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Résumé- Le développement de nouvelles alternatives Butte chimique contreBotrytis
cinereachez la vigne, notamment par recours a l'utilmatiles bactéries issues du vignoble
champenois fait I'objet de cette thése. Ces baséisolées de la rhizosphére et de différents
organes de vignes non contaminées, sont daimetobacter IwoffiiPTA-113 et PTA-152,
uneBacillus subtilisPTA-271, deuXPantoea agglomeranBTA-AF1 et PTA-AF2 ainsi que
deuxPseudomonas fluoresceRIA-268 et PTA-CT2. Les expériences réalisées deigne
principale en conditions du vignoble, font appaeague ces bactéries appliquées en souches
pures ou en melanges de souches sont capablesiickirdkes réactions de défense chez la
vigne matérialisées par une stimulation des aéswvite chitinase ¢1,3-glucanase dans les
feuilles et les baies de vigne. Ces réactions tigsgle défense sont variables selon la souche,
les combinaisons de souches et leur mode d’apiplicag¢t sont pour la plupart associées a
une protection des différents organes de la vigmereBotrytis cinereales souches les plus
actives sont représentées parAeswoffii, P. fluorescens et P. agglomeraR3A-AF1 chez

les feuilles efP. agglomeran®TA-AF1 et PTA-AF2 chez les baies. L’associatios deux

P. agglomerandAF1+AF2) ou encord®. agglomeransen présence dB. subtilisou dA.
lwoffi se traduit aussi par une protection significatioeteB. cinerea ne dépassant pas celle
obtenue en présence des bactéries individuelles.

Suite a I'application des bactéries au sol en 28304, les réactions de défense induites sur
le plan spatio-temporel et la protection sous-jgedndiquent que les souches les plus
efficaces sont capables d’induire une résistansésyque chez la vigne. Des taux de
protection importants obtenus en 2005 sans nowvelfplications des bactéries viennent
conforter I'hypothése selon laquelle ces effetséfignes peuvent résulter de l'origine et la
source des bactéries sélectionnées et donc dadaptation aux facteurs de I'environnement,
qui peuvent contribuer au maintien des bactérigesaniveaux suffisants dans la rhizosphére
ou dans les tissus de la plante pour lutter cdatpathogene.

Les expériences realisées dans les conditionsaéesr sur des feuilles de vitroplants ont
montré que certaines des bactéries étudiées sqables d’éliciter d’autres réactions
caractéristiques de défense de la vigne, a sawvwr simulation transitoire de l'activité
lipoxygénase accompagnée d’'une baisse précoce tindar en acide gras poly-insaturés
libres. Elles ont également permis de distingues déférences significatives entre les
souches bactériennes dans l'induction de la voidipdxygénase et des modifications des
teneurs en acides gras polyinsaturés libres dangskus foliaires de la vigne, et ceci malgré
un taux de protection similaire conBetrytis cinereaCes résultats suggerent que les signaux
conduisant a I'induction d’une résistance chezidme sont différents d’une bactérie a l'autre.
Par ailleurs, il s’avere que les réactions indugest associées a une colonisation des tissus
foliaires par les bactéries, toutes deux dépendatdda densité des populations bactériennes
dans le milieu. Dans la majorité des cas, une curation bactérienne minimale de 1%10
UFC mI* semble nécessaire & la mise en place de la résiset de la stimulation des
réactions de défense.



Abstract - The development of new alternatives to chemieajainstBotrytis cinereain
grapevine, especially by using bacteria origindtech Champagne vineyard is the objective
of this thesis. These bacteria isolated from thizodphere and from different healthy
grapevine organs, are twacinetobacter IwoffiiPTA-113 and PTA-152, Bacillus subtilis
PTA-271, two Pantoea agglomeran®®TA-AF1 and PTA-AF2 and twd”seudomonas
fluorescens PTA-268 and PTA-CT2. Experiments performed mainly vineyard
demonstrated that these bacteria applied indivigual in combination are able to induce
defence reactions in grapevine as shown by a diioal of chitinase an@-1,3-glucanase
activities in leaves and berries. The intensitytluése defence reactions is dependent on
bacterial strain, combination of bacteria and tlagiplication method. They are associated to
an induced protection of both organs agaBwtrytis cinerea The most active strains afe
lwoffi, P. fluorescens and P. agglomerdP$A-AFL1 in leaves an®. agglomeran®TA-AF1
and PTA-AF2 in berries. The combination of tWw agglomerans(AF1+AF2) or P.
agglomeranswith B. subtilisor with A. Iwoffi also lead to a significant protection agaiBst
cinereg which is not higher than that obtained with indual bacteria.

When bacteria were applied in the soil during 2888 2004 growing seasons, the spacio-
temporal evolution of defence reactions and sulmggprotection suggest that the efficient
strains are able to induce systemic resistancaapeyine. The strong protection obtained
during 2005 without renewal of bacterial inoculatisuggests that these beneficial effects
could be related to the origin and source of setbtiacteria and therefore to their adaptation
to environmental factors, which could contribute¢hie maintenance of bacteria at a sufficient
level in the rhizosphere or in plant tissues tontetact pathogen.

Experiments performed under controlled conditionshwletached leaves from in vitro
plantlets have shown that some of selected bactemacelicit other defence reactions in
grapevine, such as a transient stimulation of yg@xase activity accompanied with a rapid
decrease of free polyunsaturated fatty acid conRegults also have shown some significant
differences between bacterial strains in the indaobdf lipoxygenase pathway and change of
free fatty acid content in leaf tissues, even ibtpctive levels remained similar against
Botrytis cinerea These results suggest that signals leading tanduced resistance in
grapevine could be different from bacterial str&n another. Furthermore, the induced
reactions are shown to be associated to a strdogisation of leaf tissues by bacteria, both
being dependent on the density of bacterial pojuiatin the medium. In most cases a
minimal concentration of 1xf@CFU mI* seems necessary to promote resistance and defence
reactions in plant.



REMERCIEMENTS

Ce travail financé par EUROPOL’AGRO a été realisé sein de I'Unité de
Recherche Vignes et Vins de Champagne aux labogatdiEco-Toxicologie et de Plantes,
Pesticides et Développement Durable (PPDD).

Je tiens a remercier Monsieur Aziz AZIZ, Maitre @anférences a I'Université de
Reims, directeur de thése et co-encadrant scignéfi qui par ses conseils, sa rigueur, sa
patience et son soutien, m’a permis d’achever aesdif de thése.

Je tiens aussi a manifester ma reconnaissance AcRafTROTEL-AZIZ, Maitre de
Conférences a I'Université de Reims et co-encadeqrscientifique de cette these, pour ses
qualités scientifiques et pédagogiques, ses engeunants et sa disponibilité.

J'adresse également mes remerciements a Madamie 8JAGIANTI, Professeur a
I'Université de Reims et co-directeur de cette ¢hpsur son accueil au sein du laboratoire
d’Eco-toxicologie.

J'exprime aussi mes remerciements a Monsieur MiCUDERCHET, Professeur a
I'Université de Reims, pour l'intérét porté a cgetu

Je suis trés sensible a I'honneur que me font Massi Jean-Paul ROUSTAN,
Professeur a I'INP-ENSAT et Marc ONGENA Docteur ICheur FNRS a I'Université de
Gembloux, pour avoir accepté d’examiner ce traeailqualité de rapporteurs.

Je tiens également a remercier Madame Fabienne IBEIUL, Professeur a
I'Université de Reims et Monsieur Michel BOULAY ,n€ailler Technique et Scientifique
chez Moét et Chandon (Epernay), pour avoir acceptgiger ce travail.

J'adresse mes remerciements a Monsieur Daniel QUNBT, Président de la
commission technique du CIVC pour I'intérét qu’iparté a cette étude au vignoble, et aux
membres du Groupement de Développement Viticole Ipau aide technique précieuse et
efficace.

I m'est aussi agréable d’exprimer mes remercieseat toutes les personnes,
collegues, enseignants-chercheurs, personnels itpods post-doctorants, doctorants,
stagiaires, joyeux participants de la BH qui ontnttdoué par leur soutien au bon
déroulement de mes travaux, mais également a negsigns pas en tant qu’enseignante...
gu’ils trouvent ici I'expression de ma gratitudedet mon amitié.

A ma collegue de bureau, Rachel, qui par son sousia patience (surtout lorsque les
piles de documents situés sur mon bureau finiss@i@natteindre le sien sous l'effet de la
force de gravité...), son fameux gateau au chocota,discussions concernant les musées de
Reims, les horaires d’ouverture de I'observatoinge @ncore sa passion pour le VTT, ont
contribué & maintenir ma motivation a I'achevemgaice travail.



Un remerciement matinal a celles et ceux qui onjaiars répondu « présents » aux
cafés du matin... entre 7H15 et 8H10... en fonctionjales (et des périodes de vacances des
enfants).

Un remerciement particulier pour mes amis d’avamése (d’Alsace, d’Angers et
d’Ailleurs...) qui, malgré les distances et la failléquence de nos rencontres ont toujours
représenté pour moi des brassées d’air frais.

Un merci a Claire pour son soutien, sa cuisinessaiande ni poisson et les visites
ponctuelles de I'adorable, mais non moins fatigahtaule de poil nommée Vlad.

Je tiens également a exprimer ma sincere recona@iss aux toujours disponibles
Christelle, Elise et Emilie qui m'ont apporté un&e morale constante (avec ou sans
chocolat, madame loic, danette crousti ou footgand le besoin s’en faisait sentir. J’aime
a croire que nous nous suivrons méme apres celpe €u doctorat.

Une attention particuliere aux Bobos de Reims, &ipdiélene & Stéphan, Patroger
et Véra qui par leur soutien, leur talent de cuistdeur amitié et leur action pour la création
d’une politique de squat m’ont aidé a tenir et aiuivre ce travail jusqu’a son terme. Oui,
je vous le dis, nous continuerons a refaire le neodelvant un verre... et une tranche de péaté
de lapin.

Enfin je tiens a exprimer ma plus affectueuse rea@sance a ma famille (rajeunie ce
mois dernier par l'arrivée des jumeaux : Mattéd\&tthan), en particulier a mes parents, ma
sceur et mon frére et leurs « pieces rapportées payuleur soutien constant, leur présence
et leurs encouragements m'ont permis de progressers mes études, dans ma vie et
d’achever ce travail.



SOMMAIRE

INTRODU CT ION . e e e e e e e e 1
CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE ... i e e e, 5
1 INTERACTIONS VITIS VINIFERA —BOTRYTIS CINEREA......ccii it 6
2 LUTTE CHIMIQUE CONTRE LA POURRITURE GRISE.......... oo 7
3 METHODES ALTERNATIVES A LA LUTTE CHIMIQUE .......... oo 9
3.1 INDUCTION DES MECANISMES DE DEFENSE DES PLANTES . ..ututuuieieeeeeeeeerrersrstiiinaeeeeeeseessesesesesssnane 9
3.2 REACTIONS DE DEFENSE CHEZ LA VIGNE....uuiitieeeeieeeeettttttieeeieseeeeeeeeeseseasssssssannnesesaeseessssssssnrannnns 17
3.2.1  DAFENSES CONSHLIULIVES .uuvuuiiiiiiieieiie ettt e e s e e e e e e e et e e e eeaeae bbb e s eeeeeaeeeeeaeeees 17
3.2.2 Défenses induites par 1eS PathOGENES......cccmeeeiiiiee e 18
3.3 ELICITEURS DES REACTIONS DE DEFENSE . ... ..ccieiiieiieevtttttitiaieseeeeeeeseeesrssssssstnnasaeeeesesssesssssrannnn 22
3.4 AMELIORATION DE LA RESISTANCE DE LA VIGNE PAR TRANSBRMATION GENETIQUE..............uuveeu.... 23
3.5 IO = =30 ] ] =S 28
3.5.1 Diversité des agents de la lutte DIOIOQIQUE. mumn e evvverieeeeiiiiiiee et 28
3.5.2 Meécanismes d’actions des bactéries impliqués dastte biologique ...........cccvvvveiiiiiinenn. 31
4 LUTTE BIOLOGIQUE CHEZ LA VIGNE .....cooiiiiiiiiiiees ettt 40
MATERIEL ET METHODES. ... s 42
1 MATERIEL BIOLOGIQUE ....... .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaeeaaaas 43
1.1 BACTERIES .....e ittt e et e et e e e e e et e e et e et e e et eeeaeeetaeeat e et eraaaeaaans 43
1.1.1 Description des bactéries SEIECHONNEES. ...ccoeeiiiiiieiiiiiiiee e 43
1.1.2 Culture et utilisSation deS DACLEIES ...« e e e e e e e eaaans 45
1.2 BOTRYTIS CINEREA. ... ceuniitee ettt ee e et e et e e et e et e e et e e et ee et e e e et e e e et e et e eetn e sennasetnaaestnaaennsaees 45
1.3 IMATERIEL VEGETAL . .ettniite ettt e et e et e et e e et e e e e e e et e e e et e e et e e et e e s atn e esaneeetneesnsaesnnnasssnaaennsnns 47
1.3.1 Conditions de culture et obtention de VitroplantS...........ccoveeeeeeeiii e 47

1.3.2 Dispositifs expérimentaux au vignoble
IRRC TR T I =1 (=1 4= ) £ OO RRP PRSP

METHODES D ANALY SE ...ttt ettt e e e et e e et et e e e s ea b e e e s ea b e e eeeraaeeseerananss 52
2.1 EVALUATION DE L’EFFET DES BACTERIES SUR LA PROTECTION DE LA VIGNEOBITREB. CINEREA..... 52
2 O O N W F=1 o To = 1 0] [N 52
P2 I U Y T [T ] o =PTSRS 53
2.1.3 Intensité de contamination deS DAIES..... ..o e 53
2.2 ESTIMATION DE LA COLONISATION DES TISSUS FOLIAIRESAR LES BACTERIES.......cuiivniiiniiiienneiinenn, 53
2.3 DETERMINATION DES REACTIONS DE DEFENSE CHEZ LA VIGNE ... .uuiivuiiiniiiiiieiieeieiieiieeansssnnes 54
2.3.1  ACHVItE POXYGENASE ... utviiiieeiiiiiii e eeeeee e ettt e e e e e sttt e e e e e et e e e e e e s sstaeaeeesstaeeeeeesattaeeaeeeasnens 54
2.3.2 Activité phénylalanine-ammonia-Iyase (PAL)...cuceeiieiiieieeeeee s ceeecinveeeeeeee e e e e 55
2.3.3 Activités chitinase et 3-1,3-gIUCANASE .......cceeeeiriiiiiciiiiiieeer e ess e 55
2.4 ANALYSE DES ACIDES GRAS TOTAUX ET LIBRES.....uuutiiitttteieeetsseeesrssseessessisssresssnessssssneessesnnn 56
2.4.1 EXraction deS aCIOES grasS ......cccceeiiiiiiimmmmmessteeteeeeeeereetteaeeeeaeessasssssssssnnseseeeereeeaaaaaaaeaeesesannn 56
AN N = 1 g FY= 1S (=1 1 {To7= 1o 57
2.4.3 Séparation des acides gras par chromatographieters@ gazeuse (CPG)............cccccvvneees 51...
2.4.4 |dentification et qUANTITICAION ............uuieeeeeiiiieiee e 58
58

2.5 ANALYSES STATISTIQUES. ... ituituiittiiteitettetteeetsttasst st seaestasea e sttt sttettsstsstiestesssseranssteranns



CHAPITRE 1
LUTTE BIOLOGIQUE CONTRE B. CINEREA A L'AIDE DE BACTERIES ISOLEES

DU VIGNOBLE ET MARQUEURS DE DEFENSE DE LAVIGNE.......... ....ovivini, 59
1 INTRODUGCTION ...ttt et b ettt st e et £h bt bkt e b e s a bt shb e e ek e e nbb e e nbe e e beeenane e 60
2 RESULTATS ittt ettt h bbbt ot a btk e e bt sh et e bt e e h bt e s a e sab e e bbb e e nne et 62
2.1 EVALUATION DE LA PROTECTION DE LA VIGNE CONTREB. CINEREA........ccttiiiiiiiiieeeeaeaieeinsiniiinnens 62
2.1.1 Comparaison de différentes méthodes d’applicaties lwhctéries au vignoble..................... 62..
2.1.2 Evaluation de la résistance systémique induitel@aubactéries ...........ccccceeeveeiiiieeeseeeceennee, 66
2.2 EFFET DES BACTERIES SUR LES REACTIONS DE DEFENSE DEVIGNE ......cvvtririiiiiiiiiiereeeannannennannienens 71
2.2.1 Effet des méthodes d’application des bactériedesuréactions de défense de la vigne ............. 71

2.2.2  Evaluation de I'activité systémique des bactérissawvis des réactions de défense de la vigne. 77
2.2.3 Relation entre la résistance de la vigne contreiBerea et les activités chitinasefel,3-
o LU o= g = 1S 88

3 DISCUSSION.....ciiiiitii it i bbb e b e b e e s sb b e e s ab e e s s b e e s sbae e 88

CHAPITRE 2
EFFETS DE COMBINAISONS DE BACTERIES SUR LA PROTECTI ON CONTRE
B. CINEREA ET STIMULATION DES DEFENSES DE LA VIGNE DANS LES
CONDITIONS DU VIGNOBLE.......c.cco i 0. 90

1 INTRODUGCTION ....ittiiete e sttt e e s sttt e mme e et e e s st e e e e s s ssbaeeeeeaasssseeeeeaanstseeeesaanssbeeaeesansssaeeaeeeansnees 97
2 Y 1 17N S USSP 100
2.1 EVALUATION DE LA RESISTANCE DE LA VIGNE AB. CINEREASUITE A L' APPLICATION DES MELANGES DE

27 Yo = [ PR PRPR 100
2.1.1 Effet des mélanges de bactéries sur la protectemfeduilles contre B. cinerea................... 101
2.1.2 Effet des mélanges de bactéries sur la protectemtmhies contre B. cinerea..................... 103

2.2 EFFET DES MELANGES DE BACTERIES SUR LES REACTIONS DEFENSE DE LAVIGNE.........cccccvnuee. 107
2.2.1 Activités chitinase et 3-1,3-glucanase dans IeBE8U...............ccceeirieiiiiiiie e 107
2.2.2  Activités chitinase et 3-1,3-glucanase dans le8dai..........ccoccueeiiriiiiiiiii i 110
2.2.3 Activité de la phénylalanine ammonia lyase (PAL)gkes feuilles de vigne suite a I'application
des mélanges de bactéries au VIGNODIE......cuccceeei i 112

2.3 APPROCHE COMPARATIVE DES EFFETS DE DIFFERENTES METBES D APPLICATION DES MELANGES

BACTERIENS. ...t tttttttttta e e e e e e e e et eeeeeteteae o a e e s e e e e e aeeeeeeeete b baaoe oo e e e e eeeeeeeseensmne b s e e e e e e e eeeeeeeeseebnbnn e aeeeeas 115
2.3.1 Effet sur la protection des feuilles contre B. CET............ccccuvviiiiiiiiiieieiieeeee e v e e e e 115
2.3.2 Effets sur les réactions de défense de 1a VIgNE e ..vvvviiiiiiiieiiiiiieiee e 117

3 DISCUSSION ... eiee ittt et e e e et e e e s e e e e e et e e e e e nnr e e e e s e aennn e e e e e e annnes 121



CHAPITRE 3
EFFETS DES BACTERIES SUR L'ACTIVITE LIPOXYGENASE ET LA

COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES FEUILLES DE VIGNE....... ..ol 125
1 L I 710 T [ ] 126
2 Y U 1 I 2N IS TN 128
2.1 ACTIVITE DE LA LIPOXYGENASE DANS LES TISSUS FOLIAIRE DE VIGNE.......ccuuiiuniiiiiiieeiiiineeaeeinees 128
2.2 COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES TISSUS FOLIAIRES DEGNE. ......cuuiiuniiiniiineiineianeeieeineeaeenees 130
P2 R A Xox o [T R o = TS (0] = 11 ) PR 130
2.2.2  ACIHES gras DrES ... e e e e e e e e e 135
2.3 EFFET DES CONCENTRATIONS BACTERIENNES SUR LA PROTEON DES FEUILLES DE VIGNE CONTRE
T =1 = TN 137
2.4 COLONISATION DES FEUILLES PAR LES BACTERIES ....uiituiietieeeeteeetneeseieeeaneeeesneesansesansesenneeeans 137
3 [T IS G4 5351 (0 1\ 139
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES. ... e 143
ANIN E X E S . . o e e e e e e e e 149

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ... ..o e 157



ABREVIATIONS

DIVERS

AGPI acide gras polyinsaturé

AHL N-acyl homosérine lactone
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BABA acidep-3-amino-n-butyrique

BHT butyl hydroxy toluéne

BTH S-méthyl-ester benzo (1,2,3) thiadiazole-7-o#iwic ou
acibenzolar-S-méthyl
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C16:3 acide hiragonique
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C18:3 acide linolénique

CAD alcool cinnamique déshydrogénase

UFC unité formant colonie
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CivC Comité Interprofessionnel des Vins de Chagme
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CVv. cultivar

DAPG 2,4-diacetylphloroglucinol

DTT dithiothreitol
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etrl ethylene receptor 1
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GST glutathion-S-transférase
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H.0; péroxyde d’hydrogéne
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. fluorescens

. parasitica
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Introduction

INTRODUCTION

La vigne est sujette a de nombreuses maladiesoggptiques telles que celles causées
par Botrytis cinereaagent de la pourriture grislasmopara viticolaagent de I'oidium ou
encore Erysiphe necatoragent du mildiou, conduisant non seulement a un@ndtion
sensible du volume de récolte, mais aussi a ditaptes altérations de la qualité
organoleptique des vins produits (dégradation deses et des acides et oxydation des
composés phénoliques du vin). De plus, la vigneiestmonoculture pour laquelle on ne peut
pas avoir recours a la stratégie de rotation désres pour atténuer ces maladies. Ainsi, la
lutte contre les agents de ces maladies s'effgotineipalement au moyen de produits
phytosanitaires de synthese. L'utilisation de faisduits se trouve aujourd’hui remise en
cause: impasses chimiques, collectivité soucieuse@hvironnement sain, professionnels de
I'agriculture attentifs aux améliorations de lewsnditions de travail. De nombreuses
matieres actives sont ainsi progressivement rsticke marché (révision européenne des
substances phytosanitaires dans le cadre de l&ide®1/414/CE), bien qu’elles laissent des
usages non couverts. Ainsi, la réglementation etiengade lutte chimique plus restrictive au
niveau européen suscite chez les professionnelitérét croissant pour des méthodes
alternatives de lutte contre les agents pathogphesrespectueuses de I'environnement et
compatibles avec les appellations d’origines coéas

Différentes approches ont fait I'objet d’investiigais : (1) la possibilité de substituer aux
fongicides de synthese des biopesticides a acti@ttd sur le pathogene et (2) rendre la
vigne moins vulnérable aux pathogénes, donc moépendante des pesticides. La derniere
méthode est basée sur I'exploitation des défensagralles de la plante et donc sur
'augmentation de sa résistance aux agents patheg&ans ce contexte, I'induction de la
résistance de la plante I'aide d’éliciteurs oligosaccharidiques ou prqtés (Azizet al,
2003 ; Poinssoet al, 2003 ; Azizet al, 2007) ou de rhizobactéries (Companil; 2005 ;
Trotel-Aziz et al, 2007 ; Magnin-Robert al, 2007) semble étre I'une des alternatives tres
prometteuses a I'emploi de fongicides chimiques.

Plusieurs bactéries du genrféseudomonas, Pantoea, Bacillugui colonisent la
rhizosphere possédent plusieurs caractéristigueas@ques qui les rendent particulierement
attrayantes pour protéger les plantes contre l#®ganes. Pour la plupart, ces bactéries ont
une capacité a coloniser les racines et a y mainteme forte densité de population
remarguable (Haas et Keel 2003), sans doute gtacéchanges de métabolites avec la plante
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au niveau de la rhizosphere. De nombreuses rhigates sont capables d’agir directement
sur l'agent pathogéne (par compétition vis-a-vis d&ments nutritifs ou de I'espace, par
antibiose ou par parasitisme), ou indirectemaatlinduction d’'une résistance systémique
(ISR) chez la plante héte, ce qui engendre unesgtion contre un grand nombre d’agents
pathogénes fongiques et bactériens (Van Letnal, 1998). Cependant la nature des
mécanismes impliqués dans le déclenchement delE&&teeste un sujet a controverse. Cette
résistance a souvent été comparéee a la résistaysgenmsque acquise (SAR)
traditionnellement induite par des pathogénes étcqusiste en l'activation d'un certain
nombre de réactions de défense qui permettentuttiah et le maintien d'un état de
résistance de la plante entiére contre un largetrspd'agents pathogenes.

Chez la vigne, différentes réactions de défenseétintnises en évidence au cours de son
interaction avec des pathogenes fongiques et bercséfJeandett al, 1995 ; Roberet al,
2002). Ces réactions concernent en particuliecliawilation de phytoalexines stilbéniques et
'expression de différentes protéines PR parmi UeHigs certaines ont une activité
hydrolytique comme les chitinases et [ie$,3-glucanases (Jeandtal, 1995 ; Bézieet al,
2002). Ces reéactions ont également été exprimées lda différents organes de la vigne en
réponses a des éliciteurs biotiques et abiotigDesckelet al, 1996 ; Bonomellet al, 2002 ;
Aziz et al, 2003) et sont souvent mises en relation avecatactére de tolérance ou de
résistance de la vigne a de nombreux pathogenes¢Rie 1998a, Dercket al, 1999).

Notre étude s’appuie sur la sélection de bactégesses du vignoble Champenois et
capables de protéger des feuilles de vitroplantsigiee vis-a-vis deBotrytis cinereasous
conditions controléegTrotel-Aziz et al, 2007). Les effets protecteurs observés sontplés une
grandepart a un effet inducteur de certaines réactiondélense de la vigne (Trotel-Azet
al., 2007; Magnin-Roberet al, 2007). L'utilisation de bactéries locales eneldiiologique
peut contribuer a préserver non seulement I'éqeilitle I'agrosysteme « vignoble », mais
aussi le caractere originel des cépages et lait§pies vins de terroir. La diversité des
souches peut aussi étre exploitée afin de trouwmer eombinaison de souches ayant un
pouvoir de protection optimale.

Les travaux réalisés dans cette these s’inscritans une perspective d’'une viticulture
durable en proposant une stratégie de protectiorviga a utiliser des bactéries issues du
vignoble, en souche pure ou en mélange de souchesipclencher les défenses naturelles de
la vigne et donc induire sa résistance aux ageaattewpgenes. Ces bactéries bien identifiees sur
le plan physiologique et moléculaire sont de défés genres ou especelcinetobacter

Iwoffii, Bacillus subtilis Pantoea agglomeranset Pseudomonas fluorescerislles peuvent
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donc satisfaire aux exigences de la directive 3/dative & la mise sur le marché des
produits de protection des plantes.

A ce jour, peu d’études ont fait I'objet d’applicat de bactéries dans des conditions de
champs et souvent les résultats ne sont pas regioleés. Divers facteurs peuvent étre mis en
cause, rendant les bactéries inopérantes ou léeptanins réceptive, ou encore le pathogene
plus virulent. Sur le plan des applications et afioptimiser I'efficacité de la lutte biologique
contre B. cinerea les bactéries ont été appliquées au vignoblensétois modalités
différentes : infiltration, pulvérisation foliairet application au sol. La capacité protectrice des
bactéries au vignoble a été évaluée sur les fewdliesur les baies. L'application des bactéries
n'a pas été renouvelée en 2005, dans le but d'évidpersistance des souches inféodées a la
vigne et leur potentiel protecteur cone cinerea D’autre part la capacité des bactéries a
stimuler les défenses naturelles de la vigne esrmiéée principalementia la mesure de
I'activité de deux types de protéines de défensbdifases ef3-1,3-glucanases) et dans
certains cas de la phénylalanine ammonia lyase.r€asstions sont déterminées dans les
feuilles et dans les baies au cours des différgates de développement de la vigne en 2003
et en 2004. D’autres approches ont été effectuédasbaratoire sur des feuilles de vitroplants
de vigne, pour lesquelles I'objectif principal est mettre en relation 'amplitude de certaines
réactions de défense induites (activité lipoxygénassolution des teneurs en acides gras
libres et totaux) avec la colonisation des tissligife. La finalité est d’obtenir au moins une
souche ou un mélange de souches avec des catapésshien déterminées, qui procure a la

vigne un état de résistance a I'égard de 'agethtqugne.
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1 Interactions Vitis vinifera — Botrytis cinerea

La vigne Vitis viniferaL.) est soumise a des bioagresseurs tres diffigrentfonction des
conditions pédoclimatiques qui regnent dans lesobtes. De maniére générale, ce sont les
champignons pathogénes qui constituent les priogiganemis de la vign&otrytis cinerea
(agent de la pourriture griseplasmopara viticola(agent du mildiou) eErysiphe necator
(agent de l'oidium), a eux seuls, peuvent causerdégats considérables a tous les stades du
développement de la vigne.

B. cinerease situe a la frontiére entre le saprophytismle earasitisme, sa présence est
parfois souhaitée dans diverses régions viticolasr son évolution en pourriture noble,
contribuant a I'élaboration de vins liquoreux (®moes et vendanges tardives). Néanmoins, la
pourriture grise, causée p&: cinerea est redoutée. C'est une maladie ancienne connue
depuis I'antiquité, qui est particulierement préaguante en Champagne en raison du climat
propice a son développement, elle occasionne dgé&tsiéant au niveau quantitatif (jusqu’a
40% de réduction du rendement) qu'au niveau quidlitdinsi, I'élaboration des vins est
affectée par une perte de la qualité tant surda glstatif que sur la stabilité de mousse des
vins effervescents (Marchat al, 2001). La fermentation des vins issus de raisimgaminés
est longue et leur clarification est rendue dificiEnfin, I'altération des vins diminue leur
période de conservation (Galet, 1977).

B. cinereaest représenté par un complexe d'especes prodhase en deux groupes
phylogénétiques (groupe | et groupe ll). Des étudgentes minimisent l'influence des
souches d8. cinereaappartenant au groupe | dans I'épidémiologie dediadie au vignoble
(Giraud et al, 1998), en dépit de leur insensibilit¢ a un forg antiBotrytis récent, le
fenhexamide (Martinezt al, 2005). L'analyse des marqueurs moléculaires,s dane
population deB. cinereaissue du vignoble champenois, révéle I'existeneeddux types
distincts dénommégacumaet transposa appartenant au groupe 1l (Giraatal, 1998). Ces
deux sous-especes se distinguent par des dynandwesution des populations différentes,
dont les variations peuvent étre liées a leur dapacse développer sous forme saprophyte ou
parasite (virulence), a leur sensibilité aux foidgs et aux réponses adaptatives de ces
souches lors des stress environnementaux. La Sp@ése transposa semble
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physiologiquement plus adaptée que la sous-es@eanaa développer diverses résistances
aux fongicides (Martineet al, 2005). Cette diversité génétique renforce lamerité des
interactions entre la vigne et le pathogéne et pesuartout une recombinaison génétique
importante du champignon privilégiant ainsi I'apgpan des souches d& cinerearésistantes

a de nombreux fongicides.

L'évolution de la maladie sur les baies en fin @ésan n'est corrélée a aucune
quantification de I'inoculum ou de I'expression dgmptémes dans les phases épidémiques
précoces (avant la véraison, stade d'acquisitida déceptivité des baies). L'existence de ces
deux sous-populations sympatriqgues Becinerea pourrait expliquer ce phénomeéne. Il
apparait, comme en Champagne, une évolution ragédéa répartition des deux sous-
populations au cours de la saison, avec une foésepce dB8. vacumaavant la véraison et
sa quasi-disparition a la vendange, au momenBoifransposadevient alors majoritaire.
L'effet de I'organe héte est également significatiéux fois plus d&. vacumasont détectées
sur les inflorescences et sur les feuilles par aepaux baies (Martineet al, 2005). Les
fortes différences observées dans I'évolution teeligodu ratio des deux sous-populations de
B. cinereapourraient expliquer I'absence de relations elegghases épidémiques précoces
et tardives (avant et aprés la véraison). Cetterdité des sous-populations 8etrytis
pourrait également éclaircir I'existence de deuxiques de contamination différentes des
baies qui résultent sur des dépréciations diffésede la plante. Avant la floraisd®, cinerea
va contaminer les piéces florales et entrainerHatec de l'inflorescence. Puis apres la
floraison,B. cinereaenvahit les pieces florales desséchées et demaigscent au sein de la
grappe jusqu’a la véraison, stade sensible, arghrtjuel il se développera parallelement a la
maturation des fruits (Bulit et Lafon, 1977). Cegant, la contamination des baies par
B. cinerean’est possible de la nouaison a la véraison qud’iptermédiaire de blessures.
L'estimation de la fréquence relative des deux paymilations a la floraison pourrait alors
s'avérer un parametre épidémiologique détermirgantpourrait permettre la mise en place
d’'un modéele épidémiologique facilitant le contréle développement de la maladie qualifié

« d’explosif » en fin de saison (Martinetal, 2005).

2 Lutte chimique contre la pourriture grise

La viticulture est une grande consommatrice dei@dss en France, cette situation
tient moins a I'importance des surfaces cultivé®® (000 hectares soit seulement 3,2% des
surfaces agricoles utiles) (ONIVINS, 2005), qu'aombre de traitements phytosanitaires

réalisés par unité de surface. Ceux-ci sont coréssdéomme la solution quasi-unique au
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cortege de bioagresseurs de la culture (les fatagcireprésentent 70 % des dépenses
phytosanitaires).

Dans la lutte contreB. cinerea chez la vigne, les fongicides sont généralement
appliqués, selon une méthode conventionnelle, auatrg stades phénologiques du
développement de la plante reconnus pour étrestrasibles aux attaques du champignon
(stade A : fin floraison — début de la nouaisotade B : fermeture de la grappe : stade C :
véraison ; stade D: 3 a 4 semaines avant les mgeda La plupart des fongicides anti-
Botrytis utilisés ont une action directe sur le champigri@s substances actives comme le
folpel, le thirame, le fluazinam et le dichlofludriinhibent la respiration mitochondriale. En
altérant la synthese de I'acide désoxyribonucléigueADN), I'iprodione, le procymidone, le
vinchlozoline et le fludioxonil entrainent une iaisilité mitotique qui conduit a une
perturbation de la croissance des hyphes mycéliemscarbendazime, le bénomyl et le
thiophanate de méthyle sont également capablekilbénla synthese d’ADN et perturbent la
réplication et la formation de microtubules. Ladyinthese des stérols est affectée chez le
champignon soumis au fenhexamide, quand celle dedtnionine est perturbée suite a
I'application du pyriméthanil, du cyprodinil et dmépanipyrim (Eladet al, 1992 ;
Rosslenbroich et Stuebler, 2000 et ressource irdogue : http://e-
phy.agriculture.gouv.fr/ecoacs/3a1279.htm).

L’épandage massif et répété de certains de cescidest chimiques conduit a une
pollution de notre environnement. Ainsi, des résidant retrouvés dans I'eau, dans les sols et
dans les produits finis (Coubart et Reulet, 20@3ns le cas de la lutte contBe cinerea
certaines souches du vignoble sont connues polr @déeeloppé une résistance aux produits
de la famille des anilo-pyrimidines, des benzimaleg, des dicarboximides (Rosslenbroich et
Stuebler, 2000 ; Lerougt al, 2000 ; 2002). Le développement de souches aésest aux
pesticides chimiques est un phénomene fréquent Bhemereaet pose un réel probleme
agronomique. Diverses stratégies anti-résistanne esovisagées. Il est notamment conseillé
d’alterner les différents types de pesticide &utrytis avec un maximum d’une application
annuelle par famille. Néanmoins a I'heure actuelldes pressions économique, écologique,
sanitaire et législative sont de plus en plus &rien comprend l'intérét d’exploiter des
moyens de lutte contr®. cinerea autres que le recours systématique aux fongicides.
L'utilisation de tels produits se trouve donc augbhui remise en cause: impasses
chimiques, collectivité soucieuse d'un environnemsain, professionnels de I'agriculture
attentifs aux ameliorations de leurs conditiongrdeail, présence de résidus dans les produits

finaux... De nombreuses matiéres actives sont airmjressivement retirées du marché
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(révision européenne des substances phytosanitiiresle cadre de la directive 91/414/CE),
bien gu’elles laissent des usages non couvertssi Adnréglementation en matiere de lutte
chimique plus restrictive au niveau européen seischiez les professionnels un intérét
croissant pour des méthodes alternatives de lutigrec les agents pathogénes plus
respectueuses de I'environnement et compatible l@geappellations d’origine contrélée (ou
AOC).

Ces méthodes alternatives sont aujourd’hui abordgmss plusieurs angles: 1) la
possibilité de substituer aux fongicides de syrdghdss préparations biologiquement actives,
d’'origine généralement naturelle, sans impacts meg® sur I'environnement ou la santé,
pouvant conduire a une réduction ou suppressioprdduits chimiques sans remettre en
cause les pratiques culturales, 2) des persped®@settre en ceuvre des systémes culturaux
moins vulnérables aux pathogenes, donc moins dépendes pesticides. Ces systémes sont
donc basés sur I'exploitation des défenses natgrele la plante et donc sur sa résistance,

mais aussi, sur I'inhibition du pouvoir pathogémnectiampignon.

3 Méthodes alternatives a la lutte chimique

bY

Les alternatives a la protection chimique sont uéritable impératif pour le
développement d’une viticulture durable, que cd aotause des limites d'efficacité des
produits chimiques ou pour des motifs environnema@net sanitaires. Dans plusieurs régions
de France, une des priorités est de développealtigaatives a la lutte chimique qui visent a
améliorer la résistance aux pathogénes de la vdiagde de produits biologiques (éliciteurs),
par voies génétiqgues (production d’hybrides ou thntps transgéniques) ou encore en
utilisant des microorganismes de la rhizospherdte(lbiologique). Ces approches sont

généralement basées sur I'exploitation des défarateselles de la plante.

3.1 Induction des mécanismes de défense des plantes

La résistance de la plante est généralement dépenda nombreux facteurs impliquant
sa receptivité et la précocité de la mise en pldee réactions de défense vis-a-vis du
pathogene. Ces réactions sont diverses et impligliféarentes cascades de transduction du

signal aboutissant a I'expression de réponsesuggige défense (Figure 1).
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«— T
Reconnaissance par la plante du Non-reconnaissance ou
stimulus d’attaque reconnaissance tardive par la

plante du stimulus d’attaque

Quel Cascade de signalisation cellulaire
uelques

' - flux d'ions
minutes - phosphorylation/ déphosphorylation
de protéines
- synthése de Inessagers secondaM
Quelques Mise en place des mécanismes de défense Mise en place des mécanismes de
heures 3| - local : HR, burst oxydatif, synthéses defense trop lente ou trop faible
quelques de phytoalexines, renforcement des parois,
jours syntheses de protéines PR
- systémique : synthése de protéines PR
Blocage de la progression de I'agent
pathogene
v v

v
_ Sensibilité de la plante

Figure 1: Schéma général d’'induction des réactions dendéfehez les plantes (d’aprés Rajnchapel-
Messai, 1988) aboutissant a la résistance ou ansilslité vis-a-vis des pathogenes. HR : Réaction
d’hypersensibilité, protéines PR : protéines « pg#imesis-related ».
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Modification des flux ionigues

Une modification des flux ioniques a travers la rbesme plasmique est observée rapidement
apres l'interaction du microorganisme avec la @a@e sont principalement des efflux de
potassium (K), de chlore (C), de nitrate (N@) et des influx de calcium (&3 et de protons
(H") (Zimmermanret al, 1999) (Figure 2). lls sont vraisemblablement dusctivation de

canaux ioniques, qui interviennent dans l'initiaties réactions de défense chez la plante.

Production de Formes Actives de I'Oxygene (FAO)

L’accumulation de FAO ou « burst oxydatif » esinl’'des évenements le plus rapidement
observable chez les plantes soumises a difféeretkogenes (bactéries, champignons, virus)
(Lamb et Dixon, 1997). La FAO la plus étudiée estpéroxyde d’hydrogene (I3D,).
L'H,0, est capable d’induire I'expression de nombreuxegéde défense (Mehdy, 1994 ;
Tenhakeret al, 1995 ; Green et Fluhr, 1995 ; VBual, 1997 ; Azizet al, 2004). L'HO, est
impliqué dans le renforcement des parois du védBtaldleyet al, 1992) et est également
susceptible d’'inhiber directement la germinations dgores de nombreux pathogenes

fongiques (Low et Merida, 1996 ; Lamb et Dixon, TR9

Activation de protéines G

Les protéines G ou « GTP-binding §GTP pour guanosine triphosphate) sont
généralement associées a des récepteurs membsaminerégulation joue un réle majeur
dans la perception du stimulus d’attaque (Legeetlia., 1993 ; Mehdy, 1994 ;Vera-Estrella
et al. 1994). Ces protéines sont impliquées daastiVation de protéines de défense,
I'accumulation de molécules signales et méme dantsHition de flux ioniques (Legendret
al., 1992 ; 1993 ; Beffat al, 1995 ;Kawasakiet al, 1999).

