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Résumeé

Lors de ces travaux, linteraction enfaevigne, Vitis vinifera L., et une PGPR
endophytique,Burkholderia phytofirmanssouche PsJN, a été étudiée. Ceci a permis de
caractériser des phénomenes de colonisation bactérideseréponses de défense de la
plante, ainsi qu’'une résistance systémique induite (ISRhgitant une protection contre
'agent pathogénBotrytis cinereaPers.

L'association entre la vigne et la souche PsJN adabbrd été étudiée en conditions
gnotobiotiques en utilisant des plantulesitro, la souche bactérienne de type sauvage ou des
dérivés génétiques (PsJifp2x et PsJINgusAll). Ceci a permis de déterminer une
colonisation épi- et endophytigue des racines de vigne paodahe PsJN ainsi gu’une
migration de la bactérie de l'intérieur des racines jumgu'feuilles, par le biais du flux
d’évapo-transpiration de la plant& les vaisseaux du xyleme.

La colonisation de la vigne par la souche PsJN a engtététudiée en conditions non
stériles en utilisant des boutures fructiferes dansuledb décrire une possible colonisation
des inflorescences. Les résultats obtenus ont permismaiérer une colonisation épi- et
endophytique du systéme racinaire par la bactérie et ensuie migration des racines
jusqu’a la rafle et les jeunes baies, en présencerd&nticro-organismes.

La mise en place de composés de défense ainsi qu’'unad&ike par la souche PsJN
a été ensuite déterminée sur des boutures fructifered. aCeté caractérisé avant sa
progression systémique et avec des conditions plukstddes événements précoces tels que
'accumulation de peroxyde d’hydrogene et d'oxyde nitriqgue, aipns la synthése de
composés phénoliques ont été caractérisés au niveauinacida plus, il est apparu, d’apres
des résultats préliminaires, que la souche PsJN induit, v@auwnilocal ainsi qu’au niveau
systémique, des génes codants des protéines PR dont lksatgmadépend de la voie de
'acide salicylique et / ou de l'acide jasmonique. Ceci anieide suggérer que la souche
bactérienne induit des mécanismes communs des phénomenassistance systémique
acquise (SAR) et d'ISR. Ces phénomenes permettenta gaite, une protection de la vigne

au niveau floral vis a vis de l'infection causée BacinereaPers

Mots Clés : Vitis vinifera L., Burkholderia phytofirmanssouche PsJN, PGPR,
endophyte, colonisation, défense, ISR, SBRirytis cinereaPers.
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Abstract

The interaction between grapevinétis vinifera L., and an endophytic PGPR,
Burkholderia phytofirmanstrain PsJN, has been studied in this work. This has aldave
characterize phenomenons of bacterial colonizatiomesplant defence responses as well as
induced systemic resistance (ISR) confering protection agtiasphytopathogeBotrytis
cinereaPers.

Association between grapevine and strain PsJN has &eeled, firstly, under
gnotobotic conditions by usinig vitro plantlets, PsIJN wild-type strain or some genetically
derivatives (PsJNgfp2x and PsJNgusAll). This has allowed to determine epi- and
endophytic colonization of grapevine roots by strain PsJNvelk as a migration of the
bacterium from the endorhiza to the leaves, mediatethéyplant transpiration streawea
xylem vessels.

Grapevine colonization by strain PsJN has been thentonedi under non-sterile
conditions by using fruiting cuttings, with a special é&ags on putative inflorescence
colonization. Results have demonstrated an epi- anchdophytic colonization of the root
system by strain PsJN and then, its spreading fromrtherieiza to grape inflorescence stalk
and to young berries, even in presence of other microorganism

Plant defence compounds as well as a ISR induced by &sdiN has been then
determined on fruiting cuttings. This has been chanzetérbefore its systemic spreading
inside plants and with some more sterile conditionsne&searly events such as hydrogen
peroxide and nitric oxide accumulations as well as phewgolpound synthesis have been
characterized at the root level. In addition, prelimin@sults have demonstrated that strain
PsJN induces locally and systemically some PR-engodenes, dependent of salicylate
and/or jasmonate signaling pathways. This has allowedggest that this bacterium induces
common mechanisms of Systemic Acquired Resistance ($#R)of ISR phenomenons.
These phenomenons allow then a protection of grapevwneifs against infection caused by

