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La rouille blanche du chrysanthéngent I'agent causal eBuccinia horiana est une maladie
d’'incidence économique considérable pour les prmdus de jeunes plants et de plantes
adultes. Ce pathogene fait actuellement l'objetntesures de lutte officielle en Europe
(directive 2000/29/CE).

A I'heure actuelle, les moyens de lutte se limiténides mesures prophylactiques et a
I'utilisation de produits phytosanitaires conventiels.

Dans un contexte de réduction de l'usage de cedufisp d’autres stratégies de lutte, plus
respectueuses de I'environnement, doivent étrelolgwées. Des produits alternatifs ont été
évalués en conditions contrblées et de producberplus, un outil de détection moléculaire a
été mis au point.

Ce projet résulte d’'une collaboration entre le Gleurs et Plantes du Sud Ouest, la STEPP
Bretagne et le laboratoire Vegenov. Il a pour difjelidentifier les sources d’infection et de
développer des itinéraires techniques limitanstatiation de la maladie chez les producteurs
de jeunes plants et de plantes finies.

SITUATION ACTUELLE DU SUJET DE RECHERCHE

Les stations STEPP Bretagne et GIE Fleurs et Rahtesud Ouest réalisent des travaux dans
le cadre de ce programme national depuis 2007 ideutifier les sources de contamination.
Les boutures s’averent étre le vecteur principalr pm développement de la maladie dans les
cultures. Un test biologique de détection a étéelidpé avec notre partenaire Vegenov
permettant d’identifier si les boutures sont pastsude la maladie.

En 2010, un test de détection précoce par anal@e uantitative a été développé, en
collaboration avec Dr Kurt Heungens du laboratEenheid Plant” du centre de recherche
ILVO en Belgique.

Ces travaux doivent aboutir a la mise au point dast rapide de détection qui permettra aux
producteurs de boutures comme aux producteursatiéegl d’élevage d’assainir les cultures et
ainsi diminuer I'application de produits phytophaceutiques et améliorer la qualité sanitaire
des plantes.

L’adaptation de ce test et son utilisation ensaiggande échelle nécessite que soit vérifié sa
sensibilité, sa fiabilité et sa pertinence vis-s-des différents pathotypes de rouille.

La lutte contre la rouille blanche est colteuska gerte des plantes peut étre importante. Les

retombées du projet aideront a :

- mieux positionner les traitements phytosanitaira@ssdes cultures de jeunes plants et de
plantes finies pour avoir une meilleure efficacigélutte contre la rouille blanche.

- identifier et diminuer les facteurs favorablesiadtallation de la rouille blanche dans les
cultures.

- Aboutir & éradiquer le pathogéne en effectuantiagrebstic précoce de la maladie dans
les serres de pieds meres (S0) des obtenteurgshuaiteurs.




I- ACTIONS COMMUNES GIEFPSO ET STEPP DANS LE CADRE DU
PROGRAMME

1-Enquéte chez les multiplicateurs : réalisation dgjuestionnaire (Annexe)

Apres les enquétes effectuées en 2007 et 2008 ldansntreprises de production (70
entreprises questionnées : vGIR 2009, Une nouvelle enquéte est réalisée cette anrg ch
les obtenteurs/multiplicateurs en France.

Le questionnaire présenté annexel se focalisera principalement sur :
* La plante: son origine
-Régénération in vitro/multiplication végétative
-Les contréles effectués/diagnostics (pathologie)
-Sensibilité vis-a-vis de pathogenes
* La structure de production: Nuclear stock, SQ,&2
» La culture: techniques culturales appropriéearrsage, la fertilisation, la poterie, le
substrat....)
* Les traitements phytosanitaires: Préventif/c@irati
* La gestion du climat.
 L’'environnement autour des systémes de production

Quatre entreprises ont répondu a notre enquétes Edint situées dans le sud et nord ouest de
la France. Pour des raisons de confidentialiténtees des entreprises ne seront pas signalés
dans ce Compte rendu et seront donc codésipan - Ent. 2 — Ent .3 et Ent .4

Caractéristigues des entreprises et structures dergduction.

Les entreprises que nous avons questionnées sqihni@es sur des zones, soit semi
urbaines, soit rurales. Elles sont entourées parpdairies (€levages, bovins, lait, viande,
chevaux) ou par des bosquets et des foréts. HElsguent a plus de 100 m d’'un cours d’eau
ou d’'un bassin. Par entreprise 5-8 million de ogtiiet 6-9 million de boutures racinées sont
produites par an. La superficie totale par entsepvarie entre 10 000 et 45000 m2. Le nombre
de sites de production est de 1 a 4 par structergordduction. On compte entre 3-8
compartiments pour la multiplication des chrysanteg. Les pieds meres sont cultivés sous
abris plastiques a double pai@nt 1, 2, 3 ,4)ou en serre verre sous chendbxt.1) qui
facilite aussi le prélevement des boutures. Detefoanes en extérieur servent aux activités
d’expérimentation et de démonstrati@mnt.1, 3, 4)

La production de boutures

Une petite partie de la production de boutureslestinée aux producteurs de la fleur coupée
(Ent.1) Ces boutures sont enracinées a |'étouffée penglariton 9 jours et une période
d’acclimatisation se poursuit pendant 4-5 jourss beutures destinées a la production de
plantes en pot sont racinées pendant environ 1lj@d4 sans couverture avec un systéme
micro aspersionEnt 1,2)ou sous un film tissé P3@&nt.3, 4) Les boutures non racinées
(cuttings) sont prélevés et envoyés de préféremsetdment ou avec un faible délai aux
clients/horticulteurs. 90% de la vente des boutseegtalise de début mai a début juillet.

Les pieds-meéres pour la production de boutures midués en février/makgEnt 1, 2) en
juin (Ent 3, 4)dans des conteneurs de 3-4 L, avec 5-6 plantpgiadans un substrat bien
adaptée a la culture de chrysantheme provenartipsiement des Tourbiéres de Fraficet



1, 2, 3, 4).Un pincement au début de la culture est effectué former la plante et dans
certains cas l'entreprise utilise un taille-hai@até (Ent 3, 4).La culture peut aller jusqu’a
mi-aoldt pour les derniers prélevements. Pendangél@ode de production le nombre de
boutures prélevées par pot varie entre 50 pouvdeigtés a grosses fleurs et 150 pour les
variéetés a multi fleuréent. 7). En fin de production les pieds meres sont diteticompostés
sur I'entreprise(Ent 1, 3, 4)ou chez les agriculteurs voisins a plus de 5 knfiesdreprise
(Ent .2).