Modifications de la phosphorylation des protéines

Les mécanismes de phosphorylation ou de déphodptiorydes protéines font intervenir
des MAPK (pour « mitogen-activated protein kinasetxdes Sérine /Thréonine phosphatases
qui sont responsables de I'accumulation de moléceignales et de protéines de défense
(Chandra et Low, 1995 ; Jabs al, 1997 ; Lecourieux-Ouakeet al, 2000 ; Romei®t al
2000 ; Glazebrook, 2001 ; Le# al, 2001 ; Zhang et Klessig, 2001; Kiet al, 2003). Ces
évenements peuvent aussi étre impliqués dans ddatéan du burst oxydatif chez les plantes
(Chandra et Low, 1995).
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Activations de phospholipases

Des activations de phospholipases (les phosphelipade type 2, C et D) sont observées
chez les plantes soumises a des stress biotiquad application d’éliciteurs (Chandet al.,
1996 ; Munniket al 1998 ; Van der Luiéet al 2000 ; Laxalet al, 2001 ; Zhacet al, 2004).
Les phospholipases hydrolysent les phospholipidesiimnanaires et permettent la libération
de composeés signaux (lysophospholipide, acide platsiique, inositol-1,4,5-triphosphate)
(Lee et al, 2001 ; Sanget al, 2001 ; Viehwegeet al, 2002 ; Zhacet al, 2004) et des
substrats d’enzymes de la voie des lipoxygénasekQX) (Blée, 1998 ; Weber, 2002). Cette
voie des LOX ou voie des octadécanoides a étéipaiecnent étudiée pour son implication
dans la production de molécules signales imporsateies que I'acide jasmonique (ou JA) et
le jasmonate de méthyle (ou MeJA), et de composggues (des aldéhydes ou des
époxydes) (Crofet al, 1993, Blée, 2002). L'activité LOX est égalemenhnue pour étre
stimulée chez de nombreuses plantes suite a s sleeblessures ou a des stress biotiques
(Kochet al, 1992 ; Muelleet al, 1993 ; Concoret al, 1996).

Métabolites secondaires

Les principales modifications métaboliques quiipgrént a la lutte contre I'infection, se
traduisent généralement par la production de métabosecondaires (phytoalexines) qui
jouent un role essentiel dans la lutte contre lathqgénes. Les phytoalexines sont des
substances de faible poids moléculaire, plutotpliples dont la synthése est stimulée chez les
végétaux en réponse a différents stress biotigtiezbietiques (Durner et Klessig, 1995 ;
Gorlachet al, 1995 ; Smith-Beckeet al, 1998 ; Morrissey et Osbourn, 1999, Fofanal.,
2002). Ces molécules possedent un pouvoir inhibiteur un large éventail de
microorganismes fongiques et bactériens (MorriseeyOsbourn, 1999). La structure
biochimique de ces métabolites varie considérabémsuivant I'espéce végétale
(Hammerschmidt, 1999), mais tous les pathogenanargfestent pas la méme sensibilité a
une phytoalexine donnée (Morrissey et Osbourn, 1999

D’autres molécules interviennent dans la résistateseplantes aux pathogenes, tels que
I'acide salicylique (SA), le JA et I'éthylene, qeont des phytohormones. De nombreuses
études, basées sur ['utilisation de plantes tranigqgés de tabac NahG (incapables
d’accumuler SA), ont démontrées que SA est un bigneacellulaire important impliqué
dans la résistance locale (LAR) ou systémique (SAdR)si que dans l'expression des

protéines PR pour « pathogenesis-related » (Ratadd, 1996). Le JA et le MeJA sont aussi
13
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impliqués dans linduction des protéines de défe(d&fensines, osmotines, thionines,
inhibiteurs de protéases) (Farmer et Ryan, 199@ giXal, 1994 ; Pennincket al, 1996).
Des mutants drabidopsisincapables d’accumuler du jasmonate développentsensibilité
importante aPythium mastaphorurfVijayan et al, 1998). L'implication de I'éthylene dans
I'induction des réactions de défense est confuss.@dantes mutantes, incapables de produire
I'éthyléne ou de le percevoir deviennent soit plgstantes, soit plus sensibles a 'attaque de
différents pathogenes en comparaison des planteagas (Hoffman et al., 1999). L’éthylene
induit la transcription de génes de défense (Beogflial, 1989 ; Eyalet al, 1993, Ohme-
Takagi et Shinshi, 1995 ; Deikman, 1997) et stintalproduction de composés antifongiques
et pariétaux (Graham et Sticklen, 1994). Activéitesal I'application d’un éliciteur fongique,

la voie de I'éthylene serait impliquée dans la station de protéines de défense, dont les
activités sont fortement corrélées a une réducties attaques fongiques (Martinet al.,
2001). Le JA, le SA et I'éthylene sont susceptildesréguler les réponses de défense de la
plante, par des interactions synergiques ou anistgsnGlazebrook, 2001). L'implication de
ces molécules dans la signalisation intercelluldifiere suivant I'espece végétale et la nature

de I'éliciteur.

Renforcement des parois

L’une des réponses les plus courantes chez leteplanite aux attaques des pathogenes
est la formation de nouveaux composants qui vienrerorcer la paroi, tels que les dépbts
de polysaccharides, de lignine, de subérine etcliaulation de protéines riches en
hydroxyproline (HRGP) (Benhamat al, 1996a). La formation de dépobts entre la parta et
membrane caractérise la formation d’appositiongi(les) et constitue une barriére a la
progression des hyphes mycéliens au sein des aspaéeecellulaires. Celles-ci peuvent étre
composees de callose, de polyphénols, de pectnsilide, de calcium et / ou de lignine et

des composés antimicrobiens ou méme d’enzymes lygdraes (Lepoivre, 2003).

Protéines de défense

Les mécanismes de défense de la plante impliqaesyrithese de nombreux peptides et
protéines de défense, parmi lesquelles, les pedéRR, initialement découvertes chez le
tabac. Les protéines PR ont des propriétés phgs$icniques communes qui leur sont
spécifiques : elles sont généralement monomérigleefaible poids moléculaire (8-50 kDa),
résistantes a l'action des protéases produites lpamplante elle-méme ou par les

microorganismes pathogenes et stables a faibleSgihtZiet al, 1993). Ces propriétés leur
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conférent une grande stabilité dans les environnesm#éfavorables ou elles s’accumulent,
notamment dans la vacuole et dans les espacegeilftdaires colonisés par les agents
pathogenes (Fritiget al, 1998; Van Loon et Van Strien, 1999). L'accumiolatde ces
protéines a été généralisée chez de nombreusdegkam réponse a I'exposition aux stress
biotiques ou abiotiques et sont donc considéraesgdnéralement comme des protéines de
stress (Hammond-Kosack et Jones, 1996; ¥ual, 1996; Eckey-Kaltenbacét al, 1997;
Bishop et al, 2000). Les protéines PR se distinguent par lsagiences protéiques, leurs
fonctions ou leurs propriétés biologiques. La dfasdion actuelle comprend 17 familles de
protéines PR (Tableau I, Van Loon et Van Strier@99L'accumulation de ces protéines ou
I'expression de leurs géenes est souvent associ@d AR et a la SAR (Van Loon et Van
Strien, 1999). En outre, leur implication dans édaistance des plantes a été étayée par des
approches de transgénese (Tableau I).

Certaines des protéines PR ont une activité eniguetidentique a celle de¥1,3-
glucanases (PR-2) et des chitinases (PR-3, PR-43, HfR-11), enzymes qui dégradent,
parfois en synergie, la paroi des champignons sthdetéries pathogenes (Mauehal,
1988 ; Jachet al, 1995 ; Fritiget al, 1998). D’autres, telles que PR-1 et PR-5 poentai
avoir une action antimicrobienne via leur interagtiavec la membrane plasmique du
pathogeéne (Nidermaet al, 1995 ; Abacket al, 1996). L'induction de protéines inhibitrices de
protéases PR-6 ou (PIN) ou de polygalacturonasg#jFmicrobiennes a également été mise
en évidence en réponse aux pathogenes (Coedealy 1994 ; De Lorenzo et Ferrari, 2002 ;
Valueva et Mosolov, 2004). Ces protéines ont pole de prévenir la dégradation de la paroi
végétale en inhibant I'activité hydrolytique d’emzgs microbiennes (Valueva et Mosolov,
2004).

Les chitinases sont réparties en sept classesnaegi définies par homologie de
séquences et sur la présence ou l'absence de desrspécifiques. Elles sont de puissants
inhibiteurs de la croissance mycélienne de nombrehexmpignons (Schlumbauet al,
1986 ; Derckelet al, 1998a ; 1998b ; Salzmaat al, 1998 ; Anoet al, 2003). Lesp-1,3-
glucanases hydrolysent les polymere$-de3-glucanes composant les parois des bactéries et
des champignons (Maudt al, 1988 ; Sela-Buurgalet al, 1993). Associées a leurs actions
directes sur les parois du pathogénepiés3-glucanases et les chitinases génerent laésath
d’oligoméres de glucanes ou de chitine susceptitbiaduire ou d’amplifier les réactions de
défense de la plante (Punja et Zhang 1993 ; Feitag., 1998).
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Tableau | : Classification des protéines PR retrouvées daregiee végétal. Modifiée d'apres Van Loon & Van
Strien (1999) et http://www.bio.uu.nl/~fytopath/Ré&tnilies.htm.

Familles Type / Fonctions Observations et références
- augmentation de la résistance corReronospora tabacinat
PR 1 inconnu contre Phytophtora parasiticavar. nicotianae chez le tabar

(Alexanderet al, 1993)

- augmentation de la résistance coMiagnaporthe grise&hez le
riz (Nishizawaet al, 2003)
- augmentation de la résistance corftternaria solanichez la
tomate (Schaefest al, 2005)

PR 2 |B-1,3-glucanase

- augmentation de la résistance comitezoctonia solancthez le
riz (Dattaet al, 2001)
- augmentation de la résistance corfercospora arachidicola
chez I'arachide (Rohini et Sankara Rao, 2001)

PR 3 chitinase de type |, I, IV, VI et VII

PR 4 « chitin binding protein », antifongique

- augmentation de la résistance corfigsarium graminearum

PR 5 « thaumatin-like », antifongique chez le blé (Chen et al., 1999)

- augmentation de la résistance des plantes adiat d'insectes,
PR 6 inhibiteur de protéases de nématodes et de virus (Johnsnal, 1989 ; Urwinet al,
1998 ; Gutierrez-Campa al, 1999)

PR 7 endoprotéinase

PR 8 |chitinase de type Il

PR 9 |péroxydase

- augmentation de la résistanc®izoctonia solanchez le taba
(Jachet al, 1995)

- augmentation de la résistancd?gricularia oryzaechez le riz
(Yuanet al, 2002)

[9J

PR 10 |RIP «ribosome-inactivating protein »

PR 11 |chitinase de type V

- augmentation de la résistancéléernaria longipeschez le radis
(Terraset al, 1995)

- augmentation de la résistanceVarticillium dahliae chez Ia
pomme de terre (Gaat al, 2000)

PR 12 |défensine

- augmentation de la résistance Fasarium oxysporumet &
PR 13 |thionine Plasmopara brassicaehez Arabidopsis thaliana(Epple et al,
1997 ; Holtorfet al,, 1998)

- augmentation de la résistanceP&deudomonas syringapv.

PR 14 | protéines de transfert de lipides (LTP), |\, 1 t0chez le tabac (Molina et Garcia-Olmedo, 1997)

- augmentation de la résistanc&dclerotinia sclerotiorunthez le

PR 15 |oxalate oxydases tournesol (Het al, 2003)

PR 16 |oxalate oxydases-like

PR 17 |inconnu
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3.2 Reéactions de défense chez la vigne

Il est bien établi aujourd’hui que la vigne répaaak agressions des pathogénes par la
mise en place de réactions de défense variéesai@std’entre elles sont constitutives et
d’autres sont induites, telles que 'accumulati@ntdnins, de phytoalexines et de protéines
PR.

3.2.1 Défenses constitutives

Lors d’'une interactiomB. cinerealvigne, le champignon doit franchir la premiérerigsie
représentée par la cuticule. Celle-ci est compdaéee couche de cires épicuticulaires, d’'une
couche de cutine et d’une troisieme couche de oitezcellulaires, de cutine et de pectine. La
paroi Vvégétale constitue aussi une seconde barrieoenposée de polymeres
polysaccharidiques comme la cellulose, la pectir#hémicellulose. Celles-ci sont associées
a des unités phénoliques, formant ainsi des coraplestructuraux importants pour la
résistance des tissus végétaux. Le rble proteateula cuticule contre les champignons
phytopathogénes semble évident (Heintz et Blai@®0)l Chez la vigne, I'épaisseur de la
cuticule des baies est plus faible chez les gragipes compactes que chez les grappes aérées.
Ces derniéres sont considérées comme étant momgtindes aux infections d& cinereaque
les grappes compactes, ainsi la structure de lppgrgouerait un role important dans la
défense passive contre la pourriture grise (Pdreival. ,1994).

Au cours du développement de la vigne, on distirejugénéral deux stades de sensibilité
différente aB. cinerea.Un premier stade ou les organes reproducteurs réfnatctaires a
toutes infections paB. cinerea entre la floraison et la véraison, et un secdadesou les
baies sont plutét sensibles au champignon, der@sagi a la maturation (Hikt al, 1981,
Commeénil, 1995 ; Comméndt al, 1996). Cette conversion de I'état de résistantétat de
sensibilité des baies est corrélée a de larges fiatihns ultrastructurales. Il s’agit
notamment du ramollissement de la baie, des dimoimsitde I'épaisseur et des teneurs en
cutine, en pectine et en composés lipidiques aitcantifongique (Chardonnet al, 1994).
Cette résistance trouve également son origine tar@ésence d’'un composé des cires
épicuticulaires (de nature lipophile), inhibiteus th germination des spores Be cinerea
pendant les phases précoces de la formation des.l2€ composé est absent seulement a

partir de la véraison (Commeémit al, 1996).
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Par ailleurs, certains dérivés galliques et targsq(proanthocyanidines) ont aussi une
activité antifongique, en particulier contBatrytis. Ces composés sont capables d’inhiber la
production d’enzymes hydrolytiques du pathogendoeic de réduire fortement sa virulence
(Hill et al, 1981 ; Pezeet al, 1992 ; Goetzt al , 1999). Les tanins retrouvés de fagon
importante chez les jeunes baies pourraient étpligoés dans I'état de latence du pathogene
avant la véraison (Goett al, 1999).

3.2.2 Défenses induites par les pathogénes

Au cours de son interaction avec des pathogenegigiee est capable d’exprimer de
nombreuses réactions de défense, dont les plusuesnsont la production de composeés
renforcant la paroi pectocellulosique, la synthése phytoalexines et I'accumulation de
protéines PR. L’amplitude de ces réactions estrgéaréent dépendante de 'organe cible, du
stade de développement de la plante, des condigomBonnementales, mais aussi de la
virulence du pathogene (Staples et Mayer, 1995uyv&d et Reuveni, 1998b ; Dercletl al.,
1999).

a. Renforcement de la paroi

Parmi les réactions impliquées dans le renforcemern paroi, la synthése de la callose,
sous le contrdle de [&1,3-glucane synthase, a été observée lors dedliain de la vigne par
P. viticola (agent du mildiou). Toutefois, la significationysivlogique de cette réponse et sa
relation avec la résistance au pathogene restamtosersées. Gindret al (2003) ont mis en
évidence une forte accumulation de callose au oivdes stomates des feuilles chez un
cépage résistant R. viticola A contrario, aucune corrélation n'a pu étre éeldntre
I'accumulation de la callose et les différents aiwe de résistance de la vignd®aviticola
(Kortekampet al, 1997).

Les tanins et les flavonoides semblent aussi gtptiqués dans la résistance de la vigne
aux pathogenes. En effet, 'accumulation de cesposé@s est plus importante et rapide chez
les cépages résistants, alors qu’elle est pluiidlefat lente chez les cépages sensibles €Dai
al., 1995a; 1995b; Kortekampt al, 1997). D’autres réponses inductibles, telle que
I'accumulation d’extensines (appartenant a la fendes HRGP), sont aussi impliquées dans
le renforcement de la paroi de la plante (Jaclkda@i, 2001).

b. Phytoalexines

L’accumulation des phytoalexines est l'une des qgipales réactions de défense

caractérisée chez la vigne lors de son interacti@c différents pathogenes (Tableau II).
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Tableau Il : Exemples de pathogénes induisant la synthepbytealexines che¥itis.

Pathogenes Cultivar O,rgaﬂe Réponses induites : Referenges
étudié bibliographiques
B. cinerea V. vinifera feuilles | | accgmulatlon de phytoalexines Langcake et Pryce, 1976
(resvératrol)
P viticola V. vinifera V|t_|s ameéricains fevilles o accgmulatlon (_je_ Qh_ytoalexmes Dercks et Creasy, 1989
hybrides (resvératrol et-viniférine)
V. viniferacv. Pinot noir, e accumulation de phytoalexines
B. cinerea Chardonnay et Cabernet feuilles . P Jeandett al, 1992
Sauvignon (resvératrol)
* accumulation de flavonoides, de
P. viticola Vitis rupestris feuilles | lignine et de phytoalexines Daiet al, 1995a
(resvératrol)
. V. viniferacv. Pinot nair, . * accumulation de phytoalexines
B. cinerea Chardonnay et Gamay baies (resvératrol) Jeandeet al, 1995
V. viniferacy. Castor e accumulation de phytoalexines
B. cinerea Vv \}iniferacv Huxelrebe baies | (resvératrol, ptérostilbéne &t Bavarescet al, 1997
) ) viniférine)
Rhizopus stolonifer V. viniferav. Perlette, baies | & accgmulatlon d,e phyto\alexmes Sariget al, 1997
(resvératrol et ptérostilbene)
E. necator V. viniferav. Carinena baies | accgmulatlon (.je, phytoalexmes Romero-Pereet al, 2001
(resvératrol et picéides)
¢ induction de I'expression du gépe
B. cinerea V. vinifergv. Chardonnay feuilles STS . . | Bézier, 2003
e accumulation de phytoalexings
resvératro
: |
B. cinerea V. vinifergv. Aledo baies | acpumulatlon de IOhytoadexmEﬁ/lonteroet al, 2003
(resvératrol)
V. viniferacv. Solaris e accumulation de phytoalexines
P. viticola Vv ;/iniferacv Chasselas feuilles | (resvératrol, ptérostilbénes, &- | Pezetet al, 2004
) ) viniférine ete-viniférine)
P. viticola V. viniferacv. Chasselas feuilleg » dépbt de lignine ;gggguzzamantaL
- - . * induction de I'expression des genes
P. viticola V. viniferacv. Gloire . PAL CHS CHI. STS
Pseudoperonospora feuilles |, accumulation  de  com Osé§ONekanu3,2006
cubensis V. vinifera cv. Riesling P

phénoliques
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Les principales phytoalexines de la vigne sontatesposés phénoliques de faible masse
moléculaire ayant un large spectre d’activité amntfique et antibactérien (Kuc, 1995 ;
Hammerschmidt, 1999 ; Jeandtal, 2002). Les formes les plus abondantes sotrales
resvératrol (trinydroxy-3, 5, 4'-stilbéne) et seéridés, le ptérostilbene (diméthoxy-3,5-
hydroxy-4'-stilbene), les viniférinese,( 6) et les picéides (resvératrol glucosylé). La
production des phytoalexines est liée a I'activatie la voie des phénylpropanoides, dont les
enzymes clefs sont la phénylalanine ammonia ly&3.) et la stilbene synthase (STS)
(Figure 3).

Des études ont permis de mettre en évidence uaigorekentre 'augmentation des teneurs
en resvératrol et egrviniférine et la tolérance des plants de vigng. @inerea aP. viticola
mais aussi #homopsis viticolgdLangcake, 1981 ; Dercks et Creasy, 1989 ; Hod3lath,
1990 ; Kelleret al, 2003 ; Pezett al, 2004). Ces composés sont fortement accumulds et
maniere plus précoce chez les cépages les plisardsi (hybrides interspécifiques, especes
americaines comm¥itis rupestri3 que chez les cépages sensibl\ésiq vinifera (Langcake
et Pryce, 1977 ; Langcalet al, 1979 ; Breuikt al, 1998 ; Jeandet al, 2002).

Le resvératrol est capable d’'inhiber la germinaties spores et la croissance mycélienne
de B. cinereaet deRhizopus stoloniferminsi que la mobilité des zoospores Rleviticola
(Adrian et al, 1997 ; Sariget al, 1997 ; Ben-Arieet al, 1999 ; Pezeet al, 2004).
L’'importance du resvératrol dans la défense destgdaa été démontrée planta par
l'insertion et la surexpression des génes codantr mies protéines impliquées dans la
synthése de ce composé. Ainsi Coutos-Thévenoal (2001) ont montré qu’une vigne
transgénique, exprimant fortement le gene de la, $F&ente une tolérance vis-a-vis de
B. cinerea De méme, l'introduction du géne codant pour 1&633sue de la vigne chez le
tabac, le riz, le blé et I'orge se traduit par ugsistance de ces planteBacinereaet a
Pyricularia oryzag(Hainet al, 1993 ; Stark-Lorenzest al, 1997 ; Leckband et Lorz, 1998).

c. Protéines de défense

Depuis ces dix derniéres années, plusieurs trargatent 'accumulation de protéines de
défense ou I'expression des génes correspondantl@hegne. La majorité de ces protéines
sont des protéines PR, en particulier celles guiespondent aux chitinases (de classe I, 11l et
IV), B-1,3-glucanases (PR-2), péroxydases (PR-9), « tatwniike » ou osmotines (PR-5),
« ribonuclease-like » ou RIP (PR-10), une LTP (PRR-1n inhibiteur de protéase (PR-6) et
une PR-1 (Tableau llI).
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Figure 3 : Voie des phénylpropanoides chez les plantes. ABtide benzoique 2-hydroxylase, CHI :

chalcone isomérase, CHS : chalcone synthase, RAiénylalanine ammonia lyase, STS : stilbene

synthase, CoA : coenzyme A.
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L’étude concernant les chitinases de vigne a débmartda mesure de leur activité dans les
feuilles (Derckelet al, 1996 ; 1999) et a permis de mettre en éviderkésdformes de
chitinases, dont six sont constitutives et troisesusont induites pds. cinerea Les études
relatives a I'expression des génes de chitinasesémélé une forte induction de chitinase
(classes |, 1l et IV) dans les feuilles de vignéectées paP. viticola ou E. necator(Busam
et al, 1997 ; Jacobst al, 1999), ou encore p&. cinereaet par la bactéri®@seudomonas
syringae(Robertet al, 2001 ; 2002 ; Beziest al, 2002). Ces protéines PR sont également
accumulées au niveau de la pulpe des baies (Destldl 1998b). Bien qu’aucune activité
chitinase ne soit détectée dans les baies veitehjdtion de leur expression y est observable
en réponse aux attaquesdhecator,de B. cinereaou deP. syringaepv. pisi (Jacob<t al.,
1999 ; Robertet al, 2002). D’apres Pocockt al (2000), les niveaux d’induction des
protéines PR dans les baies en cours de maturdiftérent d’'un cépage a l'autre et
pourraient expliquer la différence de sensibilitéde résistance de ces cépages.

Desp-1,3-glucanases de vigne ont également été casssmpar immuno-détection dans
les feuilles infectées pdB. cinerea(Renaultet al, 1996). Cependant, il a été rapporté
gu’aucune activit@-1,3-glucanase n'a été détectée dans les baiegigile quel que soit leur
stade de développement (Robinsetnal, 1997 ; Derckelet al, 1998 b). Des approches
moléculaires ont permis d’identifier différents gércodant pour Ig-1,3-glucanase dans les
feuilles et/ ou dans les baies de vigne suite rdeldtion parE. necatorou parB. cinerea
(Jacobset al, 1999 ; Bézieet al, 2002 ; Bézier, 2003).

Des protéines PR-1, PR-5 (osmotine ou thaumatk®;liPR-10 et PR-14 (LTP) ont
eégalement été mises en évidence chez la vignepamsé a linfection paE. necatoret
B. cinerea(Salzmaret al, 1998 ; Gomest al, 2003 ; Manteaet al, 2003 ; Hamiduzzaman
et al, 2005a; Kortekamp, 2006). D’autres protéinesddéense, comme les PGIP ont
également été caractérisées chez la vigne (Joebatt 2006). L’expression du gefGIP
est observée chez les feuilles ou les culturesillagks de vigne en réponsePaviticola
(Kortekamp, 2006) et 8. cinerea(Bézieret al, 2002). L'insertion et la surexpression du
genePGIP issu de la vigne dans les plants de tabac sontna@sociees a une résistance vis-
a-vis deB. cinerea(Joubertkt al, 2006).

3.3 Eliciteurs des réactions de défense

Cette stratégie vise a stimuler les défenses nigsirde la vigne par l'utilisation de

composes éliciteurs chimiques ou dérivés d’orgaesspathogenes, de plantes supérieures ou
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Tableau Il : Expression ou accumulation de protéines PR @ge&hes) cheYitis lors de son interaction avec
différents pathogenes.
Protéines PR Cultivar ,Orga}[]e Pathogénes . Referenpes
étudié bibliographiques
e stimulation de [l'activité . . o .
péroxidase (PR-9) V. rupestris feuilles P. viticola Dai et al, 1995a
* accumulation de p-1.3- V. viniferacv. Chardonnay feuilles B. cinerea Renaultet al, 1996
glucanases
; ; ' : L V. viniferacv. . L .
. induction _ Qe I'expression des Pinot noir feuilles P. viticola, P syringae pv. Busamet al, 1997
génes de chitinases - cellules syringae
V. rupestris
e accumulation de chitinases et |de V.,v_lnlf_eraetV|t|$ feuilles E. necator Giannakiset al, 1098
B-1,3-glucanases américaines hybrides
* stimulation des activité$-1,3-| V. viniferacv. Cabernet . . Reuveni et Reuveni,
. . feuilles P. viticola
glucanases et péroxydases sauvignon 1998b
* accumulation de chitinases et deV. viniferacv. Chardonnay| feuilles B. cinerea Derckelet al, 1999
B-1,3-glucanases
* accumulation de chitinases, fle V. viniferacv. Cabernet feuilles
. Sauvignon, Sémillon, Shiraz, . E. necatoyP. viticola Jacobset al, 1999
1,3-glucanases et de thaumatin-ljke Sultana baies
* accumulation de p-1.3- V. viniferacv. Chardonnay| feuilles B. cinerea Renaultet al, 2000
glucanases
e accumulation de PR-1 V. viniferacv. Limberger LZTIL”ESS E. necator Repkeet al., 2000
e accumulation de PR-10 V. vm_lferacv. feuilles P. syringae pv. pisi Robertet al, 2001
Ugni blanc
. . , . \ . . B. cinerea, E. necator,
. induction _ Qe I'expression des _V. viniferacv. fem_lles P. viticola, Robertet al, 2002
génes de chitinases Ugni blanc, Chardonnay baies

P. syringae pv. pisi

* induction de [I'expression d¢
génes de chitinase (VCH3)

(VCHIT1b)

e induction de I'expression des
génes de chitinase (VvChi4C),

B-1,3-glucanase  (VvGluc) ¢
d’inhibiteur de protéase (VVPR6)
* induction de [I'expression des V. viniferacv. Chasselas feuilles P viticola Hamiduzzamaret al,
génes de PR-1 et chitinase (PR-4) ) ) 2005a

* induction de [I'expression des
génes de PR-1, chitinases etfde V. viniferacv. Chasselas feuilles E. necatoyP. viticola Hamiduzzaman, 200504
1,3-glucanases
e induction de [I'expression des
génes de chitinases, dg-1,3- V. viniferacv. Gloire fevilles P. viticola,
glucanases, de thaumatin-like (FR- V. viniferacv. Riesling Pseudopernospora cubensis
5), de PR-10

*S V. viniferacv. Chardonnay| feuilles
V. viniferacv Pinot noir baies

D
—

B. cinerea Bézieret al, 2002

Ejev viniferacv. Chardonnay | feuilles B. cinerea Bézier, 2003

Kortekamp, 2006
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d’algues marines. Ces composés sont généralempaticvus de toute toxicité directe sur les
parasites. lIs sont capables d’'induire au moins paréie des réactions de défense chez les
plantes (Oostendoorgt al, 2001). Leur reconnaissance par la plante esifigeable non-
spécifique et donc ils permettent de lutter comntne large gamme de pathogenes. Chez la
vigne, plusieurs molécules a caractere élicitedrép@ caractérisées chez différents modeles
(cellules, feuilles, baies) (Tableau IV). Les preras applications dans ce domaine
concernaient le développement d’'un analogue du I®#&jbenzolar-S-méthyl (ou BTH)
commercialisé sous le nom de Bion® en Europe etatmgué contre I'oidium du blé et le
mildiou du tabac, sous le nom d’Actigard® aux US@ur lutter contre divers mildious de
cruciferes. Ce produit n’a aucune activité antioliiéennein vitro et stimule des réactions de
défense de la plante (Oostendoetpal, 2001). Lorsque le produit est appliqué seuleet d
facon préventive, le niveau de protection assutépasiel et les meilleurs résultats sont
obtenus contre le mildiou de tabac lorsque le BBHassocié a un fongicide a faible dose,
comme c’est le cas pour Bion Mx®. Ce produit est association de Mefenoxam et de BTH.
Chez la vigne, le BTH s’avere efficace en termendliction de la résistance vis-a-vis de
'agent du mildiou chez trois cépages (Carmenerear®nnay et Merlot) (Campbell et
Latorre, 2004 ; Riches et Holmes, 2005).

D’autres produits, comme [I'acidg-3-amino-n-butyrique (BABA) a fait preuve de
nombreuses démonstrations, en particulier cheZgi@evtant sur le plan de son implication
dans l'induction et I'amplification de I'expressiole certaines réactions de défense, que sur le
plan de la protection contre différents pathogé@ehenet al, 1999 ; Zimmerliet al ; 2000,
Oostendoorpet al, 2001 ; Reuvenet al, 2001 ; Zimmerliet al, 2001 ; Hamiduzzamagt
al., 2005a ; Hamiduzzaman, 2005b). C’est aussi lgpoas le JA et le SA, connus pour étre
des molécules signales chez les plantes, qui ceewluia I'expression de nombreuses
réactions de défense comme I'accumulation des plggmes, des anthocyanines, de callose
et des protéines PR (Derclatlal, 1996 ; 1998b ; Renaudt al, 1996 ; Curtiret al, 2003 ;
Hamiduzzaman, 2005b ; Tassetial, 2005).

L'utilisation d’oligosaccharides issus de paroialgues marines, de plantes supérieures
ou de microorganismes, tels que feglucanes (Potiret al, 1999 ; Klarzynsket al, 2000 ;
Aziz et al., 2003), lesi-1,4-oligogalacturonides (OGA) (Coté et Hahn, 198&ymoncet al.,
1995 ; Azizet al, 2004 ; D'Ovidioet al, 2004), les carraghénanes (Padtral, 1999 ), les
fucanes (Klarzynsket al., 2003), les oligomeres de chitine et de chitdq§abéaet al., 2003)
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Tableau IV : Principales molécules et stress abiotiques sahiil’activation des génes de défense, I'accunounlate protéines PR ou de phytoalexines chez lzevig

Type d'éliciteur Cultivar Organe étudié Réponses iduites Références
AS V. viniferacv. Chardonnay feuilles * accumulation dg-1,3-glucanases Renaultet al., 1996
blessure, AS V. vinifera feu'”ess’e{?rﬁénneé’ baies,, accumulation de chitinases (distinction de 13ds0Es) Derckeét al, 1996
V. viniferacv. . . . . - .
blessure, AS Pinot noir baies * accumulation et stimulation des activités chitesst3-1,3-glucanases Dercket al, 1998a et b
blessure, AS V. viniferacv. Gamay cellules * induction de I'expression d’un géne fgid,3-glucanase Kraew al, 1998
blessure, éthyléne V. viniferaet Vitis américaines hybrides feuilles » accumulation de chitinases etf##¢,3-glucanases Giannaldsal, 1998
éthylene V. viniferacy. Capernet sauvignon, Semillon, few!les » accumulation de chitinases, fild,3-glucanases et de thaumatin-like Jaadla, 1999
Shiraz, Sultana baies
MeJA V. viniferacv. Gamay Fréaux var. Tavernie cellules * accumulation de phytoalexines Krisaet al, 1999

V. viniferacv. Cabernet Sauvignon

* stimulation de I'activité péroxydase et accumulatile la protéine
* induction locale et systémique de I'expressiongises d@-1,3-glucanase €
de péroxydase

* synthése de SA

—

MeJA V. viniferacv. Limberger feuilles Repkaet al, 2001b

* induction de I'expression des génes de chitin®$&4), -1,3-glucanase, d
Me JA V. viniferacv. Cabernet Sauvignon feuilles PGIP, PIN, de PAL et de STS Belhadj et al., 2006
* accumulation de phytoalexines

(4]

Jasmonates, Na-

V. viniferacv. Barbera cellules * accumulation de phytoalexines Tassonkiet al, 2005
orthovanadate
JA, ABA, BTH, V. viniferacv. Chasselas feuilles * induction de I'expression des génesRIRe-1 chitinase PR-4 et dep-1,3- Hamiduzzaman, 2005b
blessures glucanase
JA, ABA, BTH, V. viniferacv. Chasselas feuilles * |nfjupt|on de | expression dps genesife ], chitinase PR-4, LOX-9 Hamiduzzamamet al, 2005a
» dépdt de callose et de lignine
ABA, éthylene, NaCl V. viniferacv. Sultana cellules * induction de I'expression d’'un géne ER-5 Loulakakis, 1997
BHT V. viniferacv. Merlot baies » accumulation de phytoalexines et d’anthocyanines riti et al, 2004
Me JA, UV V. viniferacv. Cabernet Sauvignon f%lgilgess * accumulation de phytoalexines Larrondeet al, 2003
uv V. viniferacv. Cabernet Sauvignon feuilles * accumulation de phytoalexines Langcake et Pryce, 1977
V. viniferacv. Gamaret, cv. Gamay, cv.
uv Early superior, cv. Perlette, cv. Pinot, baies * accumulation de phytoalexines Sariget al, 1997

cv. Shasla, cv. Spring Blush, cv. Superior
cv. Thompson seddless

V. viniferacv. Chardonnay
uv V. viniferacv. Gamay baies * accumulation de phytoalexines Adrianet al, 2000
V. viniferacv. Pinot noir

V. viniferacv. Cabernet Sauvignon, cv. baies * accumulation de phytoalexines

W Chardonnay, cv. Semillon, cv. Shiraz * induction de I'expression des génes de la PAledad5TS

Baiset al, 2000
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Type d’éliciteur

Cultivar

Organe étudié

Réponses iduites

Références

V. rupestris

* induction de l'expression des génes de chitinade,p-1,3-
glucanase, PR-6, PR-10, PAL et de STS

Bonomelliet al, 2004

w V. wmfgracv. Chardonnay feuilles * stimulation des activités chitinasefet,3-glucanase Borieet al, 2004
V. viniferacv. Pinot noir . ;
* accumulation de phytoalexines
. V. viniferacv. . . . , . N .
INA, BTH, extrait de . . feuilles e induction de I'expression des génes de chitina®CH3 et
Pinot noir Busamet al, 1997
levure - cellules VCHIT1b
V. rupestris
AS MeJA, chlt_osan, V. viniferacv. Limberger feuilles * accumulation de PR-1 Repkaet al, 2000
éliciteur deB. cinerea cellules
A_S_, MeJA, chl_tosan, V. viniferacv. Limberger cellules ¢ induction de ggnes et accumulation de PR-1, dsénp-1,3- Repka, 2001a
éliciteur deB. cinerea glucanase et de péroxydase
éliciteurs deB. cinerea * stimulation de l'activité de la PAL, de la STSd#® la cinnamate
( Iucan.e) V. vinifera cv. Optima cellules hydroxylase Liswidowatiet al, 1991
9 * accumulation de STS et de phytoalexines (reswdyatr
endo?gl)égi;glea:ggronase V. viniferacv. Gamay cellules * induction deB-1,3-glucanases Poinssott al, 2003
« influx de C&", formation de FAO
R-1.3-glucanes * induction de I'expression des gerfeaL, LOX, GST, STS1, PGIP,
> gIuC V. viniferacv. Chardonnay cellules CHIT1b, CHIT3, CHIT4c, GLU1, PIN Aziz et al, 2003
(laminarine) : ; L L
* stimulation des activités chitinasefet,3-glucanase
* accumulation de phytoalexines
* formation de FAO
- * induction de l'expression des genB#L, GST, STS1, PGIP, .
OGA V. viniferacv. Chardonnay cellules CHIT1b, CHIT3, CHITAG4GLU1, PIN Aziz et al, 2004
* stimulation des activités chitinase etpd&,3-glucanase
Chitosan, cuivre V. viniferacv. Chardonnay feuilles : stlmulatlor! des activités chlltlnaseﬁel,S-qucanase Aziz et al, 2006
* accumulation de phytoalexines
Chitosan V. viniferacv. Chardonnay feuilles * stimulation des activités chitinase, lipoxygénesBAL Trotel-Azizet al, 2006
* induction de I'expression des genéel TP1 (PR-14), WWwWRKY
Ergostérol V. viniferacv. Ugni blanc cellules (MAPK), VST1(stilbene synthase) Laquitaineet al, 2006
* accumulation de phytoalexines
« influx de C&", formation de FAO,
. - * induction de I'expression des génBéL, STS, PGIP, CHIT1b, .
Cellodextrines V. viniferacv. Chardonnay cellules CHIT3, CHITAc8-GLUL, PIN Aziz et al, 2007
» stimulation des activités chitinase etpd&,3-glucanase
* accumulation de phytoalexines
Cyclodextrines V. viniferacv. Gamay cellules  stimulation de l'activité péroxydase et accumolatide certaing Bru et al, 2006
isoformes de la protéine
Brotomax ® V. viniferacv. Chasselas feuilles » stimulation des activités chitinasefiet,3-glucanase Riches et Holmes, 2005
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a aussi suscité un grand intérét suite aux trav@alisés sur les constituants saccharidiques et
chitineux de microorganismes. Chez la vigne, cestaie ces oligosaccharides sont capables
d’induire I'activation de réponses variées (le bawsydatif, I'activation de MAPK, I'influx de
c&*, I'alcalinisation du milieu, I'expression des génde défense et I'accumulation de
protéines PR) (Azizt al, 2003, 2004 ; 2006 ; Trotel-Azizt al, 2006 ; Azizet al, 2007).
Dans des conditions de laboratoire, I'inductioncée réactions est corrélée a une résistance
des feuilles de vignes B. cinerea(Aziz et al, 2004 ; Ait Barkaet al, 2004 ; Azizet al,
2006 ; Trotel-Azizet al, 2006 ; Azizet al, 2007) et &. viticola (Aziz et al, 2003 ; 2006).
L’application de certaines de ces molécules auob@; montre néanmoins une efficacité
partielle en terme de protection contre ces patmeggRiches et Holmes, 2005). Des
réactions de défense similaires sont aussi obseoléz la vigne en réponse aux UV (Adrian
et al, 2000 ; Baiset al, 2000 ; Bonomelliet al. 2004 ; Borieet al, 2004). Des études
réalisées sur des cépages de sensibilités difesreant montré que l'amplitude de ces
réactions de défenses est souvent associée asisiamée accrue aux pathogenes (Giannakis
et al, 1998 ; Reuveni et Reuveni, 1998b ; Bononetlal, 2004).

D’autres composés chimiques ont obtenus une homtwg pour leur application au
vignoble : il s’agit du foséthyl d’aluminiunA(iette®), du trichlorure d’aluminium déshydraté
(Synermi®), du bicarbonate de potassiumcpcarl®) ainsi que duBrotoma® composé
d’azote, de cuivre de manganese et de zinc. Cepas¥n induisent une protection des
feuilles de vigne contre I'agent du mildiou (DeraksCreasy, 1989 ; Reuveei al, 2001 ;
Riches et Holmes, 2005) en stimulant certainesticiecde défense (expression de genes de
défense, formation de tyloses et accumulation deposés phénoliques) (Del Rai al,
2001 ; Bonomelli, 2003).

3.4 Amélioration de la résistance de la vigne par trarfermation
géneétique

La surexpression de composés antimicrobiens coremeHytoalexines ou les protéines
PR contribue a diminuer la réceptivité de la pleeni®& pathogeénes fongiques variés (Rerl
al., 1996 ; Yamamoteet al, 2000 ; Coutos-Thévenat al, 2001 ; Bornhoffet al, 2005).
L’expression constitutive d’enzymes permettant deoxiquer des toxines fongiques est une
stratégie importante, qui a notamment permis didbtene résistance des cellules de vigne
contreE. lata En effet, la tolérance de la vigne a la maladieodle de la forte capacité de la
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plante & réduire la toxine eutypine en un compasétif : I'eutypinol, via I'action d’'une
NADPH-dépendante aldéhyde réductase iss\églea radiata(Guillenet al, 1998).

