolats devenant’ violette une fois plus agée " eu
oxysporum | concernés e . IS P gee, p
. . épais et I'ensemble de l'isolat est porteur de
1 isolat testé N
structures blanches a aspect cotonneux.
Croissance moyenne.
Supposé Fusarium oxysporum.
Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
SINAR et les parties les plus agées ont un aspect
. . cotonneux. Croissance trés rapide.
Fusarium 2 isolats ; :
. Sur MAA, isolat de couleur violette devenant
oxysporum | concernés ; N N
. porteuse d'un duvet blanchéatre aprés 7 jours.
et testés . .
Croissance rapide.
Supposé Fusarium oxysporum.
Sur PDA, isolat de couleur blanche avec un
aspect poudreux. Croissance lente mais
SINAR o
; sporulation importante.
? 2 isolats Sur MAA, isolat de couleur blanche avec un
(#Fusarium) | concernés '

1 isolat testé

aspect poudreux. Croissance trés lente mais
sporulation assez importante.
Non-identifié. Pas un Fusarium.
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B12

B13

Fusarium
solani

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche et peu
épais. Les abords de l'isolat brunissent le
PDA. Croissance moyenne.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
marron-ocre en vieillissant, peu épais et dont
les parties les plus agées sont porteuses de
structures blanches a aspect cotonneux.
Croissance moyenne.

Supposé Fusarium solani.

B14

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, épais au
niveau des parties agées et avec un aspect
duveteux. Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat au mycélium incolore
devenant blanc au niveau des parties les plus
agées et aux abords de l'isolat. Croissance
rapide.

Non-identifié

Fusarium
oxysporum

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche avec des
nuances de rose, peu épais et avec un aspect
trés filamenteux aux extrémités. Croissance
tres rapide.

Sur MAA, isolat de couleur rose péle avec un
Iéger foncement sur les parties les plus agées.
Croissance rapide.

Supposé Fusarium oxysporum.
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B15

B16

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais,
et dont les parties les plus agées brunissent.
Le PDA brunit. Croissance tres lente.

B17

” ﬁl\s{ﬁﬁiolat Sur_MAA, isolatAde,couIeur brune orangée. Les
concerné et testé parties les plus agees sont porteuses de
structures blanches a aspect mousseux.
Croissance rapide.
Non-identifié
Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et avec un aspect tres filamenteux aux
: AMARE extrémités. Croissance trés rapide.
Fusarium . ;
oxysporum 1 seul |59Iat ) §ur MAA, isolat de couleur_ blanche avec un
concerneé et testé Iéger foncement pourpre/violet sur les parties
les plus agées. Croissance rapide
Supposé Fusarium oxysporum.
Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et duveteuse. Croissance (vraiment) trés lente.
? AMARE Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
1 seul isolat '

(#Fusarium)

concerné et testé

de plus en plus jaunétre en vieillissant, et peu
épais. Croissance tres lente.
Non-identifié. Pas un Fusarium.
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B18

B19

?
(#Fusarium)

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais,
et dont les parties les plus agées brunissent.
Croissance trés lente.

Isolat de couleur brun clair ayant un aspect
mousseux. Les parties les plus agées sont
porteuses d’un duvet blanchéatre. Croissance
trés lente.

Non-identifié. Pas un Fusarium.

B20

?
(#Fusarium)

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et duveteuse. Croissance (vraiment) treés lente.
Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
brune en vieillissant. Les parties les plus
agées sont porteuses d'un duvet blanchatre.
Croissance tres lente.

Non-identifié. Pas un Fusarium.

B21

?
(#Fusarium)

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat incolore et peu épais.
Croissance trés rapide

Sur MAA, isolat incolore et peu épais.
Croissance lente.

Non-identifié. Pas un Fusarium.

Fusarium sp

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, épais,
dense et avec un aspect duveteux. Croissance
lente.

Sur MAA, isolat de couleur blanche prenant
des teintes ocrées en vieillissant et se
recouvrant d'un duvet blanchétre relativement
épais au niveau des parties les plus agées.
Croissance lente.

Supposé Fusarium.
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B22

B23

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et dont les parties les plus agées sont de
couleur plus foncé et porteuses de
fructifications de couleur ocre. Le PDA jaunit.
Croissance lente.