La multiplication

Le choix du matériel initial se fait parmi les plamle chrysanthemes dits ‘candidats’ sains et
présentant les meilleures qualités agronomiques.

L’état sanitaire de toutes les plantes candidai@$ €tre rigoureusement contrélé. Ces
contrbles nécessaires pour la bonne réussite dgrgmme de sélection sanitaire sont
effectués sur chaque plante et cultivées dans ome arotégée. Les plants de chrysanthemes
ayant satisfait aux contréles peuvent entrer engae matériel initial (SO0 ou S0)

Apres régénération par culturevitro (Ent.1) ou multiplication végétativéEnt 2, 3, 4)au
laboratoire ou dans une zone contrdlée et désadeta multiplication des variétés (PM)
débute en année N-1 a partir de la S16{&18.1),du mois de juirfEnt 3, 4)ou du mois
d’aolt(Ent.2)dans une serre isolée (Nucléar stock). Un pinceaetaille est effectué et
ensuite des prélevements successifs de bouturesmudtiplier le nombre de pieds méres
(serres S1, S2...). Avant et aprés sortie du labweattes tests Elisg&nt 1, 2, 3, 4t PCR
qualitatif (Ent 1) sont effectués pour la détection des virus etadeséries. Sur une série de
pieds-meres (apres sortie du laboratoire) des atrahs de floraison naturelle sont effectués
fin octobre ainsi que d’autres caractéristiquebétgjues de la génétique. Avant la période
d’hiver une Z™® vérification phytosanitaire sert a s’assurer gqsedieds-meéres sont indemnes
des maladie&nt 1).La derniére série de pieds mere repiqués fin féan@ée N sert a la
production des boutures destinées aux horticuligous les productions de la Toussaint.

Pour résumer, afin de disposer en fin de produation volume suffisant de matériel pour
produire de la bouture, les plants de chrysanth@ae30 ou SO0 sont multipliés
végeétativement un certain nombre de fois pour dmiestla base de production pour les
horticulteurs éleveurs (S1, S2 ...)

Les quatre établissements multiplicateurs utili@enprocédé de sélection sanitaire
Arrosage

L’eau qui permet l'arrosage des plants de chrysanés provient d’'un forage pour les 4
établissements enquétés. Cette eau est stockéermaassin artificiel protégént 1, 2, 3, 4).
Les pieds méres sont arroses par un systeme die gogbutte et les boutures mises a raciner
dans des plaques alvéolées sont arrosées partiigdiéaire de systeme de micro-aspersion.
Les boutures nécessitent des arrosages tres fit8quetn rapprochés donc avec un
déclenchement automatique selon une programmaiken Ex. Ent.1: 3h00, 8h00, 9h00
ensuite tous les % heures jusqu’a 10h45, a patinidi toutes les 12 minutes jusqu’a 18h00,
apres ralenti fréquence. Dans certain cas, idgsaarrosages manuels qui sont effectués afin
de rectifier des manques d’arrosage sur certaimesszde bouturage.

Pour les pieds-méres l'arrosage est en fonctiota dergescence des feuilles mais souvent,
cet arrosage est de 1-2 fois par jour (matin etl'fapres midiEnt.1, 2).



En général, les fréquences d’arrosage sont prétaphr jour, mais peuvent différer en
fonction des conditions climatiques du moment.

En début de culture des pieds meres, on proceda@dage par jour, en milieu de culture on
passe a 2 arrosages par jour puis en fin de culaufedquence d’arrosage passe a 5, mais il
s’agit d'arrosage court, d’environ 1 minu(ent 3, 4)

Fertilisation

La fertilisation est effectuée pour les 4 entregmiavec de I'engrais soluble pendant tous les
arrosages : équilibres utilisées 1-0,4-1,5 avecE@ale 2,7 ms/cm en hiver et de 3,2 ms/cm
en été(Ent 1) ou toute I'année 14-14-25 a 1,5 g/l solutioref{(lEnt 2). Dans le substrat Tdf
est mélangé 1,5 kg/m3 Osmocote Exact ¥ mois polonrdémarrage des pieds-mejest

1). Deux entrepriseEnt 3 et 4mélangent deux engrais solubles en quantité égala/go et
18/12/18). En début de culture on apporte 0.5 A fauis en milieu de culture on passe a 1.5
g/l pour arriver en fin de culture a 2g/l (EC dB 2.3ms/cm).

Gestion du Climat

La conduite de température se situe entre 18°C-24ifLC21-22°C ventilation, avec en
générale un maintien d’humidité d’environ 70-75% HBximum(Ent 1,2, 3 et 4. Les écran
d’ombrage sont utilisées pour garder la turgescetiaes les pieds-meres rendant le
prélevement des boutures plus efficace et aussilpaonfort des salarié&nt 1,2).

Le blanchiment est effectué tous les ans avec ehijps de type Eclipse

Traitements phytosanitaires

Les traitements phytosanitaires préventifs concgrpencipalement la lutte contre la rouille
blanche. Le nombre de produits utilisés dans ieériires de traitements est assez différent.

Traitements préventifs

Ent. 1
- Rouille : alternance toutes les semaines Systalfiagé 3N (plus efficace selon études

en Hollande), Ortiva, Mancozebe/Dithane.
- Thrips et pucerons avec PBI.

Ent.2
- Rouille : toute 'année en alternance Alliage etivar Occasionnellement : Systane,

Baycor.

Ent 3
- Rouille : Dithane tous les 15 jours et Alliage etiza tous les 2 mois

Systane 1 fois par mois.
- Utilisation de biostimulants (Prevb2 et autresiadit toute la culture.

- Pythium : Prévicur sur boutures 2 jours apres bagg

- Rouille : Alliage et Ortiva tous les 2 mois et anhe tous les 15 jours
- Pythium : Botryl 1 & 2 jours apres le bouturage



Traitements curatifs

Entl
- Rouille : traitements tous les 2 jours méme itimérale produits + enlevement et

destruction des plantes touchées et celles danpéumetre de 1 meétre autour.
Probleme de rouille trés rare. Contréles Fredors ties 2 semaines en période de
production (mars — fin juillet) Problemes de raaijlhmais constaté par ce service

- Acariens : Floramid, Pucerons: Pirimor/Confidoatfship, Thrips: Lusty/Fuoro,
Mineuses : Triad (2 traitements), Chenilles : Xar(at)

- Régulierement difficultés d’'incompatibilité entretriants chimiques et PBI, apports
d’auxiliaires plus frequemment a cause des traitgsnghytosanitairesl).

