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1. Rappel du résumé et des objectifs du projet

La filiere viti-vinicole, trés consommatrice de produits phytosanitaires en France (20% des
pesticides utilisés sur 3% de la surface agricole), doit faire face a une crise majeure :
I’épidémie des maladies du bois (MdBs). Dans un contexte de fortes attentes sociétales pour
une viticulture respectueuse de 1’environnement, le développement de méthodes innovantes
de biocontréle des MdBs s'avére donc un enjeu socio-économique de taille. Ce projet
regroupe un laboratoire INRA-BSA, I’« UMR-SAVE », reconnu pour son expertise sur les
MdBs ; les pépiniéres viticoles « MERCIER » et la Société « BIOVITIS » spécialisée dans la
production industrielle de biomasses bactériennes et fongiques. Nous développons le procédé
de biotisation de plants greffés-soudés lors de leur production en pépiniere. La biotisation
consiste a inoculer des jeunes plantes avec des micro-organismes bénéfiques pour améliorer la
tolérance du végétal vis-a-vis des stress biotiques et abiotiques. Nous ciblons les stress dus
aux infections par les champignons pathogenes des MdBs. L'originalité de ce projet repose
sur i) des agents de biotisation (AdBs), c'est a dire des souches de micro-organismes
issus du vignoble francais et donc adaptés a la vigne ; ii) le test de différents AdBs, en
combinaison, avec différents modes d'action contre les champignons pathogenes ciblés et
iii) un matériel végétal testé des un stade précoce de développement en pépinieres.

. Le projet visera les objectifs majeurs suivants :

* 1- Améliorer le niveau de protection, en en limitant la variabilité, obtenu par des
microorganismes AdBs candidats identifiés lors de nos recherches antérieures
(modéle : souche de Pythium oligandrum isolée de la rhizosphére de ceps de vigne).

* 2- Proposer, tester et developper quelques nouvelles souches de microorganismes
candidates au biocontrdle (AdBs) : bactéries épiphytes ou endophytes issues de vigne.

* 3- Evaluer I’impact de la diversité génétique du végétal hote (effet porte-greffe) sur
la persistance, la colonisation et I'effet de protection de ces agents de biotisation.
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* 4- Développer une méthode et des outils moléculaires pour évaluer les effets de ces
agents de biocontréle potentiels sur la plante : stimulation des défenses naturelles de la
plante et induction de différentes voies métaboliques spécifiques

* 5- Evaluer I’impact de la colonisation par ces agents de biotisation sur la microflore
globale non-cible au sein des plants de vigne (effets non intentionnels "ENI")

2. Synthése de I'avancement du projet et liste des objectifs atteints:

Deux expérimentations d'envergure ont été réalisées en 2015 et 2016 dont les
principaux objectifs, méthodologies et résultats sont indiqués dans ce rapport et sur le
site WEB dédié «http://www.maladie-du-bois-vigne.fr/Programmes-de-recherche/Les-projets-en-
cours/Les-projets-de-biocontrole/BIOTIVIGNE/Les-resultats-du-projet».

De facon résumée, sur les 5 objectifs annonces (voir ci dessus), un seul n'a pas pu étre
mené a bien, faute de temps, durant ce court projet de 2 ans. Il s'agit du quatriéme objectif
visant a développer une méthode et des outils moléculaires pour évaluer les effets de ces
agents de biocontréle AdBs sur la plante : stimulation des défenses naturelles de la plante et
induction de différentes voies métaboliques spécifiques. En revanche les quatre autres
principaux objectifs (1, 2, 3 & 5) ont tous été largement atteints avec succes.

3. Synthése des principes méthodologigues et préparation d'un article scientifique

Les principes méthodologiques et détails des procédures sont indiqués dans le site
WEB dédié : «http://www.maladie-du-bois-vigne.fr/Programmes-de-recherche/Les-projets-en-
cours/Les-projets-de-biocontrole/BIOTIVIGNE/Les-resultats-du-projet».

De plus, un article scientifique va étre soumis dans le Journal international
scientifique ""Biological control*. L'annexe 1 en présente le résumé et le ""Matériels et
Methodes™, ce dernier detaille tous les protocoles adoptés. Les méthodologies suivies en
2015 ont aussi ete detaillées dans le rapport intermédiaire et ne sont donc pas reprises dans ce
rapport final (merci de se reporter au rapport intermédiaire pour plus de détails).
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4. Principaux résultats marguants

4.1 RESULTATS MARQUANTS D'EFFICACITE EN 2015 & 2016 (un seul porte-
greffe testé) : P. oligandrum est efficace a 39% minimum contre les 2 champignons
pathogénes ciblés

Les tests d'efficacité de 2015 et 2016 reposent classiquement sur la mesure de la
longueur des nécroses induites dans le bois de vigne par les champignons pathogenes des
MdBs (Fig. ci-dessous).