Les recherches sur les vignes transgéniques camtetgalement la lutte contre les virus
et particulierement contre le GFLV (« grapevineldah virus »). Une fois introduit dans le
génome du porte-greffe, c’est I'expression du géoaant pour la protéine de la capside du
GFLV qui va perturber le développement du virussain de la plante (Mauret al, 1995 ;
Vigneet al, 2004).

La profession viticole est pour l'instant tres cétite vis-a-vis de I'introduction de genes
de résistance dans la vigne que ce soit par tragsgéou par hybridation. En outre ces
méthodes sont de longue haleine avec le risqueagueélections soient substantiellement
différentes des cépages actuels. L’amélioratioriétadle de la vigne par transformation

génétique reste pour l'instant incompatible avecA®C.

3.5 Lutte biologique

La lutte biologique consiste en l'utilisation d’@mgsmes vivants ou de produits issus de
ces organismes pour limiter ou réduire les perteke® dommages causés par les organismes
nuisibles (OILB, Organisation Internationale de teutBiologique). L'utilisation de
microorganismes fait partie des alternatives prteanses a I'emploi des fongicides
chimiques, de part l'ubiquité de ces microorgansmkur grande diversité et leur
dissémination dans les sols rhizosphériques (Gheal, 1995 ; Benhamoet al, 1996 b ;
Berget al,, 2005).

3.5.1 Diversité des agents de la lutte biologique

Compte tenu de la diversité des plantes héteB.deinerea de nombreux travaux ont
porté sur la caractérisation de différents ageat®dutte biologique capables de lutter contre
ce champignon. Ces agents sont principalement sepi&s par des bactéries et des
champignons non pathogénes, capables de confirdgvikdoppement dB. cinereachez les
plantes (Tableau V). De nombreuses bactéries éris@lées a partir de la rhizosphére et sont
qualifiées de PGPR pourPtant Growth Promoting Rhizobacteria(Kloepper et Schroth,
1978). La rhizosphere est le lieu d’'une intense mierobienne, fortement dépendante de
I'effet et de la nature des exsudats racinairedadplante (sucres, acides aminés, acides
organiques...). Les communautés microbiennes, gg'elsient endophytiques ou
epiphytiques, sont dépendantes de I'espéece véggitdies facteurs biotiques et abiotiques de

I'environnement (Germidat al, 1998) (Figure 4). Certaines bactéries sont angdiquées
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Tableau V: Diversité des agents de lutte biologique coBtreinereachez différentes especes végétales.

Agents biologiques

Plantes Hbtes

Références

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus mycoides
Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Tomate, poire

Fraisier

Haricot, poire, tomate, concombre
Tomate

Mari et al, 1996

Guetskyet al, 2002a, b

Eladet al, 1994a, b ; Maret al., 1996 ; Diket al, 1999
Utkhedeet al, 2001

Trichoderma harzianum
Trichoderma virens
Ulocladium atrum

Haricot, tomate, concombre, vigne
Tomate, concombre

Tomate, concombre, fraisier, cyclam

0
L | Enterobacter agglomerans | Tomate Utkhedeet al, 2001
‘% Pantoea agglomerans Poire Nuneset al, 2001
& | Pseudomonas aeruginosa | Haricot De Meyer et Hofte, 1997
Pseudomonas putida Tomate, haricot Ongeneet al, 2002 ; Mezianet al, 2005
Serratia marcescens Cyclamen Someyeet al, 2001
Serratia plymuthica Melon Kamenskyet al., 2003
Xanthomonas maltophilia | Tomate Eladet al, 1994a, b
Acremonium cephalosporiufVigne (raisin) Zahaviet al,, 2000
Aspergillus giganteus Géranium Morenoet al, 2003
Aureobasidium pullulans Tomate, concombre, vigne (raisin), | Dik et al, 1999; Castoriat al, 2001
pomme
Candida guilliermondii Vigne (raisin), Tomate Zahaviet al, 2000 ; Saligkariast al, 2002
Candida oleophila Tomate Saligkariaset al., 2002
Candida saitoana Pomme El-Ghaouthet al, 1998
Chaetomium globosum Tomate, concombre Dik et al, 1999
Clonostachys rosea Rosier Morandiet al, 2003
Cryptococcus luteus Tomate, concombre Dik et al, 1999
« | Crytpococcus albidus Tomate, concombre Dik et al, 1999
§ | Cryptococcus laurentivar. | Tomate, concombre Dik et al, 1999
S, | flavescens
‘S | Gliocladium catenulatum Haricot, tomate, concombre Eladet al, 1994b ; Diket al, 1999
% Fusarium proliferatum Tomate, concombre Dik et al, 1999
G | Pichia anomala Pomme Jijakli et Lepoivre, 1998
Pichia guilermondii Fraisier Guetskyet al, 2002a ; b
Pichia membranafaciens | Vigne Masih et Paul, 2002
Pithomyces chartarum Vigne Dodd et Stewart, 2003
Pythium citrinum Vigne Paul, 2004
Pythium periplocum Vigne Paul, 1999b
Pythium radiosum Vigne Paul 1999a
Rhodotorula glutinis Tomate, pomme Eladet al, 1994b ; Sansoret al, 2005
Trichoderma hamatum Tomate, concombre Dik et al, 1999

Zimandet al, 1996 ; Elad, 2000 ; Rest al, 2001
Dik et al, 1999

ebik et al, 1999 ; Berteet al, 2001 ; Kessedt al.,, 2002
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Figure 4 : Exemples de signaux environnementaux de natuysigpe, chimique ou biologique,
pouvant affecter les associations plantes hoteactébes endo- ou épiphytes, agents de lutte
biologique (Davet, 1996 ; Strigul et KravchenkoQgp
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dans différents processus associés a la croissancau développement de la plante
(accélération de la germination des semences, ataiulchez les légumineuses) (Eial,
2002). Ces bactéries sont également capables tigprdes plantes contre différents agents
pathogenes.

Parmi les quelgues produits commerciaux homolodugeucoup ont été développés
initialement pour la protection contre les maladieduriques et ont une application
secondaire sous serre. C’est le cas notammentatkiifs a base d8treptomycesp., de
Trichodermasp., deGliocladium catenulatunmet de Pythium oligandrum(Whipps, 2001 ;
Nicot, 2002 ; Ravensberg et Elad, 2002). En Europe, seule souche de microorganismes
est inscrite a l'annexe 1 de la directive 91/414/@Es’agit de Coniothyrium minitans
commercialisée sous le nom de Contans® pour lgttetre les maladies induites par les
champignons a sclérotes. Une souche bactérienngedrte Bacillus subtilis (Serenade®)
vient d'étre homologuée provisoirement en FrancetreoB. cinerea chez la vigne
(http://www.agraquest). D’autres microorganismesté@ens et fongiques sont sur le point de
recevoir une autorisation de mise sur le marchie tgue Gliocladium catenulatum

Trichoderma harzianuret Pseudomonas chlororaphis

3.5.2 Meécanismes d’actions des bactéries impliqués dankitte biologique

La lutte biologique au moyen de bactéries non ggthes s’appuie sur un ou plusieurs
mécanismes d’actions. Ces bactéries peuvent agictdment sur I'agent pathogéne, par
antibiose, compétition ou parasitisme, ou bienrgelement par stimulation des réactions de
défense de la plante conduisant a leur tour adaemiplace d’'une résistance systémique vis-a-
vis de I'agent pathogene.

a. Action directe sur les agents pathogénes

Antibiose

La production de substances antibiotiques par lEsoorganismes est un phénomeéne
fréquent. Plusieurs antibiotiques ont été idertitibez le genrBseudomonagels que le 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d’hydrage 'oomycine A, la phénazine, la
pyolutéorine, la pyocyanine, la pyrrolnitrine, leogolone ou encore des lipopeptides
cycliques (viscosinamide, tensine, amphisine...) (Keteal, 1992 ; Mazzoleet al, 1992 ;
Thraneet al, 2000 ; Nielseret al, 2002; Raaijmakerst al, 2002 ; De Souzat al, 2003 ;
Nielsen et Sorensen, 2003). Les gemasillus, Streptomycesu desStenotrophomonasont

aussi capables de produire I'oligomycine A, la lsamine, la zwittermicin A ou la
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xanthobacine (Milneret al, 1995; 1996 ; Hashidoket al, 1999 ; Kimet al, 1999;
Nakayamaet al, 1999) (Figure 5). Ces composés, de haut poidéaulaire, sont capables a
faible dose d’interférer avec la sporulation etlaissance mycélienne d’un large spectre de
champignons (Ligoret al, 2000 ; Raaijmakerst al, 2002). L’antibiotique phenazine-1-
carboxamide produit paPseudomonas chlororaphiBCL1391 inhibe la croissance de
Fusarium oxysporumsp. radicis, ce qui limite la colonisation des racines de t@®gar le
champignon et diminue son pouvoir infectant (Bokvetr al, 2003). Ce mode d’action est le
plus étudié chez les agents de lutte biologiquefadwde la simplicité des expérimentations
conduisant a la sélection des souches producttieedibiotiques et a I'observation vitro

de leurs effets sur les organismes. Le rble supjirds ces composés a été évalué en utilisant
des bactéries mutantes dont les genes responsablés production d’antibiotiques sont
surexprimeés ou réprimés (Raaijmaketsl, 2002). Fentoet al. (1992) ont introduit un géne
fonctionnel de la synthése du DAPG issu de la seuw#Pseudomonas fluorescefd13
chez uneP. fluorescend-113G22 initialement déficiente. La souche tramaftg synthétise
du DAPG et acquiert la capacité de protéger efénant la betterave sucriere corfyghium
ultimum L’efficacité des antibiotiques contre un pathag@st dépendante de la plante héte.
Ainsi, P. fluorescens,capable de synthétiser le DAPG, la pyolutéorineleetcyanure
d’hydrogéne, protége efficacement le concombre npaigiellement le mais contre un

pathogene commurP. ultimum(Notzet al,, 2001)

Compeétition

La compétition pour les éléments nutritifs (suéléments minéraux...) est un mécanisme
fortement impliqué dans la suppression de nombpatikogenes. La compétition pour le fer
par certaines souches Befluorescen®st la plus documentée. Elle implique la produrctie
différents sidérophores, molécules chélatrices @luet servant de transporteur de lion
ferrigue a l'intérieur de la cellule bactériennes{lldnds, 1981 ; Duijfet al, 1993 ; Buysens
et al, 1996 ; Whipps, 2001) (Figure 6). Les souchesévmmnnes les plus compétitives sont
connues par leur capacité a produire des sidéreplayant une trés grande affinité pour le
fer, telle que la pyoverdine (sidérophore fluoresell existe aussi d’autres sidérophores
non-fluorescents comme la pyochéline et la pseuddmgpossédant une plus faible affinité
pour le fer par rapport a la pyoverdine. La comjaétipour le fer est démontrée par délétion

de génes spécifiques : l'activité protectrice cer. cineread’'une souche mutante de
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P. putida(WCS358), incapable de produire des sidérophassfortement diminuée chez la
tomate (Mezianeet al, 2005). L'efficacité d'une lutte biologique via Iphénomene de

compétition pour le fer semble étre surtout impaeadans des conditions limitantes en fer.

Parasitisme

Certains microorganismes, agents de la lutte bigleg sont capables de produire des
enzymes hydrolytiques (chitinase$;1,3-glucanases ou cellulases) pouvant dégrader les
constituants pariétaux des cellules fongiques.tération de ces parois conduit a la lyse des
cellules et inhibe ainsi le développement du chammi (Davet., 1996 ; Whipps, 2001). Ce
mécanisme est fréequemment rencontré chez les chaons, tels quésliocladium sp. et
Trichodermasp. (Carsolioet al, 1999 ; Georgakopoulost al, 2002 ; Punja et Utkhede,
2003). Certaines études ont montré une corrélagotre la production d’enzymes
chitinolytiques par des bactéries du geBaillus sp., Lysobactersp., Paenobacillussp.,
Pantoeasp., Pseudomonasp., Streptomycesp. et la capacité de ces souches a inhiber la
croissance de champignons de sol, tels Euearium oxysporumFusarium solaniet
Rhizoctonia solani, Pythium ultimuet Bipolaris sorokinianalLim et al, 1991; Cherniret
al., 1995 ; Plebaet al, 1997 ; Singlet al, 1999 ; Palumbet al, 2005).

Atténuation de la virulence des pathogéenes

Ce mécanisme correspond a une détoxication et/euintmbition de la synthése des
facteurs de virulence des pathogenes. Certainesérms; appartenant aux genres
Pseudomonasp., Streptomycesp. ouRalstoniasp., sont capables de dégrader diverses
toxines fongiques (acide fusarique, anthroquindhaxtomine A), qui sont d’importants
déterminants de la pathogénicité des champignoasr{bouet al, 1998 ; Thangavelet al.,
2001 ; Malathiet al,, 2002). D’autres bactéries altérent le métabdaisim pathogene via une
dégradation des facteurs de régulation impligués ¢& quorum-sensing du pathogene et qui
sont reconnus pour activer les facteurs de virdgbonget al, 2000 ; Molinaet al, 2003 ;
Morello et al, 2004 ; Urozt al, 2003).

b. Induction de la résistance de la plante héte
Diverses rhizobactéries, regroupées sous le termeP@PR, ont une capacité a
promouvoir la croissance de leur partenaire vegem des effets sur la nutrition,

I'architecture racinaire ou la santé de la plagteh{pperset al, 1987 ; Glick, 1995). L'un des

34



Contexte bibliographique

effets remarquables de la colonisation de la ripaése par les PGPR est I'induction des
mécanismes de la résistance que l'on nomme ISRudktl Systemic Resistance)
(Hammerschmidtet al, 2001), par opposition a la SAR (Systemic AcqliiiResistance)
induite par les pathogénes (Rya&t al, 1996). Plusieurs rhizobactéries du genre
Pseudomona®nt la capacité d’induire une résistance systéeignez la plante, ce qui
engendre une protection contre un grand nombreedtagpathogénes fongiques et bactériens
(Van Loonet al, 1998 ; Ramamoorthgt al, 2001). Cette ISR a été démontrée chez de
nombreuses plantes en séparant sur le plan spag@ht de la lutte biologique par rapport au
site d’infection du pathogéne (Hofflard al, 1995). Cette résistance s’avére dépendante du
génotype végétal, de l'agent pathogéne, mais alsssia rhizobactérie. Ainsi la souche
P. fluorescensWCS374r induit une ISR chez le radis mais pas ohebidopsiscontre
Fusarium oxysporumA l'inverse, P. putida WCS358r induit une ISR che&rabidopsis
contre le méme champignon mais pas chez le radisnfanet al, 1995 ; Van Weest al,
1997). Quant &. fluorescendVCS417r, elle induit une ISR chez les deux espeégétales
contre Fusarium oxysporum(van Wees et al, 1997). D’autres souches de type
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas pet@acillus pumilusont montré une capacité a
induire une ISR chez de nombreuses plantes (casunerq, chéne, coton, pois, riz, tomate...)
contre divers pathogenes, tels g@lletotrichum falcatum Ceratocystis fagacearum
Fusarium oxysporupPythium ultimumet Rhizoctonia solan{Brookset al, 1994 ; Cheret

al., 1995; Benhamowet al, 1996a; Benhamowt al, 1996b; M'Pigaet al, 1997 ;
Ramamoorthet al, 2001).

Il est bien établi que I'lSR fait appel a I'expriess des mécanismes de défense des
plantes. Ces mécanismes seraient induits par lesbdrctéries elles-mémes ou par des
molécules dérivées de ces bactéries. L'utilisatendivers mutants Arabidopsis a permis
de montrer que certaines bactéries du géhrdluorescenssont capables de réduire les
symptébmes des maladies, via des mécanismes dépemndanfois des voies du JA et de
I'éthyléne, mais indépendant de la voie de SA dtadg@ression des protéines PR (Van Loon
et al, 1998 ; Knoesteet al, 1999 ; Pieterset al, 2002) (Figure 7). Des résultats similaires
ont également été obtenus avec d’autres bactéarigsrreBacilluschez la tomate (Yaet al,
2002).Néanmoins, d’'autres travaux montrent que I'lSR paitiétre parfois dépendante de la
voie de SA (De Meyer et Hofte, 1997 ; De Mewral, 1999), indépendante des trois
molécules signales (Ryet al, 2003) ou encore indépendante des voies du SAAdWu

geneNPR1 (Non-expresser of PR genetout en restant dépendante de I'éthylene (Riyal
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Pathogene
Rhizobactérie
Réponse p ;
JA dépendante Jar1, coit v
SA — NahG
Réponse .
NPR1 —— npr1

/\

oo Protéines PR pour
« Priming » des " . -
. . Pathogenesis-Related
genes de défense

ISR SAR

Figure 7. : Voies de transduction des signaux intervenant temphénomenes d'ISR et de la SAR
chez Arabidopsis thaliangd’apres Van Looret al, 2006).nprl: « Non-expresser of PR-1 gene »,
NahG : « NAphthalene Hydroxylase G » (géne bactédedant pour une salicylate hydroxylase),
jarl : « JAsmonate Response Icoil: « COronative-Insensitive 1 setrl: « EThylene Receptor 1 »,
ein2: « Ethylene INsensitive 2 ».
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2004). Dans les situations ou les plantes ne smep état d'« ISR » ou de « SAR », leur état
de résistance basale contre des pathogénes spésifigrait régulée par I'action concertée
des trois molécules signales (Pieteeteal, 2002). De plus, la protéine NPR1 réegule les
réponses de défense par des voies de signalishfiérentes.

La question du co(t physiologique pour la plantemabiliser une partie de son
métabolisme nécessaire a l'induction des réactiendéfense a également été soulevée (Hell,
2002). Le phénomene de potentialisation permefabsence d’'une stimulation des défenses
de la plante, de la sensibiliser a déclencher Epglement ses réactions de défense suite a
'attaque par un pathogéne. Ainsi, les colts énigpges du mécanisme de potentialisation
seraient tres faibles par rapport a ceux nécessairBinduction directe des réactions de
défense (Van Hulteet al, 2006). Le mécanisme de potentialisation permetlzamplifier
les réactions de défense suite a une infectionnsiadi@ serait donc d’'un grand intérét pour
réduire les dépenses énergétiques de la planter&et al, 2002 ; Conratlet al, 2006). Ce
processus reléverait de I'implication de JA et d&hlléene dans la sensibilisation et
I'amplification de certaines réactions typiquesdééense et donc de la mise en place de I'ISR
(Knoesteret al,, 1999 ; Toret al, 2001 ; Pieterset al, 2001). Parmi ces réactions, on note
I'accumulation de composés phénoliques (Van eal, 1991 ; Benhamoet al, 1996b ;
Silva et al., 2004 ) et I'activation de protéineR Rhitinasef-1,3-glucanase et péroxydase)
(Maurhoferet al, 1994 ; Nandakumaat al, 2001 ; Silvaet al, 2004) ainsi que l'activation
de la voie des octadécanoides (Sidétaal, 2004 ; Shoreslet al, 2005) chez difféerentes
plantes.

De plus, des rhizobactéries seules sont capablesluite directement différentes
réactions de défense, a savoir 'augmentation desanx de transcrits de certains genes
codant des protéines PR chezthaliana(Timmusk et Wagner, 1999 ; Cartieagixal, 2003)
et 'accumulation de protéines PR (chitinase, B¢li@8anase, péroxydase) chez la betterave
et le haricot (Zdor et Anderson, 1992 ; Bargadiual, 2002).

c. Déterminants potentiels de I'|SR déclenchée paes bactéries

Certaines rhizobactéries de la famille des pseudacees sont capables de synthétiser de
nombreuses molécules de différentes natures img@EgUdans linduction ou la
potentialisation des réactions de défense de fgglaonduisant a leur tour a la mise en place
d’'une ISR. L'utilisation de mutants bactériens diints en différents composeés a fait preuve
de nombreuses démonstrations quant a la signditagihysiologique des constituants

bactériens associées a I'ISR. Parmi les composé®riens stimulateurs des réactions de
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défense et / ou inducteurs de I'ISR, on note lalpction de sidérophores, d’antibiotiques, de
lipopolysaccharides, d’EPS, de flagelline...

Sidérophores
L’induction de I'ISR est associée a la productian sidérophores et est dépendante du

pathosysteme (Duijfét al, 1993 ; Leemaret al, 1996 ; Bakkeet al, 2003). Les travaux
réalisés par Hofte et ses collaborateursPesgudomonas aerugino§&NSK2 et ses mutants
ont permis de mettre en évidence dans des conslilimitantes en fer, la production de trois
sidérophores (la pyoverdine, la pyochéline et 19, %A relation avec l'induction de I'ISR
chez le haricot et la tomate confe cinerea(De Meyer et Hofte, 1997 ; Audenaett al,
2002 ; Mezianeet al, 2005). L'utilisation de ces mutants montrent dgieSA (en tant que
précurseur de la biosynthese de pyochéline chePdesidomongsserait un déterminant
important dans l'induction de I'lSR contBe cinerea puisque seuls les mutants incapables de
synthétiser le SA ne protegent pas la plante cdatchampignon (De Meyer et Hofte, 1997).
Des études similaires ont été conduites chez daudtantes, telle gA’ thalianaet ont
permis de souligner I'importance des sidérophoeesda mise en place de I'ISR, soit par des
approches de mutations, swvid des applications exogénes de sidérophores (Meriak
2005). Cette résistance sidérophore-induite estcass a I'expression de réactions typiques
de défense, telles que l'induction de genes dendéfeu I'accumulation de protéines PR
(Maurhoferet al, 1994 ; Dellaget al, 2005).

Antibiotiques
Une souche productrice d’antibiotiqueB, fluorescensCHAO s’est avérée capable

d’induire une résistance systémique engsonospora parasiticahezA. thaliana(lavicoli

et al, 2003). La production du DAPG pBr fluorescensCHAO semble étre impliquée dans
'induction de cette résistance systémique. En teffers de la confrontation entre
P. parasiticaet A. thaliana colonisé par différents mutants de CHAO (déficient HCN,
DAPG, pyolutéorine, exoprotéase de sidérophoresiles les mutants déficients en DAPG
menaient a une baisse significative de I'|SR. @ssiltats ont été confirmés par des approches
de complémentation chez les mutants déficients&R@ Ces travaux ont également montré
gue I'application de DAPG (10 a 100 pmol) au nivelas racines é&rabidopsismime I'effet

de I'ISR (lavicoliet al, 2003). Récemment, I'application de souche®dsubtilismutantes
surexprimant un ou deux antibiotiques, la fengyahda surfactine, conduit a I'expression

d'une ISR chez la tomate et le haricot correcinerea(Ongenaet al, 2007). L’action
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concertée d’antibiotique et de sidérophore danslliction de I'lSR a également été rapportée
chez la tomate a I'égard @ cinerea(Audenaertet al, 2002).

Lipopolysaccharides (LPS)

Les LPS sont des composants majeurs de la patolaiel (1x1G molécules de LPS par
unt) des bactéries gram négatives (D@t al, 2000). L'implication de la fraction
saccharidique et ou lipidiqgue a fait preuve de n@umbes investigations (Grahaet al,
1977 ; Brauret al, 2005). En effet, des souches RBlefluorescengnutantes incapables de
synthétiser la fraction saccharidique du LPS, casahi a une ISR chexrabidopsis(Leeman
et al, 1995). Cette résistance ne s’exprime cependastchez le raifort (Leemaet al,
1995) probablement due a lincapacité des popuiatimutantes a coloniser les tissus
racinaires de la plante, comme il a été démontez ¢a tomate (Duijffet al, 1997). Par
ailleurs, l'intégrité de la structure amphiphile d&S serait nécessaire a l'induction de
réponses de défense. Des travaux antérieurs (Gradtaral, 1977) avaient postulé
I'implication du complexe core-lipide A dans 'agté élicitrice du LPS. Les LPS induisent
I'activation d’événements précoces, I'accumulatdm protéines PR et le dépot de callose
(Dow et al, 2000 ; Coventry et Dubery, 2001 ; Meyadral, 2001 ; Gerbeet al, 2004a ;
Gerber et Dubery, 2004b). D'autres travaux ont iamestré que les LPS seraient impliqués
dans la potentialisation de différentes réactiomsléfense conduisant a I'expression de I'ISR
chez de nombreuses plantes (Newnenal, 2002). Les LPS issus de bactéries non
phytopathogéne$6eudomonas putigd&hizobium et)isont capables d’induire une résistance
des feuilles de tomate et de haricoBacinerea des feuilles dA. thaliana a la bactérie
Pseudomonas syringapv. tomato (Mezianeet al, 2005) et de la pomme de terre au
nématodéslobodera pallida(Reitzet al, 2000).

Flagelline
La flagelline est I'un des constituants du flagejlé assure la mobilité des bactéries, le

plus souvent étudié chez les bactéries phytopattesgéPreston, 2004). Néanmoins certains
auteurs ont mis en évidence l'implication de fléigel de bactéries non-pathogénes dans
I'induction de 'ISR (Mezianeet al, 2005). Cette flagelline est reconnue paabidopsisvia
son motif peptidiqgue contenant 11 a 15 acides anie&ouvés sur la partie N-Terminal
(Taguchiet al, 2003), conduisant a I'expression de différemézstions de défeng€elix et

al. 1999 ; Gmez-Gmezet al, 1999 ; Blumeet al, 2000 ; Nuhset al, 2000 ; Tanakat al
2003 ; Kunzeet al, 2004). CheA. thaliang I'application de flagelline issue dseudomonas
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putida réduirait le développement d® syringaepv. tomatq alors que chez la tomate ou le
concombre, cette molécule n’affecte pas la croissaleB. cinerea(Mezianeet al, 2005).

Exopolysaccharides (EPS)

Les EPS font partie des constituants des paroigifi@cnes, composés de diverses unités
saccharidiques (glucose ou fructose), de pyruvatke esuccinate (Amelladt al, 1998). Des
études récentes ont attribué aux exopolysacchaigdes dePantoea agglomeransine
principale fonction dans la potentialisation decti&as de défense (en particulier du burst
oxydatif) chez le blé et chez le riz (Ortmamt al, 2006). En outre, les EPS de
P. agglomeranssont aussi capables de stimuler directement ce thg réaction chez les
cellules de tabac et du persil (Ortmagtnal, 2006). Ces résultats suggerent I'existence de
différents modes de reconnaissance ou d’actionEtRs chez les monocotylédones ou chez
les dicotylédones (Ortmaret al, 2006).

Composés organiques volatiles

De nombreux composés volatiles, synthétisés pabdeteries non pathogenes, seraient
aussi impliqués dans l'induction de I'ISR chez éliéintes plantes (Ping et Boland, 2004).
L’'importance de I'ISR serait liée a la nature de cemposés. Certains composés volatiles (le
butane-2,3-diol et [I'acétoine) produits pamBacillus subtilis GB03 et par
Bacillus amyloliquefacien$N937a sont capables d’induire un état d'ISR clBezhaliana

contreErwinia carotovorasubsp.carotovora(Ryuet al, 2004).

4 Lutte biologique chez la vigne

La majorité des travaux sur la lutte biologique zhe& vigne font références le plus
souvent a l'utilisation de champignons du gefendida Cladosporium Trichoderma
Ulocladium contre les maladies cryptogamiques (Munkvold etdida 1993 ; Zahavet al,
2000 ; Reyet al, 2001 ; Elmer et Reglinski, 2006).

L'utilisation des bactéries reste limitée a quekjegemples d’études dans des conditions
de laboratoire. Il a été rapporté que I'applicatibane soucheSerratia liquefaciensur des
disques foliaires de vigne réduirait fortement perslation deB. cinereaau travers de la
synthese de composés a activité antifongique (\Wiaite et Stewart, 1998). Les travaux
réalisés sur une bactérie du gerdarkholderia phytofirmansPsJN, isolée des racines
d’oignon ont montré que la bactérie induit une €gance du vitroplant de vigne accompagnée

d’une résistance conti cinerea(Ait Barkaet al, 2002). Cette souche est capable d’entrer a
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I'intérieur des racines de la vigne et de se prepatp facon systémique tout en induisant
certains mécanismes de défense de la plante (Carepah, 2005). Une autre souche, du
genreBacillusa montré une certaine efficacité de lutte coBtreinereachez des vitroplants
de vigne, en provoquant I'accumulation de resvéfratans les feuilles (Pawdt al, 1998).
Certains de ces effets ont été assimilés a la ptimou d’antibiotiques par cette bactérie
(Rabostcet al, 2006), ce qui a permis de protéger les grappesghe contre les attaques de
B. cinerea Il a été egalement rapporté que I'applicatiorBdeillus subtilissur des plaies de
tailles de vigne s’est montrée efficace pour cdetr@e développement Hutypa lata
(Ferreira 1990).

Il n'existe que peu d’applications actuelles ddute biologique sur vigne en France,
puisque la premiere homologation (provisoire etsspéserve de compléments de résultats
d’efficacité) a recemment été accordée a une bhaaétagonistel. subtilissouche QST713,
sous le nom de Serenade® pour la protection deppesacontre la pourriture grise

(http://www.agra-quest.com

Des travaux récents ont permis d’isoler difféerensesiches de bactéries appartenant
principalement a quatre genrésinetobacterBacillus Pantoeaet Pseudomongs partir de
la rhizosphere et des tissus sains de la vignetdlFAziz et al, 2007). Ces souches sont
capables de protéger les feuilles de vitroplantsvidge contreB. cinereaen induisant
diverses réactions de défense (Trotel-Agizal, 2007). Certaines de ces souches exercent
aussi un effet direct sur le développement du mgthe. L'utilisation de bactéries locales en
lutte biologique serait au moins un complément pr&snetteur pour consolider I'essor de la

lutte intégrée au vignoble.
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MATERIEL ET METHODES

1 Matériel biologique
1.1 Bactéries

Des travaux antérieurs ont permis de caractériseouthes bactériennes issues du
vignoble champenois comme agents de lutte biol@gjptentiel contrd3. cinerea(Trotel-
Aziz et al, 2007). Ces souches sont isolées du sol et désatifes parties de la vigne et sont
identifiées commeAcinetobacter IwoffiPTA-113 et PTA-152 (issues des racin@&gcillus
subtilis PTA-271 (issue du sol rhizosphériquentoea agglomeranBTA-AF1 et PTA-AF2
(issues des feuillesPseudomonas fluoresce®sIA-268 (issue du sol rhizosphérique) et
PTA-CT2 (issue des sarments).

1.1.1 Description des bactéries sélectionnées

a. Acinetobacter Iwoffii

Les Acinetobactersont actuellement inclus dans la famille des Mellakeae. Ce sont des
bactéries ubiquistes qui ont pour principal hald#asol, les eaux et les végétaux. Elles sont
immobiles, non-sporulées, Gram négative, oxydasgative, catalase positive, aérobies
strictes et sont capables d’utiliser un grand n@vie sources carbonées et notamment le
lactate, l'acétate ou le pyruvate. Jusqu’'a présergenre bactérien a rarement été utilisé en
lutte biologique (Robertst al, 2005).

b. Bacillus subtilis

Les bactéries appartenant au gemacillus sont ubiquistes de I'environnement et
particulierement du sol ou elles seraient impligquéans les cycles biochimiques du carbone
et de lI'azote. Ce sont de bons candidats pourtta hiologique, car elles produisent des
endospores tolérantes & un grand nombre de cdaesadxtérieures (chaleur, dessiccation).
Les Bacillus sont également connues comme des bactéries paotuis large spectre de
molécules antibiotiques (fongistatine, fongocinagithne...), impliquées dans le controle de
maladies fongiques (Plebat al, 1995 ; Nairet al, 2002 ; Touréet al, 2004). Ces souches
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bactériennes sont plutdt mobiles, généralement Quasitive (en culture jeune), catalase

positive, aérobies strictes ou anaérobies facudtsti

c. Pantoea agglomerans

Le genrePantoea découvert paGavini et al. (1989) et anciennement appd&éwinia
herbicolg correspond au quatrieme cluster résultant deiMaiaon des Entérobactéries en
1998. Ce sont des bactéries ubiquistes retrouvéks sturface des plantes, au sein des
semences, dans les sols, dans I'eau ou dans l'atiteesang des mammiferes. Les souches
bactériennes sont mobiles, Gram négative, catglasiive, oxydase négative, anaérobies
facultatives et sont capables d'utiliser un granthbre de sources carbonées. Ces bactéries
représentent une part importante des souches quyasent la microflore de la rhizosphére
du blé (Kleebergeet al 1983), de plus elles sont fréequemment retrougéeses lésions des
tissus foliaires mais rarement considérées comntkoganes. Certaines de ces souches
seraient également impliquées dans la lutte catgsechampignons pathogenes (Beglal,
1998 ; Nuneet al, 2001).

d. Pseudomonas fluorescens

Le genrePseudomona est découvert en 1894 par Migula et appartierd famille des
Pseudomonaceae. Ce sont des bactéries ubiquistiesrement abondantes dans les sols,
les eaux, et souvent pathogénes des animaux etedésaux. Dans le sol, |€seudomonas
représentent une grande fraction de la communaigiienne, elles sont retrouvées sous
tous les horizons, particulierement les systemasaaes des plantes. Les différentes espéces
qui colonisent la rhizosphere possédent plusiearactéristiques intrinseques qui les rendent
particulierement intéressantes pour une utilisadiomme agents de lutte biologique. Ainsi
leur capacité a coloniser les racines et a y maintene forte densité de population est
remarquable (Haas et Keel, 2003). Cette grandecbmpétence vient sans doute de leur
taux de croissance plus élevé que celui de la pldes autres bactéries et de leur capacité a
utiliser une gamme de substrats trés large, sougsns des exsudats racinaires, comme
source d’azote ou de carbone (Chin-A-Woeh@l, 2000). De plus, ces bactéries produisent
de nombreux métabolites ayant une action antihieticen particulier vis-a-vis des
champignons. Le$?seudomonasont également compatibles avec un grand nombre de
pesticides (Zablotowiczet al, 1992) et d'agents de lutte biologique (Lemancedu

Alabouvette, 1991 ; Jet al, 2006). Enfin, elles peuvent facilement étre rpalé@es
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génétiquement. Ces souches sont généralement syolifam négative, catalase positive,
aérobies strictes.

1.1.2 Culture et utilisation des bactéries

Les bactéries sélectionnées sont mises en cultlunmitieu liquide non sélectif de Luria-
Bertani contenant du tryptone 1% (p/v), de I'extds levure 1% (p/v) et du NaCl 0,5% (p/v).
Les cultures sont mises en agitation continue (f0), a 25°C pendant 24 heures. Leur
concentration est évaluée au spectrophotometr® adbet a 650 nm. Pour chaque bactérie,
la concentration correspondant a 1 unité d'absadaest déterminée a 450 et 650 nm
(Tableau I). Les solutions bactériennes sont emdliluées pour obtenir les concentrations
désirées pour les expérimentations au laboratoisel ¢errain (1x1ba 1x18 UFC mI™). Les

mélanges bactériens sont réalisés extemporanénheunt @tilisation au vignoble.

1.2 Botrytis cinerea

Botrytis cinereaest une forme imparfaite de I'agent responsabléadgourriture grise
(forme parfaite :Botryotinia fuckelianade Bary Wetzhel). Il appartient au phylum des
Ascomycetes, a la sous-classe des Discomycetesrmgd@s, a I'ordre des Léotiales et a la
famille des Sclerotiniacées. Neécrotrophe, ce chgngm peut survivre sous forme
saprophytique sur toutes sortes de débris orgamigaefractuosités de I'écorce, plantes
herbacées, débris de tailles...). Une seconde foreneahservation hivernale peut étre
observée. Il s’agit des sclérotes, qui sont desataanycélium mélanisé.

Les contaminations des tissus végétauxBparninereaobservées au vignoble sont causées
principalement par les spores asexués (conidiest donc cette forme d’'inoculum qui a été
choisie pour réaliser les études menées en conslitiontrolées impliquant une inoculation du
champignon.

La souche deB. cinereautilisée est l'isolat 630 et est maintenue en caltpure en
erlenmeyer sur une gélose stérile tomate-agar mi¥8) composée de jus de tomate
commercial (250 ml) et d’agar (25 g1). Pour obtenir une solution conidienne, les spores
d’'une culture deB. cinereadgée d’environ 4-6 semaines ont été mises en ssispegn
présence d’eau déminéralisée stérile (10 ml). Ureba magnétique stérile est déposé sur la
gélose et mise en agitation pendant 5 minutes ddindétacher les spores asexuées des
conidiophores. Puis I'eau enrichie en spores egtise et les débris de mycélium sont
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Tableau | : Equivalent concentration bactérienne par urigaésbrbance *

UFC : Unité Formant Colonie

Concentration bactérienne

Matériel et Méthodes

(UFC miY)

A450 = 1 AB50 = 1
A. lwoffii PTA-113 2,423.18 4,172.168
A. lwoffii PTA-152 5,022. 18 8,688. 18
B. subtilisPTA-271 1,890. 18 2,915. 18
P. agglomeranTA-AF1 1,930. 1&° 3,087. 16°
P. agglomeranTA-AF2 2,650. 16° 4,766. 16°
P. fluorescensPTA-268 2,055. 16° 3,470. 16°
P. fluorescenPTA-CT2 5,960. 10 1,021. 16
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éliminés par filtration de la suspension au travBus filtre de verre. Enfin la concentration
conidienne est déterminée au moyen d’une cellul€hadena, puis la suspension est ajustée a

une concentration de 1x18pores mt.

1.3 Matériel végétal

La vigne est une plante ligneuse grimpante a sopéhenne, Angiosperme, dicotylédone
qui appartient au phylum des Terebinthales-Ruhiald®rdre des Rhamnales, a la famille
des Vitacées et au genre déss (Tournefort, 1700). D’apres Planchon, ce genrdigse en
deux sections, leBluscanidiaet lesEuvitis dénommeées aujourd’hui I&4tis. Ces dernieres
se divisent en 108 espéces, dont 28 espéces fpsHileespeces d’identification douteuse et
60 réparties en especes dites américaines, asatigu euro-asiatiqgues. Les vignes
actuellement cultivées en France, d’especes eusbepses Vitis vinifera (Linné, 1753), se
déclinent en de nombreuses variétés (cépagesyam@ativement 5000, dont il n’existe pas
actuellement de clé de détermination universekevignoble de Champagne Ardenne couvre
environ 30 000 hectares (source CIVC, site interrn@tp : //www.champagne.fr) et est
constitué majoritairement de trois cépages, depa@es a raisins rouges, le Pinot Noir et le
Pinot Meunier, et un cépage a raisins blancs, lerdiinnay. Ce dernier cépage, utilisé dans
notre étude, est connu pour émeyennement sensible au mildide. {iticola), plus sensible
a l'oidium (E. necatoy et trés sensible a la pourriture grid® €inered. L'ensemble des
cépages se multiplient aisément par voie végétatbmiturage, marcottage ou greffage, ils
ont également la capacité d’émettre facilementrdemmes et de supporter des doses élevées

en calcaire dans les sols.

1.3.1 Conditions de culture et obtention de vitroplants

Les vitroplants sont multipliés par microbouturage un milieu gélosé de Martin Martin
(Martin et al,, 1987) dépourvu d’hormones, dont la compositidnpedsentée dans le tableau
Il. Les vitroplants sont maintenus en enceinte ginghique dans des conditions contrélées a
25°C, 80% d’humidité relative et une intensité lnmise de 60 pmol s® pendant 16

heures.

1.3.2 Dispositifs expérimentaux au vignoble

Les effets des bactéries d8r cinereaont été étudiés dans deux parcelles, une située a
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Tableau Il : Milieu de culture Martin Martin (MM) (Martiret d., 1987)

Composés Concentration
Macroéléments 100 ml I'
Microélements 1mll*

Vitamines 1mll!

Fe-EDTA 37,32 mgt

Glutamine 200 mg 1*
Glycine 100 mg1*
Myo-Inositol 100 mg 1

Saccharose 30gl

Agar 79l
Macroéléments
NH,NO; 49l
KNO; 10gm
CaCb, 2H,0 449l
MgSQ,, 7H,0 2¢gl
KH,PO4 1,7gl
Microélements
Kl 0,83¢gtl
HsBO; 6,29
MnSQ,, H,O 223¢gl
ZnsQ, 7H,0 86gl
CuSQ, 5H,0 0,025gT
CoCl, 6H,0 0,025gT
Na,MoO,, 2H,0 0,25¢g1
Vitamines
Acide nicotinique 05gl
Pyridoxine, HCI 059l
Thiamine, HCI 01gl
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Cernay-les-Reims (CR) sur le lieu dit de « NouestEs et I'autre a Nogent ’Abbesse (NL)
sur le lieu dit « Les Rouas ». Toutes les deux sonsttituées du cépage Chardonnay (clone
78) avec un porte greffe 41B. Les vignes sont agéel) ans (en 2003) et sont conduites en

mode « chablis » avec une densité de 1,05 x 1@chss ha.

Le tableau Ill présente les caractéristiques dés des deux parcelles expérimentales.
Cette description se focalise essentiellementesufractions texturales de la partie minérale
des sols déterminées par I'analyse granulométriguppurcentage de matiére organique, la
présence des carbonates, le pH des sols...