B. cinereaPers.

Keywords: Vitis vinifera L., Burkholderia phytofirmansstrain PsJN, PGPR,
endophyte, colonization, defence, ISR, SBRtrytis cinereaPers.
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Dans les écosystemes naturels et cultivés, des interactiverses s’établissent entre
les plantes et des micro-organismes (Welbainal., 2004). Ces relations, qu’elles soient
neutres, a l'origine de maladies ou de symbioses, aijtius suscité un trés grand intérét.
Dans un premier temps, 'lhomme a su utiliser ces inierac dans le but d’améliorer le
rendement de ses plantes cultivées. Ensuite il ldsdiéés en vue d’accroitre ses propres
connaissances.

De nos jours, il devient courant d’apprendre que des micragyusrgas ayant des
propriétés bénéfiques pour un hdte végétal naturel soiseatithez d'autres plantes en vue
d’augmenter leurs capacités. Le potentiel d'un tel mamganisme a notamment été étudié
chez la vigne et concerne la bactérie endophytiBueholderia phytofirmansouche PsJN
(Sessitsclet al., 2005). Cette bactérie a été utilisée dans un premier tafinppde combattre
le champignorBotrytis cinerearesponsable de la pourriture grise (Ait Baetal.,2000).B.
phytofirmanssouche PsJN inhibe la croissamtevitro de B. cinerea permet d’augmenter la
résistance de la plante vis a vis de cet agent pathogmreen stimulant directement la
croissance de son héte végétal (Ait Baekal., 2000 ; 2002)B. phytofirmansouche PsJN
présente donc un potentiel intéressant pour la viticultéanmoins, certains points de
l'interaction entre la vigne et cette souche baaté@eeavaient besoin d’étre étudiés. En effet,
les défenses associées au phénomene de résistanceBcocitrereaainsi que l'interaction
entre la vigne et la souche bactérienne n'ont été querfeigllement abordées. Elles
méritaient, ainsi, d’étre étudiées d’avantage. De pdusésistance induite conti& cinerea
avait été montrée sur feuilles de plantulewitro de vigne mais pas sur les inflorescences.
Compte tenu de I'importance de ces organes chez la Jegmmflorescences méritaient ainsi
de faire I'objet d’'une étude.

En outre, la bactérie a été détectée au niveau folipns anoculation d’explants de
tige et il a été démontré qu’elle est transmise parasbouturagein vitro des plantules
bactérisées sans un besoin de ré-inoculation (Ait Batrkh, 2002). Néanmoins, au début de
cette thése, aucune étude de suivi de la colonisationrieacte n'avait été réalisée sur les
plantulesin vitro. De plus, aucune donnée ne concernait sa propagatiodoeassation sur
un modélein vivo. L'étude de la colonisation bactérienne de la plante paiaids ce fait
intéressanteCependant, il fallait utiliser des souches modifiéesiydésgfp et gusA, ceci
permettant de visualiser la souche PsJN, de la difféedes autres micro-organismes et de
mieux caractériser le phénoméne de colonisation dgr& par cette souche bactérienne.
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Ainsi lors de cette thése, linteraction entre la eigriB. phytofirmansouche PsJid
été étudiée. Ceci a porté aussi bien sur la colonisatictétienne et ses mécanismes associés,
que sur l'induction de défense chez la plante et la résestd@ ses inflorescences corire
cinerea.
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1. La Vigne

1.1. La vigne : présentation botanique

La vigne, plante angiosperme dicotylédone est une liEnéa famille ded/itacae
anciennement famille desmpelideagPlanchon, 1887). Cette famille, associée aux familles
des Rhamnaceaeet deslLeeceage forme l'ordre des Rhamnales (Chadefaud et Emberger
1960). LesVitaceaesont, pour la plupart, des plantes ligneuses ou herhaaisi que des

arbustes a tiges sarmenteuses (Hellman, 2003).

1.2. Le systeme racinaire de la vigne : généralités

Comme toutes les dicotylédones, la vigne est compdiée systéme racinaire
pivotant permettant son ancrage dans le sol (Opik éfie,RPO05). Cependant, suite aux
attaques de phylloxéra en Europe dont les premiers foyerétéribservés en France des
1865, les vignes cultivées sont portées de nos jours pampattss-greffes d'espéces

américaines (Huglin et Schneider, 2003).