Les histogrammes qui suivent montrent qu' en 2015 et 2016, durant chacun des deux
essais, P. oligandrum permet de réduire de 39 % la nécrose due a P. chlamydospora en
2015 et 39.5% en 2016. De méme, la longueur des nécroses dues a N. parvum est réduite
de 64% en 2015 et de 52% en 2016, chez les plants inoculés par P. oligandrum par rapport
aux témoins (infectés uniquement avec N. parvum).

L’absence de contact entre le pathogene, présent dans le greffon, et I’agent de
biocontréle, P. oligandrum, colonisant les racines indique une action a distance par
stimulation des défenses de la vigne. Ainsi, ces résultats déemontrent la résistance induite
chez la vigne lorsque son systeme racinaire est colonisé par P. oligandrum afin de lutter
contre I'infection au niveau du tronc par les pathogénes P. chlamydospora et N. parvum.

Par ailleurs, la bactérie P. agglomerans permet de réduire la nécrose due au pathogene
N. parvum de 38% en 2015 et de 22% en 2016. Enfin, lorsque I’on met ces deux agents de
biotisation (P. oligandrum et P. agglomerans) en combinaison, ils permettent de réduire
de 52% en 2015 et 33% en 2016 la longueur de la nécrose.
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4.2 RESULTATS MARQUANTS D'EFFICACITE avec comparaison des effets sur des
Vignes greffées selon le porte greffe : 101-14 vs SO4

Les objectifs avec un seul porte-greffe ayant été atteint des la fin du premier essai en
2015, I'année suivante en 2016, une seconde expérimentation importante a été reconduite dans
des conditions expérimentales proches pour tester I'effet porte greffe. Les résultats de I'essali
2016 sont présentés dans les deux histogrammes suivant qui permettent de tirer les
conclusions originales suivantes.

D'abord, la réduction de la longueur de la nécrose due a P. chlamydospora grace a

I’apport de P. oligandrum atteint 40% sur le porte-greffe 101-14. Cette réduction est de
52% sur le porte-greffe SO4.
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De plus, la réduction de la longueur de la nécrose due a N. parvum grace a P.
oligandrum atteint 52%o sur le porte-greffe 101-14 et 41% sur le porte-greffe SOA4. Lors
de I’association de P. oligandrum avec la bactérie P. agglomerans, la réduction de cette
nécrose est respectivement de 33% et 11% sur les deux porte-greffes.

Pourcentage de réduction de nécrose
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4.3 RESULTATS MARQUANTS DE SURVIE-PERSISTENCE de I'AdB P. oligandrum
gui se maintient pendant deux mois au moins dans la rhizosphére

La survie de P. oligandrum dans les racines et la rhizosphére des boutures de
Vignes greffées été mesurée par PCR quantitative. Comme le montre la Figure ci-
dessous, en termes de cinétique sur une longue période de quasiment 3 mois, I’agent
de biocontréle P. oligandrum voit sa concentration diminuer au niveau des

racines jusqu’a 80 jours aprés son inoculation. Ces essais ont été réalisés sur le
porte-greffe 101-14 en 2015.

En termes quantitatifs, la concentration moyenne & 0 JPI (jours post
inoculation) est de 3500 fg.ull, elle diminue déja trés fortement a 15 JPI pour
atteindre env. 1100 fg.ul™l, soit env. le tiers de la concentration initiale. Enfin & 80 JPI,
la concentration finale est vraiment trés faible (< 200 fg.ull), mais il peut étre
considéré que l'efficacité des traitements avec P. oligandrum (Po) doit avoir été
produite dans les premiers temps suivant I'inoculation par le pathogene (p.ex. dans les
15 j post-inoculation). En conclusion, cela montre en tous cas clairement que la
diminution de quantité de Po n’est pas intervenue brutalement, mais progressivement
dans le temps dans nos essais.