Sur MAA, isolat de couleur blanche, peu épais
et dont les parties les plus agées sont de
couleur plus foncé et porteuses de
fructifications de couleur ocre. Croissance
lente.

Non-identifié.

B24

Fusarium
oxysporum

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, épais,
dense et avec un aspect cotonneux.
Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur violette, peu épais
et se recouvrant rapidement d’un duvet
(fructifications ?) blanc. Croissance moyenne.
Supposé Fusarium oxysporum.

B25

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et dont les parties les plus agées deviennent
ocres. Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur ocre devenant trés
vite porteuse de fructifications de couleur ocre
foncé. Croissance rapide.

Non-identifié.

Fusarium
oxysporum

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et les parties les plus dgées ont un aspect
cotonneux. Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur rose clair devenant
plus foncée au niveau des parties les plus
agées. Croissance moyenne.

Supposé Fusarium oxysporum.
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B26

B27

Sur PDA, isolat de couleur blanche-beige, peu
épais et avec de multiples stries

B28

B29

SINAR concentriques. Croissance rapide.
Gliocladium | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur blanche, peu épais
concerné et testé et avec de multiples stries concentriques.
Croissance rapide.
Supposé Gliocladium.
Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et ayant un aspect duveteux. Croissance
. SINAR moyenne.
ng?;#m 1 seul isglat ) Sur _MAA, isolat de couleur_blanche et_dont les
concerné et testé parties les plus agées brunissent. Croissance
trés lente.
Supposé Fusarium solani.
Sur PDA, isolat de couleur blanche, épais,
dense et avec un aspect duveteux. Croissance
lente.
5 flgleﬁllqisolat Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
' . . de structures (fructifications ?)
concerné et testé porteuse N
blanches cotonneuses a ses abords.
Croissance lente.
Non-identifié
Sur PDA, isolat de couleur blanche, peu épais
et recouverte d’un duvet blanchéatre.
. SINAR Croissance tres rapide.
Fusarium 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur rose clair devenant
oxysporum ’

concerné et testé

plus foncée au niveau des parties les plus
agées. Croissance moyenne.
Supposé Fusarium oxysporum
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B30

B31

Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais, dense et avec un aspect

B32

B33

SINAR duveteux. Croissance lente.
Fusarium ? | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur blanche, peu épais
concerné et testé et devenant porteuse d’un duvet blanchéatre.
Croissance lente.
Supposé Fusarium.
Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais, dense et a aspect
SINAR cotonneux. Croissance rapide.
Fusarium sp | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur blanche prenant de
concerné et testé Iégeres teintes rosatres et ocrées en
vieillissant. Croissance tres lente.
Supposé Fusarium.
Sur PDA, isolat de couleur blanche (presque
SINAR incolore) e_t peu épais. Croissance lente.
? 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant

(#Fusarium)

concerné et testé

ocre en vieillissant et peu épais. Croissance
trés lente.
Non-identifié. Pas un Fusarium.

?
(#Fusarium)

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche (presque
incolore) et peu épais. Croissance tres rapide.
Sur MAA, isolat au mycélium quasi-incolore et
peu épais. Croissance tres rapide.
Non-identifié. Pas un Fusarium.
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Sur PDA, isolat de couleur beige, peu épais et
dont les parties les plus agées sont porteuses

SINAR d’un duvet blanc. Croissance moyenne.
Bel Fusarium ? | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur beige qui se
concerné et testé recouvre d'un duvet blanchéatre en vieillissant.
Croissance lente.
Supposé Fusarium.
Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
trés rapidement de couleur gris-vert foncé.
SINAR _Cr0|ssance moyenne mais sporulation
- 6 isolats |mportantg. . .
G1 Penicillium concernés §ur'MAA, isolat de cquleur gr'ls—vert foncé, peu
4 isolats testés épais et avec de mpltlples stries '
concentriques. Croissance moyenne mais
sporulation importante.
Supposé Penicillium.
Sur PDA, isolat de couleur gris clair avec un
aspect mousseux. Les abords de I'isolat sont
plus clairs et le PDA brunit. Croissance lente
AMARE mais sporulation assez importante.
G2 Penicillium | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant

concerné et testé

grise apres 7 jours, et avec un aspect
mousseux. Croissance lente mais sporulation
assez importante.