Tableau Il : Description des caractéristiques des sols Végde Cernay-les-Reims et de Nogent
I'Abbesse.

Cernay-les-Reims Nogent I'’Abbesse
Couverture du sol Nue Enherbée
Granulométrie (%)°
Argiles <2 um 32,0 28,9
Limons fins 2-63 um 17,2 30,6
Limons grossier 63-212 pm 11,0 8,4
Sables fins 212-600 um 18,8 11,1
Sables grossiers > 600 um 21,0 21,0
Azote total (%) 0,12 0,19
Matiére organique (%) 2,8 4,2
Calcaire total (%) 30,4 64,8
CEC (meq 1009 14,1 10,3
K,O (mg I') 287 342
Rapport C/N 13,2 12,9
Conductivité (mS cf) 2,69 2,53
pH eau 8,35 8,26
pH CaC}? 7,85 8,05

CEC :Capacité d'Echange Cationique
& Mesuré dans une solution de Ca&n,01 M.

Les molécules phytosanitaires, originellementsggis sur les parcelles expérimentales CR
et NL pour lutter contre divers pathogéenes ou atices, ont été testées a difféerentes
concentrations en présence des bactéries issuegmhble Champenois. Ces tests visent a
caractériser l'innocuité de ces produits de symthéis-a-vis des bactéries appliquées au
vignoble. Les résultats ont montrés une innocuié drand nombre des produits formulés
sur les bactéries dans les gammes de concentrappiguées sur les parcelles viticoles.

Néanmoins, certains de ces produits s’averent beickes (tels que Valiant, Mikal et Amino)
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et ont été retirés du programme de traitement glaylitaire réalisé sur les deux parcelles des
la saison 2003. Durant les campagnes 2002 a 20fiéredts produits chimiques ont été

appliguées pour lutter contre I'oidium et le mildiAnnexe 1).

1.3.3 Traitements

a. Vitroplants de vigne

L’expérience consiste a exciser des feuilles d®piants d’environ 8 a 10 semaines et a
les incuber dans un milieu tamponné (MES : 9,76 gdditionné de Cagt 73,5 mg T et de
K,SO,: 87,1 mg 1, pH 5,9) contenant les bactéries & différentesemimations cellulaires
(pétiole trempant dans le milieu d’incubation : Uig 1).

Figure 1: Incubation des feuilles de vitroplants en préseates bactéries

b. Application des bactéries

Dans la parcelle CR, les bactéries ont été apmsselon trois modalités : (i) par
infiltration a l'aide d’'une seringue au niveau gesnes bourgeons a raison de 10 ml par cep
de vigne, (ii) par pulvérisation sur le feuillagade supérieure et inférieure des feuilles) a
raison de 100 ml par cep et (iii) par dép6t audsothaque pied de vigne a raison de 200 ml
par cep. Les bactéries ont été appliquées en 2002003 et en 2004. Les traitements a l'aide

des bactéries n'ont pas été renouvelés en 2005.

7 souches bactériennes ont été appliquées en soumtieiduelles ou en mélanges

(Tableau V), selon le schéma présenté en figure 2.
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Parcelle CFk Parcelle NL HAUT
A | A I
Témoin 000644000 I
000 000
YY) o0 00 000 |
Pulvérisation sur feuillage o000 o0 o000 o000 I
100 ml par cep de vigne 0000 [ X J
0000 [ X J e .
POPes o0 000 000 Témoin I Sens de
000 000
o000, o0 o000 o000 I
Application au sol 0000 [ X ) I
200 ml par cep de vigne 0000 o0
(YY Y} (1) 0006, 000 |
(XYY} (1) 0006, 000
YYTRY Y 1) |
000 (X I ] I
0000 [ X J
Injection dans les bourgeon o000 L L I
et les jeune rameaux 0000 o0 v v BAS
10 ml par cep de vigne 0000 o0 v
0000— » 00 10 Application au so! 11
123 15 16 essais | 150 mlpar cep de vignel agsais
® ceps de vignes traités
ceps de vigne non traités

Figure 2: Schéma du plan des traitements réalisés au bigmans les parcelles de Cernay-les -
Reims (CR) et Nogent 'Abbesse (NL) en 2003 et @042
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Tableau V: Bactéries appliquées en culture pure ou en rgékudans la parcelle CR suivant trois
modalités différentes : infiltration dans les baogs, pulvérisation foliaire et au sol.

Bactéries individuelles

PTA-113+PTA-152 = AL

A. lwoffii PTA-113

PTA-152+PTA-AF1 (152+AF1)

A. lwoffii PTA-152

PTA-268+PTA-CT2 = PF

B. subtilisPTA-271

PTA-152+PTA-AF1 = 152+AF1

P. agglomeran®TA-AF1

PTA-152+PTA-CT2 = 152+CT2

P. agglomeran®TA-AF2

PTA-AF1+PTA-CT2 = AF1+CT2

P. fluorescen®TA-268

PTA-152+PTA-AF1+PTA-CT2 = 152+AF1+CT2

P. fluorescen®TA-CT2

PTA-152+PTA-271+PTA-AF1+PTA-CT2 = 152+2°AR1+CT2

MIX 7 =271 + AL + PA+ PF

Dans la parcelle NL, les bactéries individuellesesumélanges ont été appliquées par
dépobt au sol de chaque pied de vigne a raison denlpar cep (Figure 2) en 2002, en 2003
et en 2004 (Tableau VI). En 2005, les traitemeiustrpas été renouvelés avec les bactéries.

Tableau VI : Bactéries appliquées au sol en culture purenan@anges dans la parcelle NL.

P. fluorescen®TA-CT2

Cultures pures Mélanges de souches
A. lwoffii PTA-113 Binaires 3 ou 4 souches 5 ou 6 souches
A. Iwoffii PTA-152 AL AL +271 AL + 271+ PA
B. subtilisPTA-271 (113+152) AL + PA AL + 271+ PF
P. agglomeran®TA-AF1 PA AL + PF AL + PA + PF
P. agglomeran®TA-AF2 (AF1+AF2) 271+ PA 271+ PA + PF
P. fluorescen®TA-268 PF 271 + PF L’ensemble des souches
(268+CT2) PA + PF MIX 7 = AL+271+PA+PF

2 Méthodes d’'analyse

2.1 Evaluation de l'effet des bactéries sur la protectin de la vigne
contre B. cinerea

2.1.1 Au laboratoire

Des feuilles de vitroplants de vigne, préalablemsmimises a différents traitements

bactériens, sont délicatement essuyées avec urhmio@n coton et placées, face adaxiale au
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dessus, dans une boite de Pétri contenant du pg#ffiatman humidifié avec de I'eau
déminéralisée.

Ces feuilles sont ensuite Iégérement blesséesda ItBun cone de pipette et contaminées
artificiellement parB. cinerea(suspension conidienne : 1X1€pores mt). Les feuilles sont
incubées a une température de 25°C sous lumierdngendurant toute la durée de
I'expérience. Les tests sont arrétés 7 jours afiregulation du pathogéne. L'étendue de la
nécrose sur les feuilles, proportionnelle au pauagge de protection induite par les bactéries,

est calculé.

2.1.2 Au vignoble

De jeunes feuilles, indemnes de symptéomes de nealadide blessures, sont détachées
des ceps de vigne ayant été traités ou non avecb#eséries. Elles sont placées
immédiatement face adaxiale au dessus, dans uteedaoPétri contenant du papier Whatman
humidifié avec de I'eau déminéralisée. Les feuili@menées au laboratoire sont Iégerement
blessées, infectées avec une suspension de codeli@scinerea(1x1C spores mt) puis
incubées a 25°C sous lumiére continue. Les tesisasoétés 7 jours apres I'inoculation du

pathogene et la taille de la nécrose est déterminée

2.1.3 Intensité de contamination des baies

L’intensité de contamination correspond au poummgatde baies infectées arcinerea
par rapport au nombre total de baies d'une grappestimation de [lintensité de
contamination a été réalisée au vignoble avec d'ald Groupement de Développement
Viticole de la Marne (GDV) dans la parcelle NL, &om 20 jours apres les vendanges en
2004 (28/10/2004) et deux jours avant les vendarege2005 (21/09/2005). L'intensité de
contaminations a été déterminée sur un total degt@ppes par traitement, a raison de 50
grappes orientées du coté Ouest et 50 grappesémtedu coté Est des rangs de vigne.

2.2 Estimation de la colonisation des tissus foliairggar les bactéries

Une premiere expérience est réalisée sur une smuehe bactérienne dans le but
d’estimer [linfluence des concentrations bactéreenndu milieu d’incubation sur la
concentration des populations colonisant les tigsligires sur un temps fixé. Les feuilles
détachées de vitroplants sont incubées en présinPe agglomeranPTA-AF2 & 1x16,
1x10%, 1x1@, 1x10 et 1x1G UFC mI™* pendant 24 heures. Les feuilles sont reprisegekav

par agitation dans trois béchers contenant 200emlaCl 0,85% stérile pendant 10 minutes
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puis sont essuyées délicatement. Les tissus fdiaont ensuite broyés au mortier-pilon en
présence d'une solution stérile de NaCl 0,85% soraid’l ml pour 250 mg de feuilles.

L’extrait obtenu est dilué d'un facteur de 100 et2D0, puis une aliquote de 100 pl de la
suspension est étalée sur boite de milieu LB geélapées 24 et 48 heures d’'incubation a

25°C, le nombre de bactéries est déterminé et reppa g de poids frais de feuilles.

Au cours d’'une seconde expérience, les feuilles inonbées en présence des bactéries a
des concentrations de lOFC mI™* pendant 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 , 36 et 48 heures féuilles
sont reprises, lavées par agitation dans troisdséatontenant 200 ml de NaCl 0,85% stérile
pendant 10 minutes puis sont essuyées délicateirenfeuilles sont ensuite lavées, essuyées
et broyées dans du NaCl a 0,85%. Les extraits ditus puis 100 pl de la suspension sont
étalés sur du milieu LB gélosé dans des boitesetle Rprés 24 et 48 heures d’incubation a

25°C, le nombre de bactéries est déterminé et réppa g de poids frais de feuilles.

Comme toute analyse microbiologique, ces manimratisont conduites selon des
conditions de stérilité parfaite, avec du matésiérilisé par passage préalable a I'autoclave
(20 min & 120°C).

2.3 Détermination des réactions de défense chez la vigin
2.3.1 Activité lipoxygénase

Les feuilles sont broyées a I'aide d’'un mortiedein pilon conservés dans de la glace a
4°C en présence de tampon phosphate de sodium N§Opk = 6,5) contenant 1 mM de
phénylméthylsulfonylfluoride (ou PMSF), 1% (p/p) delyvinylpolypyrrolidone (ou PVPP)
et de 0,25% (v/v) de triton X-100 a raison d’'1 reltdmpon pour 250 mg de tissus foliaires.
L’extrait est centrifugé 30 min a 4°C a 20 000 g af’éliminer les débris cellulaires. Le
surnageant est récupéré et constitue I'extraitrmatigue.

Le dosage de l'activité LOX s’effectue par spechrmjpométrie, selon la technique
d’Axelrod et al (1981), en mélangeant 875 pl de tampon de phtsglgasodium (50 mM,
pH = 6), 100 pl d’acide linoléique (10 mM) et 25 dliextrait enzymatique. Le substrat est
préparé en solubilisant de I'acide linoléique ettdeen 20 (1/1 v/v) dans du tampon de
dosage dégazé aux ultrasons. 10 a 20 pl de sout® €bnt ajoutées afin d’éliminer le
trouble qui aurait pu se former dans le substratidaction est suivie pendant différents temps

d’'incubation (30 sec, 1; 2,5; 5; 10 et 20 misytafin de suivre l'augmentation
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d’absorbance a 234 nm au cours du temps. L'acteétedonc évaluée en déterminant la

vitesse initiale de chaque cinétique enzymatique.

2.3.2 Activité phénylalanine-ammonia-lyase (PAL)

Les feuilles sont broyées a I'aide d’un mortiedein pilon conservés dans de la glace a
4°C, en présence d’'un tampon phosphate potassi@Q@eniM, pH = 8) contenant 1,4 mM de
3-mercaptoéthanol et de 1% (p/p) de PVPP a raidomdde tampon pour 250 mg de tissus
foliaires. L'extrait est centrifugé 15 minutes aC4a 13 000 g afin d’éliminer les débris
cellulaires. Le surnageant est récupéré et coadtéutrait enzymatique.

L’activité PAL est mesurée par spectrophotométakrs la méthode de Tanala al
(1974) en meélangeant 450 pl de tampon Tris-HCI (#@d, pH = 8,8), 200 pl de L-
phénylalanine (40 mM) et 150 pl d’extrait enzymaéig Le substrat est préparé en
solubilisant la L-phénylalanine dans un volume dobule tampon de dosage (tampon Tris-
HCI). La réaction est suivie pendant 30 minutes/&C3puis est stoppée par ajout d'acide
trichloroacétique (TCA) a 25% (p/v). Les tubes sensuite centrifugés 15 minutes a 4°C a
10 000 g et I'absorbance du surnageant est lu® @28 L activité est évaluée en déterminant
la vitesse initiale de chaque cinétique enzymatitjgegmentation de I'absorbance est due a
la production de 'acide cinnamique consécutiva ddgradation de la L-phénylalanine par la
PAL.

2.3.3 Activités chitinase et 3-1,3-glucanase

Pour I'extraction des protéines de défense dedaevichitinases €t-1,3-glucanases), les
feuilles sont broyées a I'azote liquide a I'aideird’mortier et d’'un pilon. Puis une seconde
fois broyées dans un tampon d’extraction d’acéatsodium (50 mM, pH = 5) contenant 1
mM de dithiothreitol (DTT) ; 0,2% (p/v) de PMSF X% (p/p) de PVPP a raison d’1 ml pour
250 mg de tissus a 4°C. Concernant les baies, slgstout d’abord épépinées puis broyées a
l'ultra-turrax en présence du tampon d’extractiomaentré 2 fois, a raison d’1 ml pour 500
mg de baies. Les extraits sont ensuite centriféggsn a 4°C a 9 000 g afin d’éliminer les

deébris cellulaires et le surnageant est récupéréredtitue I'extrait enzymatique.

a. Activité chitinase

Le dosage de l'activité chitinase s’effectue paecsmphotométrie selon la technique
décrite par Derckeét al (1996), en mélangeant 150 pl d’eau, 100 ul dgptemacétate de
sodium (50 mM) et 100 pul de substrat CM-chitin-REMOEWE BIOCHEMICA) et 50 pl
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d’extrait enzymatique. La réaction se déroule aC37endant 0; 1; 2,5; 5 minutes. La
réaction est stoppée par ajout de 400 pl d’HCBANDfroid. Les tubes sont ensuite transférés
pendant au moins 10 minutes dans la glace et figgés (10 000 g x 5 min a 4°C) afin

d’éliminer le substrat non-hydrolysé. L'absorbarshe surnageant est lue a 550 nm et
I'activité est évaluée en déterminant la vitessgale de chaque cinétigue enzymatique. La
gamme étalon est obtenue par dilution en sérieubistsat au 1/2, au 1/5, au 1/10 et au 1/20

puis mesure de I'absorbance a 550 nm.

b. Activité g-1,3-glucanase

La mesure de l'activit§-1,3-glucanase repose sur le méme principe quesage de
I'activité chitinase a la différence du substralisé qui est ici le CM-curdlan-RBB (LOEWE
BIOCHEMICA). La réaction enzymatique se déroulesdis conditions similaires au dosage
des chitinases. De plus, l'activifel,3-glucanase des feuilles de vitroplants estresti sur
des temps de cinétique atteignant 30 minutes. Afiitape de centrifugation, I'absorbance du
surnageant est lue a 600 nm. La gamme étalon estwbpar dilution en série du substrat au

1/2, au 1/5, au 1/10 et au 1/20 puis mesure dsdiddance du colorant a 600 nm.

2.4 Analyse des acides gras totaux et libres
2.4.1 Extraction des acides gras

a. Acides gras totaux

Les acides gras sont extraits a partir de 500 nyyfelailles de vitroplants selon la
technique de Bligh et Dyer (1959). Les tissus f@@msont broyés dans du méthanol refroidi a
—20°C en présence de Butyl Hydroxy Toluene (BHT)Z@0). L'acide heptadécanoique
(C17:0) est utilisé comme standard interne. Lesaégtsont homogéneéisés dans un volume
total de 10 ml de méthanol-chloroforme (2/3 vivivg@nt 30 min, puis centrifugés (1000 g x
5 min a 4°C). Le surnageant est récupéré et I'vjpérast répétée deux autres fois avec 5 mi
de méthanol-chloroforme (2/3 v/v). Les surnageant# réunis et 5 ml de NaCl (7,5% p/v)
sont ajoutés. La phase chloroformique est ainsip@&@e puis évaporée sous flux continu
d’azote. Le résidu est remis en suspension dankde rohloroforme. Les extraits sont alors

conserveés sous azote a —20°C jusqu’a leur analyse.
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b. Acides gras libres

Les feuilles de vitroplants (250 mg) de vigne damatyées a l'azote liquide a I'aide d’'un
mortier et d’'un pilon. Le broyat est extrait dams mélange de méthanol et de chloroforme
(1/1 viv), refroidi a —20°C, en présence de BHT029p). L'acide heptadécanoique (C17:0)
est utilisé comme standard interne. Les extraité agités pendant 30 minutes a température
ambiante, puis centrifugés 15 minutes a 4°C a 868fn d’éliminer les débris cellulaires. 1,5
ml du surnageant est récupéré et placé dans wnflemmbre, puis évaporeé sous flux continu

d’azote jusqu’a I'obtention d’un résidu sec.

2.4.2 Transestérification

a. Méthylation des acides gras totaux

L’extrait brut lipidique est méthylé suivant la rhéte de Metcalet al (1966), par
transestérification directe dans 500 pl d’'une sotute trifluoride de bore (BF3)-méthanol
(14%). Apres refroidissement, 3 ml d’eau distilsEnt ajoutées, ainsi que 2 ml d’hexane qui
permettront d’extraire les acides gras. L'extrat alors évaporé sous flux d’'azote et les

résidus sont repris dans 750 ml d’hexane.

b. Méthylation des acides gras libres

L’extrait brut obtenu apres extraction est méthyér I'ajout 100 pl d’éther de
diazométhane. Aprés deux minutes de méthylatiotolsdurité, 500 ul d’eau et 500 pl
d’hexane sont ajoutés. Le surnageant, composé eake organique, est récupéré et évaporé

sous flux continu d’azote. Les résidus sont regaiss 10 pl d’hexane.

2.4.3 Séparation des acides gras par chromatographie bage gazeuse (CPG)

La séparation des méthyl-esters d'acides gras ésdisée par chromatographie en phase
gazeuse (Perkin Elmer P22, Courtaboeuf) sur urennel capillaire (Supelcowax-10, 30 m x
0,25 mm x 0,25 um d’épaisseur de film Supelco, tSQurentin Fallavier). Les méthyl-esters
d’acides gras séparés sont détectés par ionisatidlamme (FID). Une fraction de I'extrait
lipidique brut (2ul) est utilisée pour chaque chavographie. La température du four est
initialement de 190°C pendant 10 minutes, puiseetills'éléve de 20°C mihjusqu’a
atteindre une température finale de 230°C maintguarglant 7 minutes. L’hydrogene est

utilisé comme gaz vecteur.

57



Matériel et Méthodes

2.4.4 Identification et quantification

L’identification et la détermination quantitativee dchacun des esters meéthyliques
d’acide gras est obtenue sur la base de son teenahtion et de la surface du pic concerné
en référence aux acides gras standards (Oil referetandard AOCS N°6, Sigma et
Menhaden Oil, PUFA No.3, Supelco) traités dans ieémes conditions d’analyse

chromatographique.

2.5 Analyses statistiques

Les expériences au laboratoire ont été réaliseesrigicata, a I'exception de celles
correspondantes a la dynamique des populationsnisaltt les tissus foliaires qui sont
réalisées en duplicata. En ce qui concerne les riexgés au vignoble, les activités
enzymatiques ont été déterminées a partir dedaialipour chacun des traitements a raison de
trois dosages d’activités par échantillon. Lesstes protection sur feuilles ont été effectués
en 2004 et en 2005, & raison 20 a 30 feuilles pEtement. Enfin, l'intensité de la
contamination des baies Be cinereaa été estimée sur un total de 100 baies parrtraiieet
a raison de 50 baies par face (Est ou Ouest).

L’ensemble des résultats a été analysé a l'aiderdgramme de statistique STATISTICA
(version 5.1 Edition 97, STATSOFT), et notammentr pkutilisation de tests
multiparamétriques : le test de Newmans-Keuls ¢es¢ de Duncan dont les seuils d’erreur
alpha sonk 0,05.
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CHAPITRE 1

LUTTE BIOLOGIQUE
CONTREB. CINEREAA L'AIDE DE
BACTERIES ISOLEES DU VIGNOBLE
ET MARQUEURS DE DEFENSE DE LA VIGNE
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CHAPITRE 1

Lutte biologique contre B. cinereaa I'aide de bactéries

isolées du vignoble et marqueurs de défense de igne

1 Introduction

De nombreuses recherches ont montré que des leacténn-phytopathogenes, issues de
la phyllosphere, de la rhizosphere ou endophytiguesnt capables d’inhiber le
développement de différents pathogenes. Ces bext@euvent agir sur le contrdle des
organismes pathogénes par deux types d’actions,dsoimaniére directe par antibiose,
parasitisme ou compétition, soit de maniére intire@ l'induction d’une résistance de la
plante appelée communément résistance systémiqletan(ISR). Cette résistance peut
relever de la stimulation de différents mécanisaesiéfense de la plante (renforcement des
parois, phytoalexines et protéines PR) (Maurhéfeal, 1994 ; Ramamoorthgt al, 2001 ;
Tjamoset al, 2005).

Il est bien établi que la vigne répond aux agressites pathogenes par la mise en place
de réactions de défense variées. Les plus conreieesl réactions sont I'accumulation ou
I'activation des protéines PR, dont certaines sapiables de lyser les constituants pariétaux
des microorganismes, et I'accumulation de phytoaésy résultant de I'activation de la voie
des phénylpropanoides et connues pour leur actarnténicrobienne (Liswidowatet al.,
1991 ; Adrianet al, 1997 ; Busanet al, 1997 ; Derckekt al, 1998b ; Giannakigt al,
1998 ; Bézieret al, 2002 ; Jeandett al, 2002 ; Roberkt al, 2002 ; Kortekamp, 2006).
Certaines de ces réactions sont également indo@esles macromolécules issues de paroi
d’algues, d’agents pathogénes ou de plantes supgsi€Azizet al, 2003 ; 2004 ; Poinsset
al., 2003) ou encore en réponse aux UV (Bononeelil, 2004). Une forte expression de ces
réactions est souvent associée a une résistantze wigne vis-a-vis de certains pathogenes
(Aziz et al, 2003 ; 2004 ; Bonomelet al, 2004 ; Elmer et Reglinski, 2006 ; Trotel-Azr
al., 2006). D’autres produits comme le BABA ont faieuve de nombreuses démonstrations
chez la vigne, tant sur le plan de leur implicatdans I'induction de certaines réactions de

défense (accumulation de lignine et de callose, pt&gines PR et expression de gdn@X-
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9 et PR-4), que sur le plan de la protection contre diffésgrathogenes (Cohet al, 1999 ;
Oostendorpet al, 2001 ; Hamiduzzamaet al, 2005a).

Les travaux réalisés sur une bactérie de type P@RRsholderia PsJN, isolée de la
rhizosphere de l'oignon (Ait Barket al, 2002 ; Companét al, 2005) ont montré que la
protection de la vigne contrB. cinereaserait associée au caractere endophyte de cette
bactérie et a la colonisation de différents tisdasla plante. Depuis quelques années, on
assiste également a l'utilisation de nouveaux pteda base deB. subtilis QST713
(Serenade®) et dB. fluorescensA506 (Blightban®) dans la lutte contre divers pabnes

chez la vigne Http://ipm.msu.edu Il a également été rapporté que les microorgaess

originaires de la rhizosphere d'une plante sontsihirés plus adaptés a cette plante et
peuvent ainsi procurer un état de résistance eprdeection plus important que ceux
originaires d’'une autre plante (Cook, 1993).

Récemment, différentes souches bactériennes omgadées a partir de la rhizosphere et
de différentes parties de la vigne. Ces souchegténtaractérisées comme agents de la lutte
efficace contre B. cinerea dans des conditionsin vitro et identifiees comme
Acinetobacter IwoffiPTA-113 et PTA-152Bacillus subtilisPTA-271,Pantoea agglomerans
PTA-AF1 et PTA-AF2 ePseudomonas fluoresceR3 A-268 et PTA-CT2 (Trotel-Aziet al,
2007). Les effets protecteurs observés sembleat li&s pour une grande part a un effet
inducteur de certaines réactions de défense dgre.v

Ce travail a pour but de comparer l'efficacité dept souches identifiées dans la
protection de la vigne contrB. cinereadans les conditions du vignoble dont elles sont
originaires. Ces bactéries ont été appliguées erhss pures au vignoble selon trois
modalités différentes dans une parcelle localiséeemay-les-Reims (infiltration dans les
bourgeons, pulvérisation sur les feuilles et apiic au sol) et uniguement par application
au sol dans une autre parcelle localisée a Nog&nbésse (NL). Un suivi des réactions de
défense (activités chitinasp;1,3-glucanase et PAL) a été réalisé sur feuiltesue baies a
différents stades de développement de la vignen Alfévaluer la durabilité de l'effet
protecteur de la vigne contiB cinerea des mesures ont également été effectuées en 2005

sans renouveler I'application des bactéries auoltn
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2 Résultats

2.1 Evaluation de la protection de la vigne contrd3. cinerea
2.1.1 Comparaison de différentes méthodes d’applicatia@sdactéries au vignoble

Les bactéries sélectionnées sont déuwtwoffii PTA-113 et PTA-152, un®. subtilis
PTA-271, deuxP. agglomeran®TA-AF1 et PTA-AF2 et deu®. fluorescend?TA-268 et
PTA-CT2. Ces bactéries ont été multipliées et gpges au vignoble (CR) en 2003 et en
2004 selon trois modalités difféerentes : par irdiibn dans les bourgeons (1 ml par
bourgeons a raison de 10 bourgeons par plantepuybaérisation (100 ml par plante) ou par
apport au sol (200 ml par plante). En 2005, au@pmication de bactéries n'a été effectuée.
Ces essais ont été réalisés dans une parcelledé&résée genéralement par une forte pression
de B. cinerea Dans tous les cas, les tests de protection @ntraslisés sur des feuilles
prélevées au vignoble (deux mois apres l'applicatdes bactéries), puis inoculées

artificiellement paB cinereaen conditions controlées.

a. Suite a I'application annuelle des bactéries
En 2004, les bactéries ont été appliquées le 13eimlas feuilles ont été prélevées le 13
juillet, puis inoculées aveB. cinerea La contamination est déterminée par mesure thlla

de la nécrose apres 7 jours d’inoculation.

Infiltration des bactéries

En réponse a I'application de la majorité des bagépar infiltration dans les bourgeons,
la protection contrd. cinereas’est révélée significative. Les deBx fluorescen®®TA-CT2
et PTA-268 ont permis d'obtenir une protection degilles d’environ 20 a 30%. Cette
protection est plus élevée en réponse aux souchesffii PTA-152 etP. agglomeran®TA-
AF1 ; elle atteint des valeurs de l'ordre de 4%5Les niveaux de protection obtenus avec
les trois autres soucheA. (lwoffii PTA-113,B. subtilisPTA-271 etP. agglomeran®TA-
AF2) ne sont pas significativement différents pgpport au témoin non bactérisé (Figure 1
A).

Pulvérisation sur les feuilles

La taille de la nécrose induite pBr cinereaest significativement réduite chez les feuilles

issues des vignes traitées Paifluorescen$TA-CT2 (réduction de 39%) & agglomerans
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Figure 1: Protection des feuilles de vigne conBecinereapar différentes bactéries sélectionnées en
relation avec leur méthode d’applicatidres essais ont été réalisés en 2004. Les bacteriegoffii
PTA-113,A. lwoffii PTA-152,B. subtilisPTA-271,P. agglomeran®TA-AF1, P. agglomeran$TA-
AF2, P. fluorescen$?TA-268 etP. fluorescen®TA-CT2 ont été appliquées au vignoble (CR) a une
concentration de 20JFC ml* par infiltration @), pulvérisation B) ou par dép6t au soCJ en début

de saisons 2003 et 2004. Les tests de protectib®ténréalisés deux mois aprés I'application des
bactéries au vignoble (stade "grains taille d'utitpmois" — 13 juillet 2004). Les feuilles ont été
prélevées puis inoculées artificiellement au latmra avec une suspension conidienn®deinereaa
1x10° spores mt. La contamination des feuilles (diamétre de larogg) a été estimée 7 j post-
inoculation. Les valeurs représentent les moyemessnécroses sur 20 a 30 feuilles par traitement.
Les histogrammes ayant la méme lettre ne sont igafficativement différents d'apres le test de
Duncan p < 0,05).
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PTA-AF1 (réduction de 43%) (Figure 1 B). La pulgation des cing autres souches
bactériennes conduit seulement a un effet proteatedérgFigure 1 B).

Application au sol

L’application des bactéries au sol conduit a déstekimilaires par rapport a l'infiltration
des bactéries dans les bourgeons. En effet, pqulufsrt des souches étudiées, la modalité
sol s’est traduite par une protection des feuidesiprise entre 28 et 50%. Les souches les
plus actives sont représentées pafluorescen$TA-268 et PTA-CT2 (de I'ordre de 27% de
protection), A. Iwoffii PTA-113 (38%) etP. agglomeransPTA-AF1 (50%) et PTA-AF2
(42%) (Figure 1 C)A. lwoffii PTA-152 etB. subtilisPTA-271 sont moins efficaces.

Quelle que soit la méthode d’applicatidh, agglomeranPTA-AF1 etP. fluorescens
PTA-CT2 protégent significativement les feuillesate B. cinerea.La protection obtenue a
I'aide de P. agglomeran®PTA-AF1 est plus importante lorsque la bactérieiefiitrée au
niveau des bourgeons ou apportée au sol. Ceperataptesence d8. subtilisPTA-271 le

niveau de contamination pBr cinereaest identique a celui des témoins non bactérisés.

b. En I'absence de renouvellement annuel de traitgent bactérien

En 2005, I'application des bactéries n’a pas &téueelée, mais les tests de protection ont
éte réalisés sur des feuilles issues de plantgégrau cours des années précédentes (2003 et
2004) (Figure 2). Les feuilles ont été prélevéezdguillet 2005 et la protection a été estimée

dans les mémes conditions que celles décrites gedu@ent.

Infiltration des bactéries

Les feuilles prélevées des plantes préalablemeculées par infiltration aveB. subtilis
PTA-271 etP. agglomeran®TA-AF1 montrent une forte réduction des symptoweasses
par B. cinereapouvant atteindre 75% (Figure 2A). Les plantegées aved\. lwoffii PTA-
152 etP. fluorescen$?TA-268 et PTA-CT2, montrent des niveaux de ptaiadégerement
supérieurs a ceux observés en 2004 (de l'ordre7de 37% de protection), alors que celles
traitées aved. Ilwoffii PTA-113 etP. agglomeran$TA-AF2 ne montrent aucune différence

significative par rapport au témaoin.

64



Chapitre 1

200%
25

A Infiltration
20

15
10

ab

ab
>, I b 2
Tashil

-

E
o 0
%‘ B 25 Pulveérisation
3 2 4 ]
S 15 b
X b o
s Qo b b
R
. ]
(-
5
.‘DEC Sol
20’a
15
ab
X' o b b
il
N 1NN NR NIEY
5 94 b N7 8 R
g 9 9o g g 9 0
R S S
o ook F ok

Souches bactériennes

Figure 2 : Protection des feuilles de vigne conBecinereaen 2005Les essais ont été réalisés en
2005, en I'absence d'un renouvellement des traitesnd.es bactéried. lwoffii PTA-113,A. lwoffii
PTA-152,B. subtilisPTA-271,P. agglomeran$TA-AF1 ;P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescens
PTA-268 etP. fluorescen®TA-CT2 ont été appliquées au vignoble (CR) en tdbwsaisons 2003 et
2004 & une concentration de®10FC mi* par infiltration @), pulvérisation B) ou par dép6t au sol
(C). Les tests de protection ont été réalisés awe sgrains taille d’'un petit pois" — 26 juillet 2005es
feuilles ont été prélevées puis inoculées artifieirent au laboratoire avec une suspension comdien
deB. cinereaa 1x1G spores mt. La contamination des feuilles (diamétre de laose) a été estimée
7 j post-inoculation. Les valeurs représententnteg/ennes des nécroses sur 20 a 30 feuilles par
traitement. Les histogrammes ayant la méme ledtreomt pas significativement différents d’apres le
test de Duncarp(< 0,05).
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Pulvérisation sur les feuilles

Les feuilles isolées des vignes précédemment peées pai. Iwoffii PTA-113 et par
P. fluorescensPTA-268 montrent une réduction importante de ldletades nécroses
(d’environ 66%). Un effet protecteur significatibritre B. cinereaa également été observé
chez les plantes traitées avAc lwoffii PTA-152, B. subtilisPTA-271 etP. agglomerans
PTA-AF2 (de l'ordre de 32 a 53%), alors que lesnfda pulvérisées pd?. agglomerans
PTA-AF1 et P. fluorescensPTA-CT2 ne montrent pas de réduction des symptOpaes

rapport au témoin (Figure 2 B).

Application au sol

Les feuilles isolées a partir de plantes dont leasété préalablement enrichi avec des
suspensions bactériennes montrent une réductioifisagive des symptomes d& cinerea
Cette réduction est trés forte en présenée Woffii PTA-152, deP. agglomeran®TA-AF1
et deP. fluorescensPTA-CT2 ; elle atteint 67 a 78% par comparaisonté@uoin. Une
protection de l'ordre de 49 a 57% a également égemwée chez les plantes traitées par
A. lwoffii PTA-113,B. subtilisPTA-271 etP. fluorescenPTA-268 (Figure 2 C). Dans les
mémes conditions, seule la sou¢heagglomeran®TA-AF2 s’est montrée moins efficace en
2005.

Il ressort de ces tests que les niveaux de proteates feuilles obtenus en 2005 sont
supérieurs a ceux de 2004 quel que Isoihode d’application des bactéries. Pour la migori
des souches testées, I'application au sol sembie @ificace en terme de protection des

feuilles contreB. cinerea

2.1.2 Evaluation de la résistance systémique induite s bactéries

Afin d’évaluer I'effet systémique des bactéries e vigne, des essais de protection
contreB. cinereaont été réalisés a la fois sur les feuilles etlasibaies apres application des
bactéries au niveau du sol dans une deuxieme far(dL) en 2004. Ces essais ont

également été réalisés en 2005 sans renouvellatasntaitements.
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a. Effet des bactéries sur la résistance des feuilla3. cinerea

Suite a I'application des bactéries en 2004

Les tests de protection ont été réalisés sur dalefeprélevées au vignoble en 2004 puis
inoculées par une suspension conidienn®.deinereaau laboratoire. Les essais ont montré
que l'enrichissement du sol par des bactéries aduitr par une réduction significative de
I'infection des feuilles paB. cinerea(Figure 3 A). Les souchés. Iwoffii PTA-113 et PTA-
152,P. fluorescen®TA-268 et PTA-CT2 induisent une réduction de iadie d’environ 45
a 70%. Les deux souches Beagglomeran$TA-AF1 et PTA-AF2 conduisent aussi a une
réduction des symptomes, alors dRlesubtilisPTA-271 reste moins efficace (Figure 3 A).
Ces résultats sont confortés par ceux obtenus auiggplication des bactéries au sol sur la
parcelle CR (Figure 1 C); a l'exception de la smuP. agglomeransPTA-AF2 qui ne

permettait pas de protéger significativement ledlés contreB. cinerea

En 'absence d’application des bactéries en 2005

Les tests de protection ont été réalisés dans Ewem conditions que celles décrites
précédemment sur des feuilles issues de plantest aggues des bactéries les années
précédentes. La réduction de la nécrose foliaiseioiée en 2005 est relativement similaire a
celle obtenue en 2004. Les feuilles prélevées @r plr plantes dont le sol a été enrichi avec
P. agglomeransPTA-AF1 et P. fluorescensPTA-268 et PTA-CT2 expriment une forte
résistance 8. cinerea Une réduction de la taille de la nécrose a égaher@té observée chez
les feuilles des plantes ayant été mises en coavaci. Iwoffii PTA-113,A. Iwoffii PTA-152
et B. subtilisPTA-271. Quant aux feuilles des plantes traitéePpagglomeran$TA-AF2,
elles ne montrent pas de résistand® @inerea(Figure 3 B). Ces résultats sont similaires a
ceux obtenus dans la parcelle CR suite a I'appticaties bactéries au sol (Figure 2 C).
P. agglomeran®TA-AF2 ne montrait pas non plus d’activité protee significative contre

B. cinerea

b. Effet des bactéries sur la résistance des bai@8. cinerea

En 2003, aucune contamination des baieBpainerean’a été observée en Champagne.
La capacité protectrice des différentes bactérigsligquées au sol contrB. cinereaest
évaluéevia la détermination du pourcentage de contaminates lshies dans les conditions

du vignoble en 2004 et en 2005 (Tableaux | el).2004, le comptage a été réalisé en fin de
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Figure 3 : Protection des feuilles de vigne conBe cinereapar différentes bactéries issues du
vignoble. Les bactéries. Iwoffii PTA-113,A. lwoffii PTA-152,B. subtilisPTA-271,P. agglomerans
PTA-AF1, P. agglomerandPTA-AF2, P. fluorescendPTA-268 etP. fluorescend?TA-CT2 ont été
appliquées au sol & une concentration daUFC mi* en 2003 et en 2004 dans une parcelle & Nogent
I'Abbesse (NL). En 2005, aucun traitement bactérienété renouvelé. Les feuilles de vigne ont été
prélevées le 17 juillet 2004 (soit deux mois ageesdlerniére application)A) et le 21 juillet 2005
(stade "grains taille d’'un petit pois'B). Les feuilles ont ensuite été inoculées au labomavec une
suspension conidienne Be cinereaa 1x10 spores mt. La contamination des feuilles (diamétre de la
nécrose) a été estimée 7 j post-inoculation. Lésuva représentent les moyennes des nécroses sur 20
a 30 feuilles par traitement. Les histogrammes tal@mméme lettre ne sont pas significativement
différents d'aprés le test de Duncan(0,05).
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maturation des baies (28 octobre 2004), compte tBune faible pression parasitaire au
moment de la récolte. En 2005, les attaques dess IpairB. cinereaont été plus précoces
qu’en 2004. L’estimation de l'intensité de contaation des baies a pu étre réalisée en pleine

maturation (21 septembre 2005), soit deux joursitales vendanges.

Suite a I'application des bactéries en 2004

Chez les plantes témoin (non bactérisées), une meyde 44,7% de contamination des
baies par grappe a été observée en 2004 (Tablellelconsiste en 35% des baies infectées
dans les grappes situées sur le coté Est et déo=yble c6té Ouest des rangs. Les grappes
des plantes traitées par les bactéries montrent ceénine hétérogénéité en terme de
contamination dans les conditions du vignoble. &elds soucheB. agglomerangonduisent
a une protection significative d’environ 26% (Tatlel). P. agglomeran$®TA-AF1 est plus
efficace sur le c6té Est avec une protection desslme 40%, contre 12,5% sur le c6té Ouest.
Les traitements a 'aide d& agglomeran®TA-AF2 se traduisent aussi par une réduction des
symptémes de la pourriture grise seulement swada Ouest (26% de protection). Les plantes
traitées avec les autres souches montrent un paageed’infection similaire, voire supérieur

a celui des témoins.

En I'absence d’application des bactéries en 2005

Chez les plantes témoin, la contamination des ljgaeB. cinereaen 2005 est d’environ
14% (Tableau Il). Elle est moins importante quéecebservée en 2004. Dans ces conditions,
les grappes montrent un degré d’infection similainére la face Est et la face Ouest (Tableau
II). La majorité des traitements bactériens seuitagar une réduction significative de la
pourriture grise, en particulier sur le c6té E& §464% de protection).