Cinétique de population de Pythium oligandrum
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Cinétique par gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction)
de la présence de I'AdB P. oligandrum (Po) dans les racines et la
rhizosphére de boutures de vignes greffées
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Du point de vue méthodologique, rappelons que la PCR quantitative (QPCR) ou PCR
en temps réel, est une méthode qui permet de mesurer le nombre de fragments d’ADN
amplifiés au cours du temps. Le principe des analyses repose sur le prélevement aléatoire des
racines d'un certain nombre de boutures d'une méme modalité expérimentale (n = 9 en 2015).
La zone de prélevement préférentielle est située au centre du chevelu racinaire dans 1’axe du
tronc. Une fois collectes, les échantillons sont placés a -20°C en attendant d’étre broyés sous
azote liquide avec un broyeur a bille. Puis il est procédé a I’extraction des ADN totaux a
I’aide d’un kit : Invisorb Spin Plant Mini Kit® d’INVITEK. Puis, pour la qPCR s.s., des
amorces associées aux régions ITS spécifiques de I'espece (UpF1 et Lo146) avec une sonde
Tagman sont utilisées pour les réactions d’amplification a 1’aide d’un thermocycleur
Stratagéne (programme d’amplification commengant par une dénaturation initiale de 15 min a
95°C, puis se succedent 40 cycles composés chacun d’une étape de dénaturation de 30s a
95°C, d’une étape d’hybridation des amorces avec la sonde de 30s a 60°C, et d’une étape
d’élongation de 30s a 72°C). La fluorescence est mesurée a chaque cycle aprés 1’étape
d’élongation.

4.4 DEMARCHE ENGAGEE : impact de la colonisation par les agents de biotisation
sur la microflore globale non-cible

Notre dernier objectif était d'évaluer I'impact de la colonisation par ces agents de
biotisation, notamment P. oligandrum (Po), sur la microflore globale non-cible au sein des
plants de vigne (effets non intentionnels "ENI"). Cette derniere partie a donné lieu a la
signature d'un avenant au contrat Biotivigne en 2017 car la durée initiale de 2 ans du projet
était courte compte-tenu des différents objectifs proposés. L'objectif a été focalisé sur des
résultats concernant les effets non intentionnels des apports des AdBs testés sur le microbiote
dans les greffons des boutures de vignes étudiées en 2015 et 2016. Le microbiote bactérien est
visé plus particulierement car, les apports d'/AdBs dans les greffons ont été fait avec des AdBs
bactériens. L'effet de P. oligandrum sur le microbiote bactérien au sein des greffons est
¢galement au cceur de cet essai.

Du point de vue expérimental, la mise en ceuvre des essais préalables a cette étude du
microbiote s'est avérée plus complexe que prévue pour des raisons de problémes de
reproductibilité des PCRs dans notre laboratoire SAVE pendant I'été 2017. C'est pourquoi, le
parti a été pris, en fin d'été 2017, pour avoir les résultats de qualité au plus vite et dans les
meilleures conditions, de faire réaliser les travaux par un prestataire de service de qualité, et
avec lequel nous avions déja travaillé (laboratoire aux USAS). Les échantillons sont
actuellement traités par ce laboratoire (resp. Dr. Scot E Dowd) : "MR DNA - Molecular
Research™, 503 Clovis Road, Shallowater, TX 79363 (http://www.MrDNAIab.com). Nous
aurons donc, come attendu, les résultats avant la fin du projet, c'est a dire avant fin 2017.
Cependant le traitement bio-informatique de ce jeu de données ne pourra pas étre réalisé dans
le cadre de cet appel a projet.
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5. Principales conclusions et perspectives

La premiere conclusion importante est que ce projet a permis de confirmer P.
oligandrum (Po) comme agent de biocontrole candidat extrémement prometteur dans la
protection de la Vigne contre les MdBs, et ce des le stade de la production en pépiniere.

La seconde conclusion majeure provient de la mise ceuvre comparée et/ou
conjointe de P. oligandrum (Po) avec d'autres bactéries candidates, identifiées lors de la thése
de Rana HAIDAR a 'UMRSAVE (INRA, Bordeaux). Il a ainsi été démontré I'intérét de ces
différents agents de Biotisation (AdBs) bactériens, mais dans une moindre mesure par
rapport a Po. Cependant, et de facon tres intéressante, le cumul de différents AdBs dans
la méme plante ne s'est pas traduit par un effet de synergie qui aurait pu augmenter leur
efficacité protectrice respective. Cette conclusion n'est cependant peut étre pas valable pour
d'autres combinaisons microbienne notamment en fonction des especes/souches d'AdBs
testées.