Supposé Penicillium
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G3

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur gris-brun, peu
épais et avec un aspect duveteux. Croissance
trés lente.

Sur MAA, isolat de couleur grise, peu épais et
avec un aspect duveteux. Croissance
(vraiment) trés lente.

Non supposé

G4

G5

Penicillium

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur gris clair et avec un
aspect duveteux. Croissance trés lente mais
sporulation importante.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
grisatre en fructifiant et ayant un aspect
duveteux. Croissance tres lente mais
sporulation importante.

Supposé Penicillium.

Penicillium

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur gris clair et avec un
aspect poudreux. Croissance trés lente mais
sporulation importante.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
grisatre en fructifiant. Le MAA jaunit.
Croissance moyenne et sporulation
importante.

Supposé Penicillium.

G6

Penicillium

SINAR
1 isolat seul
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
gris-vert en vieillissant, peu épais et dont les
parties blanches ont un aspect cotonneux.
Croissance moyenne.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
gris-vert en fructifiant et dont les fructifications
sont espacées de maniére concentriques.
Croissance lente.

Supposé Penicillium.
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Sur PDA, isolat de couleur gris clair, peu épais
et ayant un aspect duveteux. Le PDA brunit

SINAR aux abords de I' isolat. Croissance lente.
G7 ? 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur grise devenant
concerné et testé brun-noir en vieillissant, peu épais et ayant un
aspect duveteux. Croissance tres lente.
Non-identifié.
Sur PDA, isolat de couleur jaune trés clair et
avec un aspect mousseux. Croissance lente
AMARE mais sporulation assez importante.
J1 Penicillium | 1 isolat seul Sur MAA, isolat de couleur jaune tres clair et
concerné et testé avec un aspect mousseux. Croissance trés
lente mais sporulation assez importante.
Supposé Penicillium.
éﬁﬁ&i §ur_PDA, isolat Qe couleur ngirg, treés peu
concernés épais, et les partJes les plus agees sont
1 isolat testé port_euses d’'un léger duvet grisatre.
N1 ? Croissance tres lente.
SINAR Sur MAA, isolat de couleur noire et trés peu
1 seul isolat epalg. erl§§ance tres lente.
concerné et testé Non-identifié
Sur PDA, isolat de couleur blanche et dont les
parties les plus dgées deviennent noires et
présentent des structures & aspect cotonneux.
SINAR Croissancg trés rapide.
N2 ” 3isolats Su_r MAA,\ |solgt de couleyr b_lanche deve_nant
concernés noire apres 7 jours, peu épais et les parties les

2 isolats testés

plus agées sont porteuses de structures
(fructifications ?) a aspect cotonneux.
Croissance moyenne.

Non-identifié
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N3

N4

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

SINAR

2 isolats
concernés

1 isolat testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche et dont les
parties les plus agées s’assombrissent et
présentent des structures a aspect cotonneux.
Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
noire aprés 7 jours, peu épais et les parties les
plus agées sont porteuses de structures
(fructifications ?)a aspect cotonneux.
Croissance moyenne.

Non-identifié

N5

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur noire, peu épais et
recouverte d’'un duvet blanchatre. Les abords
de l'isolat sont plus clairs. Croissance
moyenne.

Sur MAA, isolat de couleur grise devenant
noire apres 7 jours. Les parties les plus agées
sont porteuses de structures de couleur grise
avec un aspect duveteux. Croissance lente.
Non-identifié.

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur noire, peu épais et
recouverte d’'un duvet blanchatre. Croissance
moyenne.

Sur MAA, isolat de couleur blanche dont les
parties les plus dgées s’assombrissent aprés 7
jours. Croissance rapide.

Non-identifié.




N6

N7

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur noire, peu épais et
dont les parties les plus dgées sont porteuses
de structures duveteuses grisatres.
Croissance moyenne.

Sur MAA, isolat de couleur noire, peu épais et
dont les parties les plus dgées sont porteuses
de structures duveteuses grisatres.
Croissance moyenne.

Non-identifié

N8

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur sombre,
relativement épais, trés dense et fructifiant
abondamment (fructifications de couleur
noire). Croissance trés rapide.