1.3. Le systeme végétatif aérien et reproducteur : généralgé

Le systéme aérien chez la vigne est porté par le cepgde et se trouve constitué
d'un appareil végétatif avec la tige feuillée ainsi quenddystéeme reproducteur avec les
inflorescences (Mullingt al., 1992 ; Hellman, 2003).

En 1952, Baggiolini a décomposé le développement annuel dergases en 16
stades phénologiques. La tendance fut ensuite d’affiette description en subdivisant les
stades existants. Ceci fut notamment 'objet de la qegmide Meyer en 2001 dans I'échelle
BBCH.

Dans cette échelle BBCH, il est décrit qu'aprésal&hent des premieres feuilles
(stades 11 a 13), les inflorescences apparaissent (stadpui8)se séparent grace a
'allongement des entre-nceuds (stade 55). Ensuite, lgsrmfloraux se séparent (stade 57)
et les pédicelles des fleurs s’allongent, ce qui pededlifférencier chaque fleur lors de la
floraison (stades 60 a 69). L'ovaire est ensuite fécondéwent fruit, ce qui correspond a la
nouaison (stade 71). Puis, les fruits se développent s¢mqigsrogressivement aux stades de
plomb de chasse (stade 73), de petit pois (stade 75) avalgsggeappes pendent sous le
poids des baies. Les fruits grossissent ensuite esdimispar se toucher, ce qui induit la
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fermeture de la grappe (stades 77 a 79). Enfin, au cours de tlaanom, les baies
commencent a s’éclaircir et a changer de couleur (B4jleet a la véraison, les baies
deviennent molles au toucher (stade 85) puis mdrissent jusqueadange (stade 89).

1.4. La vigne, le vignoble et le Champagne

D’un point de vue économique, la vignéit{s spp.) est considérée comme une plante
tres importante compte tenu de l'utilisation de sesdi{fiigrain, 1999). Parmi le genkétis,
Vitis vinifera L. est I'espéce la plus cultivée en raison de ces reuwsbs qualités, en
particulier pour la production de raisins de table ou I'élation des vins (Galet, 1997).

De nos jours, la France est le premier producteur de virvaaunnimondialV. vinifera
L. est, de ce fait, bien cultivée sur notre territdithe y représente plus de 3,3 % des surfaces
agricoles (Viniflhor, données 2006), faisant ainsi de tigwiure une composante majeure de
notre agriculture.

En Champagne, 32400 hectares sont actuellement consdarésilfure de la vigne
(Viniflnor, données 2006). Cette vigne sert a I'élaboratitun vin blanc de renommée, le
Champagne. Ce vin effervescent a appellation d’originatrglée (AOC) représente
actuellement un chiffre d’affaire d’environ 3,4 milliardsedios pour 300 millions de
bouteilles vendues chaque année (Viniflhor, données 2006t #laboré a partir de raisins
provenant majoritairement des cépages Chardonnay, Pimatr@inot meunier (Figure 1 a-
c) bien que d’autres cépages tels que Arbanne et Petit Masligent également étre utilisés.

En vue d'obtenir le meilleur Champagne, ces vignes fotuellement l'objet de
pratiques culturales diverses en vue de controler leur mertte Ceci inclut notamment des
méthodes permettant d’augmenter la taille et le poidsrdiess, une stimulation de la
croissance de la plante, ainsi qu’une lutte contrestiess abiotiques pouvant intervenir sur

ces plantes (Aigrain, 1999).

1.5. La vigne et ses phytopathogénes

La vigne, comme toutes les plantes, est sensible éralitis agents pathogénes. Elle
peut ainsi étre attaquée par des virus (GFLV pour “Grapevineafaviteis” responsable du
court-noué,Closterovirussp. responsable de I'enroulement), des phytoplasmes (feneesc
dorée causée par des micro-organismes de type mycoplasieeshsectes (tordeuse de la
grappe, cochenille, ...) ou des bactéries (nécrose bactéraua axXylophylus ampelinys



Figure 1 : Principaux cépages utilisés dans la région phiaoise : (a) Chardonnay,
(b) Pinot noir et (c) Pinot meunier. Photographies &apmww.kobrandwine.com. Barres

d’échelles : (a) 6 cm, (b) 4 cm et (c) 6 cm.


http://www.kobrandwine.com/
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galle du collet ave@grobacterium vitis maladie de Pierce avetylella fastidiosa(Galet,
1977 ; Huglin et Schneider, 2003).