La troisieme conclusion majeure est de montrer le maintien sur des périodes plutot
longues (2 a 3 mois) de Po qui a ainsi pu étre détecté lors de prélevements racinaires et
qui s’est donc bien maintenu la plupart du temps dans la rhizosphére et/ou les racines
des boutures de vigne greffées utilisées dans ces essais. Ce point confirme sa capacité a
coloniser la rhizosphere chez la vigne (Gerbore et al. 2014). Ceci est un préalable
particuliérement important pour qu’un agent de biocontrole soit efficace. Notre etude est
novatrice en ce sens qu'elle démontre ce point sur des boutures greffées alors que la plupart
des études antérieures concernaient des boutures non greffées.

La quatriéme conclusion, de grand intérét en termes d'innovation future, est d'avoir pu
dans ce projet quantifier de tres bons niveaux de protection sur des plants greffés-soudés
avec deux porte-greffes parmi les plus utilisés en France et dans de nombreux pays
viticoles : le 101-14 et le SO4. Ainsi, notre aptitude a inférer et extrapoler ces résultats a des
conditions de la pratique s'en trouve considérablement augmentée. Cependant, rappelons que
ce projet s'est limité a des essais en serre dans les pépinieres MERCIER, et qu'aucune étude
sur le terrain n'avait été prévue. Ce dernier aspect reste donc a développer comme une
perspective appliquée majeure suite a ce projet.

La cinquiéme conclusion est constituée par les perspectives concernant les partenaires
industriels de ce projet :

* Pour la société partenaire Biovitis, ce projet confirme I'intérét et I'efficacité du
micro-organisme P. oligandrum (Po) en application au sol. La société se projette
actuellement sur des essais terrain, au vignoble, en vue de I'homologation de cet agent de
biocontrole. Elle souhaite également poursuivre le développement d'une méthode de
guantification de Po, telle la gPCR également déja mise en ceuvre dans ce projet.

* La société Mercier conserve la perspective majeure de développer une/des
gamme(s) commerciale(s) avec des plants de boutures greffées biotisées ; cette etude la
conforte dans cette perspective.
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6. Documents associés au projet BiotiVigne ; mémoires ; site WEB ...

Fannie MARSAN, 2015, mémoire de Licence des Sciences de la Vigne et du Vin, Inst.
J. GUYOQOT, Dijon: Biotisation en pépiniere de plants de V. vinifera avec différents agents de
biocontrdle contre 2 champignons pathogenes des Maladies du bois de la Vigne.

Leslie DARAIGNES, 2017, mémoire de Licence ("Baccalauréat™) de I'Université de
Sherbrooke (Québec), Canada : Effects of rootstock and association with bacterial BCAs on
P. oligandrum efficacy to control grapevine trunk diseases.

Site WEB BiotiVigne : «http://www.maladie-du-bois-vigne.fr/Programmes-de-
recherche/Les-projets-en-cours/Les-projets-de-biocontrole/BIOTIVIGNE/Les-resultats-du-projet»

Marc FERMAUD, 2016, Rapport intermeédiaire du projet BiotiVigne, Novembre 2016
APR PSPE 2 - 2014 : Contribuer a I’essor du biocontréle : "BIOTISATION DE PLANTS DE
VIGNE EN PEPINIERE POUR PREVENIR LES MALADIES DU BOIS",
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Annexe 1 : Rapport final BIOTIVIGNE (PSPEZ2) / Nov. 2017

Article scientifique a soumettre (Biol. Control)

Efficacy of P. oligandrum affected by its association with bacterial BCAs
and rootstock in controlling grapevine trunk diseases

L. Daraignes?, J. Gerbore2?, A. Yacoub?, L. Dubois?, C. Romand¢, O. Zekri¢, J. Roudet?,

P. Chambon®, M. Fermaud?.
2INRA, ISVV, UMR1065 Santé et Agroécologie du Vignoble (SAVE), 33140 Villenave d’Ornon, France.
b BIOVITIS, 15400 Saint Etienne de Chomeil, France.
*NOVATECH, 16 Rue de la Chaignée, 85770 Vix, France.