Ent 2
- Rouille : traitement et destruction plantes toushéecelles dans un périmetre de 1
metre autour. Puis traitements fréquents et alserRéobleme de rouille tres rare.
Contréles Services Protection des Végétaux en oagpaltation en période de
production (février — fin juillet). Problemes deurlbe jamais constatés par le service.
- Thrips, acariens, pucerons: Vertimec, ConservepeKie et Kiros a doses
homologuées.

Ent3et4d

- Thrips : Conserve
- Acariens : Floramite e¥lilbeknock
- Pas de probléme de chenilles

Herbicides

Ces produits sont ponctuellement utilisés dansaléées et sous les tablettes. Produits
principaux : Reglone, Round-up contre LisefBntl).

Les autres entreprises n’utilisent pas d’herbicgass la serre

Régulateurs de croissance

L'utilisation des régulateurs de croissance estzasare. lls sont principalement utilisés sur
les chrysanthémes de démonstration (Dazide, 3}sdrdur les boutures aprés racinement en
plein été (Dazide, 2-3 gr/lEft 2.

Ent 3 et 4 Alar sur boutures au bout de 15 jours

Pratiques de désinfection

Un vide sanitaire de 1 a 6 moi&nt 1, 2, 3 et 4)est pratiqué suivant le besoin du
compartiment. La désinfection des serres et deks @st aussi pratiqué&ilt 1,2, 3 et 4)Les
pots désinfectés sont réutilisés 2, 3, 3. Les produits de désinfection utilisés : ammonium
quartenaire et eau de ja&nt 2. Le Bactipal /H?O{Ent 3 et 4)

Un vétement de protection pour éviter la propagaties maladies n’est pas toujours utilisé
lors du prélévement des boutures.

Environnement de I'entreprise

Les entreprises se trouvent dans une région raratirées d’élevages de bovins ou situées a
I'extrémité d’'un village ou prés d'un bois ou d'uferét de pins. Un cours d’eau est a
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minimum 500 a 800 m des entreprises et un tasadenwost » des pieds-meéres + substrat est
a minimum 30m du site de productidin{ 1)ou 150 m(Ent 3 et 4)

Impressions du multiplicateur vis-a-vis d’une contanination par la rouille blanche

- Les multiplicateurs estiment que les conditionsofables a la propagation de la
rouille blanche sont : arrosage le soir, aire sat(brouillard)/manque de ventilation
(Ent1,2,3 et dans certains cas pensent qu’il y a des fesenirs de boutures peu sérieux
(Ent.1).La rigueur du travail est importante.

- Le rachat d'une gamme d’un autre obtenteur peatwdte source d’infestation généralisée
dans I'entreprise (2 exemples sont mentionnées chez lui, I'autre chez le concurrent).

- Les multiplicateurs enquétés estiment egalementsgappliquent aujourd’hui beaucoup
de précautions efficaces (isolement des cultuesss,ttraitements...) se qui explique que
les services du SRAL (PV/ santé végétale) n'ontjartrouvé cette maladie dans les pieds
meres et les boutures expédiées.

- La problématique autour de la rouille blanche estiable d’'une année sur l'autre
suivant I'état phytosanitaire des boutures et taglitions météo.

- Les multiplicateurs avouent qu’il y a une possibiljue les producteurs de plantes finies
peuvent recevoir de I'inoculum dans les bouturgedi€es et les symptémes s’expriment
ensuite quand la météo est favorable (Confere ar2@@7 gros probleme de
contamination)

- Les multiplicateurs indiquent qu’il est possiblecere, avec les produits homologués sur
le marché et appliqués en alternance, de luttezasficacement contre la rouille blanche.

- Les entreprises pratiquent une sorte de serviceedgmour accompagner les producteurs
de plantes finies a cultiver et aussi de luttettieola rouille blanche du chrysantheme.

Concernant lI'importance économiquede la rouille blanche pour les multiplicateurss le
opinions sont assez différentes. Pour 3 entreprigesouille blanche est un probléme
economique trés importafEnt 2, 3, 4)tandis que pour une seu{&nt 1) importance
économique est a relativiser : les produits et denglément PBI suite aux traitements
chimiques se chiffre a environ 20K€ par an mais nédion de la main d'ceuvre et le
dérangement de I'organisation n’est probablemesipiae en compte (note enquéteur).

Pour les multiplicateurs enquétés la fréquenceapparition de la rouille blanche est moins
de 1 fois par 4 ans et méme encore moins fréquente.

Un systeme de certification fonctionnera uniquengzebéchelle de 'Europ€Ent 1).Un pays
seul qui instaure un tel systeme alourdira les ggwardes entreprises concernées et la
concurrence sera inégale. Un exemple est donnéertdication du Pelargonium contre la
bactériose (Xanthomonas campestris pv pelargoi@ig.systéme coutant cher et appliqué
uniquement en France a provoqué une concurrenogalélen Europe.

Pour une autre entreprise questionnée, le faitatte fles contréles vis-a-vis de la rouille
blanche est trés important pour eux mais il n'yaguas de communication ou de publicité
supplémentaires, ni d’augmentation du prix de latine.



Bilan enquéte

Points forts des entreprises

Les entreprises sont tenues trés correctementr@iéopt hygiéne des serre et structures
irréprochables) et en interne tres organisées.

Les enquétes ont identifié les mesures mises ece ppeour limiter les risques de
contamination de la rouille blanche (périodes ages, traitements phytosanitaires
fréquents et en alternance, climat adapté, comstrifigtosanitaires régulieres).

La désinfection et la pratique de vide sanitaing sppliquées dans les entreprises.

Les liens sont forts entre les entreprises etlleats. Ces contacts permettent d’alerter les
clients en cas de problemes phytosanitaires etrdéags’appuyant sur les représentants
technico-commerciaux de I'entreprise.

Les entreprises sont intéressées par un parteasea un laboratoire agréé pour tester les
nouvelles génétiques vis-a-vis de leur sensikalik rouille blanche.

Le prix et la confidentialité sont 2 facteurs pipaux. Analyser les pieds-meres par PCR
quantitative pour la détection précoce de la reullanche est recu avec plus de
précaution. Le fait que le laboratoire agréé sbiiggé de dénoncer en cas de résultat
positif pose une obstacle importante pour dévelopete piste.