Sur PDA, isolat de couleur sombre, et
fructifiant abondamment (fructifications de
couleur noire). Croissance trés rapide.
Non-identifié

Fusarium
solani

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur sombre, noire au
niveau des parties les plus agées et peu épais.
Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanc-beige et peu
épais. Croissance moyenne.

Supposé Fusarium solani.
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o1

Ocl

Sur PDA, isolat de couleur orange devenant
noire en fructifiant, et peu épais. Croissance

Oc2

AMARE moyenne et sporulation importante.
Penicillium | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur orange devenant
concerné et testé noire en fructifiant, et peu épais. Croissance
trés lente mais sporulation importante.
Supposé Penicillium.
Sur PDA, isolat de couleur ocre clair, peu
épais et avec un mycélium blanc vers les
SINAR parties les plus agées. Croissance trés rapide.
Fusarium 11 isolats Sur MAA, isolat de couleur blanche, peu épais.
solani concernés Les parties les plus agées sont porteuses de
6 isolats testés petites structures (fructifications ?)a aspect
cotonneux. Croissance rapide.
Supposé Fusarium solani
Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
gris-ocre avec des taches jaunes en fructifiant.
Croissance moyenne mais sporulation
AMARE importante.
Penicillium | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant

concerné et testé

gris-ocre avec des taches jaunes en fructifiant.
Croissance moyenne mais sporulation
importante.

Supposé Penicillium.
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Oc3

Penicillium

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
trés rapidement ocre en fructifiant. Croissance
lente mais sporulation importante.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
trés rapidement ocre en fructifiant. Croissance
trés lente mais sporulation importante.
Supposé Penicillium.

Oc4

Oc5

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur ocre foncé ayant un
aspect poudreux. Les abords de l'isolat sont
plus clairs. Croissance rapide.

Sur MAA, isolat de couleur ocre devenant de
plus en plus foncé en vieillissant et ayant un
aspect poudreux. Croissance rapide et
sporulation assez importante.

Non-identifié.

Aspergillus

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
ocre en vieillissant, peu épais et dont les
parties blanches ont un aspect cotonneux.
Croissance moyenne.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
trés rapidement ocre, fructifiant abondamment
et dont les fructifications sont de couleur ocre.
Croissance tres lente.

Supposé en tant qu'Aspergillus.
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Oc6

Rgl

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur ocre devenant, peu
épais et dont les parties les plus dgées sont
porteuses de structures (fructifications ?)
blanchatres. Croissance rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
ocre. Croissance (vraiment) trés lente.
Non-identifié.

Rg2

Fusarium
chlamydospo
-rum /
sporotrichioi

—des
?

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
rapidement rougeatre et recouverte d’un épais
duvet blanc cotonneux. Croissance trés
rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
rapidement rougeéatre et recouverte d’'un duvet
blanc. Croissance trés rapide.

Supposé Fusarium chlamydosporum ou
sporotrichioides.

Fusarium sp

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
rapidement rougeétre teintée de jaune, et
recouverte d'un duvet blanc cotonneux.
Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur jaune-orangé et
dont les parties les plus agées deviennent
rouges aprées 7 jours. Croissance tres rapide.
Supposé Fusarium.
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Rg3

Rg4

Fusarium sp

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
rapidement rougeétre teintée de jaune, et
recouverte d'un duvet blanc cotonneux.
Croissance trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanche devenant
rapidement rougeatre teintée de jaune.
Croissance trés rapide.

Supposé Fusarium.

Fusarium
solani

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur orange devenant
rapidement rouge-orangé, peu épais et dont
les parties les plus agées sont porteuses de
structures (fructifications ?) blanchétres. Le
PDA brunit. Croissance lente.

Sur MAA, isolat de couleur orange devenant
rapidement rouge-orangé, peu épais et dont
les parties les plus agées sont porteuses de
structures (fructifications ?) blanchétres. Le
MAA brunit. Croissance lente.

Supposé Fusarium solani.

Rol

Fusarium
tricinctum/

poae
?

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais et dont les parties les plus
agées deviennent roses et ocrées. Croissance
trés rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanche
Iégérement orangée, peu épais, et dont les
parties les plus &gées prennent une teinte
rosatre et ocrée. Croissance lente.

Supposé Fusarium poae ou Fusarium
tricinctum
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Ro2

Ro3

Fusarium
tricinctum/

poae
?

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais et dont les parties les plus
agées deviennent roses. Croissance trés
rapide.