Highlights

e Nursery greenhouse study using grafted cuttings and two major
rootstock genotypes, SO4 and 101-14

¢ Root colonization in two different rootstocks by P. oligandrum
induced effective protection of grapevines against two major GTD
pathogens

¢ No synergetic biocontrol effect was observed between bacterial
BCAs and P. oligandrum

Abstract

The development of biological control agents (BCAs) is a promising and environmentally
friendly method to control plant pathogens. In a grapevine nursery greenhouse on grafted
cuttings (scion cv.: Cabernet sauvignon), this two-year study for the first time demonstrated
the significant efficacy of the oomycete Pythium oligandrum as a BCA against two major
aggressive fungal pathogens, Neofusicoccum parvum and Phaeomoniella chlamydospora,
which are involved in grapevine trunk diseases (GTDs). By considering the reduction in
necrosis lengths within the scion stem, treatments with P. oligandrum alone showed the
greatest efficacy against the two pathogens (overall average efficacy of 48.3%). This major
result was obtained during the two-year bioassay and in cuttings grafted on the two widely
used rootstocks, 101-14 and SO4. The biocontrol efficacies of two bacterial strains previously
isolated from vineyards, Pantoea agglomerans and Bacillus pumilus, were also assessed,
separately or in combination with P. oligandrum. Treatments with each bacterial strain were
less effective than treatments with P. oligandrum, and the efficacies were not improved when
they were applied in combination with the oomycete.

1. Materials and methods
1.1 Microorganisms and media/ bacterial and fungal preparations
Pythium oligandrum
P. oligandrum strain “Sto 7” inoculum was prepared through a specific fermentation process
and provided by BIOVITIS (Gerbore et al., 2014b). The concentration of the final product
was adjusted to 6x10° oospores/ml.
Bacterial strains
Two bacterial strains used as BCAs were obtained from the collection of UMR SAVE, INRA,
Bordeaux ( ). They were previously isolated from French vineyards and screened on
various grapevine host organs ( ). In this study, they were used specifically
for controlling a GTD pathogen, either N. parvum or P. chlamydospora. The bacterial strains
were grown on TSA (trypticase soy agar) in Petri dishes at 28°C.
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Pathogen strains
The N. parvum isolate “Cou 02” was selected from the INRA-UMR 1065 SAVE collection,
Bordeaux. This strain was originally obtained in 2008 from a Cabernet Sauvignon cultivar in
an experimental INRA vineyard near Bordeaux and was characterized as highly aggressive in
previous preliminary studies at INRA ( ). P. chlamydospora strain
“S044” was selected from the INRA-UMR 1065 SAVE collection, Bordeaux. This strain was
originally obtained in 1996 from a Cabernet Franc cultivar in Moncaup, France. It was
characterized as highly aggressive in previous studies at INRA ( ). The
strains were subcultured on Malt Agar (MA) medium and incubated at 22°C for one month
(12 h light/12 h dark). They were retrieved as 4 mm plugs the day before artificial inoculation
in bioassays.
1.2 Plant material
For each experiment, grapevine plantlets (Vitis vinifera L., cv. Cabernet Sauvignon) were
propagated from 2-node woodcuttings in a greenhouse. Plants were grafted on rootstock 101-
14 (1% and 2" year) and SO4 (2" year), selected because of their potential difference in
susceptibility to esca ( ). The cuttings were rooted for 30 to 45 days
before infection and grown under controlled conditions ( ). The temperature was
maintained between 22 and 28°C. The plants were watered for 2 min per day via a drip
system (2 I/h) and fertilized twice a week (nutrient solution N/P/K 20/20/20). Plantlets were
drilled a week before the first application. The hole was made on the scion trunk 1 cm below
the second node. It was then covered by a layer of protective film (Cellofrais®) to prevent
external contamination.
2.3 Experimental design
1% year bioassay
In the 1% year bioassay, all plants were grafted on rootstock 101-14. Treatments carried out in
the 1% year bioassay, as shown in , included a non-inoculated control: “Y1.Drilled”.
Only in the first year assay, another supplementary negative control was “Y1.Non-drilled”,
which was not inoculated or drilled. The controls “Y1.Np” and “Y1.Pch” were inoculated
only with the pathogen N. parvum or P. chlamydospora, respectively. All treatments and
controls were drilled beforehand, excepted for the “Y1.Non-drilled” treatment.
2" year bioassay
All treatments for the 2" year bioassay, shown in , were applied either on cuttings
grafted on rootstock 101-14 (Y2.R1) or on rootstock SO4 (Y2.R2). Treatments “Y2.R1” and
“Y2.R2” were non-inoculated controls. Treatments “Y2.R1.Np” and “Y2.R2.Np” were
controls inoculated with N. parvum only for each rootstock. “Y2.R1.Pch” and “Y2.R2.Pch”
were controls inoculated with P. chlamydospora only for each rootstock. All treatments and
controls were drilled beforehand.
2.4 BCAs applications
BCA application processes are displayed in . For P. oligandrum, there were two series
of applications and a pathogen inoculation. The second BCA application took place a week
(seven days) after the first one, and approximately 1 h 30 min before pathogen inoculation.
For the bacterial strains, the application took place approximately 1 h 30 min before pathogen
inoculation.
Application of Pythium oligandrum
First, 50 ml of BIOVITIS suspension (P. oligandrum) was applied to the soil by drenching
right under the surface of the grapevine cutting. The input was estimated at 3x10° oospores
for each pot. A second application was carried a week after the first one under the same
conditions. The inoculum amounts were the same for both years.
Application of bacterial strains
Twenty-four hours before bacterial application, the bacterial inoculum was cultured on TSB at
27°C to achieve a high concentration of approximately 107 UFC/ml. For each treatment, 30 pl
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of bacterial suspension was inoculated in the drilled hole in the scion stem. Two layers of
protective film (Cellofrais®) were used to close the application site. The estimated amounts
of inoculums were the same for both years.