Points faibles

Les multiplicateurs connaissent les variétés sésid la rouille blanche grace aux liens
forts avec les clients. Cependant, le succes dearaités ‘sensibles’ compte tenu de leurs
comportements et de leur esthétisme, fait qu'ebstent tres importantes pour le marché.
Un multiplicateur enquété estime qu’environ 10%sds variétés sont sensibles selon les
échos de ses clients. Un travail sur I'amélioragi@métique contre la rouille blanche est
impossible dans les entreprises. Cependant, lesiptragteurs sont intéressés par un
partenariat avec un laboratoire reconnu et agrée paa trop cher et ou la confidentialité
doit absolument étre assuree.

Il est nécessaire de se poser la question afiradarssi les méthodes de destruction des
pieds meres employées sur I'entreprise en fin d®sa@ont des réels risques concernant la
survie du pathogéne de la rouille (une partie dbigkpgie reste encore inconnue). Une
discussion avec un des multiplicateurs, nous lagggposé que le fait de laisser les
déchets de chrysanthemes pres des serres puisdeireo@ maintenir des sources
d’inoculation. En effet, ce chef d’entreprise avaibté que la zone ou était entreposé son
compost se trouvait dans le couloir du vent quayeat une partie de sa serre et que
certains pieds de chrysanthemes dans cette zoatiant plus touchés par la rouille. Le
fait de déplacer le tas de compost et de le positpa plus de 150 m de la serre dans une
zone non ventée a permis de limiter les contantinatet suite & ce changement, il n'a
plus observé de contamination de rouille blanche.

Un multiplicateur enquété souleve le danger dearoimation lié aux achats des nouvelles
génétiques des autres obtenteurs. Plus de préeswuiigolation aprés réception,
traitements, outils/matériel uniqguement dédiés @olavelle gamme...) peuvent éviter des
risques trop éleves.



- Tous les multiplicateurs ne pratiquent pas la réggion in vitro pour limiter les
contaminations et casser le cycle de propagationladenaladie. La multiplication
végeétative intensive est un facteur de conservatiopathogéene.

Aujourd’hui les multiplicateurs ne sont pas encoapables de détecter tres tot et rapidement
la rouille blanche dans leurs cultures pour enguit@voir anticiper et réagir plus rapidement

vis-a-vis de ce pathogéne. Un multiplicateur engumEissede déja d’'un outil d’analyse par

PCR qualitatif qui peut servir a détecter la rauilitilisant le protocole développé dans ce

Programme National ASTREDHOR.

2-Echantillons prélevé pour la détection de la rollie blanche

Des prélevements de feuilles ont été effectuédesusites pilotes d’observation de la rouille
blanche. 2 600 échantillons foliaires de chrysamthent été fournis au laboratoire Vegenov
par la STEPP Bretagne et par le GIE FPSO pourlyae moléculaire de la campagne
épidémiologique 2011.

[I- MISE AU POINT ET VALIDATION DE LA TECHNIQUE DE  DETECION
MOLECULAIRE DE LA ROUILLE BLANCHE PAR LE LABORATOIR E
VEGENOV.

1. Objectif

L'objectif du présent projet a consistépaursuivre la validation du test de détection
moléculaire de Puccinia horianadans des échantillons foliaires de chrysantheme ém
point par Vegenov).

Dans le cadre de ce projet, uaealyse épidémiologique d’échantillons foliaires de
chrysanthemeprovenant du GIE FPSO et de la STEPP Bretagnelarégnt été réalisée a
Vegenov en utilisant le test de détection molécalae la rouille blanche préalablement
validé.

2. Phases du projet

Dans le cadre de ce projet, asatre phasessuivantes ont été réalisées a Vegenov :

- Phase 1 :validation de lsspécificité du test de détection moléculairee la rouille
blanche. Analyse d'un échantillon foliaire de clanythéme inoculé par leouille
brune (souche disponible a Vegenov) et utilisation dst the détection de la rouille
blanche sur cet échantillon.

- Phase 2 :validation de lasensibilité du test de détection moléculairee la rouille
blanche. Analyses ehulks (tests de différent bulks : 1 feuille contaminés fa
rouille blanche parmi 24, 49 ou 99 feuilles saidechrysanthéeme).

- Phase 3:constitution d’'unecollection de souchedle rouille blanche. Vegenov
conservera les échantillons de feuilles de chrysné contaminés par la rouille
blanche détectés chez les producteurs de chrysaatha France et constituera une
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base de données de la collection créée. La suedgesduches suite a une congélation
directe des échantillons recus dépendra de latguddices derniers.

- Phase 4 :analyse moléculaire de ampagne d’échantillonnage 2011feuilles de
chrysantheme fournies par le GIE FPSO et la STERRgne en 2011)

3. Matériel utilisé dans le cadre de ce projet

Dans le cadre de ce projet, nous avons utiliséalénel végétal suivant :

- des échantillons foliaires de chrysantheme contamés par un isolat deouille
brune disponible a Vegenov ;

- des échantillons foliaires de chrysantheme contamés par un isolat deouille
blanchedisponible a Vegenov (témoins positifs) ;

- 1 échantillon foliaire de chrysantheme sainnon contaminé par la rouille blanche,
disponible a Vegenov (témoin négatif) ;

- 2 600 échantillons foliaires de chrysanthém®ournis par la STEPP Bretagne et par
le GIE FPSO pour I'analyse moléculaire de la campagpidémiologique 2011.

Les extractions d’ADN des échantillons foliaires atwysantheme (témoins positifs, témoins
négatifs et échantillons de la campagne épidémipleg2011) ont été réalisées a Vegenov,
suivant un protocole mis au point lors du précégpeojet..

Un marqueur moléculaire spécifique de la rouill@nichePuccinia horiana mis au point par
I'équipe du Dr Kurt Huenguens en Belgique (Alatial, 2009) et validé a Vegenov dans le
cadre du précédent projet 10.0610, a été utilisdr péaliser les différentes analyses de
détection de ce présent projet.

Un témoin négatif (eau) a également été inclus temnanalyses moléculaires, afin de détecter
la présence éventuelle d’'une contamination desnéitibas au cours de l'analyse.

4. Résultats

Phase 1 : validation de la spécificité du test d#étection moléculaire de la rouille
blanche

Au cours de cette®f phase, nous avons inoculé des plants de chrysaatheec une souche
derouille brune disponible & Vegenov.