Des champignons phytopathogéenes peuvent également infactégne et sont a
l'origine de différentes maladie®lasmopara viticolaest ainsi responsable du mildiou,
Erysiphe necatode I'oidium,Eutypa latade I'eutypioseBotrytosphaeriasp. du “black dead
arm” et divers champignonPliaemonacremoniusp.,Phaemoniellasp.,Phellinussp...), de
la maladie de I'esca (Galet, 1977 ; Huglin et Schneider, 2003)

1.6. La vigne etBotrytis cinerea

Un autre agent pathogene est le champignon nécrotrBplmytis cinerea.Ce
phytopathogene mondialement répandu présente la partéuls&tre polyphage et ainsi de
S’attaquer a diverses plantes des que les conditiongtigjirea lui sont favorables (Elad al.,
2004). Chez la vigneB. cinereapeut étre a l'origine de la pourriture noble sur de rares
terroirs, ce qui permet d'obtenir des vins plus liguoreuxut@aes, Coteaux du Layon,
Monbazillac). Dans d’autres régions en revanche, il egioressable de la pourriture grise
(Pezetet al., 2004). C’est notamment le cas en Champagne ou cettdienglmvoque des
pertes de récoltes autant quantitatives que qualitative®g(l1®79 ; Pezedt al.,2004). Dans
les derniéres années, des pertes de rendement allant j4€§a’@nt été ainsi constatées
(Viniflor, données 2006). De plus, il a été montré que lantate grise est a l'origine de
conséquences graves sur la qualité des vins. Elle provogueuamsdiminution de la
moussabilité en méme temps gu’une altération de leursépialiganoleptiques (Marchet
al., 2002). Il apparait, de ce fait, important de combattre arjiore grise. Néanmoins, avant
de lutter contre cette maladie, il importe de mieux aedtn®, au préalable, les sites d’infection
de la vigne par le champign@ cinerea

1.7. L'infection de la plante parB. cinerea

Chez la vigne,B. cinereapeut infecter tous les organes de la plante aprés leur
pénétration via des enzymes de virulence (cutinases, polygalacturonasesasés,
xylanases,...). Ce champignon peut ainsi étre détecté sgeJdes feuilles (Figure 2 a et b),
les bourgeons préfloraux, les fleurs et les baies (Figue ; Jeandedt al., 1999 ; Pezeét
al., 2004). Les conséquences de son infection sont cependannparsantes au niveau des

fleurs et des baies. L’infection des fleurs est ménmmesidérée comme une étape importante


http://fr.wikipedia.org/wiki/Liquoreux
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sauternes_%28vin%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Coteaux_du_Layon
http://fr.wikipedia.org/wiki/Monbazillac_%28vin%29

Figure 2 : Symptdmes dgotrytis cinereasur des organes végétatifs de la vigne : (a)
au niveau foliaire et (b) au niveau caulinaire. Photograghi®A. Barres d’échelles : (a)
lcmet (b) 2 cm.

Figure 3 : Symptébmes dRotrytis cinereasur des organes reproducteurs de la vigne :
(a) avant floraison, (b) pendant la floraison etafe)niveau du fruit mature. Photographies (a)
et (c) INRA et (b) original. Barres d’échelles : (an, (b) 2 mm et (c) 2 cm.
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dans le développement de la pourriture grise au niveau des Buitsnereapeut ainsi
infecter divers organes floraux, puis entrer en phasatdade pour se développer ensuite au
moment de la maturité des baies (Keéierl.,2003). Une étude a démontré, néanmoins, que
différents groupes de populations Becinereapeuvent étre a l'origine de linfection de ces
organes. Le groupe | et le groupevd¢uma sont ainsi trouvés principalement au niveau des
fleurs, tandis que le groupe lltrdnsposa domine au niveau des fruits (Martinet al.,
2005). Cependant, l'infection des fleurs peut expliquer de ooss jjusqu'a 78% de la
pourriture grise identifiée au niveau des baies (Mtagl., 1995). A la floraison, les déchets
floraux (étamines déhiscentes, capuchons floraux), Igptade floral, le stigma et l'ovaire
offrent ainsi un support pour le champignon qui peut gliétan inoculum primaire (Wolét

al., 1997 ; Kelleret al., 2003 ; Viretet al., 2004). Puis, a la maturité des baies, les fruits
présentent des défenses affaiblies contre 'agent patbddeandeét al., 1991 ; Baiset al.,
2000). Si les conditions climatiques sont favorables (floutaidité, chaleur), la croissance du
champignon est alors amplifiée (inoculum secondalra)contamination s’étend ensuite par
simple contact entre les baies contaminées et apliesont encore sain¢glad et al., 2004 ;
Pezetet al.,2004).