Les plantes ayant été traitées aveclwoffii PTA-113 etP. agglomeransPTA-AF2
montrent une forte protection conte cinerea(62 a 64%). Cette protection est relativement
comparable chez les grappes situées sur les deex s rangs. Les plantes dont le sol a été
enrichi avecA. Iwoffii PTA-152 etP. agglomeran®®TA-AF1 montrent aussi une réduction
des symptdmes d’environ 40 a 44%, en particulietesadté Est. Sur 'ensemble des grappes,
B. subtiliset P. fluorescen?TA-268 et PTA-CT2 conduisent a une protectioatireément
faible (Tableau Il). En revanche, en présenc8 deubtiliset deP. fluorescen®TA-CT2, les

grappes situées sur le coté Est montrent uner@sistance 8. cinerea(42% et 72%).
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Tableau | : Effet des bactéries isolées du vignoble sur lagotain des baies cont® cinereaLes
essais ont éteé réalisés dans la parcelle NL en.2@34bactéries ont été appliquées au niveau da sol
une concentration de 4WFC ml' en début de saisons 2003 et 2004. L'intensitédmhtamination
des baies paB. cinereaa été déterminée en fin de maturation (28 oct@bf®) sur 100 grappes par
traitement (50 grappes sur face Est et 50 grappeace Ouest). Les valeurs (moyennes) suivieside |
méme lettre ne sont pas significativement difféeerd’apres le test de Duncgm< 0,05, analyse de
variance par colonne).

2004
Souches bactériennes Contamination des baies (%)
Totale Face Est Face Ouest

Témoin 44,7 a 34,9 a 54,5 a
A. Iwoffii PTA-113 46,9 a 35,6 a 58,3 a
A. lwoffii PTA-152 48,6 a 41,1 a 56,0 a
B. subtilisPTA-271 47,2 a 34,7 a 59,8 a
P. agglomeran®TA-AF1 34,0b 20,3 b 47,7 b
P. agglomeran®TA-AF2 37,2 ab 33,9 ab 40,2 b
P. fluorescen®TA-268 54,7 a 39,4 a 70,0 a
P. fluorescen®TA-CT2 58,4 a 48,8 a 68,0 a

Tableau Il : Protection des baies conte cinereachez des plants de vigne ayant été traitées gar de
bactéries issues du vignoblees essais ont été réalisés dans la parcelle N\20@5. Les bactéries ont
été appliquées au niveau du sol & une concentrdéidf UFC mI* en début de saisons 2003 et 2004.
L’intensité de la contamination des baies arcinereaa été déterminée a la maturation (21
septembre 2005) sur 100 grappes par traitemergrégipes sur face Est et 50 grappes sur face Ouest).
Les valeurs (moyennes) suivies de la méme lettreone pas significativement différentes d’aprés le
test de Duncarp(< 0,05, analyse de variance par colonne).

2005
Souches bactériennes Contamination des baies (%)
Totale Face Est Face Ouest

Témoin 13,4 a 13,3 a 13,5a

A. lwoffii PTA-113 48Db 46Db 51b
A. lwoffii PTA-152 79b 46 Db 11,2 ab
B. subtilisPTA-271 9,8 ab 7,7b 11,9 ab

P. agglomeran®TA-AF1 75b 53b 9,8 ab

P. agglomeran®TA-AF2 51b 53Db 49Db
P. fluorescen®TA-268 145 a 10,6 ab 18,4 a
P. fluorescen®TA-CT2 8,5 ab 3,7b 13,4 a
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2.2 Effet des bactéries sur les réactions de défenseldevigne

2.2.1 Effet des méthodes d’'application des bactérieslggrréactions de défense de
la vigne

Trois méthodes d’application des bactéries ontétéparées en terme d’activation des
réactions de défense dans les feuilles et dartmles de vigne. Elles consistent a infiltrer les
bactéries dans les bourgeons, a les pulvérisde sewillage et a enrichir le sol avec ces sept

bactéries.

a. Activités chitinase etp-1,3-glucanase dans les feuilles suite a I'applicah des
bactéries
En 2003, les activités chitinasefel,3-glucanase des feuilles ont été suivies areifiis

stades du développement de la vigne a la fois leh&moin et chez les plantes bactérisées.

Activité chitinase

Chez les plantes non traitées, aucune augmentdgidiactivité chitinase n'a été décelée
avant le 28 juillet (stade "fermeture de la grappe'activité chitinase est d’environ 1 mg
mint g* MF. A la véraison, 'activité chitinase diminue etourne & son niveau de base
(Figure 4).

Le niveau de l'activité chitinase dépend a la fodésla souche bactérienne et du mode
d’application de la bactérie. L'application 8elwoffii PTA-113 par pulvérisation et au sol se
traduit par une forte stimulation de I'activité thase au moment de la fermeture de la grappe
(Figure 4 A et B). Une activité transitoire a egadat eté observée par infiltrationAd’lwoffii
PTA-152 (Figure 4 B) le 10 juillet, puis par puligation et dépbt au sol de la bactérie a la fin
aolt. Dans le cas d®. subtilis I'activité chitinase est stimulée dés les premistades de
développement et de maniere transitoire (Figure),4e@ particulier lorsque la bactérie est
infiltrée dans les bourgeons ou apportée au sa.deix souches d@. agglomeran®TA-
AF1 (Figure 4 D) et PTA-AF2 (Figure 4 E) ne conduispas au méme niveau d’activité de
chitinase dans les feuilles. En effet, seules lestes traitées par pulvérisation ou par apport
au sol deP. agglomeran$?TA-AF2 expriment une forte activité chitinase, particulier au
moment de la fermeture de la grappe (10-28 juillEiyure 4 E). Quant auk. fluorescens
PTA-268 (Figure 4 F) et PTA-CT2 (Figure 4 G), ellese montrent capables
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A. Iwoffii PTA-152
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Figure 4 : Activité chitinase dans les feuilles de vigne sudtel’application des bactéries par
infiltration, pulvérisation et au sol au vignoblees mesures ont été réalisées en 2003. Les bactérie
A. lwoffii PTA-113 @), A. Iwoffii PTA-152 8), B. subtilisPTA-271 C), P. agglomeran$TA-AF1

(D), P. agglomeran®®TA-AF2 ), P. fluorescen®TA-268 F) et P. fluorescenTA-CT2 G) ont

été appliquées sur la parcelle CR a une concesirdé 16 UFC mi* par infiltration, pulvérisation ou
par dép6t au sol le 25 mai 2003. Les valeurs reptéat les moyennes (n=3) + I'erreur standard.
L’astérisque indique que les valeurs sont sigrifiement différentes par rapport au témoin d’apees

test de Duncarp(< 0,05).
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de stimuler I'activité chitinase, quelle que saitrhéthode de leur application. Cette activité
est d’environ 4 fois supérieure a celle du témdiautefois, la souche la plus active est
P. fluorescensPTA-CT2, notamment lorsqu’elle est appliqguée palvérisation ou au sol
(Figure 4 G).

Parmi les 7 souches étudiéds,lwoffii PTA-113,P. agglomeran$TA-AF2 et les deux
P. fluorescensPTA-268 et PTA-CT2 semblent plus efficaces en &me stimulation de
I'activité chitinase dans les feuilles. La pulvétisn et I'apport des bactéries au sol semblent
plus efficaces. Dans tous les cas, quelle que laogouche, I'activité chitinase diminue

fortement dans les feuilles aprées la véraison (ieigu.

Activité B-1,3-glucanase

Dans les mémes conditions que précédemment, ligcid,3-glucanase des feuilles a été
déterminée au stade “fermeture de la grappe" (fiikef) et a la fin de la véraison (début
septembre). Chez les plantes non traitées, au Steeture de la grappe”, l'activifg 1,3-
glucanase est de l'ordre de 2,2 unités. Elle augend'nn facteur de 4,7 a la véraison (Figure
5). L’application de bactéries se traduit en génpea une stimulation de I'activitg-1,3-
glucanase au moment de la fermeture de la grapqes, gu’elle diminue au moment de la
véraison (Figure 5). Parmi les deux souchds toffii, seule I'application de PTA-152 par
infiltration conduit & une Iégeére stimulation dadtivité p-1,3-glucanase au stade “fermeture
de la grappe" (Figure 5 B). A ce stade,subtilisPTA-271 conduit aussi a une forte activité
de p-1,3-glucanase, lorsqu’elle est appliquée partmafion (Figure 5 C). Quant aux souches
de P. agglomerans les trois méthodes d’application de celles-ci temluisent par une
stimulation significative de I'activit@-1,3-glucanase (Figure 5 D et E). Une augmentaten
l'activité B-1,3-glucanase a également été observée suitepplitation deP. fluorescens
PTA-CT2 par infiltration (Figure 5 G), alors qure fluorescen®®TA-268 ne montre aucun
effet sur cette activité (Figure 5 F).

b. Activités chitinase et-1,3-glucanase dans les baies

Dans les baies, les mesures ont été réaliséesatades de développement de la vigne :
“fermeture de la grappe" (fin juillet), début deraiéon (mi-aolt) et fin de véraison (début
septembre).
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Figure 5 : Activité B-1,3-glucanase dans les feuilles de vigne suitapplication des bactéries par
infiltration, pulvérisation et au sol au vignoblees mesures ont été réalisées en 2003. Les bactérie
A. lwoffii PTA-113 @), A. Iwoffii PTA-152 8), B. subtilisPTA-271 C), P. agglomeran$TA-AF1

(D), P. agglomeran®®TA-AF2 ), P. fluorescen®TA-268 F) et P. fluorescenTA-CT2 G) ont

été appliquées sur la parcelle CR & une concesirdé 18 UFC mi* par infiltration, pulvérisation ou
par dép6t au sol le 25 mai 2003. Les valeurs reptéat les moyennes (n=3) + I'erreur standard.
L'astérisque indique que les valeurs sont sigrifiement différentes par rapport au témoin d’'apees
test de Duncarp(< 0,05).
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Activité chitinase

Chez les plantes témoins, aucune augmentatiormdivité chitinase n’a été détectée dans
les baies avant la fin de véraison (début septemBree stade, I'activité atteint un niveau
d’environ 9 fois supérieur par rapport a son nivéaitial (Figure 6). L’application des
bactéries en 2003 se traduit en général par unaulgtiion de I'activité chitinase dans les
baies. L'amplitude de cette réaction dépend aitade la souche inoculée et de la méthode de

son application.

Les plantes traitées a l'aide Ad’ Iwoffii PTA-113 par dép6t au sol montrent une
augmentation de l'activité chitinase (de 7 fois pagpport au témoin) dans les baies des le
début de la véraison. Apres ce stade, l'activitdirdse reste élevée mais équivalente au
témoin. L’application dA. lwoffii PTA-113 par infiltration ou par pulvérisation n@mtre pas
d’effet significatif sur cette réaction. En revaacH'infiltration d’A. lwoffii PTA-152 se
traduit par une légére et précoce stimulation aetiVité chitinase (Figure 6 B).

L'utilisation de B. subtilispar voie d'infiltration ou par application au smnduit a une
augmentation du niveau de l'activité chitinase ébud de la véraison (mi-aodt). Cette activité
est maintenue jusqu’a la fin de la véraison eeréguivalente a celle des plantes non-traitées,
guelque soit la méthode d’application de la baet@ffigure 6 C).

C’est également le cas en réponse a I'applicatesPdagglomeran$TA-AF1 (Figure 6
D) et PTA-AF2 (Figure 6 E), ou l'activité chitinagst particulierement stimulée lorsque le
traitement est effectué respectivement par pulatois et par application au sol. Quant aux
plantes traitées aveP. fluorescens(Figures 6 F, G), elles n’expriment gqu’'une faible
stimulation de l'activité chitinase dans les ba@s cours des deux premiers stades, en
particulier suite a l'infiltration et la pulvérisah deP. fluorescen®TA-CT2 (Figure 6 G)

A I'exception deP. fluorescen®TA-268, les souches bactériennes sélectionnéadesat
stimuler l'activité chitinase dans les baies a dasaux relativement faibles. Néanmoins,
A. lwoffii PTA-113 semble étre la plus efficace, en parieulorsqu’elle est appliquée au

niveau du sol (Figure 6).
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Figure 6 : Activité chitinase dans les baies de vigne suitagplication des bactéries par infiltration,
pulvérisation et au sol au vignoblees mesures ont été réalisées en 2003. Les bacterigoffii
PTA-113 @), A. lwoffii PTA-152 8), B. subtilis PTA-271 ), P. agglomeransPTA-AF1 D),
P. agglomerandPTA-AF2 E), P. fluorescendTA-268 F) et P. fluorescenPTA-CT2 G) ont été
appliquées sur la parcelle CR a une concentragotGdUFC mi* par infiltration, pulvérisation ou par

dépbt au sol le 25 mai 2003. Les valeurs représenés moyennes (n=3) +

L'astérisque indique que les valeurs sont sigrifiement différentes par rapport au témoin d’'apees
test de Duncarp(< 0,05).
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Activité R-1,3-glucanase

En 2003, l'activitép-1,3-glucanase est relativement faible chez lestgdatémoins et
diminue méme fortement a la fin de la véraison {Feg7). L'application des bactéries se
traduit par une stimulation de I'activifg1,3-glucanase au moment de la "fermeture de la
grappe”. L'infiltration des deuA. lwoffii PTA-113 (Figure 7 A), PTA-152 (Figure 7 B) et de
B. subtilis(Figure 7 C) stimule significativement I'activifél,3-glucanase dans les baies.
Cette activité peut atteindre un niveau 9 fois sepé a celui du témoin en réponse a
B. subtilis(Figure 7 C). Au méme stade, une augmentationadéivité de cette enzyme a
eégalement été observée suite a I'applicatioriPdagglomeransCette activité est beaucoup
plus importante en réponse aux dé@wagglomeran®TA-AF1 et PTA-AF2 (Figures 7 D, E),
quel que soit le mode d’application de celle-ciuP®. agglomeran$®TA-AF2, I'application
au sol semble étre la plus efficace.

De facon similaire, I'activité3-1,3-glucanase est stimulée en réponde. dluorescens
PTA-268 quel que soit son mode d’application (FegidrF). La seconde. fluorescen®TA-
CT2 ne stimule l'activité3-1,3-glucanase que dans le cas ou la bactériepptitaee par
infiltration (Figure 7 G).

Ce sonB. subtilisPTA-271 etP. agglomeran®TA-AF2 qui se révelent plus efficaces en
terme de stimulation de I'activifg 1,3-glucanase. Cette activité est beaucoup plpsitante
lorsque les bactéries sont appliquées par infiftnadu au niveau du sol.

2.2.2 Evaluation de l'activité systémique des bactéries-aivis des réactions de
défense de la vigne

Les bactéries sélectionnées ont été appliguéesvaaundu sol afin d’évaluer leur effet
systémique sur les réactions de défense de la Migmeivité chitinase ep-1,3-glucanase ont
été déterminées dans les feuilles et dans les baiesurs de deux campagnes successives en
2003 et en 2004.
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Figure 7 : Activité p-1,3-glucanase dans les baies de vigne suite alicapon des bactéries par
infiltration, pulvérisation et au sol au vignoblees mesures ont été réalisées en 2003. Les bactérie
A. lwoffii PTA-113 @), A. lwoffii PTA-152 8), B. subtilisPTA-271 C), P. agglomeran$TA-AF1

(D), P. agglomeran®TA-AF2 ), P. fluorescen®TA-268 F) et P. fluorescenTA-CT2 G) ont

été appliquées sur la parcelle CR & une concesirdé 18 UFC mi* par infiltration, pulvérisation ou
par dépoét au sol le 25 mai 2003. Les valeurs reptéat les moyennes (n=3) * I'erreur standard.
L'astérisque indique que les valeurs sont sigrifiement différentes par rapport au témoin d’'apees

test de Duncarp(< 0,05).
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a. Activité chitinase, p-1,3-glucanase et phénylalanine ammonia lyase danes
feuilles

Activité chitinase

En 2003, l'activité chitinase des feuilles de vigaeété déterminée au stade de la
“fermeture de la grappe" (soit deux mois aprespliaption des bactéries). Parmi les
différentes souches testées, les dBuxluorescengPTA-268 et PTA-CT2) sont les seules
capables de stimuler cette activité a des nivedervidon 3 fois supérieurs au témoin
(Tableau IlI).

En 2004, l'activité chitinase est déterminée a diffés stades de développement de la
vigne. Chez les plantes non traitées, I'activitdichse augmente dans les feuilles au stade
"fermeture de la grappe” (fin juillet). Cette adiv est maintenue jusqu’'au début de la
véraison, puis diminue progressivement jusqu’airatte son niveau de base en septembre
(Figure 8). Une tendance similaire a égalementodgervée en présence des différentes
souches bactériennes a difféerents stades de d@eshgmt de la vigne, mais avec des
amplitudes qui varient en fonction de la naturdéadsouche. L’activité chitinase est fortement
stimulée au stade "fermeture de la grappe" dandelgfies des plantes dont le sol a été
enrichi en particulier pah. lwoffii PTA-113,B. subtilisPTA-271,P. fluorescen$TA-268 et
P. fluorescensPTA-CT2 (Figures 8 A et B). Les autres bactéri@s Igvoffii PTA-152,

P. agglomeran®TA-AF1 etP. agglomeran$TA-AF2) ne semblent pas exercer un effet sur

I'activité chitinase dans les feuilles au coursdéweloppement de la vigne.
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Tableau Il : Activité chitinase dans les feuilles de vigne suitd’application des bactéries au
vignoble en 2003Les bactériesA. Iwoffii PTA-113, A. Iwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271,
P. agglomeran®TA-AF1,P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescen®TA-268 etP. fluorescen®TA-
CT2 ont été appliquées a une concentration de®IMEC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le 10
juin 2003. Les valeurs représentent les moyenre3) (b I'erreur standard. Les valeurs suivies d'un
astérisque sont significativement différentes gport au témoin d'aprés le test de Dungark (
0,05).

Activité chitinase

Souches bactériennes (mg min* g* MF)
28/07/2003
Témoin 0,46 + 0,26
A. Iwoffii PTA-113 0,68 + 0,16
A. lwoffii PTA-152 0,28 £ 0,07
B. subtilisPTA-271 0,70+ 0,40
P. agglomeran®TA-AF1 0,60 +0,31
P. agglomeran®TA-AF2 0,72 +0,38
P. fluorescen®TA-268 1,19+0,19*
P. fluorescen®TA-CT2 1,26 £+0,32 *
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Figure 8: Activité chitinase dans les feuilles de vignéesa I'application de bactéries au vignoble en
2004. Les bactéries (AA. Iwoffii PTA-113, A. Iwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, (B)

P. agglomeran®TA-AF1,P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescen®TA-268 etP. fluorescen®TA-
CT2 ont été appliquées a une concentration de®IMEC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le 20
mai 2004. Les valeurs représentent les moyenne3).(hzastérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au ténapres le test de Duncan (p < 0,05).
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Activité B-1,3-glucanase

L'activité B-1,3-glucanase a également été mesurée en 200&del "$ermeture de la
grappe"” (fin juillet). Cette activité semble étrieipimportante dans les feuilles des plantes
traitées avec leB. agglomeran®t lesP. fluorescengTableau IV). Une forte activitg-1,3-
glucanase est obtenue en présende.dieiorescen®TA-CT2.

Une cinétique concernant I'évolution de I'activitdl,3-glucanase a été effectuée en 2004.
Les résultats montrent que le profil d’évolutionl@etivité 3-1,3-glucanase est différent de
celui de I'activité chitinase dans les feuilles. &ffet, I'activité-1,3-glucanase augmente a la
fois chez le témoin et chez les plantes traitées aw pic d’activité au stade "fermeture de la
grappe" suivie d’'une forte augmentation a la finalgéraison (ou au début de la maturation)
(Figure 9). A ce stade, une forte stimulation dectivité de cette protéine PR est observée
dans les feuilles des plants inoculés avec les deuiwoffii (PTA-113 et PTA-152),

B. subtilis PTA-271 (Figure 9 A)P. agglomeransPTA-AF1 etP. fluorescendPTA-CT2
(Figure 9 B). Les souches les moins actives endete stimulation de l'activit-1,3-
glucanase som. agglomeransPTA-AF2 etP. fluorescen®TA-268 (Figure 9 B).

Il ressort donc que parmi les souches étudigebyoffii PTA-113,B. subtilisPTA-271 et

P. fluorescen®TA-CT2 sont les plus efficaces en terme de stitinlales activités chitinase

et B-1,3-glucanase dans les feuilles lorsqu’elles apptiquées au sol.

Activité de la phénylalanine ammonia lyase (PAL)

Suite a I'application des bactéries au sol en 2@33feuilles des plants de vignes traitées
expriment une activité PAL dont le niveau dépendadsouche bactérienne (Figure 10). En
effet les souches les plus actives sont repréesept@. lwoffii PTA-113,A. Iwoffii PTA-152
et B. subtilis PTA-271 (Figure 10 A), en réponse a ces soucledilité PAL augmente
depuis la "fermeture de la grappe" (fin juilletsqu’au début de la véraison (mi-aodt). Une
stimulation significative de la PAL a également ébServée au stade "grains grosseur de la
grenaille” (début juillet) en réponsePRa agglomerandTA-AF1 (Figure 10 B). Les autres
souches ne stimulent pas cette activité par rapgportémoin, quel que soit le stade de
développement de la vigne (26 juin au 14 aodt).
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Tableau IV : Activité B-1,3-glucanase dans les feuilles de vigne suit@pplication des bactéries
au vignoble en 2003. Les bactérfedwoffii PTA-113,A. lwoffii PTA-152,B. subtilis: PTA-271,

P. agglomerans PTA-AF1, P.

agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et

P. fluorescen®TA-CT2 ont été appliquées a une concentratiohxd€® UFC mI* au niveau du
sol (parcelle NL) le 10 juin 2003. Les valeurs égantent les moyennes (n=3) + |'erreur standard.
Les valeurs suivies d'un astérisque sont signifieatent différentes par rapport au témoin

d’aprés le test de Duncap € 0,05).

Souches bactériennes

Activité B-1,3-glucanase
(mg mir* g* MF)

28/07/2003
Témoin 0,64 + 0,02
A. lwoffii PTA-113 0,61+0,01
A. lwoffii PTA-152 0,59 + 0,06
B. subtilisPTA-271 0,78 £ 0,07
P. agglomeran®TA-AF1 1,08+0,11*
P. agglomeran®TA-AF2 1,12+0,13*
P. fluorescen®TA-268 0,96 + 0,05 *
P. fluorescen®TA-CT2 1,25+0,01*
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Figure 9 : Activité p-1,3-glucanase dans les feuilles de vigne suitagplication de bactéries au
vignoble en 2004. Les bactéries (A) lwoffii PTA-113,A. lwoffii PTA-152,B. subtilisPTA-271, (B)

P. agglomeran®TA-AF1, P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescen®TA-268 etP. fluorescen®TA-
CT2 ont été appliquées a une concentration de®IMEC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le 20
mai 2004. Les valeurs représentent les moyenne3).(hzastérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au ténmapres le test de Duncapm € 0,05).
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de bactéries au vignoble en 2003. Les bactédsA. Iwoffii PTA-113, A. Iwoffii PTA-152,
B. subtilisPTA-271, B) P. agglomeran®TA-AF1, P. agglomeran®TA-AF2, P. fluorescenTA-
268 etP. fluorescen®®TA-CT2 ont été appliquées a une concentratiohxd€® UFC mI* au niveau

du sol (parcelle NL) le 10 juin 2003. Les valeueprésentent les moyennes (n=3). L’astérisque
indique que les valeurs sont significativement étghtes par rapport au témoin d’apres le test de

Duncan p < 0,05).
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b. Activités chitinase etp-1,3-glucanase dans les baies

Un suivi des activités chitinase [etl,3-glucanase dans les baies a été réalisé aehifé
stades de développement de la vigne en 2003 dd@®h<tiite a I'application des bactéries au
sol.

Activité chitinase

En 2003, I'activité chitinase a été déterminéetades"fermeture de la grappe" (fin juillet)
et a la fin de la véraison (début septembre). Aadest*fermeture de la grappe”, I'activité
chitinase est trés faible, quel que soit le tragetn(Tableau V). Néanmoins une légere
augmentation de cette activité est perceptible deezfeuilles des plantes traitées avec
B. subtilis PTA-271, P. agglomeransPTA-AF1 et P. fluorescensPTA-268 et PTA-CT2
(Tableau V). A la fin de la véraison, I'apport al des deuwA. Iwoffii (PTA-113 et PTA-152)
de B. subtilis et des deuxP. fluorescens(PTA-268 et PTA-CT2) se traduit par une
augmentation sensible du niveau d’activité chitnaSette augmentation est plus marquée
(d’'un facteur de 15 par rapport au témoin) chez bages des vignes inoculées avec
P. agglomeran®TA-AF1 (Tableau V).

Les mesures réalisées au cours des differentssstiedgeveloppement de la vigne en 2004
montrent que I'activité chitinase augmente progvessent depuis la véraison jusqu’a la fin
de la maturation (mi-octobre). Cette tendance lsewvée a la fois chez le témoin et chez les
plantes traitées avec les bactéries (Figure 1Jpeant, I'application des bactéries se traduit
par une forte stimulation de I'activité chitinas®, particulier au moment de la maturation des
baies (Figures 11 A et B). A I'exception & agglomerandPTA-AF2 (Figure 11 B), les
autres souches s’averent capables de stimulerativééchitinase dans les baies (Figures 11
A et B).
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Tableau V : Activité chitinase dans les baies de vigne suitegplication des bactéries au vignoble
en 2003 Les bactériesA. Iwoffi PTA-113, A. Iwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271,

P. agglomeran®TA-AF1, P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescen®TA-268 etP. fluorescen®TA-
CT2 ont été appliquées & une concentration de®I¥EC mI* au niveau du sol (parcelle NL) le 10
juin 2003. Les valeurs représentent les moyenre3) (b I'erreur standard. Les valeurs suivies d'un
astérisque sont significativement différentes @gpport au témoin d'apres le test de Dungark (
0,05).

Activité chitinase

Souches bactériennes (mg mir* g* MF)
28/07/2003 02/09/2003
Témoin 0,005 + 0,003 0,38 £ 0,04
A. Iwoffii PTA-113 0,012 + 0,003 1,19+0,13 *
A. lwoffii PTA-152 0,024 + 0,006 1,42 +0,20 *

B. subtilisPTA-271 0,069 +0,007* 1,27+0,21*

P. agglomeran®TA-AF1 0,049 £+0,002* 5,94 +0,55*
P. agglomeran®TA-AF2 0,018 £ 0,007 0,76 £ 0,17
P. fluorescen®TA-268 0,040+0,010* 1,04 +0,18*

P. fluorescen®TA-CT2 0,043+0,011* 0,90+0,13*
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Figure 11: Activité chitinase dans les baies de vigne saitapplication de bactéries au vignoble en
2004. Les bactériesA} A. Iwoffii PTA-113, A. Ilwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, B)

P. agglomeran®TA-AF1, P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescen®TA-268 etP. fluorescen®TA-
CT2 ont été appliquées a une concentration de®IMEC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le 20
mai 2004. Les valeurs représentent les moyenne3).(hzastérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au ténapres le test de Duncapm € 0,05).
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Activité B-1,3-glucanase

L’'analyse enzymatique chez les plants témoins &3 20ontre qu’a 'inverse de I'activité
chitinase, celle de If-1,3-glucanase est tres importante au stade "femnete la grappe”,
mais faible a la fin de la véraison (Tableau Vl)application des bactéries se traduit en
général par une stimulation significative de |'aité p-1,3-glucanase dans les baies en
particulier en présence A’ lwoffii PTA-152, P. agglomeransPTA-AF1 etP. fluorescens
PTA-268 (Tableau VI). Aucun effet significatif n'été observé en présence des autres
souches. Le faible niveau d’activiel,3-glucanase a la fin de la véraison ne permetdea
déceler un effet important des bactéries. Néanmaoingeut noter une légere augmentation
de l'activité p-1,3-glucanase en réponsP afluorescen®TA-CT2.

Les mesures de l'activif® 1,3-glucanase au cours des différents stades\aiapdpement
de la vigne en 2004 montrent que les baies ténmmidsentent une activif@1,3-glucanase
stable depuis le stade "fermeture de la grappejujada fin de la véraison (soit environ 1,2
unités). L’activité-1,3-glucanase diminue ensuite au cours de la mt#tar (Figure 12).
L’application des bactéries au sol se traduit pae wugmentation de Il'activitg-1,3-
glucanase, en particulier au cours des stadesrqoégent la maturation (Figure 12 A et B).
Une plus forte activitd-1,3-glucanase est observée chez les vignes sadtéecA. Iwoffii
PTA-113, B. subtilis PTA-271 (Figure 12 A) eP. fluorescendPTA-CT2 (Figure 12 B),
(Figure 12 A).

Ce sont les deuR. Iwoffii (PTA-113 et PT-152)B. subtilisPTA-271 etP. fluorescens
PTA-CT2 qui se révelent les plus efficaces en tetmetimulation des activités chitinase et
B-1,3-glucanase dans les baies. Les niveaux d't&tides deux protéines PR sont
relativement comparables pour les deux années congc(2003 et 2004).

Dans les baies, I'évolution de l'activité chitinasst inverse a celle de l'activifgl,3-
glucanase au cours du développement de la plaet®.bactéries sont donc capables de
stimuler les activités chitinase ptl,3-glucanase chez les feuilles et les baies tmssp
traités. Il ressort donc que parmi les souchesié&gdA. Iwoffii PTA-113,B. subtilisPTA-
271 etP. fluorescendPTA-CT2 sont plus efficaces en terme de stimulaties activités
chitinase etp-1,3-glucanase dans les feuilles, alors que damsbhéees ce sont les deux
A. lwoffii (PTA-113 et PTA-152)B. subtilisPTA-271 etP. fluorescen®TA-CT2 qui sont les
plus actives.
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Tableau VI : Activité p-1,3-glucanase dans les baies de vigne suite plicagion des bactéries au
vignoble en 2003. Les bactérids Iwoffii PTA-113, A. Iwoffii PTA-152, B. subtilis: PTA-271,

P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerandTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 etP. fluorescens
PTA-CT2 ont été appliquées a une concentrationrxd® UFC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le
10 juin 2003. Les valeurs représentent les moyefime3) + I'erreur standard. Les valeurs suivies
d’un astérisque sont significativement différerpgas rapport au témoin d’aprés le test de Dunpan (
0,05).

Activité p-1,3-glucanase

S
Souches bactériennes (mg min™ g~ MF)

28/07/2003 02/09/2003

Témoin 4,60 + 0,20 0,17 +0,01
A. lwoffii PTA-113 5,38 +£2,10 0,15+ 0,03
A. lwoffii PTA-152 10,18 £+ 0,80 * 0,11 + 0,06
B. subtilisPTA-271 3,29+0,51 0,14 + 0,01

P. agglomeran®TA-AF1 14,42 +1,87 * 0,14 + 0,02
P. agglomeran®TA-AF2 4,63 + 0,63 0,17 +0,03
P. fluorescen®TA-268 14,39 +0,88 * 0,15+0,01
P. fluorescen®TA-CT2 6,25+1,41 0,39 +0,07 *

8,0 1 AmMoi 8,0 1
A © Témoin B O Témoin
PTA-113 PTA-AF1
6.0 L PTA-152 6.0 O PTAAF2
) A PTA-271 ) A PTA268
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Activité B-1,3-glucanase (mg ming” MF)
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Figure 12 : Activité B-1,3-glucanase dans les baies de vigne suite alitagion de bactéries au
vignoble en 2004. Les bactéries (A) lwoffii PTA-113,A. lwoffii PTA-152,B. subtilisPTA-271, (B)

P. agglomeran®TA-AF1, P. agglomeran®TA-AF2,P. fluorescen®TA-268 etP. fluorescen®TA-
CT2 ont été appliquées & une concentration de®IMEC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le 20
mai 2004. Les valeurs représentent les moyennel).(hZastérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au téndiapres le test de Duncap <€ 0,05).
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2.2.3 Relation entre la résistance de la vigne contredherea et les activités
chitinase et#-1,3-glucanase

Nous avons montré qu’au cours du traitement deidaeva l'aide des bactéries, les
feuilles expriment une activité chitinase précouwie d’'une forte activité3-1,3-glucanase.
Dans les baies, ces activités présentent des iiafierses. Ces réactions successives sont
associées a une diminution de l'infection des fesiilet des baies pd. cinerea Une
corrélation positive entre I'activité chitinase dales feuilles et leur capacité a résister aux
attaques d8. cinereaest établie (Figure 13 A). En effet, au stade &ure de la grappe (fin
juillet), les souches les plus performantes en ¢endiactivation de chitinase sont aussi
capables d’induire une protection des feuilles @Bt cinerea Il s’agit d’A. Iwoffii PTA-113
et desP. fluorescengPTA-268 et PTA-CT2) (Figure 13 A). A l'inversegltes conduisant a
une faible activité enzymatiqud.(lwoffii PTA-152 et le$. agglomeran$TA-AF1 et PTA-
AF2) ne procurent qu'une faible protection desussdoliaires contreB. cinerea (Figure
.13 A). Les essais réalisés sur les feuilles @iméture de la grappe (fin juillet) ne montrent
pas de corrélation entre I'activipel,3-glucanase et la protection des feuilles dee/igontre
B. cinerea compte tenu du faible niveau de l'activiiél,3-glucanase a ce stade (Figure 13
B).

Les mesures réalisées dans les baies montrentilohe ¢orrélation entre les réactions de
défense étudiées et la protection acquise (donm@esnontrées). Ces résultats suggerent que
la protection induite est sous le contrble au magiagiel de la succession de différentes

réactions de défense dans les différents organksplente.

3 Discussion

Dans cette étude, 7 souches bactériennes, isokda chizosphere et des différents
niveaux d’organisation de la vigne ont été retemums évaluer leur capacité a protéger la
vigne contreB. cinerea Ces souches ont été identifiées comfmewvoffii (PTA-113 et PTA-
152),B. subtilis(PTA-271),P. agglomerangPTA-AF1 et PTA-AF2) eP. fluorescengPTA-
268 et PTA-CT2) (Trotel-Azizt al, 2007). Dans cette étude, les effets de ces rectent
été appréhendés dans des conditions du vignadlieur action protectrice conti cinerea

et le suivi des réactions de défense de la vigne.
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Figure 13: Relation entre le développement de la nécrod® dmereaet les activités chitinaséj et
B-1,3-glucanaseB) dans les feuilles de vigne en réponse a I'apjitinades bactéries. Les bactéries
A. lwoffii PTA-113 (), A. lwoffii PTA-152 () B. subtilis PTA-271 A), P. agglomerans PTA-AF1
(m), P. agglomeran®TA-AF2 (), P. fluorescen®TA-268 (A) etP. fluorescen®TA-CT2 (/) ont

été appliquées & une concentration de 1 xIFC mi* au niveau du sol (parcelle NL) le 20 mai 2004.
Les tests de protection des feuilles sont réalieéd? juillet 2004 et les mesures des activités
enzymatiques le 22 juillet 2004 au stade fermederta grappe. TémoinO.
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Dans une premiere étude, les bactéries ont étégappk en souche pure selon trois
modalités afin de rendre compte de la méthodeus gfficace pour lutter contB cinereaau
vignoble. Les tests de protection réalisés suillésuont montré que la réduction de la taille
de la nécrose causée {ar cinereaest dépendante de la souche appliquée. En 2084, le
apports deP. agglomerandPTA-AF1 (originaire des feuilles) d®. fluorescendPTA-CT2
(originaire des sarments) réduisent fortementilketde la nécrose, quel que soit leur mode
d’application. Ces résultats sont comparables & odtenus en 2002, montrant également
une certaine variabilité de protection en réponse différentes souches (Magnin-Robett
al., 2007). Dans la majorité des cas, le niveau deeption semble étre également influencé
parla méthode d’inoculation de la bactérie. En effefpport des bactéries au sol se montre
plus efficace par rapport a l'infiltration et apalvérisation de celles-ci. L'application au sol
d’A. Iwoffii PTA-113 et deP. fluorescen$TA-CT2 se traduit par une réduction significative
des attaques d&. cinereadans les deux parcelles viticoles.

Par ailleurs, les différents tests réalisés en 280dn 2005 montrent que la protection
induite par les bactéries est également variablmed’année sur l'autre. Cette variabilité
pourrait relever de différents facteurs biotiqueseg¢sion parasitaire, interactions avec la
microflore locale...) et abiotiques (températurepdisbilité en nutriments...), mais aussi de
la dose (Pillay et Nowak 1997), de la frequenceeeladméthode d’application des bactéries
(Mazzolaet al, 1995b; Strigul et Kravchenko, 2006). Certaires abs facteurs peuvent
affecter la distribution des agents de lutte bimjog au sein de la plante ou dans leur
environnement (Mazzol&t al, 1995b) et par conséquent leur action protectdostre
B. cinerea Cette hypothése corrobore l'idée selon laquelie bactériesendophytes
(originaires de feuilles et de sarments) apparteaan genresPantoeaet Pseudomonas
seraient plus efficaces conBe cinereague celles originaires de la rhizosphére. Chenien
ou chez la pomme de terre, il a été montré que steshes bactériennes endophytes
appartenant aux genréaireobacteriumsp., Bacillus sp., Clavibacter sp., Methylbacterium
sp., Paenibacillus sp., Phyllobacterium sp., Pseudomonassp., sont capables de lutter
efficacement contre des pathogenes fongiques etemi@mctériens (Cheet al, 1995 ;
Sessitsclet al, 2004).

L’application au sol des bactéries issues du vigmale traduit par une réduction de la
nécrose foliaire et du pourcentage de contaminatésnbaies dans les conditions du vignoble.

Les bactéries les plus efficaces en terme de protedes feuilles contr®. cinereasont
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représentées pak. Iwoffii PTA-113 et PTA-152P. fluorescendPTA-268 et PTA-CT2 et
P. agglomeran$TA-AF1. On note toutefois une certaine hétérogérguant a la protection
des baies par ces souches. Une protection significales baies a été observée avec
P. agglomeranPTA-AF1 en particulier chez les grappes situéasladace Est des rangs
faiblement infectée paB. cinerea Ceci peut étre expliqué par une différence deaulonat
présent dans la canopée pouvant influencer le dgpement et /ou la virulence du
champignon (Nair et Allen, 1993 ; Perciwatl al., 1994 ; Holzet al, 2003 ; Schmidet al,
2004), mais aussi l'activité et/ ou la croissan@s aggents de biocontréle (Davies et
Whitbread, 1989 ; Mathret al, 1994 ; Hannusch et Boland, 1996 ; Baal, 2002).

Des études antérieures ont montré que la protesttuite par certaines bactéries serait
liée a leur capacité a coloniser le sol, la rhibésp et les tissus de la plante (Beilal,
1991 ; Chin-A-Woenget al, 2000 ; Giddengt al, 2003 ; Schmidet al, 2004). D’autres
travaux démontrent qu®. agglomeransest une bactérie rhizosphérique ou épiphytique
efficace aussi bien chez le poirier corfsvinia amylovora(Stockwellet al, 2002 ; Wright
et al, 2001) que chez des fruits (pomme, cerise, frasseckés apres la récolte contre
B. cinerea Penicillium expansumou Rhizopus stolonife(Francést al, 2006). Des résultats
similaires ont également été rapportés suite disation deP. fluorescen®t deB. subtilis
chez de nombreuses plantes (abricotier, chou, oo haricot, tomate) vis-a-vis d’agents
pathogénes fongiques ou méme viraux (Van Reeal, 1991 ; Asaka et Shoda., 1996 ;
Leemanet al, 1996 ; Georgakopoulost al, 2002 ; Walkeret al, 2002 ; Altindaget al,
2006 ; Jiet al, 2006). Nos résultats démontrent aussi pourdengare fois que deux souches
de typeAcinetobacter lwoffiid’origine racinaire) sont capables de protégevi¢ge contre
B. cinereaau vignoble.

Les niveaux de protection des feuilles obtenus@bZen I'absence de renouvellement
d’application des bactéries) sont généralement epafybes voire améliorés par rapport a ceux
obtenus en 2004. L’effet protecteur conBecinereaest nettement marqué en présence de
P. agglomeran®TA-AF1 et des deuR. fluorescenghez les feuilles et en présence des deux
A. lwoffii et des deu®. agglomeranghez les baies. Ces effets bénéfiques peuvenliétra
I'origine et/ou la source des bactéries sélectieanét donc a leur adaptation a
I'environnement viticole. Cette adaptation pour@ntribuer au maintien des bactéries a un
niveau suffisant dans la rhizosphére ou dans kesudi de la plante au cours de son
développement. Les travaux de Yat al (2003) montrent que les populations de

P. fluorescenpossedent une capacité a coloniser les racinesntite supérieure a celle des
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populations deBacillus pumilus Néanmoins,B. pumilus est plus persistante dans la
rhizosphere compte tenu de la formation d’endospamntribuant a son adaptation et sa
survie aux conditions du milieu (Yaat al, 2003).

La pression parasitaire semble aussi affecteriVigéetprotectrice des bactéries issues du
vignoble. Ainsi, en 2004 le taux de contaminaties baies était voisin de 45% et la meilleure
protection obtenue en présence des bactéries rnesspas 24%, alors qu'en 2005 la
pression parasitaire était faible (13,5%) et latgution des baies atteint environ 63%. Ces
résultats sont en accord avec dautres études amintque le contrdle de certains
champignons pathogenes par des bactéries est gftigece en présence d’une forte pression
parasitaire (Landat al, 2001 ; Schmidét al, 2004).