Nous avons prélevé 8 échantillons foliaires de sémyheme inoculés par la rouille brune.
Nous avons ensuite extrait a Vegenov I'’'ADN des Baétillons contaminés par la rouille
brune, ainsi que d’échantillons contaminés paplalle blanche (témoins positifs) puis nous
avons analysé ces échantillons a l'aide d’'un manqueoléculaire spécifique de la rouille
blanche Puccinia horiand.

Les résultats obtenus lors de cette phase soneméssdans léigure 1. Lorsque la rouille
blanche est présente dans un échantillon analygécourbe d’amplification caractéristique
apparait en PCR quantitative.
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Amplification Curves
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Figure 1 : Validation de la spécificité du test de détection moléculaire par PCR quantitative de la
rouille blanche dans des échantillons foliaires de chrysantheme contaminés par la rouille brune
(8 échantillons) et contaminés par Puccinia horiana (échantillons en rouge).

Nous n’avons obtenu aucune amplification sur lescBantillons foliaires de chrysantheme
inoculés par la rouille brunee qui confirme qude marqueur moléculaire que nous
utilisons pour le test de détection est bien spéigjitie de la rouille blanche

Phase 2 : validation de la sensibilité du test deétkction moléculaire de la rouille blanche

Au cours de cette®?® phase, nous avons voulu évaluer la sensibilitéedti de détection
moléculaire de la rouille blanche.

Nous avons inoculé des plants de chrysanthemewawviolat dePuccinia horianadisponible

a Vegenov et nous avons prélevé des échantillonfeules des plants de chrysantheme
inoculés a 2 dates aprés inoculation (témoins ifg)sita 1 jour apres inoculation (J+1, stade
précoce) et a 14 jours aprés inoculation (J+14lestardif). Le schéma de prélevement est
présenté dans ligure 2. Nous avons également prélevé des échantillonaired de
chrysantheme sains (témoins négatifs).
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Figure 2 : Schéma de prélevement des échantillons de feuilles de chrysanthéme inoculés par la

rouille blanche, a deux dates aprés inoculation.

Nous avons ensuite mélangé une feuille de chryéamghinoculée par la rouille blanche et
prélevée précocement (1 jour aprés inoculationjaodivement (14 jours aprés inoculation),
avec 24, 49 ou 99 feuilles de chrysantheme saiiresl@déterminer plus précisément le seulil
de sensibilité de détection de la rouille blanche.

Le tableau suivant résume I'ensemble des bulkssésapour les analyses de sensibilité du

test :
Stade de prélevement Nombre de Nombre de
Nombre total
de la feuille feuilles feuilles
Code . . ) de feuilles du
contaminée par la contaminées par saines par _—
u
rouille blanche bulk bulk

Bulk25 (J+1) J+1 (précoce) 1 24 25
Bulk50 (J+1) J+1 (précoce) 1 49 50
Bulk100 (J+1) | J+1 (précoce) 1 99 100

Nous avons analysebulks indépendantspour chacune des modalités testées.

Nous avons extrait ’ADN total des bulks de felsligaines et contaminées réalisés et nous
avons analysé ces bulks en PCR quantitative. Neassacomparé les profils de détection
moléculaire obtenus pour ces bulks a celui d’'unci@mégatif (échantillons foliaires sains) et
a ceux de témoins positifs (témoin fortement inécl#14 et témoin faiblement inoculé J+1).
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Les résultats obtenus sont présentés dafiguiee 3.

Amplification Curves
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Figure 3 : Evaluation de la sensibilité du test de détection moléculaire par PCR quantitative de la

rouille blanche dans des bulks d’échantillons foliaires de chrysanthéme contaminés par la rouille
blanche.

Nous avons obtenu un signal de détection :

- fort pour les bulks contenant un échantillon fekatontaminé, prélevé 14 jours apres
inoculation (stade tardif, symptémes visibles swiilfes, en rose sur la figure 3);
- plus faible pour les bulks contenant un échantifidiaire contaminé, prélevé 1 jour

aprés inoculation (stade précoce, symptomes naplesssur feuilles, en violet sur la
figure 3).

Nous avons également constaté glues la taille du bulk augmente, plus la détectiore la
rouille blanche dans le bulk devient difficile

En effet, nous avons pu détecter la rouille blarddnes tous les bulks (25, 50 et 100 feuilles)
contenant une feuille fortement contaminée (J+14)Pour les bulks contenant une feuille
faiblement contaminé@+1), la détection de la rouille blanche est podde dans les bulks

de 25 et 50 feuillegnais n’est plus possible pour les bulks de 100lésutrop forte dilution
du signal).

Cette ™ phase du projet a permis d'évaluer la sensitilitéest de détection moléculaire de
la rouille blanche et de montrer que I'on pouvatedter 'agent pathogene danshuik de
50 feuilles maximumlorsque celles-ci sont faiblement contaminées.
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Phase 3 : constitution d’'une collection de souchée rouille blanche

En juin 2011, un mail a été envoyé par Oscar StépE€EPP Bretagne) aux conseillers
impliqués dans la surveillance de la rouille blancez les producteurs de chrysanthemes
afin de solliciter leur aide pour la constitutiorure collection de souches deuccinia
horiana

Dans ce mail, il a été demandé aux conseillerside parvenir & Vegenov tout échantillon de
feuille de chrysanthéme présentant des symptomastéastiques de la rouille blanche qu’ils
pourraient observer lors de leurs tournées chegrtetucteurs de chrysanthemes.

Ces échantillons prélevés chez les producteurtigsanthemes devaient servir a :
- constituer une collection de souchesPdecinia horiang
- connaitre la distribution de cette maladie suetétbire francais ;
- identifier les fournisseurs de jeunes plants spgainent touchés par la rouille
blanche en 2011.

A ce jour,aucun échantillon de feuille de chrysantheme préstant des symptdmes de
rouille blanche n'a été envoyéa Vegenov pour alimenter la collection de soudhesce
pathogéne.