Afin de protéger la vigne contre les agents pathogenes, gseitcB. cinereaou
d’autres micro-organismes agresseurs, différentes métleadstent actuellement (Figure 4).
Celles ci incluent notamment l'utilisation de micro-orgar@srbénéfiques comme dans le cas
gui nous intéresse. Néanmoins, la résistance naturellglalgss, la lutte chimique ainsi que

la transgénése sont également utilisées. Il appangitiaiéressant de les développer.

2. La résistance naturelle des plantes

Les plantes ont toujours pu se protéger contre les agetitsgpaes grace a un
systéeme de défense complexe impliguant des défenses wiivesitet des défenses induites
(Jones et Dangl, 2006).

Des défenses constitutives, peuvent ainsi se retrouver éedif§ niveaux de la
plante (racines, tige, feuilles ou inflorescencespet constituées par des barrieres physiques
(écorce, épiderme, cuticule et composition des pasllslaires) et chimiques (toxines et



Lutte chimique

Prophylaxie Transgénese
Phytopathogene —> Plante
<4+—
Lutte biologique Elicitation

Figure 4: lllustration des différentes méthodes de luttgre les agents pathogénes
des plantes.
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exsudats antimicrobiens ; Wittstock et Gershenzon, 2002x @fenses préformées
permettent de restreindre l'infection par certains oamrganismes. Néanmoins, dans certains
cas, elles peuvent étre contournées par d’'autres migesismes, tels que ceux a l'origine de
maladies (Toret al.,2006).

Des défenses induites peuvent également se mettreaenignia de l'interaction entre
la plante et un agent pathogéne (Jones et Dangl, 2006%. €ht les conséquences d’'une

reconnaissance entre I'hdte végétal et son agre@Sigure 5).

2.1. Reconnaissance de I'agent pathogéne

Lors de l'attaque d’'une plante par un agent pathogéne, unenegssance spécifique
race/cultivar peut avoir lieu et impliqguer un systémaegpour géne comme défini par Flor
des 1942. Dans ce modéle, les genes dominants de résig@@amizela plante conferent une
résistance aux races d’agents pathogénes portant les genecorrespondants. Cette
combinaison précoce induit la mise en place de réactiten défense, ce qui permet de
restreindre la progression de I'agent agresseur. Toute @triginaison est a l'origine d’'une
réaction compatible, c’est a dire induisant une mal@a@ie der Hoorret al, 2002).

Néanmoins, le system&w-R ne fonctionne pas dans tous les cas et un modele de
garde a été établi. D’aprés cette hypothese, le produitrdRyest une protéine de garde qui
reconnait la cible de virulence modifiée par le produit doegevr et participe ensuite a
I'activation des réactions de défense (Dangl et Jones, ;20@tkeyet al, 2002 ; van der
Hoornet al.,2002).

La reconnaissance des agents pathogénes par les plantesgalement provenir de
molécules sécrétées ou présentées par l'agent agresssuPAMPs pour “Pathogen-
Associated Molecular Pattern” ou MAMPs pour “Microbiadsdciated Molecular Pattern”
(NUrnberger et Brunner, 2002 ; Jones et Dangl, 2006). Cesétigénéraux sont a l'origine
de réactions de défense qui, dans ce cas, se font indépeadedu cultivar (Nlrnberger et
Brunner, 2002).

2.2. Evénements précoces
Apres la phase de reconnaissance de l'agent pathogéneéabt®ns rapides de

transduction du signal se mettent en place dans lesesliid la plante agressée. Ceci
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Figure 5 : lllustration du phénomene de résistance inghaitdes agents pathogenes.

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern ou &licstgénéraux.
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intervient tout d’abord au niveau intracellulaire puisugiesau niveau intercellulaire (Garcia-
Bruggeret al.,2006 ; Kachroo et Kachroo, 2007).