La protection induite par les bactéries semblelt&sde processus liés a une résistance
systémique induite (ISR) chez la vigne, compte tdeula séparation spatiale des sites
d’application des bactéries (sol) et de I'agenhpgéne (feuilles et baies). Le degré de cette
ISR est différent d’'une souche a l'autre et potunraiever de divers mécanismes impliquant
I'origine des bactéries et /ou leur concentratiamgdla rhizosphere ou dans les tissus de la
plante, mais aussi de la nature des composés iderigctérienne pouvant contribuer a I'lSR
(Raaijmakerset al, 1995; Hanet al, 2006). L’hypothese d'une ISR induite par les
Pseudomonasontre différents pathogenes a largement été regmachez Arabidopsis
thaliana le radis, le tabac ou encore I'ceillet (Van Pateal, 1991 ; Maurhofeet al, 1994 ;
Leemaret al, 1995 ; Pieterset al, 1996 ; lavicoliet al, 2003).

La résistance induite par les bactéries chez laevige trouve souvent liée a une
stimulation des réactions de défense, en particdéd activité chitinase et dans certains cas a
celle de laB-1,3-glucanase dans les feuilles et dans les bBi&ss tous les cas, ces deux
réactions sont stimulées de maniere successiveerabls étre alternées au cours du
développement de la vigne. En effet, lorsque Raigtichitinase chute dans les feuilles (a la
fin de la véraison), celle des baies augmente atsate la maturation des fruits. Ces résultats
sont en accord avec des travaux antérieurs (Rabieisal, 1997 ; Salzmaet al, 1998). A
I'inverse, lorsque l'activité deB-1,3-glucanase augmente dans les feuilles a laddina
véraison, celle des baies chute en pleine maturats fruits. Ces résultats sont différents de
ceux décrits par Robinsaat al. (1997) et par Derckedt al (1998b), qui ne détectent aucune
activité p-1,3-glucanase dans les baies quel que soit lede siadéveloppement.

L’amplitude des activités chitinasefetl,3-glucanase dans les feuilles et dans les kates

différente d’'une souche a une autre, malgré defilgproomparables a ceux du témoin.
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Globalement une forte activité chitinase est expeardans les feuilles au stade “fermeture de
la grappe" et dans les baies au cours de la mairab réponse aux dedk fluorescenset
A. lwoffii PTA-113, alors que I8-1,3-glucanase est fortement activée par les deughes
d’A. Iwoffii, P. fluorescen®TA-CT2 etP. agglomeran®TA-AF1 dans les feuilles a la fin de
la véraison et dans les baies des la mi-véraisamnré3eiltats suggerent que la stimulation des
activités chitinase di-1,3-glucanase pourrait résulter de I'activationdd@®@rentes isoformes
de ces protéines PR présentes dans les feuiltas @dhs les baies. D’autre part, la succession
temporelle et spatiale des activités de ces prsésuggere qu'il y aurait un transfert de
signaux d'un organe a un autre des le début deéfaison, régissant I'expression des
protéines de défenses ou encore le transport aésirs PR d’'un organe a l'autre. En ce
sens, les travaux de Bortolo#t al (2005), réalisés sur des plants de tabacs trampegs
surexprimant une protéine PR originaire du maigygstent que cette protéine serait
transportée des racines vers les feuilles via lesymdesmes des éléments du phloeme.
L’accumulation ou I'expression des chitinase$-at3-glucanases a été mise en évidence
chez la vigne en réponse a de nombreux pathog&tgsqtie Pseudomonas syringae
P. viticola (Busamet al, 1997 ; Roberét al, 2002),B. cinerea(Derckelet al, 1999 ; Robert
et al, 2002) etE. necator(Robertet al, 2002). Des réactions similaires ont égalemedt ét
observées suite a l'application de composés aetivatde la SAR (Busarat al,1997 ;
Derckelet al, 1998b ; Repkat al, 2000), d’oligosaccharides (Rep&taal, 2000 ; Azizet
al., 2003 ; 2004; Trotel-Aziet al, 2006 ; Azizet al, 2006 ; 2007) ou a I'exposition aux UV
(Bonomelli et al, 2004). L'implication de ces protéines PR dansésistance de la vigne
contre les agents pathogeresté fortement suggérée en utilisant deux soubdBs cinerea
de différents degrés de virulence (Dercletlal, 1999) ou des cépages de sensibilités
différentes (Busaret al, 1997 ; Giannakist al, 1998 ; Azizet al, 2003 ; 2004 ; Bonomelli
et al, 2004). Des effets synergiques de ces protéinesnPRussi été suggerés (Mawathal.,
1988 ; Jachet al, 1995). En outre, les chitinases et [&4,3-glucanases génerent des
oligomeéres de glucane ou de chitine a partir deal@i des pathogenes, susceptibles d'étre
reconnus par des récepteurs membranaires de & giad’ amplifier les réactions de défense
(Punja et Zhang, 1993 ; Friteg al, 1998).
L’existence d’'une corrélation entre I'activité ¢hase et la protection des feuilles contre
B. cinereasuggére que cette réaction de défense seraitqu@didans I'établissement d’'une
ISR. Ces résultats sont en accord avec ceux ragppar Cartieaust al (2003) ou par Wang

et al. (2005) cheZA. thalianaet contraires aux travaux de Pieterse et de dé&sbomteurs
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(2001) ne montrant aucune relation entre I'ISRietlliction des protéines PR en réponse aux
rhizobactéries chez la méme plange thaliang. Toutefois, 'absence de corrélation entre
I'activité p-1,3-glucanase et la résistance des feuillBs @énerea peut étre liée au stade de
développement mais aussi aux mécanismes implicaEsld regulation dgs1,3-glucanases.
Ces résultats suggerent que I'expression de lataésie impliquerait d’autres mécanismes de
défense opérant au niveau des voies des phénylpies ou celles des dérivées des acides
gras. Dans ce sens, des études sur des feuillesral@ants ont montré que certaines de ces
bactéries sont capables de stimuler I'activitéade®X et celle de la PAL (Trotel-Aziet al,
2007) ainsi que 'accumulation des phytoalexinesyératrol et viniférines (Verhagen al.,
communication personnelle). En outre, nous avonstr@ajue I'application des bactéries au
vignoble conduit aussi & une stimulation transitalle I'activité PAL chez les feuilles de
vigne. Cette enzyme est impliguée dans la syntliese phytoalexines et de SA. Ces
composeés pourraient donc intervenir dans la résistales feuilles contrB. cinereasuite a
I'application des bactéries au vignoble.

Dans cette étude, méme si I'effet direct des bastéur I'agent pathogéne n’a pas été
rapporté, des résultats a partir de tests réaiiséitro ont révélé que parmi les 7 souches
sélectionnées, seul® agglomerangPTA-AF1) etP. fluorescengPTA-CT2) exercent une
activité antagoniste vis-a-vis d& cinerea(Trotel-Aziz et al, 2007). Les mémes bactéries
sont aussi capables d’'induire de multiples réastida défense chez la vigne. Ces résultats
suggerent que l'effet protecteur induit par cesches peut résulter a la fois de la stimulation
des mécanismes de défense de la plante et d'unafféongique direct (De Boest al.,
2003 ; Lucyet al, 2004). Dans cette étude, méme si les souchdsapptiquées au sol et
considérées séparéesBlecinerea il est probable qu'il existe des interactionsdies entre
les bactéries et le pathogéne dans les tissusplante. Différentes souches Befluorescens
(Maurhoferet al, 1994 ; Dowling et O'Gara, 1994 ; lavicddt al, 2003 ; Mezianet al,
2005),P. agglomerangAmellal et al, 1998 ; Wrightet al, 2001 ; Stockwelet al. 2002) et
de B. subtilis (Pusey, 1989 ; Rodgers, 1989 ; Asaka et Shod& 19ehmidtet al, 2004)
sont capables d'agir directement contre différeagents pathogenes en synthétisant des
molécules chélatrices de fer (sidérophores) ou dmmposés a activités antifongiques
(antibiotiques, enzymes hydrolytiques). Ces compasdthétisés par les bactéries peuvent
aussi contribuer a l'induction de I'ISR (Mazzota al, 1995a ; Van Weest al, 1997 ;
Audenaertet al, 2002 ; Stockwelkt al, 2002 ; Bakkeet al, 2003 ; lavicoliet al, 2003 ;

Mezianeet al, 2005). On peut noter que dans la majorité dedacarotection induite par les
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bactéries contr8. cinereaserait d’avantage liée a I'induction de la résistachez la vigne

gu’a un effet antagoniste direct.
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CHAPITRE 2

EFFETS DES COMBINAISONS DE
BACTERIES SUR LA PROTECTION
CONTREB. CINEREAET STIMULATION DES
DEFENSES DE LA VIGNE DANS LES
CONDITIONS DU VIGNOBLE
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CHAPITRE 2

Effets des combinaisons de bactéries sur la protéah contre
B. cinereaet stimulation des défenses de la vigne dans les

conditions du vignoble

1 Introduction

Diverses bactéries issues de la rhizosphere oa pleyllosphéere sont capables de protéger
certaines plantes vis-a-vis de nombreux organigragdsogenes. Cette protection impliquerait
des mécanismes d’action directs et indirects absanit & une résistance systémique induite
(ISR) chez la plante. Les bactéries capables diadwne ISR sont généralement
rhizosphériques ou endophytiques et appartiennenganreBacillussp. (Benhamoet al,
1996b ; Sailajeet al, 1997 ; Park et Kloepper, 200@Burkholderiasp. (Sharma et Nowak,
1998),Lysobactersp. (Kilic-Ekici et Yuen, 2004)Pseudomonasp. (Van Peeet al, 1991 ;
Wei et al, 1991 ; M'Pigaet al, 1997 ; Ongena&t al, 1999 ; Cheret al, 2000 ; Park et
Kloepper, 2000 ; lavicolet al, 2003) etSerratiasp. (Liet al 1995 ; Presst al, 1997 ; Park
et Kloepper, 2000). Les mécanismes responsablesfid¢s protecteurs sont donc multiples et
variables d’'une souche a l'autre. Certains d’eetig peuvent intervenir indépendamment,
mais ils coexistent souvent et peuvent interféesrins avec les autres (Hameaml, 1991 ;
Duijff et al, 1993 ; Paét al, 2001 ; Someyat al., 2001 ; Bolwerlet al, 2003 ; Kamenskgt
al., 2003).

L’efficacité de la lutte biologiqueia I'utilisation d’'une seule bactérie est souventatale
et dépend du pathosysteme et des conditions diexpétation (Handelsman et Stabb, 1996 ;
Lucy et al, 2004). Cette variabilité résulterait, d’'une pdes capacités adaptatives de lI'agent
de la lutte biologique aux facteurs de I'environeein (température, activité de I'eau,
caractéristiques du sol, disponibilité en éléementsitifs...) (Mathreet al, 1994 ; Horwattet
al., 1998 ; Lavilleet al, 1999 ; Schmidet al, 2004 ; Strigul et Kravchenko, 2006) et d’autre
part des interactions directes ou indirectes aescautres microorganismes associés a la
plante (Postmat al, 1990 ; Wrightet al, 1995 ; Van Veert al. 1997 ; Brimecombet al,

1999). D’autres facteurs comme la nature et I'albocd des exsudats racinaires peuvent étre
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impliqués dans l'efficacité de I'action des agedéslutte biologique (Kazmaat al, 2000 ;
Notz et al, 2002 ; Kravchenket al, 2003 ; Kamilovaet al, 2006 ; Strigul et Kravenchko,
2006). Ces facteurs de nature biotique et abiotsgue susceptibles d’affecter la croissance et
la survie des agents de la lutte biologique et qmrséquent de moduler leur activité de
colonisation (Weller, 1988 ; Davies et Whitbrea®89 ; Pillay et Nowak, 1997) et de
biocontréle (Schipperst al, 1987; Hannusch et Boland, 1996). Certains travlustrent
I'implication de facteurs de I'environnement dars régulation de la production par les
bactéries de divers composés déterminants dansitta biologique contre des agents
pathogenes (Lavillet al, 1992). Ainsi, la production d’antibiotiques, tejge le DAPG et la
phénazine-1-carboxamide par d@seudomonassp. est stimulée par une disponibilité
importante de glycérol, de phénylalanine ou dediyr® (Duffy et Défago, 1999 ; Van Ri}

al., 2004) par les baisses de température (21 a 1B%C3tress salins et le manque de fer, de
sulfate et de phosphate (Van Rij al, 2004). Duffy et Défago (1999) relatent un effet
régulateur du glucose qui peut a la fois stimukerproduction du DAPG et inhiber la
production de pyolutéorine ch®seudomonas fluoresce@$1A0. Maurhofer et ses colléegues
(2004) ont récemment observé que l'association @lex &. fluorescensCHAO et Q2-87
permettait d’augmenter la production de DAPG parccme des bactéries. Un autre exemple
d’interaction dans la rhizosphére concerne l'adugarique issu déusarium oxysporum
capable d’inhiber la production du DAPG chezfluorescensCHAO et d’affaiblir donc la
capacité de la bactérie a protéger les plants mati® contrd=usarium oxysporuniDuffy et
Défago, 1997 ; Schnider-Kedt al, 2000 ; Notzet al, 2002 ; Duffy et al, 2004). Ce
composeé inhibe également la multiplication d’agesésla lutte biologique appartenant au
genre Bacillus (Bacon et al, 2006). D’autres composés issus des rhizobastgrérivent
réguler les déterminants bactériens du biocont&itesi la N-acyl-homosérine (AHL) lactone
issue dePseudomonas aureofacieB8-84, stimule chez celle-ci la production de @zéme
(antibiotique) (Piersoret al, 1998a, b). Van den Broeit al (2003) ont décrit chez une
méme espece bactérienneRBeudomonasp. deux états physiologiques différents qualifiés
de phase | et phase Il. Les bactéries en phasatlcspables de protéger le blé contre
Gaeumannomyces gramingv. tritici via la production de composés antifongiques, des
protéases, des lipases et des chitinases. A 15eyées bactéries en phase Il ne produisent pas
de molécules antifongiques et par conséquent pelelancapacité protectrice. Ce phénoméne
pourrait exister chez de nombreuses bactériesrait slonc a I'origine d’'une variabilité de

I'efficacité de la lutte biologique.
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Les taux de protection obtenus suite a l'utilisatdbun seul microorganisme de la lutte
biologique sont souvent trés variables selon lee tgp pathogénes. Ces microorganismes
apportent généralement des niveaux de protectidielsa parfois inconstants et dépendant
des conditions du milieu (Mathret al, 1994 ; Diket al, 1999 ; Schmidet al, 2001 ;
Jetiyanon et Kloepper, 2002 ; De Boetr al, 2007). D’'ou la nécessité de combiner ou
d’alterner des agents de lutte biologique possédiemimeécanismes d’action complémentaires
afin d’optimiser leur efficacité vis-a-vis des atgephytopathogénes (Waa al, 2002). De
nombreuses études ont montré que I'application steghes bactériennes en mélanges se
traduit par une forte protection contre les aggrathogenes par comparaison aux effets
obtenus a I'aide d’'une seule souche (Janisiewi@&oet, 1995 ; Schisler, 1997 ; Dunekal,
1998 ; Fukuiet al, 1999 ; De Boeet al, 1999 ; Guetsket al, 2002a ; De Boegt al, 2003).
Ainsi, les combinaisons deseudomonas putid®E8 aved. putidaWCS358 ou d®. putida
RS56 avedP. fluorescendRS-111 permettent d’obtenir une réduction plusdrtgnte des
attagques dd-usarium oxysporunsur le radis par rapport a l'application de cha&cues
bactéries séparément (De Badral, 1999). Ces effets résulteraient de la combimaid®
différents mécanismes d’actions caractérisant cegh®s, comme il a été rapporté par
d’autres auteurs chez la tomate, le pommier, I'geanle concombre, le mais ou la betterave
(Janisiewicz, 1996 ; Dunnet al, 1998 ; Raupach et Kloepper, 1998 ; Balal, 2001 ;
Whipps, 2001 ; Szczech et Shoda, 2004 ; Roletred, 2005 ; Mezianeet al, 2006). Dans
certains cas, la production d’antibiotiques confaifit a la suppression de phytopathogenes
fongiqgues est augmentée chez les bactéries anthg®nien présence de diverses
rhizobactéries (Piersoet al, 1998 a ; 1998b ; Lutet al, 2004 ; Maurhdofeet al, 2004 ; De
Boeret al, 2007). D’autres phénomenes liés a I'adaptatematients de la lutte biologique et
a la colonisation de la plante au cours de sonldgpement seraient déterminants dans
I'efficacité et la stabilité de la protection intkiipar les mélanges de bactéries (Raupach et
Kloepper, 1998). La combinaison de différents mégraas d’'action résultant de I'association
de différents agents contribuerait a lutter contréarge spectre d’agents pathogenes.

En plus des effets coopératifs entre des agenis ldée biologique, il n’est pas exclu
que certaines bactéries puissent étre antagonist@svis d’autres organismes initialement
actifs. Dans une récente étude (Andersein al, 2004), il a été montré qu’une
Pseudomonas fluoresceA$06 était capable de sécréter une protéase ingdiglans la lutte
contre Erwinia amylovorachez le poirier et le pommier. Cette protéaseitségalement

susceptible de dégrader des molécules antibiotiquesluites par d’autres bactéries
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bénéfiquesPantoea agglomeransh252 etP. agglomeran<9-1, inhibant ainsi leur pouvoir
protecteur. Le phénoméne de compétition pour léméhts nutritifs intervient également
dans I'antagonisme direct entre des agents dété&abiologique provoquant ainsi une perte de
I'activité protectrice des mélanges bactériensavigs d’'un pathogéne fongique (de la Catz
al., 1992 ; Raaijmakerst al, 1995 ; De Boeet al, 1999). Cette perte d’activité protectrice
semble également dépendre de 'ordre dans leqaeddeches constituants le mélange sont
appliguées sur la plante (Szczech et Shoda, 2004).

Dans le précédent chapitre, nos résultats relatifatilisation de bactéries individuelles
ont permis de distinguer que le pourcentage degtioh et 'amplitude des réactions induites
chez la vigne variaient en fonction de la soucliesmndde de son application, mais aussi de la
pression parasitaire caractérisant chaque pamdeidpérimentation. L'objectif de cette étude
est d’améliorer le taux de protection de la vigoetre B. cinereaen associant des souches
distinctes sur le plan génétique qui pourraient aigi des mécanismes complémentaires. Les
souches bactériennes sélectionnées ont été apgdiquevignoble sous forme de différentes
combinaisons allant de deux a sept souches. Letsafé ces mélanges ont été évalués a la
fois au niveau de la protection des feuilles et bla®s de vigne contrB. cinereaet de
I'activation de certaines réactions de défensdif@se ep-1,3-glucanase et dans certains cas
la PAL).

2 Résultats

Les expériences ont été menées dans les mémestiaosidgque celles relatives a

I'application des bactéries individuelles au vigleoprésentées dans le chapitre 1.

2.1 Evaluation de la résistance de la vigne B. cinereasuite a
I'application des mélanges de bactéries
L’effet systémique des mélanges de bactéries &\&kié au vignoble par des essais de
protection contrdB. cinereaa la fois chez les feuilles et chez les baieqgloesdes bactéries
sont appliqguées au sol. Les applications des méfangt été réalisées en 2003 et en 2004.
Une étude similaire a également été réalisée e’ 200/'absence de renouvellement de

I'application des bactéries.
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2.1.1 Effet des mélanges de bactéries sur la protecties teuilles contre B. cinerea

a. Suite a I'application annuelle des bactéries

Les tests de protection ont été réalisés chez elges prélevées au vignoble en 2004
puis inoculées au laboratoire par une suspensioidienne deB. cinerea Les résultats
obtenus montrent que les effets de plusieurs caardans de bactéries se traduisent par une
réduction de la taille de la nécrose foliaire cauggar B. cinerea (Figure 1 A).
L’enrichissement du sol par le mélange des deuxtssi deP. agglomerangAF1+AF2)
conduit a un taux de protection d’environ 53% (IFeggd A). B. subtilisa elle seule ou les
deux mélanges binairés. Iwoffii (113+152) eP. fluoresceng268+CT2) ne provoquent pas
d’effet protecteur significatif (Figure 1 A).

Les combinaisons de trois souches, en particukeB.dsubtilisPTA-271 avec les deux
souches dA. Iwoffii AL (271+AL) ou avec les deuR. fluorescens’F (271+PF) conduisent
elles aussi a une réduction importante de la néciisnviron 75% et 56% (Figure 1 A). Le
mélange contenam8. subtilisPTA-271 etP. agglomeran$A (271+PA) se traduit aussi par
une protection significative des feuilles pouvatieiadre 47%. Les mélanges quaternaires
composeés . Iwoffii AL et P. agglomeransPA (AL+PA) ou deP. agglomeransPA et
P. fluorescen®F (PA+PF) favorisent aussi une protection sigaifve contreB. cinerea de
méme ordre voire supérieure a celle obtenue cheaifgnes traitées avec les mélanges
binaires qui les composent. Le mélange constitu® Idioffii AL et P. fluorescensPF
(AL+PF) ne montre pas d’effet protecteur.

A I'exception de la combinaison 271+AL+PF, l'assdimn de 5 a 6 souches se traduit par
une protection importante comprise entre 59 et ggure 1 A). Cette protection est
sensiblement supérieure a celle induite par chggunee séparément. L'apport des 7 souches
en mélange (MIX 7) ne procure pas deffet protectsignificatif, lorsque celles-ci sont

appliquées au sol (Figure 1 A).

b. En I'absence de renouvellement annuel des baciés

En 2005, les essais ont été réalisés dans les méarahtions que celles décrites
précédemment sur des feuilles issues de plantag ay@ bactérisées en 2003 et en 2004.
Dans la majorité des cas, les feuilles issues dgeevidont le sol a été enrichi préalablement
par des mélanges de bactéries expriment une msesgccrue 8. cinerea(Figure 1 B). Le

mélange des deux souchesRlagglomerangAF1+AF2) conduit a une protection similaire a
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Figure 1: Protection des feuilles de vigne conBrecinereapar des mélanges de bactéries issues du
vignoble. Les mélanges de souches ont été appliguésol du vignoble (NL) a une concentration
finale de 18 UFC mI' (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En 208pport des bactéries au sol

n'a pas été renouvelé. Les feuilles de vigne oétpgélevées le 17 juillet 2004 (deux mois aprés
'application des bactéries)Af et le 21 juillet 2005 B), puis inoculées au laboratoire avec une
suspension conidienne Be cinereaa 1x10 spores nit. La contamination des feuilles (diamétre de la
nécrose) a été estimée 7 j post-inoculation. Lésuva représentent les moyennes des nécroses sur 20
a 30 feuilles par traitement. Les histogrammes tal@amméme lettre ne sont pas significativement
différents d’aprés le test de Duncgn< 0,05). AL = 113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2,
MIX7 = 271+AL+PA+PF.
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celle obtenue en 2004 (Figure 1 A et B), alors gelei constitué des deuR. fluorescens
(268+CT2) (n'ayant pas d’effet en 2004) conduitree dorte protection des feuilles contre
B. cinerea en 2005 (d’environ 50%). Aucune réduction sigrifice des attaques de
B. cinerean’a été observée chez les plantes traitées marulgleA. Iwoffii (113+152) (Figure
1 A et B). L'application au sol en 2003 et en 2@@$ mélanges 3 et 4 souches se traduit par
une protection significative des feuilles en 20@n effet, les mélanges constitués de
271+AL, de 271+PA, de 271+PF, de AL+PA, de AL+PFdmiPA+PF conduisent a une
protection pouvant atteindre 60% par rapport awténiFigure 1 B). Les feuilles issues de
vigne précédemment traitées par les mélanges tgistide 5 (271+AL+PA, 271+AL+PF,
271+PA+PF), de 6 (AL+PA+PF) ou de 7 souches (MIXeXpriment elles aussi une
résistance accrueBa cinereacomprise entre 54 et 68 %.

Ces résultats montrent que les mélanges de bacté&ieonduisent pas nécessairement a
une protection des feuilles contB: cinereasupérieure a celle obtenue en réponse aux
bactéries individuelles. On peut noter égalemert lg@s niveaux de protection des feuilles

obtenus en 2005 sont généralement supérieurs adee2@04.

2.1.2 Effet des mélanges de bactéries sur la protecties Baies contre B. cinerea

a. Suite a I'application annuelle des bactéries

Les effets protecteurs des mélanges de bactérielgatement été estimés chez les baies.
En 2004, compte tenu d'une faible pression Rle cinerea observée a la maturation,
I'estimation de la contamination a été réalisédit@ment (soit le 28 octobre 2004). Chez le
témoin, une moyenne de 44,7% baies contaminéegraape a été observée en 2004 (Figure
2 A). Cette contamination concerne environ 35%liéss chez les grappes situées sur le coté
Est des rangs et 54,5% de celles situées surde@aest (Tableau I). L’apport des bactéries
au sol se traduit généralement par une protecigmfisative des baies qui varie en fonction
de la composition des mélanges de souches. Le gelda deux souches appartenant a
P. agglomerangAF1+AF2) conduit a une protection significativestbaies contrB. cinerea
(Figure 2 A). Cette protection est particulieremestte sur le co6té Ouest des vignes, ou
I'intensité des symptémes est réduite (d’envirofo24Ce niveau de protection est d’ailleurs
tres proche de celui induit p&. agglomeran®®TA-AF1 seule (Figure 2 A). Les baies des
plantes traitées avec les autres mélanges binaoestitués des deux souchAslwoffii
(113+152) ouP. fluoresceng268+CT2) présentent le méme degré de contammatie le
témoin (Figure 2 A, Tableau I).
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Figure 2: Protection des baies de vignes comrecinereapar des mélanges de bactéries issues du
vignoble. Les mélanges de souches ont été appliguésol du vignoble (NL) a une concentration
finale de 16 UFC mi* (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En 2008yra traitement bactérien
n'a été renouvelé. L’intensité de la contaminaties baies paB. cinereaa été déterminée a la fin de
la maturation le 28 octobre 200A)(et le 21 septembre 200B)(sur un total de 100 grappes par
traitement. Les histogrammes ayant la méme letdrsamt pas significativement différents d’apres le
test de Duncanp( < 0,05). AL = 113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CTRIIX7 =
271+AL+PA+PF.
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Concernant les combinaisons de trois ou quatre souches, seule |'amsa@&. subtilis
PTA-271 associée aux delx agglomerand?A conduit a une protection significative des
grappes contrB. cinerealenviron 24%). Cette protection est similaire a celle obtenee le
mélange de deu®. agglomerangdAF1+AF2) (22%) (Figure 4 A), en particulier sur les
grappes de la face Ouest (Tableau I). La combinaison desPdagglomeran$A montrant
un effet protecteur a elle seule, ne procure aucun effefisaifilorsqu’elle est apportée au

sol en présence du gerkelwoffii AL ou deP. fluorescen®F (Figure 2A).

b. En I'absence d’un renouvellement annuel des bactéries

En 2005, les attaques des baies Pacinereaont été plus précoces qu’en 2004. Ainsi
I'estimation de l'intensité de contamination des baies a pu &hfesée en pleine maturation
(21 septembre 2005). Chez les plants témoins, la contamination depdrdiesinereaest
d’environ 13,4%, soit 3,3 fois inférieure a celle obtenue en 2004 (Figukest B). Dans la
majorité des cas, le traitement des vignes par les mélatgdsactéries conduit a une
protection significative des baies. Concernant les mélangesrdsina I'exception de la
combinaison des deu®. fluorescens(268+CT2) (Figure 2 B), l'application des deux
A. lwoffii (113+152) ou des dewR. agglomerangAF1+AF2) se traduit par une protection
des baies comprise entre 50 et 80% (Figure 2 B). Dans le cadldoga duP. agglomerans
(AF1+AF2), cette protection est répartie de maniére simitntre la face Est et la face Ouest
(Tableau I). Ces taux de protection sont relativement supériecesdaretrouvés avec les
bactéries appliqguées séparément (Figure 2 B, Tableau I).
En réponse a l'application des combinaisons impliquant trois a quatohes, le taux de
protection reste variable selon la composition du mélange (Figuje QeBe protection est
fortement significative en réponse aux mélanges des sodchHe®ffii et P. agglomerans
(AL+PA) (environ 45%),A. Iwoffii et P. fluorescens(AL+PF) (47%) ouB. subtilis et
P. agglomerang271+PA) (56%) (Figure 2 B). Ces trois mélanges sembletitpla&rement
efficaces a protéger les grappes de la face Est cBntrimerea(Tableau ). On remarque
toutefois qu’en présence des mélanges combiRaagglomeran$A avecA. Iwoffii AL ou
P. agglomeransPA avecB. subtilis (PTA-271), le niveau de protection n’atteint pas celui
obtenu en présence du mélargeagglomerangAF1+AF2) (Figure 2 B). Les baies des

plantes traitées avec les mélanges 271+AL ou PA+PF ne moatnenhe résistance a
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Tableau | : Effet des mélanges de bactéries sur la protectas baies contm. cinerea.Les essais

ont été réalisés dans la parcelle NL en 2004 €5.208s mélanges des souches ont été appliqués au
vignoble (NL) a une concentration finale dé LFC mI* par dépét au sol (150 ml par vigne) en 2003
et en 2004. En 2005, aucun traitement bactériegt@'aenouvelé. L'intensité de la contamination des
baies parB. cinereaa été déterminée le 28 octobre 2004 (soit a ladéina maturation) et le 21
septembre 2005 sur 50 grappes de la face Estgrappes de la face Ouest par traitement. Les &aleur
(moyennes) suivies de la méme lettre ne sont masfisativement différentes d’aprés le test de
Duncan p < 0,05, analyse de variance par colonne).

Contamination des baies (%)

Contamination des baies (%)

Traitements
Face Est Face Ouest Face Est Face Ouest

Témoin 349 a 545 a 13,3 a 13,5a

A. Iwoffii PTA-113 35,6 a 58,3 a 46Db 51b
A. lwoffii PTA-152 41.1 a 56,0 a 46Db 11,2 ab
B. subtilisPTA-271 34,7 a 59,8 a 7,7b 11,9 ab
P. agglomeran®TA-AF1 20,3 b 47,7 b 53b 9,8 ab

P. agglomeran®TA-AF2 33,9ab 40,2 b 53b 49D
P. fluorescen®TA-268 39,4 a 70,0 a 10,6 ab 18,4 a
P. fluorescen®TA-CT2 48,8 a 68,0 a 3,7b 13,4 a

AL 32,3 ab 53,4 a 3,1b 9,8a

PA 27,9 ab 41,4 b 32b 16Db

PF 36,4 ab 68,2 c 95a 8,9 ab

271+AL 43,8 a 69,7 c 149 a 16,6 a
271+PA 25,5 ab 41,4 b 48b 7,0 ab
271+PF 36,1 a 51,4 a 7,6 ab 10,6 a
AL+PA 28,7 ab 50,6 a 6,8b 7,8 ab
AL+PF 27,8 ab 54,7 a 48b 9,2 ab
PA+PF 28,9 ab 49,3 ab 7,5 ab 10,3 a
271+AL+PA 27,3 a 51,7 a 6,8b 9,4 ab
271+AL+PF 295a 73,5¢C 8,8 a 21,3 a
271+PA+PF 39,4 a 479 a 3,1b 8,6 ab

AL+PA+PF 48,3 a 58,9 a 41b 6,1b
271+AL+PA+PF 28,6 a 63,4 a 10,5a 12,4 a

AL =113+153, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2, MIX7 =RHAL+PA+PF
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B. cinerea alors que les mélanges binaires seufs tvoffii (113+152) et d®. agglomerans
(AF1+AF2) se montrent efficaces conBecinerea

Suite a l'application au sol du mélange de cing souches (271+PA+Pe asix
(AL+PA+PF), une réduction de l'intensité de contamination des lwbgaviron 50 a 60% est
obtenue (Figure 2 B). Dans ces conditions, le niveau de protectiorvéludesz les plantes
préalablement traitées avec agglomerandAF1+AF2) n’est toujours pas atteint. On note
aussi que le pourcentage de protection est relativement similaire erdelefaces des rangs
(Tableau ).

La fréquence de contamination des baies a également été éaal@ée4 et en 2005 au
vignoble. Il en ressort, qu’en 2004 et quelle que soit la ou les bacagpdiquées, le taux de
fréquence de la pourriture grise n’est pas différent par rappd@moin (Annexe 2 : Tableau
| et 1ll). Néanmoins, en 2005 les plantes préalablement traitées @ertains mélanges
impliquant A. lwoffii et P. agglomeransseules ou en association, montrent une légére

réduction de la frequence de contamination des baies (Annexe 2 : Tableau)ll et IV

2.2 Effet des mélanges de bactéries sur les réactions défense de la
vigne
Les activités chitinase @t1,3-glucanase ont été suivies du 11 juin au 6 septembre 2004
dans les feuilles et du 4 aolt au 14 octobre 2004 dans les baies bafiplieation des

mélanges de bactéries au sol.

2.2.1 Activités chitinase et [3-1,3-glucanase dans leslfes

a. Activité chitinase

L’activité chitinase dans les feuilles des plantes témoins&sieur & 0,1 mg mih g* MF
depuis le stade " boutons floraux séparés " (début juin) jusqu’au spidies"grosseur de la
grenaille" (début juillet). Cette activité augmente fortem@hin facteur 20) jusqu’a la fin
aodt, ensuite diminue a partir de la fin de la véraison (début dengmgf) jusqu’a atteindre
son niveau initial (Figure 3 A). Suite a l'application des mgdsnbinaires de bactéries,
I'activité chitinase est fortement stimulée des le stade tmsufioraux sépares” (début juin).
En effet, le mélange des deux Iwoffii (113+152) ou celui des deuR. agglomerans
(AF1+AF2) conduit a une activité environ 10 fois supérieure a dellEmoin (Figure 3 A).
En présence du mélange des d&uxluoresceng268+CT2), I'activité chitinase augmente

d’'un facteur de 6,7 par rapport au témoin a la "pleine floraistm"jyin). Cette activité
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Chapitre 2

semble précoce par rapport a celle observée en présence desedaappliquées
individuellement. Puis a la "fermeture de la grappe”, une siioul de I'activité chitinase est
a nouveau observée chez les feuilles des vignes traitées pdedgsmélanges PTA-
(AF1+AF2) et PTA-(268+CT2). L'application du coupke agglomeransAF1+AF2) se
traduit aussi par une forte stimulation de l'activité chitinalden(facteur de 6,5) a la véraison
(fin aodt), alors que le coupl. fluoresceng268+CT2) conduit & une stimulation de cette
activité d’environ 5 fois supérieure a celle du témoin a la fin de la véraisout &ptembre).

La combinaison de trois a quatre souches se traduit aussi pamumatgin de I'activité
chitinase, mais a un niveau relativement faible et tardif paporh a celui observé en
présence des couples de souches correspondantes (Figure 3 Apdficgises trois souches
271+PA ou des quatre souches AL+PA, I'activité chitinase augmergtade "fermeture de
la grappe”. Cette activité est maintenue a un niveau élevé jusdétaut de la véraison en
présence du meélange 271+PA et jusqu’a la fin de la véraison @mpecdu mélange AL+PA
(Figure 3 A),

L’application des mélanges constitués de cing a six souches counssiitaaune activité
chitinase d’'un niveau similaire a celui observé en présence ddsneisons tertiaires et
quaternaires de souches. Les mélanges les plus actifs endienmplitude de cette réaction
sont 271+AL+PF au stade "fermeture de la grappe” (fin juillet), RAHPF au début de la
véraison (fin ao(t) et 271+AL+PA & la fin de la véraison (débptesnbre) (Figure 3 A). On
note par ailleurs que le niveau d’activité observé en présence dermier mélange est
comparable a celui atteint suite a I'application du mélange-PX). Toutefois, I'application
du mélange combinant les sept souches (MIX 7) ne conduit a aucunstmsignificative

de l'activité chitinase.

b. Activité B-1,3-glucanase

Le profil d’évolution de lactivité3-1,3-glucanase est différent de celui de lactivité
chitinase chez les feuilles de vigne (Figure 3 B). En effetz de témoin cette activité est de
'ordre de 0,1 a 0,2 unités au cours des premiers mois de développeendmtvigne.
L’activité 3-1,3-glucanase augmente ensuite et atteint une valeur d’enviroté8 anistade
"fermeture de la grappe” (fin juillet). Le méme niveau diaigt important est observé au
début du mois de septembre, apres une chute de celle-ci en début stnv@naiaolt). Dans

la majorité des cas, I'application au sol des bactéries daittrpar une augmentation de

109



Chapitre 2

I'activité p-1,3-glucanase, dont 'amplitude et la cinétique varient en fonctiomagenent
(Figure 3 B).

L’application des mélanges du couplefluorescen$268+CT2) conduit a une stimulation
de l'activitép-1,3-glucanase des le stade "pleine floraison" (fin juin), @olsn présence des
mélanges des deuA. lwoffii (113+152) ou des deuR. agglomerangAF1+AF2), cette
activité est stimulée plus tardivement (a partir de la "pledraison”) (Figure 3 B). On note
par ailleurs gu’en fin de véraison, ce niveau d’activité observéjastadent a celui induit par
chaque bactérie appliquée individuellement.

La cinétique de l'activité3-1,3-glucanase est aussi variable en réponse aux mélanges
tertiaires et quaternaires de souches. Suite a l'applicatiortralessouches appartenant a
B. subtilis et P. agglomerang271+PA), I'activité B-1,3-glucanase des feuilles est 10 fois
supérieure a celle du témoin dés le stade "pleine floraisonjufh). L’apport au sol des
combinaisons des trois souches 271+PF ou 271+AL et des quatre AL+PF+&lF RA&
traduit quant a elles par une stimulation tardive de l'actp/té3-glucanase. Cette activité est
d’environ 2 a 5 fois supérieure a celle du témoin a partir du sfadeeture de la grappe"
pour le mélange 271+PF (Figure 3 B), et a la fin de la véraisonlgmunélanges 271+AL,
AL+PF et PA+PF. Les mélanges contenant cinq souches, en parti@rl+AL+PA,
271+AL+PF et 271+PA+PF et de sept souches (MIX 7) stimulen¢rgalt I'activitép-1,3-
glucanase dans les feuilles de vigne (Figure 3 B).

2.2.2 Activités chitinase et 3-1,3-glucanase dans lesbai

a. Activité chitinase

Dans les baies, l'activité chitinase est déterminée au Yeweeture de la grappe” (début
ao(t) et a la fin de maturation (mi-octobre) suite a I'appbcaties mélanges de bactéries au
sol en 2004. En réponse au meélange binaire de bactéries, seulabdmaison des deux
P. fluoresceng268+CT2) est capable d’'induire une activité chitinase danbdees au stade
“fermeture de la grappe" (Figure 4 A). Aucune activité sigaifve n'a été observée en
réponse aux autres couples de bactéries, alors qu'en présencaque tiactérie seule
composant ces mélanges, I'activité chitinase dans les éstidertement stimulée (Figure 4
A).
La combinaison des trois souches 271+PA conduit aussi a une stimwatibactivité

chitinase dans les baies a partir du début de la véraison. Ded'gmtsité chitinase sont
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Activité chitinase (mg mia g1 MF)
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egalement obervés a la maturation des fruits chez les vigiiegs par les combinaisons de
trois souches 271+AL ou 271+PF. Une forte activité est observeédesheignes traitées par
le mélange de quatre souches AL+PF a la fin de la matoréiigure 4 A). Parmi les
mélanges contenant cing ou six souches, seule la combinaison AL+Rfirfike I'activité
chitinase dans les baies au début de la véraison et a la noatuledi fruits (Figure 4 A). A ce
stade, le mélange des sept souches (MIX 7) conduit aussi atiuie ahitinase supérieure a

celle du témoin.

b. Activité g-1,3-glucanase

A linverse de l'activité chitinase, I'activitg-1,3-glucanase des baies diminue de facon
réguliere au cours de la maturation des baies chez le téRiging 4 B). L'application du
mélange des deux souche& dwoffii (113+152) stimule I'activité 3-1,3-glucanase dans les
baies depuis le début de la véraison jusqu’a la maturation des fruits.

Le profil de cette activité reste comparable a celui obsamvérésence 4. lwoffii PTA-

113 seule. L'apport au sol des autres mélanges binRiregiglomerangAF1+AF2) et
P. fluorescen$268+CT2) ne stimule que faiblement cette activité.

L’application de combinaisons de trois ou quatre souches se traduiladauagorité des
cas par une stimulation de I'activit€l,3-glucanase dans les baies (Figure 4 B). A I'exception
des combinaisons 271+AL ou 271+PF, les autres mélanges de troi®&)7dd4 de quatre
souches (AL+PA), (AL+PF) ou (PA+PF) sont capables de stimaleiité p-1,3-glucanase
des la mi-véraison (Figure 4 B).

L’activité B-1,3-glucanase dans les baies est également supérielle @duce&moin suite
a l'application des mélanges de 5 souches. Cette activitBagsaint plus importante a la fin
de la véraison en présence du mélange 271+AL+PA, et en phaingation en présence du
mélange 271+PA+PF. L'application du mélange de sept souches (MdX@dyit aussi a une
stimulation significative de I'activit-1,3-glucanase, en particulier a la pleine maturation des
fruits (Figure 4 B).