Phase 4 : analyse moléculaire de la campagne épidélagique 2011

Les résultats de détection moléculaire de la muidlanche dans les bulks des 2 600
échantillons foliaires de chrysanthéme fournislpdBIE FPSO et la STEPP Bretagne (étude
épidémiologique 2011) sont synthétisés dans lex tihieaux suivants. Ddsulks de 50
feuilles maximum ont été réalisés a partir des 2 600 échantillegss, suite aux résultats
obtenus a l'issue de la phase 2.
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Tableau de résultats des analyses du GIE FPSO

Nombre de Nombre de
Date de s feuilles feuilles Détection de
prélévement venee prélevées par | analysées Pucciana horiana
le GIE FPSO par bulk

soda vanille 50 50 Négatif
vito blanc 50 50 Négatif
corto rose 50 50 Négatif
teva rose 50 50 Négatif
yahou abricot 50 50 Négatif
yahou fraise 50 50 Négatif
mitik rose 50 50 Négatif
frigo blanc 50 50 Négatif
pasoa grenadine 50 50 Negatif
tribal rouge 50 50 Négatif
senso violet 50 50 Négatif
ultra rouge brique 26 26 Neégatif

22/06/2011 burma rose 26 26 Négatif
borea blanc 26 26 Négatif
borea cuivre 26 26 Négatif
borea rose 26 26 Négatif
cocktail caramba 50 50 Négatif
cocktail cherry 50 50 Negatif
cocktail sonic 50 50 Négatif
cocktail bacardi 50 50 Negatif
cocktail colombo 50 50 Négatif
cocktail shaker 50 50 Negatif
cocktail cubano 50 50 Négatif
cocktail curacao 50 50 Negatif
cocktail americano 50 50 Negatif
cocktail alamo 50 50 Négatif
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Tableau de résultats des analyses de la STEPP Bretagne

Nombre de Nombre de
Date de . feuilles feuilles Détection de
e Varieteé . ; ; ) i
prélevement prélevées par la | analysées Pucciana horiana
STEPP par bulk
Bulk 1 = 50 Négatif
08/07/2011 Xena 100
Bulk 2 = 50 Négatif
Hiphop blanc 50 50 Négatif
100 Bulk 1 = 50 Négatif
Anastasia blanc Bulk 2 = 50 Négatif
Traces de rouille
Bulk 1 = 50 )
Eleonora 100 (< témoin J+1)
Bulk 2 = 50 Négatif
22/07/2011 Ska jaune 60 60 Négatif
Funk Bicolore 60 60 Négatif
Macumba rouge 60 60 Négatif
Burma blanc 60 60 Négatif
Xena rouge (cutting) | 50 50 Négatif
Bulk 1 = 50 Négatif
Eleonora Yellow 100
Bulk 2 = 50 Négatif
Bulk 1 = 50 Négatif
02/08/2011 Spiro 100
Bulk 2 = 50 Négatif
Bulk 1 = 50 Négatif
Xena cuivre 100
Bulk 2 = 50 Négatif
Bulk 1 = 50 Négatif
05/09/2011 Louisette jaune 100
Bulk 2 = 50 Négatif

L’analyse moléculaire en bulks des 2 600 échanslide feuilles de chrysantheme fournis par

le GIE FPSO et la STEPP Bretagne nous a permigatioldes résultats suivants :

- aucune trace de rouille blanchen’'a pu étre détectée dans ladks formés a partir
des échantillons fournis par@&E FPSO;

- unetrace de rouille blanche(en quantités beaucoup plus faibles que le tépositif
J+1) a pu étre détectée dandidk 1 de 50 feuilles de la variété Eleonoréournies
par laSTEPP Bretagne.
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5 - Conclusion

Dans le cadre de ce projet réalisé a Vegenov, aoniss pu :

Valider la spécificité du marqueur moléculaire utilisé dans le test deatié®n de la
rouille blanche (non détection de la rouille brawvec ce marqueur) ;

Valider la sensibilité du test de détection moléculaire en déterminamiolabre de
feuilles qu'il est possible de mélanger au maximpour pouvoir détecter le
pathogene ;

Analyser 2600 échantillonsde feuilles de chrysanthéme en utilisant ce tesir |y
détecter la présence éventuelle de la rouille blen&eul un bulk d’échantillons
analysés s’est révélé étre positif pour la préseleck rouille blanche, en tres faible
guantité (moindre que celle détectée dans le tépmsitif J+1).

Nous n’avonspas pu constituer de collection de souches deucciana horianacar nous
n'avons pas recu a Vegenov d’échantillons contasiteéfeuilles de chrysantheme provenant
de chez les producteurs de jeunes plants en 20Xkkrdit intéressant de relancer cette
opération en 2012.

PERSPECTIVES DU PROGRAMME

Les perspectives du programme sont les suivantes :

Développer une collection des souches du pathogéne.

A partir de juin/juillet nécessité d’envoyer desifles infestées a Vegenov. Demander aux
conseillers du réseau ASTREDHOR de récupérernvélgstaux atteints et de les envoyer aux
laboratoires. L'idéal est d’avoir 1/3 des soucties-rance et 2/3 des souches de I'étranger.
Demander a Kurt Heungens s'il peut envoyer sa lxang souches a Vegenov ou au moins
nous donner ses contacts pour obtenir des souches.

Obtenir une collection d’autres pathogénes du emygme pour continuer a évaluer la
sélectivité du test moléculaire.

Le GIE FPSO et la STEPP Bretagne centraliserédbantillons, les enregistrent (date,
provenance, fournisseur, variété) les codifientrgauiter des problemes des laboratoires et les
renvoient ensuite codés a Vegenov. La base d'irdtiam sur la provenance des échantillons est
strictement confidentielle entre les 2 stations.

travailler sur la maitrise de l'infestation. Le fgsrd’exposition d’'une plante & une feuille
infestée n’est pas assez précis. La sensibilitéstunoléculaire est aujourd’hui 1 feuille
infestée sans symptémes sur 50. Peut-on augmargensibilité en améliorant la technique de
broyage et d’extraction de 'ADN ? Les laborateitmmpareront 4 techniques de broyage
pour homogénéiser au maximal le broyat.
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L’objectif final est de :

-Proposer de mettre en place en France pour lestebirs intéressés un systeme de détection
précoce de la rouille blanche en cultures de pieéses par analyse PCR quantitative. Dans
cette proposition on pourra imaginer effectuer plgdévements de feuilles sur pieds méres
réalisés par les obtenteurs selon un protocoldiétas analyses seront effectuées par un
laboratoire capable de maitriser la technique dectién moléculaire. Les résultats des
analyses seront confidentiels et directement conés aux obtenteurs concernés. En
fonction des résultats des analyses les obtenfgomsront ensuite prendre des mesures
appropriées. Un schéma de certification phytosaaitaoncernant la rouille blanche pourrait
aussi étre envisagé avec les obtenteurs.