Dans le cas de la transduction intracellulaire, desgdraents de flux d’ions (influx
de C&", efflux de K, CI), des activations de protéines kinases et de phosphatases, |
production de formes actives de I'oxygéne (FAO), d’oxyde nitrigimsi qu’'une oxydation
lipidiqgue prennent place suite a l'infection. Ces évémgment notamment pu étre décrits
lors de linteraction entre le tabac et la cryptogéimePAMP sécrété par des champignons du
genre Phytophtoraspp. (pour revue Garcia-Brugget al., 2006), ou entre la vigne et
I'éliciteur BcPGL1 issu d8. cinerea(Poinssott al.,2003 ; Vandellet al.,2006).

Parmi ces événements précoces, la production de FA@résstintéressante. Elle
intervient lors du développement de la plante comme dacaslele la croissance cellulaire
(Foremaret al., 2003) ou de I'élongation racinaire (pour revue Torresaigh) 2005) mais
également lors de l'interaction entre la plante eagent agresseur (Mitlleat al., 2004), ou
comme nous le verrons dans un autre chapitre, lorsodntact entre la plante et des micro-
organismes bénéfiques (Gerle¢ral.,2004).

Les FAO sont essentiellement représentées par I'assuperoxyde (@), le radical
hydroperoxyle (H@), le peroxyde d’hydrogéne ¢(B,, la forme la plus stable) et enfin le
radical hydroxyle (OH (Figure 6). Lors de linteraction entre la plante @t gnvironnement
biotique, ces composés oxygénés vont s’accumuler pouefarm“burst oxydatif” (Mitller
et al., 2004). Ceci peut étre a l'origine d’autres réactions de déféeda plante (Figure 7 ;
Mellerschet al., 2002). Ainsi, les FAO sont impliquées dans le renforcéndes parois
cellulaires (Brissort al, 1994), la mise en place de la réponse hypersensiblgafelgraphe
2.5.1. ; Gechev et Hille, 2005) et contribuent a I'expoessie génes de défense (Grant et
Loake, 2000), tout en étant potentiellement cytotoxiques wss ales micro-organismes
(Mehdy, 1994).

Le monoxyde d’azote (NO) est également considéré coumaeautre forme activée
de l'oxygene (Delledonne, 2005). Ce gaz originellement déhet des bactéries et chez
'animal peut également étre produit par les plantes (Liznettal., 2005). Il se retrouve par
exemple lors de I'élongation racinaire (Lamattital., 2003 ; Stohr et Stremlau, 2006) ou de
la fermeture stomatique (Brigbkt al.,2006). Néanmoins, comme décrit pour les FAO, le NO

intervient également lors de linteraction entre urcrovorganisme pathogéne et son héte
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Figure 6 : Formes actives de I'oxygéria la réduction séquentielle de 'oxygéne

moléculaire.
FAO
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Figure 7 : Principaux roles des FAO lors de linteractie la plante avec des agents
pathogénes. FAO : Formes Actives de 'Oxygéne.
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végétal (Wendehenret al.,2004 ; Muret al.,2006), ainsi que lors d’'une association avec des
micro-organismes bénéfiques, comme nous pourrons le temista de cette introduction.

Lors de l'interaction entre une plante et un agent patitegeu ses PAMPS), le NO
s’accumule et est a l'origine d'un “burst nitrique” (Wehdaneet al., 2004 ; Delledonne,
2005 ; Muret al. 2006 ; Zaninottcet al. 2006). Ce gaz peut présenter divers rbles dans les
interactions plantes / pathogenes (Figure 8). Il pexdi &ire cytotoxique vis a vis des micro-
organismes (Stamlet al.,2001), étre impliqué dans les cascades de signalisatiomo{teet
al., 2005), la mise en place de la réponse hypersensible 'B\€ (Zaninottoet al., 2006),
contribuer aux renforcements pariétaux (Peital., 2005) voire méme induire I'expression
de genes de défense (Parinal.,2004).

2.3. Signalisation intercellulaire

Suite a ces événements précoces se met en placégonabsation intercellulaire au
niveau de la plante agressée (Kachroo et Kachroo, 2007).