2.2.3 Activité de la phénylalanine ammonia lyase (PAL)rdales feuilles de vigne
suite a I'application des mélanges de bactériesvagnoble

L’activité PAL des feuilles de vigne a été suivie aprésnais d’application de bactéries
au sol (le 25 mai 2003). Chez les feuilles témoins, I'activité Bdgmente légerement depuis
le stade "pleine floraison” (fin juin) jusqu’au début de la véraisonramt). Suite a

I'application des mélanges de bactéries, les feuilles expriomenactivité PAL dont le niveau
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est variable selon les souches (Figure 5). L'apport au sol dangelbinaireA. Iwoffii
(113+152) stimule l'activité de la PAL dans les feuilles de vignestade “fermeture de la
grappe"” (fin juillet), avec un niveau sensiblement supérieur & icgluit par chacune des
souches appliquée individuellement (PTA-113 ou PTA-152) (Figure 5). langeedes deux
P. agglomerangAF1+AF2) ne provoque aucune stimulation de l'activité PAL, atprsine
activité significative et transitoire a été observée enepiess de la souchie. agglomerans
PTA-AF1 seule. En réponse au mélange des éedlkioresceng268+CT2), I'activité PAL
est légérement stimulée en début juillet et atteint des niveapartants en début de la
véraison (mi-aodt) (Figure 5). Aucune stimulation de cette attivi été observée suite a
I'application de chacune des deux souches constitutive du mélangesépasement (Figure
5).

Lorsque les plantes sont traitées avec trois ou quatre soercheslange, I'activité PAL
augmente significativement dans les feuilles. Le niveau de eativité est au moins
équivalent, voire supérieur, a celui atteint avec les souches comstis mélanges. Les
mélanges les plus actifs sont représentés par 271+PA, AL+PA, AL+PF BFRAigure 5).

Le mélange de cing souches 271+AL+PA conduit aussi a une actlit@riron deux
fois supérieure a celle des vignes témoin au stade "grainsegrage la grenaille” (fin juin)
(Figure 5). Au stade "grains taille de petit pois” (début jiijlléactivité PAL est également
stimulée dans les feuilles des vignes traitées par le geél&i+PA+PF. Le mélange
271+PA+PF stimule également I'activité PAL au moment de lais@n (mi-aodt) (Figure 5).
Le mélange de sept souches ne stimule pas significativemetivité&a PAL. Apres le 15
juillet, I'activité PAL est équivalente a celle du témoin eporse aux mélanges contenant

plus de cing souches.
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2.3 Approche comparative des effets de différentes métdes
d’application des mélanges bactériens

2.3.1 Effet sur la protection des feuilles contre B. cirea

Différents mélanges constitués de deux, trois, quatre ou sept santhé&té appliqués au
vignoble en 2003 et en 2004 selon trois méthodes différentes : paraiiaii dans les
bourgeons, par pulvérisation foliaire ou par apport au sol, & une concenfiagile de 19
UFC ml™. Les effets protecteurs confBe cinereade ces mélanges ont été évalués sur feuilles
deux mois aprés leur application. La contamination est déterminéegsare de la taille de

la nécrose 7 jours aprés contamination.

a. Infiltration dans les bourgeons

L'infiltration des mélanges composés des déuxfluoresceng268+CT2) ou de sept
souches (MIX 7) conduit a une protection significative des feuléeBordre de 35 et 44%,
respectivement (Figure 6 A). Dans les mémes conditions, le méldege deux
P. agglomerans(AF1+AF2) ne procure aucune protection significative colreinerea
malgré une forte protection (50 %) induite pPaagglomeran®TA-AF1 (Figure 6 A).

b. Pulvérisation sur feuilles

La pulvérisation des mélang®s agglomerangAF1+AF2) et du MIX 7 se traduit elle
aussi par une réduction significative de la nécrose (entre B5%) (Figure 6 B). Le
traitement des feuilles par les ddeixfluorescens’aboutit pas a un effet protecteur, alors que
la pulvérisation deP. fluorescensPTA-CT2 seule semble étre plus efficace vis-a-vis de

B. cinerea

c. Application au sol

L’enrichissement du sol par les mélanges des deux bactérigerdaP. fluorescens
(268+CT2) et du MIX 7 conduit a une protection des feuilles d’environ #gtire 6 C). On
note aussi que malgré une protection significative (42-50%) obtenu@résence de
P. agglomerand®TA-AF1 ou deP. agglomerandPTA-AF2 séparément, le mélange de ces

deux souches ne conduit pas a une réduction significative des attaques foliBiresdeca
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Figure 6 : Protection des feuilles de vigne correcinereapar des mélanges de bactéries en relation
avec leur méthode d’application au vignoble. LestérgesA. Iwoffii PTA-113,A. Iwoffii PTA-152,

B. subtilisPTA-271,P. agglomeran$®TA-AF1, P. agglomeran®®TA-AF2, P. fluorescen?TA-268,

P. fluorescensPTA-CT2 et les mélanges de bactéries ont été qpidi au vignoble (CR) a une
concentration finale de YWFC mil* par infiltration @), pulvérisation B) ou par dépdt au soCj en
début de saisons 2003 et 2004. Les tests de pootemtt été réalisés deux mois aprés I'application
des bactéries au vignoble (soit le 13 juillet 2004¢s feuilles ont été prélevées puis inoculées
artificiellement au laboratoire avec une suspensiamdienne de B. cinerea a 1XI€pores nil. La
contamination des feuilles (diamétre de la nécrasé}é estimée 7 j post-inoculation. Les valeurs
représentent les moyennes des nécroses sur 20 fauB@s par traitement. Les valeurs des
histogrammes ayant la méme lettre ne sont padisiiniement différentes d’aprées le test de Duncan
(p <0,05). AL = 113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+ MIX7 = 271+AL+PA+PF.
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2.3.2 Effets sur les réactions de défense de la vigne

Les réactions mesurées correspondent aux activités chitings4,&tglucanase. Ces
activités ont été mesurées dans les feuilles et dans les qaie a I'application de deux
mélanges, un constitué de quatre souches représentatives des gprags étudiés :
152+271+AF1+CT2 (MIX4) et l'autre constitué des sept souches (MIZ&% mélanges ont
été appliqués en 2003 par infiltration dans les bourgeons, par pulvérisalimire fou

directement au niveau du sol.

a. Activité chitinase etp-1,3-glucanase dans les feuilles
Activité chitinase

L’activité chitinase des feuilles de vigne a été suivie du 12gui@9 aolt 2003 (Figure 7
A, B). Chez le témoin, I'activité chitinase varie au cours de la sas@t, une augmentation
importante et transitoire au stade "fermeture de la grappe” (fiet)uill

Suite a linfiltration des bactéries, seul le mélange MIX4 conduiine stimulation
significative de I'activité chitinase, en particulier auxdst® "boutons floraux séparés" (mi-
juin) et “fermeture de la grappe” (fin juillet). Le MIX7 quantua n’exerce pas d’effets sur
cette réaction.

Lorsque les deux mélanges sont appliqués par pulvérisation, legdeaiibriment une
activité chitinase supérieure a celle du témoin au stade "bolboasx sépares” (Figure 1.7
B). Cette activité est fortement stimulée au cours du mois detjsilite a I'application des
deux mélanges, le MIX4 étant plus actif.

L’enrichissement du sol par le mélange MIX4 se traduit apasiune stimulation de
I'activité chitinase d’environ un facteur 2,3 au moment de “ferreetle la grappe” (fin
juillet). Le MIX7, quant a lui stimule l'activité chitinase deaniére plus précoce, mais d’'une
amplitude moins importante. (Figure 7 B).

Activité B-1,3-glucanase

L’activité B-1,3-glucanase a été déterminée dans les feuilles aux Sfadusture de la
grappe” (fin juillet) et a la fin de véraison (début septemfrtiglures 7 C, D). Cette activité
est stimulée au stade "fermeture de la grappe" suitepglitation du mélange de sept
souches (MIX7). Par contre, le mélange constitué de quatre so(Mi€4) n’exerce pas
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Figure 7 : Activités chitinase 4, B) et B-1,3-glucanaseQ, D) dans les feuilles de vigne suite a
I'application de deux mélanges de bactéries MIX4MdK7 au vignoble. Les mélanges MIX4
(152+271+AF1+CT2) et MIX7 (271+AL+PA+PF) ont étépigués a une concentration finale de
1x1C¢° UFC ml* dans la parcelle CR par infiltration, pulvérisatiet au niveau du sol en 2003. Les
valeurs représentent les moyennes (n=3) * I'erstamdard. L’astérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au témdiapres le test de Duncap € 0,05). AL =
113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2.
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d’effet & ce stade. Aucune augmentation de cette activit@&td’aobservée a la fin de la
véraison (Figure 7 D). A l'inverse, une baisse significatividé observée chez les feuilles des

plantes infiltrées et pulvérisée par les deux mélanges.

b. Activité chitinase etp-1,3-glucanase dans les baies

Activité chitinase

L'activité chitinase des baies a été déterminée a ttages différents, "fermeture des
grappes” (fin juillet), début (mi-aoQt) et fin de la véraisorb(déseptembre). Parmi les trois
méthodes d’application étudiées, seule l'infiltration du mélangedins les bourgeons se
traduit par une stimulation de I'activité chitinase dans lesk{&igure 8 A). Cette activité est
d’environ 2,5 a 3 fois supérieure a celle du témoin au stade "igenéé¢ la grappe" et au
début de la véraison. A ce dernier stade, la pulvérisation de MIXfad&it également par
une légére stimulation de l'activité chitinase dans les b&ggre 8 B). A la fin de la
véraison, l'augmentation de I'activité chitinase dans les besegjuasi-similaire a celle du

témoin, quel que soit le mélange et la méthode d’application des bactéries.

Activité B-1,3-glucanase

L’activité pB-1,3-glucanase a été déterminée dans les baies aux stachesufe de la
grappe (fin juillet) et a la fin de véraison (début septembré& auiapplication des mélanges
MIX4 et MIX7. La pulvérisation et I'application au sol du mélarigéX4 se traduisent par
une stimulation significative de [lactivit@-1,3-glucanase a la mi-véraison, alors que
l'infiltration de ce mélange ne provoque pas d’effet sur cétetion. En réponse au meélange
MIX7, l'activité B-1,3-glucanase est fortement stimulée au stade fermeture giagpe,
quelle que soit la méthode de I'application des bactéries au vigtiéglee 8 B). A la fin de
la véraison, seules les baies des vignes dont les bourgeons amiltéés iet le sol a été
enrichi par le mélange MIX 7 expriment une acti\ité,3-glucanase supérieure a celle des

baies témoins.

Comme dans le cas de l'application des bactéries individuelfexHapitre 1), ces
résultats montrent que les niveaux d’activités enzymatiquesndépe de la méthode
d’application et des mélanges de bactéries. L'apport du mélange MtXparticulier par
pulvérisation, conduit a une stimulation de I'activité chitinase plusopes dans des feuilles
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Figure 8 : Activités chitinase A, B) et p-1,3-glucanase(, D) dans les baies de vigne suite a
I'application de deux mélanges de bactéries MIX4MdK7 au vignoble.Les mélanges MIX4
(152+271+AF1+CT2) et MIX7 (271+AL+PA+PF) ont étépigués a une concentration finale de
1x1C¢° UFC ml* dans la parcelle CR par infiltration, pulvérisatiet au niveau du sol en 2003. Les
valeurs représentent les moyennes (n=3) * I'erstamdard. L’astérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au témdiapres le test de Duncap € 0,05). AL =
113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2.
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par rapport a celle observée avec les bactéries individuelgsplication du MIX7,via les
trois méthodes se traduit aussi par une stimulation de I'adbiit8-glucanase dans les baies
avec des niveaux similaires & ceux induits Palagglomerand?TA-AF1, P. agglomerans
PTA-AF2 etP. fluorescen®TA-268.

3 Discussion

L’'application d'un agent de lutte biologique dans des conditions du vignoble peut
conduire a I'établissement d’interactions multiples avec d’autm&soorganismes de la
rhizosphere, qu’ils soient bénéfiques ou pathogénes. Dans ces conditificacité de la
lutte biologique peut dépendre a la fois d'un effet antagoniste ougsyne entre les
différents microorganismes. Dans cette étude, afin d’optirtagaotection de la vigne contre
B. cinerea au vignoble, diverses combinaisons de deux a sept souches ddegactér
sélectionnées ont été étudiées. Les tests relatifs aisdanee de la plante ont permis de
montrer qu’en 2004, I'application des mélanges de bactéries au dohdsét par une
protection significative des feuilles vis-a-vis @ cinerea Cette protection concerne
particulierement certaines combinaisons composéesP.deagglomeransPA, AL+PA,
271+PA, PA+PF, AL+271+PA, AL+PA+PF, 271+PA+PF ou encore AL+27271+PF.
Malgré une protection significative induite par ces combinaisonsadehes, elle reste
néanmoins équivalente voire inférieure a celle observée en présersmudbes individuelles
(constitutives de ces meélanges). Ces résultats sont en acardceux obtenus chez la
pomme de terre (de la Cret al, 1992), le radis (De Boest al, 1999) et le concombre
(Robertset al, 2005). Ces effets peuvent étre liés a la multiplicationl@&icancentration des
bactéries dans le sol et /ou dans les tissus de la plante (Raaijetadders995).

Certaines combinaisons de souches sélectionnées, en particubeciBéien des deux
A. lwoffii (113+152) et /ou des dewR. fluoresceng(268+CT2) ne procurent aucun effet
protecteur des feuilles de vigne conBecinerea L'absence d’effet protecteur pourrait
relever de différents mécanismes impliguant l'antagonisme diemtte les souches
constitutives de ces combinaisons, entre ces souches et d'aigresrganismes présents
dans le sol ou encore entre ces microorganismes et les popukatidoghytes. Dans ce
contexte, des études réalisées chez la tomate (Larkin etl,FA898) et le radis (De Boeat
al., 1999) ont montré que I'application des mélanges de bactéries n’gasutdujours a une
réduction des attaques Besarium oxysporungomme elle a été observée avec ces mémes

bactéries appliquées individuellement. Il a également été rappodéleg populations
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bactériennes de la rhizosphere représentent souvent une importanteneaut&rcompétitive
pouvant controler la survie des bactéries introduites et donc leacittaa agir comme agents
de lutte biologique (Van Veest al, 1997).

Une certaine protection des baies coriBrecinereaa également été observée suite a
I'application au sol des mélanges de bactéries. Les combinaiesnglus efficaces sont
représentées par les deBx agglomerangAF1+AF2), en présence ou non Be subtilis
(271+PA). Ces combinaisons se sont également avérées effichees les feuilles.
Néanmoins, malgré un taux de protection supérieur a celui mesace les bactéries
individuelles, les valeurs obtenues suggerent qu’il n’'y a aucun gffedrgique entre les
bactéries, lorsqu’elles sont appliquées en mélange. L'absens/néegie pourrait étre
expliguée par une faible concentration individuelle des bactéries amsigDés résultats
similaires ont été observés chez d’autres plantes traitéeepaombinaisons de différentes
bactéries (Schisler, 1997 ; Duneeal, 1998 ; De Boeet al, 1999 ; Fukuet al, 1999 ; De
Boer et al, 2003 ), ou de bactéries avec des champignons (Janisiewicz %t 1BO5 ;
Leibingeret al, 1997 ; Macet al, 1998 ; Guetsket al, 2002a). Cependant, dans cette étude
I'association des sept souches (MIX7) ne se traduit pas par ateetpn significative des
baies contreB. cinerea. Ce résultat renvoi a I'hypothése d'un antagonisme entre les
différences souches, pouvant impliquer des mécanismes de compétition ou dantibios

Un maintien, voire une amélioration, de la protection de la vighergsgistré en 2005
sans nouvelle application des bactéries au vignoble. Cette proteatierentre 40 et 80% sur
les plantes de vigne ayant été traitées pendant les anasgSep par des mélanges de
souches. Ces résultats suggerent qu’il y aurait une réitéddsbactéries dans le sol et que
leur maintien dans la plante est possible. Ceci pourrait €vggine de 'augmentation de la
concentration en bactérie au cours du développement de la vigne davaiiasi une
amplification de la résistance induite (Leibinggral, 1997 ; Schislerl997 ; Nunest al,
2001). En effet, il a été rapporté qu’un seuil minimum de concenirhtictérienne au niveau
des racines est nécessaire pour induire une protection des plante$gsatium oxysporum
(Raaijmakerset al, 1995; Larkin et Fravel, 1999). Une corrélation positive a étéiétaiire
la densité des populations &seudomonagluorescenset le niveau de protection contre
Gaeumannomyces graminar.tritici chez le blé et contfeusarium oxysporurohez le radis
(Bull et al, 1991 ; Raaijmakerst al, 1995).

Par ailleurs, le niveau de protection obtenu en 2005 (généralememiesuge celui

obtenu en 2004) pourrait étre lié a une faible contamination des bai& paerea Ces
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résultats sont en adéquation avec ceux obtenus par ailleurs @et890, Boland, 1997 ;
Hervaset al, 1997 ; Larkin et Fravel, 1999 ; Fuketi al, 1999 ; Landat al, 2001, Schmidt

et al, 2004), montrant que la lutte biologique a l'aide de bactérieswesefflcace lorsque la
pression parasitaire est faible. Plusieurs facteurs peuventbcmmtid cette protection. Elle
peut résulter de conditions défavorables pour le développement du pathodemerables

en rendant la plante plus réceptive aux bactéries, mais encoretésa environnemental
pouvant contribuer a la mise en place de la résistance de la plante.

Les résultats obtenus au vignoble montrent que les bactéries |@mlescapables
d’induire I'activité des enzymes hydrolytiques, chitinas@-&t3-glucanase dans les feuilles
et dans les baies de vigne. Ces réactions typiques de défenseasabley suivant la
combinaison de souches appliquée et sont pour la plupart associéeg@tanton des
différents organes de la vigne contBe cinerea De fortes activités chitinase @t1,3-
glucanase sont enregistrées suite a I'apport des mélanges tddebatels que 113+152,
AF1+AF2, 268+CT2, AL+PA, AL+PF, AL+271+PF, 271+PA+PF. Ces réactsmm plus
importantes avant la pleine floraison dans les feuilles et au débatvéraison dans les baies.
Pour autant, une variabilité dans I'induction de ces mécanismesfelesel@ été observée.
Quoi qu’il en soit, la protection conti cinereaau vignoble est positivement corrélée a ces
réactions de défense. Les combinaisons 268+CT2 ou 271+PA semblent d’avadtage
I'activité chitinase alors que I'activifg1,3-glucanase apparait plutét induite par les mélanges
de souches AL+PF ou PA+PF. Ces réactions sont également inchetesl'autres plantes
suite a l'inoculation de certaines bactéries de typeudomonagCartieauxet al, 2003).
Chez la vigne, les chitinases et fe§,3-glucanases sont stimulées au cours de son interaction
avec de nombreux pathogénes (Busdral, 1997, Derckeét al, 1999 ; Robergt al, 2002),
mais aussi en réponse a différents éliciteurs (Repkal 2000, Azizet al, 2003 ; 2004 ;
Trotel-Aziz et al, 2006) et suite a I'exposition des feuilles aux UV (Bononetlil, 2004).

Les chitinase ep-1,3-glucanase sont des protéines PRwgileur action directe sont
capables d’hydrolyser les constituants pariétaux de différetkogines (Derckeét al,
1999). Par ailleurs, on peut noter que ces réactions sont plus préemsetes feuilles en
réponse aux mélanges de bactéries par comparaison aux bactévidsetids. Ces réactions
de défense locale peuvent contribuer a limiter au moins partegitela développement du
pathogéne sur le plan spatio-temporel, les réactions indui@gedtection sous-jacente nous
indiquent que les bactéries locales sont capables d’induire unamésislystémique chez la

vigne.

123



Chapitre 2

L’application de certains mélanges de bactéries induit égatemee stimulation
transitoire de I'activité PAL chez les feuilles. Les mélande bactéries les plus performants
sont constitués de 113+152, 268+CT2, AL+271, AL+PA, AL+PF, 271+PF, PA+PF,
AL+271+PF, 271+PA+PF. La PAL est une enzyme clef impliquée tharsynthése de
nombreuses molécules de défense (phytoalexines, composeés paBétagxCes composés
jouent un réle important dans la résistance de la plante aux padésoorieet al, 2004) et
certains d’entre eux pourraient aussi étre impliqués dans liedudtautres réactions de
défense (Métrauet al, 1990 ; Wardet al, 1991).Différentes formes de phytoalexines sont
également accumulées dans les feuilles et dans les baiegngesuite a I'application des

mélanges de bactéries au sol (Verhagfesl., communication personnelle).

La comparaison des différentes méthodes d'application des méldegbactéries au
vignoble rend compte de leur efficacité lorsqu’ils sont apportéslaDans ces conditions, le
niveau de protection ainsi que celui des réactions de défense indwitesekativement
importants par comparaison aux autres méthodes. Le mélange des hésssemble
cependant efficace quelle que soit la méthode de son applicatiogrenbie. Ces résultats
suggerent que le mode d’application des bactéries serait déterafamenfoptimisation de la
lutte biologique au vignoble, comme il a été rapporté chez levidézplaet al, 1995b). Ceci
implique différents types d’interaction a la fois au niveau du sais mussin plantapouvant
ou non contribuer a améliorer la lutte contre les pathogenes. Leddgunotection obtenus
peuvent relever a la fois d’'une action concertée des difféerdrgteteries constituant le
mélange sur le pathogene et d’'une stimulation de difféerents méemnide défense de la
plante (De Boeet al, 1999). La coexistence des deux mécanismes serait le garantudfene
biologique efficace dans les conditions du vignoble.

124



Chapitre 3

CHAPITRE 3

EFFETS DES BACTERIES SUR L'ACTIVITE
LIPOXYGENASE ET LA COMPOSITION EN
ACIDES GRAS DES FEUILLES DE VIGNE
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CHAPITRE 3

Effets des bactéries sur I'activité lipoxygénase ¢ composition en

acides gras des feuilles de vigne

1 Introduction

De nombreuses rhizobactéries ont la capacité d’induire unearesssystémique (ISR)
chez la plante, ce qui engendre une protection contre un grand nombresdfzgeogenes
fongiques et bactériens (Hammerschngtal, 2001 ; Ramamoorthgt al, 2001 ; Compant
et al, 2005 ; Haas et Défago, 2005). L'ISR se traduit par une protectiormseihble des
organes de la plante (Hofflared al, 1995 ; M’'Pigaet al, 1997 ; Audenaerét al, 2002 ;
Mezianeet al, 2005), sans aucun contact obligatoire entre les bactéries ethtygae
(Hoffland et al, 1995 ; Pieterset al, 1996 ; Van Looret al, 1998). Cette ISR est souvent
dépendante des populations bactériennes avec des concentrationsoseluilsanot a une
protection maximale (Raaijmakegsal, 1995 ; Strigul et Kravchenko, 2006).

De nombreuses études ont montré que I'ISR est associée a l'omddeis réactions de
défense de la plante, qui seraient différentes de celles indioitesle la SAR (résistance
systémigue acquise). La SAR se trouve dépendante de 'accumudatiSA (Pieterset al.,
1996) alors que I'ISR serait dépendante de la voie de JA et deledlighylene (Pieterset
al., 1998 ; Knoesteet al, 1999). Certaines études suggéreraient que I'lSR serait asaociee
une augmentation de la sensibilité de la plante a ces hormonesgpliagtdeur accumulation
(Knoesteret al, 1999 ; Van Wee®t al, 1999 ; Pieterset al, 2000 ; 2002). De plus,
I'induction de I'ISR chez le mutant d’Arabidopsjarl (insensible au JA) par I'éthyléne,
suppose une activation séquentielle de la voie du JA d’abord puis edlehylene (Pieterse
et al, 1998). Le JA jouerait donc un role important dans les étapes dessigoalconduisant
a la mise en place de I'|SR (Van Wees et al., 1999 ; Piet¢rmle 2000). Ce composé, ainsi
gue son dérivé méthylé (MeJA) appartiennent a la familleodgkpines dérivés de la voie
des lipoxygénases (LOX).

Les LOX catalysent la dégradation des acides gras polyigdsatia une dioxygénation

du motif 1,4€is,cis-pentadiene et conduisent ainsi a la formation d’hydropéroxydesdds
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gras (Siedow, 1991 ; Grechkin, 1998). Ces composés considérés reéattiiamdement
métabolisés et conduisent a leur tour a la synthese de nombreal&esles y compris le JA,

le MeJA ou l'acide traumatique (Blée, 2002). Certains hydropéescylérivant de I'acide
linolénique (C18:3) ont une activité antimicrobienne et sont impliqués lda®sistance des
plantes contre différents pathogenes (Qé#ttal, 1991, Sailajaet al, 1997, Ongenat al,
2004). Les LOX comportent différentes isoformes: la 9-LOX dantdioxygénation
s’effectue sur le carbone 9 et la 13- LOX dont la réactiomissur le carbone 13 (Grechkin,
1998). Le plus souvent, c'est la 9-LOX qui serait surexprimée ou dog®i dans les
mécanismes de défense de la plante. Il a d’ailleurs été déngometides tabacs transgéniques
incapables d’exprimer le 9-LOX sont plus sensibles a l'infeghiarPhytophtora parasitica
var nicotianae (Rancéet al, 1998). A linverse, d'autres plants de tabacs transformés
deviennent résistants vis-a-vis du méme champignon, lorsqu'un géene deXlay L&3t
surexprimé (Mene-Saffraret al, 2003). L’expression des genes et I'activité de la LOX sont
stimulées en réponse a différents stress biotiques et abioticaiesaumsi par des éliciteurs de
différentes natures et des phytohormones, tel que le JA et ke (Mlanet al, 1993 ; Royo

et al, 1996 ; Véronéset al, 1996 ; Bohlandet al, 1997 ; Heitzet al, 1997 ; Voroset
al.,1998 ; Fidantsedt al., 1999 ; Maccaronet al, 2000). Ces travaux suggerent que l'activité
LOX joue un rble essentiel dans I'établissement de la résistance shpariees.

Chez la vigne, I'expression de gene codant pour une 9-LOX a ég#lesté mise en
évidence lors de contamination p&. cinerea (Bézier et al, 2002) ou P. viticola
(Hamiduzzaman, 2005b). Des applications exogénes d’éliciteurs olhpesaiques
(laminarine), protéique (polygalacturonase BcPG1) ou encore de Bltaduisent aussi par
I'expression du géne de la 9-LOX (Aziet al, 2003 ; Hamiduzzaman, 2005b ;
Hamiduzzamaret al, 2005a). L'activité LOX est également stimulée chez ledlds de
vitroplants de vigne traitées avec du chitosan (Trotel-azel 2006).

Les acides gras polyinsaturés (AGPI), en particulier 'atid®@éique (C18:2) et l'acide
linolénique (C18:3), sont les substrats privilégiés des LOX. Chez de nombreuses, plast
bien établi que la composition en acide gras des feuilles vasalattaques fongiques ou
suite a des blessures (Concatial, 1996 ; Koussat al, 1998 ; Ryu et Wang, 1998).
L’application exogene de certains de ces acides gras, enuperties AGPI, conduit a
I'expression de diverses réponses de défense chez les plante®er(fedr Ryan, 1992 ;
Castoriaet al, 1995 ; Ellard-lvey et Douglas, 1996 ; Véronésial, 1996). De méme, des

mutants dA. thaliana déficients en acides gras polyinsaturés (McCehral, 1997) ou
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incapables de convertir I'acide linolénique en jasmonates (Hztwal., 1996) sont plus
sensibles aux attaques d’insectes. Ces travaux rendent comptegpdeidnce des acides gras
dans l'acquisition de la résistance aux pathogénes. Plusieurs éntdégalement montré
'importance de l'acide héxadécatrienoique (C16:3) et de l'acidmu@ (C18:1) dans la
génération d’oxylipines, engagées ensuite dans la production de congposesvites
antimicrobiennes. L'augmentation de la teneur en acide gras CC&613 et C18 :1 chez la
tomate et l'aubergine surexprimant un gefie9-desaturase de levure est associée a une
résistance accrue aux attaqueBrgsiphe polygonet deVerticillium dahliae (Wanget al,
1998 ; Xing et Chin, 2000).

L’activité LOX et la synthése de dérivées hydropéroxydes aotohiens sont observes
chez l'arachide, le haricot ou la tomate en réponse a I'applicdéiativerses rhizobactéries
non-pathogenes, telles qacillus subtiliset Pseudomonas putidéSailajaet al, 1997 ;
Ongenaet al, 2004 ; Silvaet al, 2004). Chez les cellules de tomate, la voie des LOX est
activée chez des cultivars devenus résistants en réponse a#tpplide souched. subtilis

surproduisant des lipopeptides (Ongehal, 2007).

L’objectif de ce chapitre est (1) d’étudier les effets degdres au niveau de l'activité
LOX chez les feuilles de vitroplants en relation avec la coragm bactérienne dans le
milieu, (2) d’évaluer les effets de ces bactéries suothaposition et la teneur en acides gras
totaux et libres, (3) d’établir une relation entre les réactiiendéfense induites (LOX, acides

gras), la concentration bactérienne dans les tissus foliaires et laiprotentreB. cinerea

2 Résultats

2.1 Activité de la lipoxygénase dans les tissus folias de vigne

L’activité LOX est mesurée dans les feuilles détachéesitdeplants puis incubées en
présence de différentes concentrations (Haax16 UFC ml?) de B. subtilis PTA-271,
P. agglomeran$TA-AF2 ouP. fluorescen$TA-CT2. L’excision des feuilles incubées dans
le milieu témoin n’induit pas d’activité LOX (Figure 1). Aussi, grésence des trois souches
bactériennes a des concentrations de AKFT ml™, I'activité LOX reste similaire & celle du
témoin (Figures 1 A, B et C). A partir d’'une concentration drémtne de 1xTOUFC mi™*
l'activité LOX est stimulée (Figures 1 A, B et C). Enépence deB. subtilisa des
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Figure 1 : Activité lipoxygénase des feuilles de vigne enorége aux bactéries issues du vignoble
(A,B,C) ou suite a I'inoculation paB. cinerea(D).Les feuilles sont excisées a partir de vitropdgst
semaines) et mises en incubation en présenée slabtilisPTA-271, deP. agglomeran®TA-AF2 et
deP. fluorescen®TA-CT2 a des concentrations d€ LIFC mi*, 10 UFC mit, 1 UFC mf* et 16
UFC ml*, ou sans bactéries (témoin). Les feuilles de pitnats sont inoculées avec des conidies de
B.cinereaa 1x10 spores mi. L’activité lipoxygénase est déterminée en fonctide la durée
d’'incubation. Les valeurs représentent les moyefime3) et I'astérisque indique que les valeurs sont
significativement différentes par rapport au témdiapres le test de Duncgm<0,05).
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concentrations de 1xi@t 1x1§ UFC mI?, les niveaux d’activités obtenus sont deux fois plus
importants que ceux obtenus & 1%UFC mI™ (Figure 1 A). Dans le cas d& agglomerans
PTA-AF2 et deP. fluorescenTA-CT2, l'activité LOX est plus précoce a 181 1x16
UFC mf* par rapport a celle obtenue en présence de*IMEC mi* (Figure 1 B et C). En
effet, des pics d’activité sont atteints des 6 heures d’incubdésrfeuilles en présence des
fortes concentrations en bactéries. L’incubation des feuillegprésence de la souche
P. fluorescen®TA-CT2 & 1x16 1x1F et 1x18 UFC mI*, provoque également une nouvelle
augmentation significative de l'activité LOX aprés 24 heures (Figure 1 C).

Les résultats montrent qu'une concentration bactérienne minimale 148 WgC mi*
semble nécessaire pour déclencher l'activité LOX dans ksstioliaires de vigne. Au-dela
de cette concentration, I'activité LOX reste relativement inchangé

L’activité LOX est également suivie dans les tissus fagide vigne suite a l'infection
par B. cinerea (Figure 1 D). Les résultats montrent qiecinerea ne provoque pas
d’activation significative de LOX. Le niveau d’activité LOX redimilaire a celui du témoin
pendant les 72 heures de contamination.

Ces résultats suggerent que les mécanismes impliqués dansraaissance et les voies
de transduction des signaux chez la vigne en réponse aux rhizigsasttaient différents de

ceux misent en ceuvre lors de l'interaction avec I'agent pathdjesieerea

2.2 Composition en acides gras des tissus foliaires digne

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont permectir détle quantifier
différents acides gras saturés (C16:0, C8:0) et insaturés (CIB2,C18:1, C18:2, C18:3)

dans les tissus foliaires de vigne (Figure 2).

2.2.1 Acides gras totaux

Les acides gras totaux retrouvés dans les feuilles de vitroplantgine sont représentés
par ordre d'importance décroissant : I'acide linolénique (C18:3)idkapalmitique (C16:0),
I'acide linoléique (C18:2), l'acide palmitoléique (C16:1) qui représentent a etre cureviron
93 % des acides gras totaux. D’autres acides, tels que 'adidéqgiénique (C16 :2), I'acide
stéarique (C18:0) et l'acide oléique (C18:1), sont également psésendes niveaux

relativement faibles.
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Figure 2: Chromatogramme des acides gras totaux méthyléfeudbes de vitroplants de vigne
témoin.

C14:0, acide myristiqgue ; C16:0, acide palmitiqu€l6:1, acide palmitoléique ; C16:2, acide
palmitolénique ; C16:3, acide hiragonique ; C1a€ide heptadécanoique (standard interne) ; C18:0,
acide stéarique ; C18:1, acide oléique ; C18:2edanoléique ; et C18:3, acide linolénique.
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L’incubation des feuilles dans un milieu de référence (témoin) moigre continue se
traduit par une légere augmentation de la teneur en cesf@es gras totaux (Figure 3), en
particulier le C16:0 aprés 24 h d’incubation (Figure 3 A). En présdeB. subtilisPTA-271,
la teneur en C16:0 augmente aprés 4h de traitement puis dimigse2dpn par comparaison
au témoin. Cette tendance est également observée en régenaggiomeran®TA-AF2 et
P. fluorescensPTA-CT2 (Figure 3 A). Les teneurs en C16:1 restent sindla@atre les
témoins et les feuilles bactérisées tout au long de I'expri€24 h) (Figure 3 B). En ce qui
concerne le C18:0, sa teneur augmente sensiblement en préséhdridescen$TA-CT2
par comparaison au témoin (Figure 3 C). Cependant, une légere ddmidatla teneur en
C18:1 est observée durant les premieres heures d’incubation déssfeul présence de
B. subtilisPTA-271 et deP. agglomeran$TA-AF2 (Figure 3 D)P. fluorescen$?TA-CT2,
quant a elle, ne provoque pas d’'effet significatif sur la concentration en C18:1.

Les teneurs en acides gras polyinsaturés en C18, quant a eux,ngurisgénéral une
baisse en réponse aux bactéries. En effet, une légere diminutianteteeur en C18:2 est
observée dans les feuilles incubées en présenke afgglomeran$TA-AF2 aprés 4 et 24 h
d’'incubation. C’est également le cas aprés 24 h d'incubation dese$eeiti présence de
B. subtilisPTA-271 et dé°. fluorescen®TA-CT2 (Figure 3 E). En ce qui concerne le C18:3,
les résultats montrent que sa teneur diminue sensiblement dafeilles en réponse a
B. subtilis PTA-271 aprés 4 h et B. agglomeransPTA-AF2 apres 12 h (Figure 3 F).
Toutefois, on peut noter que les teneurs en C18:3 augmentent légerememt pehdh

premieres heures dans les feuilles incubées en préseRcdutmrescen®TA-CT2.

L’évolution de la composition en acides gras totaux a égaleménsuitie dans les
feuilles au cours de 72 h de contamination Bacinerea(Figure 4). Les résultats obtenus
montrent qu'a la difference des bactéries, l'inoculation des ldsuitle vitroplants par
B. cinerease traduit par une Iégére diminution des teneurs en acides gaagérsC16:1 et
C18:3 dés 24 h (Figures 4 B, F).

On note que les variations des teneurs en acides gras totauxuilles teactérisées

concernent globalement les acides gras en C18.

132



Acides gras totaux (LgYMF) Acides gras totaux (LgBMF)

Acides gras totaux (LgHMF)

B Témoin

50’A

401

300
250
200+
150
100

50

0

C16:0

8 12
Temps (h)

24

C18:0

Temps (h)

8 12
Temps (h)

C18:2

24

Chapitre 3

50, B
401

C16:1

30;
20

10;

0 4 8 12 24
Temps (h)

C18:1

Temps (h)
0 E C18:3
12001
600
0

0 4 8 12 24
Temps (h)

O B. subtilisPTA-271 M P. agglomeran®TA-AF2 B P. fluorescen®TA-CT2

Figure 3: Evolution des teneurs en acides gras totaux léarnsssus foliaires de vigne en réponse aux
bactéries issues du vignoble. Les feuilles sonisérs a partir de vitroplants (9 semaines) et néaes
incubation en présence @ subtilis PTA-271, deP. agglomeranPTA-AF2 et deP. fluorescens
PTA-CT2 a une concentration de 1810FC mi* et du témoin. Les valeurs représentent la moyenne
(10 feuilles en duplicatas) + I'écart a la moyen@l6:0, acide palmitiqueA{) ; C16:1, acide
palmitoléique B) ; C18:0, acide stéariqu€); C18:1, acide oléiqued ; C18:2, acide linoléiqueE]

et C18:3, acide linoléniqué&).
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Figure 4 : Evolution des teneurs en acides gras totaux tesdeuilles de vigne inoculées par
B. cinerea Les feuilles de vitroplants sont inoculées par cenidies dé&. cinereaa 1x10 spores mil

', Les valeurs représentent la moyenne (n=2) +iitécda moyenneC16:0, acide palmitiqued( ;
C16:1, acide palmitoléiqueB); C18:0, acide steariqueC); C18:1, acide oléiqueDj ;
C18:2, acide linoléiqueH) et C18:3, acide linoléniqué&).
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2.2.2 Acides gras libres

Les acides gras libres représentent un substrat privilégié goluwOX. Dans notre étude,
les teneurs en acides gras libres sont déterminées dans lles fdiivitroplants incubées en
présence dB. subtilisPTA-271, deP. agglomerand?TA-AF2 et deP. fluorescen®TA-CT2
a une concentration de 1>¥110FC mi*.

Chez le témoin, les teneurs en acides gras libres resterdngédh ou diminuent
légerement au cours du temps (Figure 5). L'incubation des feaillggésence des bactéries
se traduit, quant a elle, par une augmentation de la tenewidas gras libres (Figure 5). Le
niveau de cette augmentation varie selon la souche bactérienngurieaS A montre que les
teneurs en C16:0 sont supérieures a celles du témoin aprés 8 etr2rhsence de
P. fluorescendPTA-CT2, mais pas en présence de deux autres bactéries (Bigur&n
présence dé3. subtilis PTA-271 et deP. agglomeransPTA-AF2, les teneurs en C16:1
augmentent de maniére significative apres 12 h d’incubation @~g8). Une augmentation
transitoire des teneurs en C18 :0 est également observée emcprésP. fluorescen$TA-
CT2 et deP. agglomeransPTA-AF2 apres 4 h et 24 h dincubation des feuilles,
respectivement (Figure 5 C). Les deux souches provoquent aussi oissscoent de la
teneur C18:1 libre aprées 24 h d’'incubation (Figure 5 D).

En ce qui concerne le C18:2 libre, les résultats montrent quéesesrs diminuent
legerement apres 4h d’incubation en présende. dgglomeran®TA-AF2, puis augmentent
dans les feuilles en réponse aux trois bactéries apres 24 H@éncabation (Figure 5 E). Les
trois souches conduisent aussi a une diminution transitoire des teneGds :3 libre aprés
4h d’incubation, suivie d’'une augmentation apres 8 et 24 h. Cette atajioe est beaucoup
plus prononcée en répons® aagglomeran$TA-AF2 et aP. fluorescen®TA-CT2 (Figure
5F).

On peut noter que la baisse transitoire en C18:3 libre suitectioh des bactéries est
corrélée a l'augmentation de l'activité LOX. A linverse, pue l'activité LOX diminue
aprés 10 h d’incubation des feuilles en présence des bacté&its)dars en acides gras libres

en C18 :3 augmentent.
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Figure 5: Evolution des teneurs en acides gras libres Benssus foliaires de vigne en réponse aux
bactéries issues du vignoble. Les feuilles sonisérs a partir de vitroplants (9 semaines) et néses
incubation en présence de chaque bactrisubtilisPTA-271, deP. agglomerandTA-AF2 et de

P. fluorescen®TA-CT2 & une concentration de’10FC mi* et du témoinLes valeurs représentent
la moyenne (10 feuilles en duplicatas) + I'écart a la moge@16:0, acide palmitiqué\j ;
C16:1, acide palmitoléiqueB); C18:0, acide steariqueC); C18:1, acide oléiqueDj ;
C18:2, acide linoléiqueH) et C18:3, acide linoléniqueF). L'astérisque indique que les
valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’apest et Duncan.
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2.3 Effet des concentrations bactériennes sur la protéon des feuilles
de vigne contreB. cinerea

Les feuilles détachées de vitroplants sont préalablement incubédésnpd 6 heures en
présence déB. subtilis PTA-271, P. agglomerandPTA-AF2 etP. fluorescensPTA-CT2 a
différentes concentrations allant de 1%20lx1§ UFC mi*. A l'issue de cette pré-incubation,
les feuilles sont soigneusement lavées puis inoculées avecuspension conidienne de
B. cinerea La protection est estimé&ga la mesure de la taille de la nécrose aprés 7 jours de
contamination.