Inoculation of pathogens
The pathogens were inoculated at a single time point, referred to as 0 days post-inoculation
(dpi). A scalpel was used to retrieve plugs from P. chlamydospora or N. parvum on Petri
dishes and the plug was inoculated in the trunk’s drilled hole. Two layers of protective film
(Cellofrais®) were used to close the site.

2.5 Assessments

BCAs efficacy by evaluation of stem necrosis
To assess the control efficacy of the BCAs against the two GTD pathogens, the length of stem
necrosis in the grapevine wood was measured (

). In the 1 year bioassay, wood samples were collected from the scion stem at two
sampling times: 90 days post-inoculation (dpi) for plantlets inoculated with N. parvum and
103 dpi for plantlets inoculated with P. chlamydospora. In the 2" year bioassay, for both
pathogens, wood samples were collected at three consecutive sampling times, corresponding
to 123, 150 and 183 dpi, respectively. Thus, the average incubation time in the 2" year
bioassay was estimated at approximately 150 dpi. Each plantlet scion stem was cut in two
longitudinally, through the center of the inoculation hole site. In the case of occurrence of
typical longitudinal necrosis, its total size in mm was reported, as well its length below the
inoculation site and above, and the total size of the scion. At each sampling time, three wood
samples per treatment of 4 cm in length (2 cm downstream and 2 cm upstream from the
inoculation site) were cut and kept at -20°C until molecular analysis.

Assessment of grapevine root colonization by P. oligandrum

In the first year bioassay, root colonization by P. oligandrum was monitored by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) during the experiments at three time points: 0 dpi (second
application of P. oligandrum and pathogen inoculation), 14 and 80 dpi. Root samples were
collected from selected treatments ( ). Plants were uprooted gently from each pot, and
the closest roots from the trunk (where P. oligandrum should be) were kept. To collect a
sufficient yield of raw material, samples were not washed, but the roots were shaken in a
plastic bag to remove the clumps of soil around them. Collected samples were ground in
liquid nitrogen as described above for wood samples. DNA extraction from roots was carried
with a STRATEC Invisorb® Spin Plant Mini Kit on 100 mg of the powder previously
obtained according to the manufacturer’s instructions with some modifications at the first
step. These modifications were that lysis buffer was added to 3% PVP 40 and 0.1% v/v B-
mercaptoethanol to reduce the lysis incubation time to one minute and reduce the presence of
inhibitors.
The primers used for quantitative PCR were specific to P. oligandrum ITS regions: up_F1
and lo_146, and used with the probe 142 LNA ( ). The reaction volume
was 25 ul and consisted of 12.5 ul of QuantiTect® PCR Master Mix (Qiagen), 0.4 uM of
each primer and probe, 2 ul of DNA and 9 ul of RNase free water. The cycling parameters
were 95°C for 15 min (initial denaturation), followed by 40 cycles at 95°C for 30 s
(denaturation), 60°C for 30 s (annealing), and 72°C for 30 s (extension). A Stratagene
thermocycler (Agilent) was used for the gPCR and fluorescence was monitored after the
extension step for every PCR cycle with the software Mx3005Pro (Agilent). Standard curves
were generated by plotting the "Cycle Threshold™" (CT) values for a dilution series of a known
amount of genomic DNA from a pure strain of P. oligandrum (R?=0.99). Quantitative PCR
was conducted at least two times for each sample.
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