Sur MAA, isolat de couleur blanche,
relativement épais, assez dense et dont les
parties les plus agées prennent une teinte
rosatre. Croissance moyenne.

Supposé Fusarium poae ou Fusarium
tricinctum

Ro4

Fusarium
tricinctum/

poae
?

AMARE
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais et dont les parties les plus
agées deviennent roses. Croissance rapide.
Sur MAA, isolat de couleur orange, peu épais
et dont les parties les plus agées prennent une
teinte rosatre et ocrée avec des structures
blanche cotonneuses. Croissance trés lente.
Supposé Fusarium poae ou Fusarium
tricinctum

Fusarium sp

SINAR
1 seul isolat
concerné et testé

Sur PDA, isolat de couleur blanche,
relativement épais et dont les parties les plus
agées deviennent roses. Croissance trés
rapide.

Sur MAA, isolat de couleur orange, peu épais
et dont les parties les plus agées deviennent
roses avec des teintes ocrées. Croissance trés
lente.

Supposé Fusarium.
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Ro5

V1

Sur PDA, isolat de couleur blanche devenant
jaune-orangé puis rosatre en vieillissant,
relativement épais et avec un aspect

V2

SINAR duveteux. Croissance moyenne.
Fusarium sp | 1 seul isolat Sur MAA, isolat de couleur de couleur blanche
concerné et testé devenant roséatre teinté de jaune-orangé en
vieillissant et ayant un aspect duveteux.
Croissance tres lente.
Supposé Fusarium.
AMARE Sur PDA, isolat au mycélium incolore et aux
1 seul isolat fructifications concentriques de couleur vert-
concerné et testé bleu foncé et nettement marquées. Croissance
. tres rapide.
Trichoderma . P
SINAR Sur MAA, isolat au mycélium incolore et aux
5 isolats fructifications concentriques de couleur vert-
concernés bleu foncé. Croissance trés rapide.
4 isolats testés Supposé Trichoderma.
Sur PDA, isolat au mycélium incolore et aux
SINAR fructifications de couleur vert —bleu dispersées
3 isolats de fagon concentrique. Croissance tres rapide.
Trichoderma . i glium i
concernés Sur MAA, isolat au mycélium incolore et aux

2 isolats testés

fructifications concentriques de couleur vert-
bleu clair et nettement marquées
Supposé Trichoderma.
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V3

V4

Sur PDA, isolat au mycélium incolore et aux
fructifications de couleur vert tres clair

gli,:cﬁzts dispersées de facon radiale.
Trichoderma CONCernés Sur MAA, isolat au mycélium incolore et aux
2 isolats testés frugtlflcatlons concentrlque§ de couleur vert
clair et relativement marquées.
Supposé Trichoderma.
Sur PDA, isolat au mycélium incolore et aux
fructifications de couleur vert-bleu foncé
dispersées sur I'ensemble de la boite.
i\'\s/lQJFlerolat Croissance trés rapide.
Trichoderma Sur MAA, isolat au mycélium incolore et aux

concerné et testé

fructifications de couleur vert-bleu foncé
recouvrant la (quasi) totalité de la boite.
Croissance trés rapide
Supposé Trichoderma.
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: Résultats des taux de survie des plantules chez Sinapis arvensis

Annexe VI

Taux de survie des plantules obtenus avec les isolats issus de S. arvensis 12 jours
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Abstract :
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which have a potential use as bioherbicide, but very few of them were considered for weed seed-bank
control. The goal of our study is to find fungal candidates which have a bioherbicidal action in the
weed seed-bank microbiota and by focusing our study on the two weed species Amaranthus
retroflexus et Sinapis arvensis. Both pre-emergence and post-emergence effects were considered. 51
fungi were isolated from and tested on seeds of A. retroflexus and 65 on S. arvensis. The analysis of
the emergence rates results revealed seven fungi which have significant pre-emergence effects on S.
arvensis. Five are able to reduce the seedlings emergence rate by 40%, one by 75%, and one by
100% . However, the experimental procedure didn’t allow us to exploit the results of A. retroflexus and
no fungi exhibiting post-emergence action were detected. Although they need to be validated, the
results are encouraging because they predict the coming identification of bioherbicides candidates in
the soil-borne fungal community.
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