Les résultats montrent qu’a une concentration bactérienne dé Wg@mi*, B. subtilis
PTA-271 etP. agglomeransPTA-AF2 ne procurent pas de protection significative contre
B. cinerea(Figure 6A, 6B). On peut noter toutefois une |égére protection ennpeesie
P. fluorescen®TA-CT2 (Figure 6C). A partir d’'une concentration bactériennexd€® UFC
ml™, la nécrose provoquée pBr cinereaest fortement réduite quelle que soit la souche
(Figure 6 A, B et C). Ce niveau de protection est quasi-simiggiegteint un maximum a des

concentrations supérieures ou égales a 1IMET ml*.

2.4 Colonisation des feuilles par les bactéries

Un suivi de la concentration bactérienne dans les tissus foldgregne est réalisé afin
d’établir une éventuelle relation entre 'amplitude des réactimhstes (réactions de défense
et protection contrd3. cinered et la densité des bactéries dans les feuilles. Les n8sulta
présentés dans la figure 7 A montrent I'évolution de la densd&renne dans les tissus
foliaires en fonction de la concentrationleagglomeran®TA-AF2 dans le milieu. On peut
noter que plus la concentration Beagglomeran$TA-AF2 dans le milieu augmente plus la
concentration dans les feuilles est importante (Figure 7 A). Audm@d h d’incubation, les

concentrations du milieu et celles endogenes sont quasiment proportionnelles.

Des cinétigues d’accumulation des bactéries dans les feuillezuest été réalisées en
présence des trois souches agglomeransPTA-AF2 (Figure 7 B),B. subtilis PTA-271
(Figure 7 C) eP. fluorescen®TA-CT2 (Figure 7 D) & une concentration de £X18C mi™.
Dans tous les cas, on note une colonisation rapide des tissus fqlailes bactéries. Cette
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Diamétre de la nécrose foliaire (mm)
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Figure 6 : Effet des bactéries issues du vignoble sur leeld@pement de la nécrose foliaire causée
parB. cinereales feuilles de vitroplants sont préalablement réms en présence BesubtilisPTA-

271 @A), P. agglomeran®TA-AF2 B) et P. fluorescen®TA-CT2 ) a différentes concentrations
pendant 16 heures. Les feuilles sont ensuite rinpéis inoculées avec une suspension conidienne de
B. cinereaa 1x10 spores nil. La contamination des feuilles (diamétre de laose) est déterminée 7
jours post-inoculation. Les valeurs représententdgenne (n=20) et les valeurs des histogrammes
présentant la méme lettre ne sont pas significaive différentes d’apres le test Newman-Kepls: (
0,05).
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Figure 7: Evolution deefgpsgiicentration des bactéries dassfeuilles de wérgan)s incubées en
présence deP. agglomeransPTA-AF2, B. subtilis PTA-271 et P. fluorescensPTA-CT2.
Concentration des bactéries dans les feuilles iwsiten présence & agglomerandPTA-AF2 a
différentes concentrations pendant 24 heufgs; (Cinétique d’accumulation des bactéries dans les
feuilles incubées en présence BeagglomeranPTA-AF2 B), de B. subtilisPTA-271 C) et de

P. fluorescen®PTA-CT2 D) a 16 UFC mi*. Les valeurs représentent les moyennes de triptica
I'écart & la moyenne.

138



Chapitre 3

colonisation est exponentielle durant les premiérasres d’incubation. L’accumulation de
B. subtilis PTA-271 et deP. fluorescensPTA-CT2 semble plus précoce par rapport a
P. agglomeran®TA-AF2. La densité des bactéries dans les faudteeint donc un maximum
aprés 10 heures d’incubation, en particulier ensgmmée deB. subtilis PTA-271 et de
P. fluorescens®TA-CT2. En présence d& agglomeran$®®TA-AF2, une forte concentration

dans les feuilles est atteinte aprés 16 heuresubation.

3 Discussion

Dans cette étude, les expériences ont été réabseates feuilles isolées de vitroplants et
incubées en présence de trois bactér@ssubtilisPTA-271,P. agglomerandTA-AF2 et
P. fluorescen®®TA-CT2, dans des conditions contrélées. Les t@subbtenus montrent que
les bactéries issues du vignoble sont capablesluim la voie des octadécanoides dans les
tissus foliaires de vigne, matérialisée par unevatibn transitoire de la LOX et une
modification des teneurs en acides gras. Ces ofactiont dans la plupart des cas corrélées a
une accumulation des bactéries dans les tissasrésliet a une protection conBecinerea

La détermination de l'activité LOX montre que cetaction semble modulée de maniére
similaire par les trois souches bactériennes, &msénce d’inoculation pd. cinerea Ces
résultats sont en conformités avec ceux de Sadlagh (1997) et d’'Ongenat al (2004), qui
montrent que la LOX est stimulée suite a [lapplmat de B. subtilis et de
Pseudomonas putidahez les plantules d’arachides et les feuilles rith& Toutefois, et
quelle que soit la bactérie, cette activité LOX eulite une concentration bactérienne
minimale (1x16 UFC mI™"), au-dela de laquelle cette activité atteint ureaul maximal. Les
fortes concentrations en bactérie (1% 1x16 UFC mlI™) conduisent & une stimulation
précoce de la LOX. Ces résultats suggerent queédalation de la voie des LOX serait
dépendante de la densité des populations bactése@eci peut résulter du mécanisme de
régulation bactérien "quorum sensing”. Ce mécanisseait responsable de la
synchronisation de I'expression de signaux au samedpopulation bactérienne en fonction
de sa concentration. Les bactéries qui utilisentmEganisme produisent des molécules
signales dites autoinductrices, a I'image des N-hoynosérine lactone (AHL), qui a forte
concentration peuvent contribuer & contrbler I'eggion de différents genes (Pierstral,
1998b). Ainsi les AHL régulent par exemple, la proiibn de phénazine (antibiotique) et de

rhamnolipides, connus pour jouer un rble dans lkke lgontre les pathogenes par des
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Pseudomonag¢Piersonet Pierson, 1996, Piersat al, 1998b). Les déterminants bactériens
susceptibles de stimuler l'activité LOX pourraiétte soumis a un méme mode de régulation,
entrainant leur production puis leur perception lpaplante uniquement lorsqu’un seuil de
densité des populations bactériennes est atteint.

Dans cette étude, il apparait aussi que l'acti{®X n’est pas stimulée pd. cinerea
agent de la pourriture grise de la vigne. Ce rasdtiggére que les mécanismes impliqués
dans la perception et la transduction des signasgxbdctéries par la vigne seraient différents
de ceux mis en ceuvre au cours de l'interactionegncinerea Néanmoingil a été montré
parBézieret al. (2002) que I'inoculation des feuilles dar cinereaconduisait a I'expression
tardive d’un géne codant pour une 9-LOX. Ceci sugggie la régulation de la voie de LOX
chez les feuilles de vigne serait post-transcniptadle et différe entre les microorganismes
pathogénes et non-pathogénes.

L’évolution de l'activité LOX en réponse aux baadérdu vignoble semble un caractere
important & prendre en considération quand il §’dgi prédire l'induction de la résistance
chez la vigne. Des travaux mettant en jeu des gdamainsgéniques (surexpression ou anti-
sens du géene LOX) ont montré que les LOX, en pdrticla 9-LOX, sont impliquées dans la
mise en place de la résistance des plantes aupgtatbes fongiques (Ranet al, 1998 ;
Méne-Saffranéet al, 2003). Cette réaction est également associée aédation
d’hypersensibilité au cours de laquelle I'activatite la voie des LOX conduit a la génération
d’hydropéroxydes et de radicaux libres impliquéasdées phénoménes de mort cellulaire
(Montillet et al, 2002). Néanmoins, dans notre étude aucune nédessdéissus foliaires ni
symptéme typique de la réaction HR n’ont été ob&sehez les feuilles de vigne incubées en
présence des différentes bactéries.

Il apparait que l'activité LOX induite par les rblzactéries dans les feuilles de vigne est
accompagnée d'une modification de la compositionaeres gras totaux et libres, en
particulier d’'une perte précoce d'acides gras palgiurés libres. La rapide augmentation de
I'activité LOX observée et la diminution des terewen C18:3 dans les tissus foliaires
bactérisés pourraient témoigner de leur implicatans la perception des signaux d’origine
bactérienne et leur transduction au niveau cefkildia modification des teneurs en acides
gras libres est souvent impliquée dans les évensnpeécoces de signalisatigra leur réle
comme substrat de la LOX, nécessaire a la syntti&sglipines (Ryu et Wang, 1998).
Certaines oxylipines peuvent avoir des propriétéfamgiques (Vaughn et Gardner, 1993 ;
Ricker et Bostock, 1994 ; Webet al, 1999) ou antibactériennes (Creft al, 1993). Des
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dérivés de la voie de la LOX, en particulier desduoiits volatils, ont été mis en évidence dans
les baies de vigne suite a des blessures (Nipsah 1996). Certains de ces composés, tels
que des aldéhydes en C6 et en C9, inhibent audévieloppement dB. cinerea(Archboldet

al., 1997 ; Falliket al.,1998 ; Ongenat al, 2004 ; Matsuet al, 2006).

L’acide linolénique (C18:3) est un précurseur intgor de la synthese du JA et du MeJA,
considérés comme signaux impliqués dans la régulakes réactions de défense de la plante
(Conconiet al, 1996). L'implication du JA dans I'lSR a été mise évidence dans plusieurs
modeéles végétaux en réponse a des rhizobactéiigter@@et al, 2000 ; Ryuet al, 2003;
Domenechet al, 2007). Des transformantsAtdabidopsis capables d’accumuler du MeJA a
des niveaux importants expriment une forte réstgtaontreB. cinerea(Seoet al, 2001).

L’activation de la voie des LOX dans les feuilles digne incubées en présence de
B. subtilis PTA-271, deP. agglomeransPTA-AF2 et deP. fluorescensPTA-CT2, est
€galement associée a une protection accrue cBnitmerea Cette protection n’est obtenue
qu’a partir d’'une concentration bactérienne supéei®u égale & 1xIWFC ml?, au-dela de
laquelle le niveau de protection reste statistiger@nsimilaire. Des résultats comparables ont
également été rapporté par Raaijmakers et sesboddliurs, montrant que l'application
d’'une rhizobactérieP’seudomonas fluorescedsune concentration comprise entre Fx&0
1x10 UFC g* de sol est nécessaire pour conférer une protedtioradis contréusarium
oxysporum(Raaijmakerset al, 1995) ou du blé contt@aeumannomyces graminiar. tritici
(Raaijmakers et Weller, 1998). Cette protection agparemment liée a l'induction des
mécanismes de défense de la plante, mais il n'ast gxclu que des mécanismes
d’antagonisme direct peuvent avoir lieu entre leaxdmicroorganismes. Dans cette étude,
seuleP. fluorescen®TA-CT2 se montre capable a la fois d’induire disctions de défense
de la vigne et de bloquer directement la croissaled®. cinereain vitro (Trotel-Aziz et al,
2007).

Il apparait que I'incubation des feuilles de vigsre présence des bactéries se traduit par
une colonisation des tissus par celles-ci a desanix proches de ceux présents dans le milieu
d’incubation. La colonisation des tissus foliaipes les bactéries est d’autant plus nette que la
concentration bactérienne dans le milieu d'incuragst importante. Cette colonisation est
variable selon la souche et atteint un niveau makaprés 8 ou 16 heures de mise en contact
avec les feuilles. Les différences observées engeate colonisation des feuilles par les trois
souches bactériennes peuvent relever de caradigsiojmgique propre a chaque souche et
donc de son aptitude a coloniser les tissus déat#e(Kimet al, 1997 ; Yaret al., 2003).
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Ce potentiel de colonisation des tissus peut dmndri & activer efficacement certains

mécanismes de résistance de la plante ou encaeagit avec le pathogéne lorsque la

bactérie a un caractére antagoniste.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Jusqu’a présent la lutte contB cinerea agent de la pourriture grise de la vigne,
s'effectue principalement par l'utilisation de faciges chimiques responsables d'une
importante pollution de I'environnement et d’'un égsilibre écologique considérable. En
outre, malgré le développement de nouveaux fongggite viticulteur se trouve confronté a
I'émergence systématique de souches résistantest llonc nécessaire de développer des
alternatives a la seule lutte chimique pour unécuiture durable, plus respectueuse de
I'environnement. Dans ce contexte, la lutte bicdpg contre les maladies cryptogamiques de
la vigne a l'aide de rhizobactéries semble étre alternative prometteuse a I'emploi des
fongicides, de part la présence de ces microorgessians les agro-systemes, leur grande
diversité et leur dissémination dans les sols gphériques. Ainsi, le vignoble constituerait
une réserve de microorganismes aux propriétés qirotes de la vigne particulierement
intéressantes.

Les études réalisées par notre groupe (Trotel-dizi, 2007), a la fois sur le terrain et au
laboratoire, ont conduit a I'isolement et l'idertdtion de différentes souches bactériennes
issues des différents niveaux d’'organisation deidme (racines, tiges, feuilles) et de la
rhizosphere du vignoble champenois. Des testsesatians des conditiommsvitro ont permis
de différencier certaines de ces souches ayamigacité de protéger les feuilles de vigne
contre B. cinerea Il s’agit de deux souches Atinetobacter IwoffiiPTA-113 et PTA-152,
d’'une Bacillus subtilisPTA-271, de deuantoea agglomeranBTA-AF1 et PTA-AF2 et de
deux Pseudomonas fluorescen®TA-268 et PTA-CT2. Les effects protecteurs observ
semblent relever de la capacité de ces souchaduadmuelques réactions de défense de la
vigne et pour certaines souches a inhiber direatetealéveloppement du pathogene.

Dans cette étude, ces bactéries ont été appliquéeignoble afin d’évaluer I'efficacité de
chaque souche en culture pure ou sous forme dépiealtombinaisons dans l'induction des
différentes réactions de défense de la vigne (&s#,p-1,3-glucanase, PAL) et de sa
protection contrd3. cinerea L'action de ces bactéries sur certaines réactioésoces (LOX,
acides gras) a également été étudiée dans dedicosadi vitro. Les résultats présentés dans
cette these indiquent gu’il est possible d’induige résistance de la vigne a l'aide de

rhizobactéries ou de combinaisons de bactériesi@tiaplante est capable de mobiliser sa
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machinerie métabolique vers les voies de défensessaires pour lutter contBe cinerea La
protection induite pourrait relever de mécanismépeddant a la fois de la capacité de
résistance de la plante, de I'expression des @t#wiprotectrices des bactéries locales, mais
sans doute aussi des conditions du milieuvignoble, le niveau de protection des feuilles et
des baies contrB. cinereasemble dépendre de la souche bactérienne, derimaison de
souche, de la méthode d’application et de la prassdu pathogene. Quel que soit leur mode
d’application, les souches les plus performantesdeeme de protection des feuilles sont
représentées pd&. agglomeran®®TA-AF1 etP. fluorescenTA-CT2. Pour la plupart des
bactéries étudiées, le mode d'application au solmsmtre plus efficace par rapport a
I'injection ou la pulvérisation de celles-ci. Lesushes PTA-113 et PTA-CT2 induisent une
réduction importante des attaques comreinerealorsque celles-ci sont appliquées au sol.
Ceci suggeére que les bactéries sont susceptibledude une résistance systémique chez la
vigne.

Dans les baies, c’est la soudheagglomeran®TA-AF1 qui semble plus active en terme
de protection contrd®. cinerea notamment en situation de faible infection. Téaite une
certaine hétérogénéité de protection coBtreinereaexiste a la fois dans les feuilles et dans
les baies d’'une année sur l'autre. Cette hétéragépéut résulter de différents facteurs
affectant la pression parasitaire ou l'interactawvec la microflore locale, la capacité de
colonisation de la rhizosphére ou de la phylosplpareles agents de la lutte biologique ou
encore de I'état physiologique de la plante.

L’application de différentes combinaisons de baetéaboutit également a une certaine
protection des feuilles et des baies coRreinerea Les mélanges les plus actifs sont ceux
constitués de deuR. agglomerangAF1+AF2), de trois soucheB4cillus+Pantoea),de
guatre souchegAcinetobacter+PantoeaAcinetobacter+Pseudomona®t de 5 souches
(Bacillus+Pantoea+PseudomonadNéanmoins, les mélanges combinant les d&ubkvoffii
(113+152), les deux P.fluorescens (268+CT2) ou le mélange
Acinetobacter+Bacillus+Pseudomonant inefficaces contrd. cinerea Ceci renvoi a
I'hnypothése selon laquelle ces bactéries seraierangagonisme entre elles ou avec d’autres
microorganismes de la microflore locale. Cet antégjue peut relever de mécanismes de
compétition ou d’antibiose, conduisant a une dimiorudes activités des agents de lutte
biologique. Ces résultats rendent compte du fait lggs mélanges de bactéries ne sont pas
systématiquement plus efficaces que les bactéritgiduelles.
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Une variabilité dans la protection des baies aoftgervée en 2004. Cette variabilité
semble résulter des conditions environnementalessstntes, puisque l'estimation de la
contamination des baies far cinereaa été réalisée en période de post-vendangesskase
réalisés en 2005 ont permis d’enregistrer une amaion de la protection de la vigne
(pouvant atteindre 80%) sans apport annuel de®iiest Ces résultats viennent conforter
I'hypothese selon laquelle une réitération ou umiien des bactéries dans le sol et / ou dans
la plante est possible.

La protection contrd3. cinereaen réponse a l'application de bactéries au vignasit
corrélée a une stimulation de certaines réactieansglé@ense (activation de chitinagel,3-
glucanase, PAL). L'induction de ces réactions senéidente en réponse a I'application des
bactéries individuellesA( Iwoffii PTA-113 et PTA-152P. fluorescensPTA-CT2), mais
également suite a lI'application de mélanges assoparticulierement ledcinetobacterles
Pantoeaet lesPseudomonas

Sur le plan spatio-temporel, les réactions indugéda protection sous-jacente nous
indiquent que les bactéries étudiées sont capdbiatilire une résistance systémique chez la
vigne, notamment lorsque celles-ci sont appliguaasniveau du sol. L’activation des
composantes de I'ISR pourrait étre un élément elBagtquisition de la résistance de la vigne
a différents pathogenes.

Les activités chitinase ¢t1,3-glucanase en réponse aux bactéries pourrgergigner
d'une capacité significative de résistance de neienversB. cinerea.Par ailleurs, la
succession de ces réactions de défense dans féwii§ organes pourrait témoigner d’un
« transfert de signaux » des feuilles vers lessbapgeés la véraison. Ce transfert impliquerait
des signaux affectant I'expression des protéinedéfiense ou encore le transport de protéines
de défense elles-mémes. Un tel transfert peut iagaliecontribuer a la mise en place d'un

état d'ISR, en particulier lorsque les bactéries sppliquées au sol.

Les expériences réalisées dansclasditions contréléesmontrent que le métabolisme des
oxylipines est activé chez les feuilles de vitropgdade vigne en réponseBa subtilisPTA-
271, a P. agglomeransPTA-AF2 et aP. fluorescensPTA-CT2. Cette activation est
matérialisée par une stimulation transitoire dectkaté LOX accompagnée d’une perte
précoce en acides gras poly-insaturés libres, motmhen C18:3. L'augmentation tardive de
la teneur en cet acide gras libre pourrait résualiene baisse de I'activité LOX et / ou d’'une

activation importante de phospholipases.
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La stimulation de l'activité LOX est également asée a une protection des feuilles
bactérisées contrB. cinerea Ces réactions se montrent dépendantes de la rdostoen
bactérienne dans le milieu mais aussi de la cadinis des feuilles par les bactéries. Dans la
majorité des cas, une concentration bactériennémala de 1x1OUFC ml* est nécessaire &
la mise en place de ces réactions induites, suggénasi I'implication directe des bactéries

«in situ» ou de leurs déterminants, qui seraient eux nTéguEes par « quorum sensing ».

Les travaux en cours ont également pour objecatifadgir le succés de la lutte biologique,
dans un contexte de lutte intégrée, a tous lesobigs en appellation Champagne. Différents
prélevements de sol et de plants de vignes ontéatisés dans une parcelle viticole de
I’Aube. 326 bactéries ont été isolées et sont smpratives de tous les milieux prospectés.
Elles proviennent pour 35% du sol, pour 36% demeacet pour 29% des sarments (Annexe
3). Le criblage des bactéries a permis de sélewioB9 souches conférant une protection de
la vigne contreB. cinerea L’'analyse par des galeries APl a permis d’idetifi3 espéces
difféerentes dont 4 appartiennent au genre Essudomona®t 1 au genre deBantoea
retrouvées également dans les parcelles situés ldaMarne (Annexe 4). La protection
induite varie en fonction de la température et dtivar (Annexe 5). Dans la majorité des cas

une augmentation de la température entraine uble faiotection par les bactéries.

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives lpaquelles :

(1) L'importance de I'ISR s’avére déterminante denprotection contr®. cinerea Afin
de tirer profit de I''SR et d’améliorer son effigg; une meilleure connaissance des
caractéristiques bactériennes impliquées dansuldtion des voies de défense de la vigne est
nécessaire. Il s’agira notamment de recherchersqgaeht les principaux déterminants
bactériens susceptibles d’induire les réactionsdéiense de la vigne impliquées dans la

protection de la plante contBe cinerea

(2) L'état physiologique et les conditions de crétules plantes jouent un réle important
dans le bon déroulement des phénomeénes de résistahite. Il s’agira donc de déterminer
I'effet des différentes contraintes abiotiques Bumiveau de stimulation des réactions de
défense de la plante au cours de son développe@enkffets interviennent également sur la

régularité de l'efficacité des agents de lutte dodue. 1l serait donc judicieux d’étudier
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I'effet des impacts environnementaux sur la capadihdaptation des bactéries (compétence

écologique) et sur leur efficacité a induire uneot@ction contreB. cinerea relevant

probablement de mécanismes de régulation impligeanuorum sensing ».

(3) Afin de mieux comprendre le role que peuvenbiales chitinases et leg-1,3-
glucanases dans la résistance de la vigne cBntrimerea il serait important de caracteériser
les différentes isoformes induites chez la vigneéponse aux bactéries et d'identifier celles
qui seraient impliguées dans la résistance de #atelau pathogéne nécrotrophe. La
stimulation de l'activité¢ PAL chez la vigne en r@ge aux bactéries pose la question de
'importance des composés secondaires de la vaseptiénylpropanoides (phytoalexines
stilbeniques, tanins, lignine) dans la protectioa h vigne contreB. cinerea La
caractérisation de déterminants de I'ISR et leylication dans la régulation de la voie des

phénylpropanoides seront appréhendées.

(4) Au niveau de la voie des octadécanoides, ia setéressant d’approfondir nos
connaissances sur les mécanismes déclenchéspgaicdion des bactéries non seulement en
amont de l'activité LOX, telles que les phosphddigs (A2, C ou D) qui sont impliquées dans
de nombreux phénomenes d'élicitation (Charetral, 1996, Laxalet al, 2001 ; Munniket
al., 1998 ; Van der Luiet al, 2000 ; Zhacet al, 2004), mais aussi en aval, a I'image des
activités lipide hydropéroxydase ou de I'hydropém lyase, connues pour conduire a
I'accumulation de molécules antimicrobiennes (hpéroxydes, Z-3-hexenal) (Sailaga al,
1997 ; Ongenat al, 2004) ou molécules signales (JA, MeJA) (Crefftal, 1993 ; Blée,
2002).
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Annexe 1: Produits antifongiques, mais non ambitrytis appliqués sur les parcelles CR et NL au
cours des années 2002, 2003, 2004 et 2005.

2002 2003
Date PRODUITS / substances actives Usage Date PRODWS / substances actives Usage
16/05 | PANTHEOQOS / diméthomorphe +folpel PM 04/05 | PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM
25/05 | PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM | 15/05 | PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM
LEGEND / quinoxyfen EN
04/06 | OLYMP 10 EW / flusilazole GB, PZ, EN | 06/06 | PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM
VAMIN / ofurace + folpel PM, PH SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN
14/06 | MIKAL FLASH / foséthyl d’Al + folpel PM 16/06 | SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN
SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN SIRBEL / folpel+iprovalicarbe PM
27/06 | LEGEND / quinoxyfen EN 24/06 | LEGEND / quinoxyfen EN
MIKAL FLASH / foséthyl d’Al + folpel PM SIRBEL / folpel+iprovalicarbe PM
04/07 | VALIANT / folpel+fosethyl d’ Al+cymoxanil PM 29/07 | SYGAN / cymoxanil +folpel PM
08/07 | LEGEND / quinoxyfen EN 09/07 | KARATHANE LC / Dinocap EN
VALIANT / folpel+fosethyl d’Al+cymoxanil PM PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM,
20/07 | KARATHANE LC / Dinocap EN 21/07 | KARATHANE LC / Dinocap EN
VALIANT / folpel+fosethyl d’Al+cymoxanil PM SYGAN / cymoxanil +folpel PM
01/08 [ ANTEOR FLO / cymoxanil +folpel PM 31/07  SY®IA cymoxanil +folpel PM
12/08 | ANTEOR FLO / cymoxanil +folpel PM
2004 2005
Date PRODUITS / substances actives Usage Date PRODS / substances actives Usage
19/05 | EPERON / mancozebe PM 02/05  SYGAN / cymoxsiilpel PM
28/05 | SCORE / difénoconazole GB, PZ,EN | 11/05 | PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM
TAIREL F / bénalaxyl+folpel PM, PH ; PZ
06/06 | SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN | 24/05 | EPERON MIX / mancozébe+méfénoxam PM
TAIREL F / bénalaxyl+folpel PM, PH ; PZ LEGEND / gquinoxyfen a‘ EN
17/06 | KARATHANE LC / Dinocap EN 02/06 | EPERON MIX / mancozébe+méfénoxam  PM
PANTHEQS / diméthomorphe +folpel PM, LEGEND / quinoxyfen EN
28/06 | KARATHANE LC / Dinocap EN 14/06 | SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe PM TAIREL F / bénalaxyl+folpel PM, PH; PZ
09/07 | LEGEND / quinoxyfen EN 24/06 | SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe PM TAIREL F / bénalaxyl+folpel PM, PH; PZ
17/07 | SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN | 06/07 LEGEND / quinoxyfen EN
SYGAN / cymoxanil +folpel PM SIRBEL / folpel+iprovalicarbe PM
28/07 | SCORE / difénoconazole GB, PZ, EN | 19/07 | KARATHANE LC / Dinocap EN
SYGAN / cymoxanil +folpel PM SIRBEL / folpel+iprovalicarbe PM
09/08 | LEGEND / quinoxyfen EN 28/07 | KARATHANE LC / Dinocap EN
SYGAN / cymoxanil +folpel PM SYGAN / cymoxanil +folpel PM
21/08 | SYGAN / cymoxanil +folpel PM 08/08] SYGAN /mpxanil +folpel PM

GB : Guignardia bidwelli= le black rot ; PH Phomopsis viticola I'excoriose ; PM Plasmopara viticola= le

mildiou ; PZ :Pseudopezicula tracheiphilake rougeot ; EN Erysiphe necator I'oidium.
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Annexe 2: Fréquence d’attaques &e cinereasur baies matures en 2004 et en 2005 dans la
parcelle de Nogent I'’Abbesse

Tableau | : Fréquence de contamination des baies de vigaeB.rinereasuite a I'application des
bactéries individuelles issues du vignoble. Lesamgés de souches ont été appliqués au sol du
vignoble (NL) & une concentration de 1%10FC mi* (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. La
fréquence de contamination des baies matureB peinereaa été déterminée le 28 octobre 2004 sur
50 grappes orientées face Est et 50 grappes @gefaée Ouest du rang des vignes.

Fréquence d'attaque (%)

Traitements Totale Face Est Face Ouest
Témoin 99 98 100
A. lwoffii PTA-113 100 100 100
A. lwoffii PTA-152 99 98 100
B. subtilisPTA-271 98 96 100
P. agglomeran®TA-AF1 97 94 100
P. agglomeran®TA-AF2 95 92 98
P. fluorescen®TA-268 99 98 100
P. fluorescen®TA-CT2 100 100 100

Tableau Il : Fréquence de contamination des baies de vigreB.ganereasuite a I'application des
mélanges de bactéries issues du vignoble. Les gedade souches ont été appliqués au sol du
vignoble (NL) & une concentration de 1%10FC mi* (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. La
fréquence de contamination des baies matureB peinereaa été déterminée le 28 octobre 2004 sur
50 grappes orientées face Est et 50 grappes @&faée Ouest du rang des vignes.

Fréquence d’'attaque (%)

Traitements Totale Face Est Face Ouest
Témoin 99 98 100
113+152 99 98 100
AF1+AF2 97 94 100
268+CT2 100 100 100
271+AL 98 96 100
271+PA 96 94 98
271+PF 97 94 100
AL+PA 100 100 100
AL+PF 98 96 100
PA+PF 98 96 100
271+AL+PA 99 98 100
271+AL+PF 100 100 100
271+PA+PF 98 96 100
AL+PA+PF 100 100 100
271+AL+PA+PF 99 98 100
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Tableau Il : Fréquence de contamination des baies de vigneB.manereasuite a I'application des
bactéries individuelles issues du vignoble. Lesamgés de souches ont été appliqués au sol du
vignoble (NL) a une concentration de 1X10FC miI* (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En
2005, aucun traitement bactérien n'a été renouteldréquence de contamination des baies méatures
parB. cinereaa été déterminée le 21 septembre 2005 sur 50 ggapentées face Est et 50 grappes
orientées face Ouest du rang des vignes.

Fréquence d’'attaque (%)

Traitements Totale Face Est Face Ouest
Témoin 78 76 80
A. lwoffii PTA-113 64 68 60
A. lwoffii PTA-152 64 60 68
B. subtilisPTA-271 71 68 74
P. agglomeran®TA-AF1 68 66 70
P. agglomeran®TA-AF2 57 56 58
P. fluorescen®TA-268 83 78 88
P. fluorescen®TA-CT2 64 50 78

Tableau IV : Fréquence de contamination des baies de vigneB. manereasuite a I'application des
mélanges de bactéries issues du vignoble. Les gedade souches ont été appligués au sol du
vignoble (NL) a une concentration de 1X10FC mi* (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En
2005, aucun traitement bactérien n'a été renouteldréquence de contamination des baies méatures
parB. cinereaa été déterminée le 21 septembre 2005 sur 50 ggapentées face Est et 50 grappes
orientées face Ouest du rang des vignes.

Fréquence d’attaque (%)

Traitements Totale Face Est Face Ouest
Témoin 78 76 80
113+152 64 58 70
AF1+AF2 46 48 44
268+CT2 67 66 68
271+AL 75 72 78
271+PA 61 54 68
271+PF 67 54 80
AL+PA 65 66 64
AL+PF 65 60 70
PA+PF 57 54 60
271+AL+PA 67 54 80
271+AL+PF 76 58 94
271+PA+PF 63 52 74
AL+PA+PF 55 56 64
271+AL+PA+PF 80 76 84
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Annexe 3: Origine des bactéries sélectionnées et isoléeswigmoble de I’Aube

Sarment 249

. 295
Racine

Milieu

A Répartition des bactéries sélectionnées (protechs feuilles de vitroplants) dans les
organes de la vigne et dans sa rhizosphere.

B Répartition des bactéries sélectionnées (proteaties feuilles de vitroplants) en
relation avec l'inclinaison de la parcelle viticoles isolements (a partir du sol, des sarments et
des racines de la vigne) ont été réalisés suieartechniques développées par Trotel-Atial (2007).
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o . _ Coloration =~ McConkey — Test  Test Test Mobilité
Code Description : caractéres macroscopiques Gram Oxydase Catalase OF-F
Croiss./ Lac

86 Creme-jaunatres, rondes, visqueuses, rondes,dggeue, croissance rapide Gram — (rose) + Lac+ + + léger -
200 Créme-laiteuses, rondes, bombées, brillantes, @sagtoissance rapide Gram — (rose) + Lac+ + + + -
288 Créme-laiteuses, rondes, visqueuses, brillantgsr.lBpaques, croissance rapide Gram — (rose) + Lac+ + + + +
95 Jaunes, léger.opaques, contours hérissés et ratesucroissance rapide Gram — (rose) + Lac+ + + + -
63 Jaunes, rondes, léger.opaques, croissance rapide Gram — (rose) + Lac+ + + + +
306 Creme-jaunatres, rondes, léger.opaques, croissapice Gram — (rose) + Lac+ + + + +
5 Jaunes, arrondies, contours léger..hérissés, anmissapide Gram — (rose) + ? - + + -
82 Cremes, visqueuses, croissance rapide Gram — (rose) + Lac+ + + ? ?
163 Créme-jaunétres, arrondies, brillantes, opaquegpucs nets, croissance rapide Gram — (rose) + Lac+ - + - +
169 Jaunes, rondes, brillantes, translucides, contmeiss croissance moyenne Gram — (rose) + Lac- - + + -
203 Jaune-orangées, rondes, brillantes, Iéger.trassctroissance rapide Gram — (rose) + Lac+ - + + +
214 Creme, rondes, brillantes, opaques, croissancdaapi Gram — (rose) + ? - + + +
217 Jaune-citron, rondes,bombées, opaques, croissajpice r Gram — (rose) + ? - + + +
219 Créme-laiteuses, rondes, visqueuses, brillantegoacs nets, croissance lente Gram — (rose) + Lac+ - + + +
249 Jaunes-laiteuses, arrondies, brillantes Gram — (rose) + Lac+ - + + +
192 Créme-laiteuses, rondes, visqueuses, léger.tradskjcontours nets, croissance rapide Gram — (rose) + Lac- - + + +
193 Beiges-laiteuses, visqueuses, translucides, craissapide Gram — (rose) + ? - + + +
238 Jaunétres, rondes, brillantes, translucides, cositwets, croissance moyenne Gram — (rose) + Lac+ - + + +
174 Jaunes, arrondies, translucides, contours neissarae rapide Gram — (rose) + Lac+ - + - +
197 Blanche-crémes, laiteuses, arrondies, visqueuse®urs nets, croissance rapide Gram — (rose) + Lac+ - + - +
230 Jaunes, rondes, brillantes, translucides, contwetss croissance moyenne Gram — (rose) + Lac+ - + + +
167 Créme-jaunétres, rondes, Iéger.translucides, costmts, croissance moyenne Gram — (rose) + 2/ - + - +
30 Beiges, rondes, brillantes, bombées, |1éger.traitaccontours hérissées, croissance rapi@eam — (rose) + Lac+ - + + -
295 Jaunes, arrondies, léger.translucides, croissapiger Gram — (rose) + Lac+ - + léger +
98 Blanchatres, ronde, brillantes, Iéger.translucideatours hérissées, croissance rapide Gram + (violet) - / - + + -
115 Jaunes, rondes, brillantes, translucides Gram + (violet) - / - + - -
116 Beiges, rondes, brillantes, croissance moyenne Gram + (violet) - / - + ? ?
141 Jaunes, arrondies, cotonneuses, opaques, contrigsdes, croissance rapide Gram + (violet) - / - + ? ?
218 Blanche-crémes, arrondies, cotonneuses, opaquéssamce rapide Gram + (violet) - / - + + +
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Annexe 5: Test de protectiom situ sur feuilles et test d’antagonisamevitro sur milieu

PDA vis-a-vis deB. cinereaen réponse aux bactéries sélectionnées

Protection contr®. cinerea (%)

Code Identificatior® Inhibition in vitro de
Test CHY TestCH2  TestM B. cinerea (%)°
86 Pseudomonas fluorescens 33 34 37 -
200 27 64* 79* -
288 20 71* 91* -
95 Pseudomonas spp. 56* 39 32 -
63 Burkholderia cepacia 58* 54* 40 -
306 38 86* 80* -
5 Pantoea spp.3 38* 66* 10 .
82 Agrobacterium radiobacter 46 92* 11 +
163 Enterobacter cloacae 38 78* ND .
169 29 92* 6 -
203 Enterobacter aerogenes 16 90* 125 -
214 35 15 57* -
217 28 89* ND -
219 33 88* 60* -
249 29 67* 95* -
192 Serratia fronticola 19 47* 11 .
193 52 0 82* -
238 27 43* 31 -
174 Rahnella aquatilis 63* 85* 35 )
197 52 91* 65* -
230 56* 100* 85* -
167 Citrobacter freundii 12 90* ND -
30 Chryseomonas luteola 35* 60* 2 -
295 Chryseabacterium 18 77+ 28 .
98 Bacillus cereus 64* 2 ND .
115 23 90* 13 .
116 42 80* 13 -
141 75* 14 30 -
218 29 76* 20 -

Identification :

ales galeries API (Analytical Profil Index) sontligges pour identifier les bactéries sélectionnéeRI20E, pour identifier
lesEnterobacteriaceg@API20NE pour les bactéries Gram-négative nonfieqtés et APISOCH pour les bactéries Gram-
positive etEnterobacteriaceapositive.

Protection :

Les souches ont été incubées en présence deseded#l vitroplants de vigne pendant 16 heures. Rsisfeuilles,
délicatement essuyées, sont artificiellement in@esipar une suspension conidientdeinerea(lO5 spores rﬁf). 7 jours
apres l'inoculation des feuilles, les nécroses swmgurées et le pourcentage de protection estévalu

b : température moyenne de 30°C le jour et de 28%it, cépage Chardonnay
C : température moyenne de 24°C le jour et de 2@ t@it, cépage Chardonnay
d : température moyenne de 24°C le jour et de 2 t@it, cépage Merlot

L’astérisque indique que les valeurs sont sigrtifiemnent différentes par rapport au témoin d'apeéest de Duncan

(p<0,05).
Antagonisme :

€ Test d’antagonisme : incubation d’'une souche bigcide pendant 24 heures au centre d’une boitetdecBétenant du

PDA (Potatoes Dextrose Agar), puis est inoculéaiparsuspension d& cinerea(lxlOL5 spores m"Il).
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Annexe 6: Curriculum vitae— Maryline MAGNIN-ROBERT

1. Publications scientifiques

Publications dans des revues internationales atéatuilecture
Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. &zi&, A. (2007)
Biological control of Botrytis cinerea by selected grapevine-associated bacteria and
stimulation of chitinase an@-1,3 glucanase activities under field conditionsirdpean
Journal of Plant Pathology 118 : 43-57.

Magnin-Robert, M., Aziz; A., Biagianti, S. & Trotel-Aziz, P. : MagmiRobert, M.,
Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. & &ziA. (2007) Biological control oBotrytis
cinerea by mixtures of bacteria and stimulation of chifeaandp-1,3 glucanase activities
under field conditions. (soumise)

Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz; A., Biagianti, S. & Aziz, A. Non-phabgenic bacteria
induced lipoxygenase activity, change of fatty amhtent and resistance of grapevivéi¢
vinifera L.) to Botrytis cinerea(soumise)

Publications dans des revues internationales sangéde lecture
Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz, P., Biagianti, S. & Aziz, A. (2007protection of
grapevine against gray mold disease and activafi@hitinase ang-1,3-glucanase by native
rhizobacteria under field conditions. In "Biologdiceontrol of fungal and bacterial plant
pathogens, fundamental and pratical approachestease biocontrol efficacy” Ed. Y. Elad,
Y., Ongena, M., Hofte, M. & Jijakli, H. IOBC/wprsulletin 30: 209-213.

2. Brevet

Trotel-Aziz, P., Aziz, A.,Magnin-Robert, M., Ait Barka, E. & Gognies, S. (2007)
Bactéries présentant une activité protectrice daegiae contreBotrytis cinereaFrench patent
06.06.513.

3. Communications a des congrées internationaux

Magnin-Robert M., Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. &z, A. (2006)
Induction of resistance tBotrytis cinereain field grown Vitis vinifera by selected native
rhizobacteria and pathogenesis-related proteinwitgctFirst international symposium on
macromolecules and secondary metabolites of grapeamd wines- MACROWINE, Reims,
France 118-20 May 2004. (Résumé)

Magnin-Robert M., Trotel-Aziz, P., Biagianti, S. & Aziz, A. (2004)nduction of
defense-related responses of grapevine by seldatmmbntrol rhizobacteria oBotrytis
cinerea Control of grapevine diseases, Epernay, Frane2019ovember 2004. (Présentation
orale)

Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. &zk, A. (2006)
Induction of resistance t@otrytis cinereain field-grown grapevine by selected native
rhizobactérie. Working group “ Biological controf fungal and bacterial plant pathogens”.
“Fundamental and practical approaches to increasmmirol efficacy”. Spa, Belgique 6-10
Septembre 2006. (Poster)
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