- Proposer aux obtenteurs la possibilité de séleogr et de générer des variétés résistantes a
la rouille blanche. Des tests en série peuvent étrésagés pour déterminer le niveau de
résistance de chaque nouvelle création génétigsi@-vis de différents pathovars e
horiana Un laboratoire compétent pourra de ce fait réalies tests dans pour lesquels, les
variétés seront inoculées avec différents pathovdre nouvelle création résistante a la
rouille blanche aurait un potentiel commercial imtpot pour I'obtenteur.

Une telle initiative commune pourrait conduire g wsvlution durable pour lutter contre la
rouille blanche du chrysanthéme.

\"r4

Une question reste cependant en suspend et qui pogope les obtenteurs et les
collaborateurs du projet :

Puccinia horianaétant un pathogéne de quarantaine, que se pasksraie champignon
est détecté précocement chez un multiplicateur tgaida destruction des plantes et g la
fermeture du site de production. C’est un frein am@nt a la poursuite du projet. Une
réponse claire est nécessaire des instances peblequmpétentes sur cet aspect.

14

La STEPP et le GIEFPSO rencontreront cette annéeesponsable ‘Horticulture
Ornementale’ de la DGAL afin de clarifier ce point
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ANNEXES
ANNEXE 1 : QUESTIONNAIRE MULTIPLICATEURS

Chrysanthéme
Rouille Blanche

Etude Epidémiologique
Multiplicateurs

Programme National ASTREDHOR

Date d’enquéte :
Plage d’horaire :

Nom enquéteur :
Téléphone enquéteur :

Entreprise enquétée :

Commune et département :

Nom de la personne entretenue :
Fonction :

0
GLE QQ«@%; 'T ﬂf’b
Fleurs & Plantes ~ | ) — =
A?& du Sud-Ouest g’ - s = PF
Stations de I'Institut technique de I’horticulture

N

Vegenov

-BBY —
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Caractéristiques liées a la culture

- Type de chrysanthémes@ pomponette @ grosse fleur @ americain

- Type de jeune plant produit @ cutting @ bouture racinée

si cutting :  conditions de bouturage pendant enranement

couverture air libre @ systeme fog

- Nombre de sites de production i................... |

- Superficie totale de chrysanthémes par site enpgise : |................... me

- Nombre de structures de production |................... |

- Nombre de compartiments par structure de produc®n :|...................

- Type de structure de production par Nucléar stock

S00
Serre verre@ multi-chapelle @ autre| (0|  spécifications |.......................]

Superficie 1  m2 Ll m2 | [ m2

SO

Serre verre@ multi-chapelle @ autre| [0  spécifications |.......................]

Superficie : |[J m2 ] m2 | [ m2

il

Serre verre@ multi-chapelle @ autre| (0|  spécifications |.......................]

Superficie : | m2 Ll m2 | U m2

S2 (boutures chez les éleveurs et multiplicateurdyléme site, serres séparées?

Serre verre@ multi-chapelle @ autre| (0| spécifications |.......................]

Superficie : | m2 Ll m2 | U m2

- La reproduction n'est autorisée que pour votragespersonnel 23




Pratiques de prélevement de boutures (a cocher) :

] |gants @ outils @ désinfection (produit ?) des outil@ blouse @ autre

La plante: SOn Ofigine :|.............couiieeeieiiiiiee i

- Combien de temps gardez VOUS VOS PIedS METES.2......coeeeeeeeeeieeieeireiiseeanaan]

- Renouvellement SO, S1 + COMMENtAINE] 2.........ccccoeeeveeriiiiiiieiiirnann]

- A cocher : régénération in vitro@/ multiplication végétative@

- A quelle période constituez vous vos parcs de pEmeres ?2...............ccc.cc.oeun...]

- Les contrdles effectués/diagnostics (pathologieVirus 2| ..........cc.coeeeuiieeeeeeaii ]

maladies fongique?................... |

- Densité des pieds méres|?................... /m2

-Taillepot:|...................]

- CaraCtéristiques SUDSITAt |................ouuuiie e eee e, \

Dans votre gamme variétale, connaissez-vous les siilités face a la rouille et pourquoi

Caractéristiques liées a la structure de production

Pratiques de désinfection

Vide sanitaire ? Combien de jours ?....................]

Désinfection structures, tablettes, systeme d’arr@gje, poterie ﬂ oui @ non

Réutilisation de la poterie 7@ oui @ non

- La reproduction n'est autorisée que pour votragespersonnel 24




Caractéristiques liées a l'arrosage

- Source d'irrigation :

E forage avec bassin de stockage [l forage sans bassin de stockage
E riviere/ruisseau avec bassin de stockadel riviere/ruisseau sans bassin de stockage

E eau de pluie avec bassin de stockage E eau du réseau

- Stockage d’'eau : |l bassin a I'air libre L bassin protégé
- Bassin: O naturel 0 artificiel
- Type d’arrosage : E goutte a goutte E aspersion @ ruissellement
L subirrigation 0| nappe d'irrigation
- Déclenchement arrosage : @ manuel E automatique
- Stratégie d’apport : . -
Fréquence d’arrosage est préétabli par jour ? E Oui E Non
Preférence période d'arrosage ? -
matin @ midi @ aprés midi L soir
Arrosage au point de flétrissement L Oui L Non
Arrosage en fonction de I'état hydrique du substrat E Oui E Non
Si Oui, avec tensiométre 0 Oui L Non
Déclenchement automatique ? L Oui L Non
Arrosage en fonction d’'un autre parameétre ? L1 Oui [l Non
Si OUIL IEAUET ... e e e e
Déclenchement automatique ? L Oui L Non
- Plage de fréquence d’arrosages : Début de culter..... arrosages/jour
Milieu de culture |.....| &|......|arrosages/jour
Fin de culture ......,arrosages/jour
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Caractéristiques liées a la fertilisation

-Type d’engrais : @ engrais soluble @ engrais enrobés @ les deux

- Engrais foliaire ? Oui@ Non@

- Equilibres NPK et doses d’engrais soluble
début de culture :  équilibre Dose€...... g/l solution fille
milieu de culture :  équilibre Dose.......| g/l solution fille
fin de culture : équilibre Dose......| g/l solution fille

- Equilibre NPK et dose_d’engrais enrobé équilibre Dose...... kg/m®

- Fréquence de fertilisation :

E Tous les arrosages H 1 fois par 2 arrosages H 1 fois par 3 arrosages

AULEE, & PrECISEE ..ottt ee e et e e et e e e et e e ae e ean,
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Caractéristiques liées au traitements phytosanitags
(pbi, insecticides, fongicides, herbicides, régulatirs)

- Traitements phytosanitaires préventifs (insecties, fongicides)

Culture 1 (Précision/description) :|..................uu i iiiiisi i \

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou
prévue(s)

Culture 2 (Précision/description) :|...................uiiiiiiiis i \

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou
prévue(s)

Culture 3 (Précision/description) :|.................o.iiieeeiisi i \

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou
prévue(s)

- Date passage traitement préventif & traitement aatif :|...............cccoeeeeeeeeeeeeeenn.... |

- Date d’'observation premiéres symptomes de la rollg dans les cultures
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- Traitements phytosanitaires curatifs (insecticgldongicides)

Culture 1 (Précision/description) :|..................cccceeeeeiiiiiieieeeieeins.

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou

prévue(s)
Culture 2 (Précision/description) :|..................u i iiiiisi i \

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou

prévue(s)
Culture 3 (Précision/description) :|...................ieeiiieiisiiie e \

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou

prévue(s)
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- Traitements des régulateurs de croissance

Culture 1 (Précision/description) :|..................ccceeeiuiiiiuiiiiiieiieiinnn,

Produit Dose Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou

prévue(s)
Culture 2 (Précision/description) :|...................oeeeeeiiieii e, |

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou

prévue(s)
Culture 3 (Précision/description) :|..................uiiieeiiiiiii e, |

Produit Dose Cible Date(s) Stade de la
d’application culture
effectuée(s) ou

prévue(s)
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- Autres interventions :

Intervention Date(s) effectuée(s) Objectif
ou prévue(s)
Pincement
Ebourgeonnage

Autre (a préciser)

Caractéristiques liées a la gestion du climat / da lumiére

- Température de consigne/ Température de ventilatn : °C/ °C

- Hygrométrie de consigne / ventilation : %HR / %HR

- Période d’occultation (gestion photopériode) ?: L Oui @ Non

Pendant combien de jours L......................ocuve. e

HOFAINES & ... e e e

- Utilisation ombrage (produit blanchiment ou écrars) @ Oui @ Non
Si oui, produit : |.....................]
% d'ombrage : |........... % ou dilution

- Utilisation des couvertures spéciales (ex. Solafretc. )? @ Oui @ Non
Si Ui, Produit = [o.....eeeeeeeeee e, |

Caractéristiques liées a I'environnement autour desystémes de production

- Entreprise située dans une région
@ urbaine @ semi urbaine @ rurale

- Description des cultures aux alentours de I'enti@rise ....................c.oeeeeeeeeeneenn.... l

- Distance de la production d’un cours d’eau ou d’n bassin :........./m
- Gestion des déchets des végétaux :

E Compostage. Distance entre lieu de compostage ettates : ........./m

E Brilage. Distance entre lieu de briilage et cultures..........Im

AULTE(A PrECISET) 1. et iee e e l
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Mesures prises en cas de la contamination

Que faire face a un probleme de contamination? Quiel est la procédure mise en place?

Jeter @ Bruler @ Traiter @ Eliminer variétés@

Retour clientéle en cas de problemes.

. Quelle est I'action mise en place chez le multihteur |......................c........ |

chezleclient |........cocceeriiniinnii.. |

Contréles réglementaires

Vous étes contrblé ? @ Oui @ Non

S OUL, PAF QUI 2|t e e e e e

Combien de fOIS PAr &N P...... .. ieiee e e e l

QUEIIE PEFHIOTE 2.t et e el |

Types de contrbles :@ visuels @ prélevements

Connaissance reglementation

Pathogéne de quarantaine @ Oui @ Non

Mesure a prendre / Procédures a respecter
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Avez-vous déja été soumis a des mesures de quaranés et de destructions ? Qu'avez-
vous fait ?

Application des connaissances/techniques acquiseand le PN

Intéressé par la mise en place d’'un schéma de sdien sanitaire (sur les bases des
contrbles moléculaires)

Commercialisation : Communication intéressante suboutures certifiées ou label?

Augmentation du prix de la bouture ?

Intéressé par sélection variétale sur la résistanamntre la rouille blanche ?

Prét a intégrer dans votre sélection variétale lagsistance vis-a-vis de la rouille blanche
et utiliser les techniques développées a Vegenoedaa différents isolats ?

Prét a cofinancer des projets de recherche sur larpblématique de la rouille blanche ?
Porteurs sains autres especes et sources de contaaion, identification des isolats et
conservation. A quel prix ?
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Impressions du producteur vis-a-vis de la rouille lanche

- Quels facteurs favorisent, selon vous, la rouillelanche du chrysanthéme ?

- Vous avez I'impression que la pression parasitaérde cette maladie est variable suivant
les années ou est ce que la pression reste assalzlstdepuis des années?

- Est-ce que la rouille blanche est maitrisable aedes produits d’aujourd’hui ?

- L'importance économique de la maladie pour I'enteprise

@ tres important @ important @ moins important @ pas important

- Fréquence de I'apparition de la rouille du chrysathéme dans I'entreprise
@ 2 fois par an @ 1 fois par an @ 1 fois par 2 ans @ 1 fois par 4 ans @ jamais

- Autres remarques du producteur :
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ANNEXE (a remplir par I'enquéteur, information rest e confidentielle)

Observations et remarques de I'enquéteur

- Présentation globale de la culture (carences, nalies, ravageurs) :

L1 bien entretenue [ assez bien[J] moyennement entretenue L1 mal entretenue

REMAIGUES .. ...veeie e e e e et et e e e e e cee ]

- Propreté dans et autour des cultures de chrysanémes

L1 trés propre [l propre [l assez propre I moyen [lsale

REMAITUES ©...o..eeeee ettt et et et e et e e e e et ee ettt et et e e e e e e e e ee e eeaee e asas enaennns]

- Impression de I'enquéteur par rapport au climat brs de la visite

hygrométrie dans la culture :[[1| élevée L] assez élevéd 1 assez bassé | basse
température : E élevée ] assez élevéd 1 assez bassé 1| basse

ventilation : E aérée confinée

REMAIGUES ... e e e e e et e e e e e e ene ]

- Humidité des cultures lors de la visite

humidité substrat : éIevée assez élevée ] assez bass basse

humidité du feuillage:

élevée|L] assez élevée ] assez bass basse

REMAITUES ©...o..eeiie ittt et et oot e e e e et e e ettt et e s e e e e e e e e ee e e aee e aeas enaennns]

- Etat physiologie des cultures / les cultures soatquelles stades ?

- Autres remarques et observations
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