Les phytohormones sont bien connues pour intervenir dansvédogpement de la
plante (Davis, 2004). Elles interviennent également lorsa deide en place des réactions de
défenses. Ainsi, lors de l'attaque d’'un agent pathogene, ignalisationvia ces molécules
signals se met en place dans toute la plante. Ceciepaum différentes parties de la plante
d’étre informées de I'agression extérieure (cf. paragrapheants). Cette signalisation fait
intervenir principalement I'acide jasmonique (JA), l'acgdgicylique (SA) et I'éthylene (ET)
(Figure 9 ; Kachroo et Kachroo, 2007), bien qu’il y ait égalmearticipation de la
systémine et de l'acide abscissique (Mauch-Mani et MaR@f5). Ces molécules signals
interviennent lors de divers mécanismes de défenses anéame caractéristiques de certains
phénoménes de résistance. Nous pourrons le constateddsrparagraphes concernant les
composés de défenses, ainsi que les mécanismes de césii#da plante, induits en réponse

aux agents microbiens.

2.4. Les composés de défenses
Lors de linfection de la plante par un agent pathogemerslicomposés de défenses
peuvent étre synthétisés (van Laairal.,2006b).
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Figure 8 : Principaux roles du NO lors de I'interactioriadplante avec des agents pa-
thogenes. NO : Oxyde nitrique.
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Figure 9: Formules chimiques des trois composés majeuty/ldige, acide
jasmonique et acide salicyliqgue) impliqués dans la signalisantercellulaire chez les

plantes.
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2.4.1. Les Protéines PR

Des protéines PR (pour “Pathogenesis-Related”) peuvenpgtdeites par la plante
lors de linteraction avec un agent pathogéne (Tuzun eta8ohi, 2006). Les protéines PR
ont été initiallement décrites chez le tabac suitinfection par le virus de la mosaique du
tabac (Gianinazzt al., 1970 ; van Loon et van Kammen, 1970) et depuis dix-sept ésnaié
protéines PR ont été répertoriées (Tableau 1). Cellexloent des isoformes basiques ou
acides qui présentent des activités différentes (van ebal.,2006b).

Les activités de toutes les protéines PR ne sontrmage connues, mais la majorité
d’entre elles présentent des activités antimicrobierP&sni ces familles, existent les PR-1 a
fonction encore inconnue (Alexandet al., 1993 ; Tahiri-Alaouiet al., 1993 ; Nidermaret
al., 1995), ainsi que le8-1,3-glucanases (PR-2) et les chitinases (PR-3, PR-4, PRF3-£1)
capables de dégrader les parois fongiques (Tuzun et Somanchi, Ra@dles-ci s'ajoutent
les PR-5, des osmotines qui perturbent la perméabilitébnagraire des agents pathogénes
(Vigerset al., 1992 ; Hu et Reddy 1997), les PR-6, des inhibiteurs de protéagas (990 ;
Lorito et al., 1994), ainsi que les PR-7, des endoprotéases qui seraieijuidgs dans la
dissolution des parois cellulaires microbiennes (van Letoal., 2006b). D’autres protéines
PR existent également. C'est le cas pour les peroxydasBf€ qui sont impliquées aussi
bien dans le métabolisme de l'auxine et la biosynthesétigléne que dans la formation de
la lignine (Lagriminiet al.,1987). Les PR-10, des N-glycosidases, quant a elles, sohiespa
d’inhiber la synthese protéique chez les micro-organismésgates (Stirpet al., 1992). A
ces protéines PR, s’ajoutent également les défensinethideses et les LTP (pour “Lipid
Transfer Protein”), respectivement PR-12, PR-13 et PR-14pgesedent des activités
antifongiques, parfois antibactériennes voire mémecticides comme c’est le cas pour des
défensines (Wijayaet al., 2000 ; van Looret al., 2006b). Chez les monocotylédones, des
protéines PR-15 et PR-16 ont également été caractériSkbes.sont a l'origine d’hO;
cytotoxique pour les agents pathogénes et peuvent induire bedieat les réactions de
défenses de la plante (Donaldsetnal., 2001 ; Huet al., 2003). Enfin, les PR-17 ont été
récemment détectées chez le tabac, le blé et 'ofgetés par des agents pathogénes. Elles
contiennent des séquences ressemblant aux sites actifetidwprotéinases (Christensein
al., 2002) mais leurs fonctions n'ont pas encore été compégtiecaractérisées (van Loeh
al., 2006b).



Tableau 1 : Les différents types de protéines RiRréd's van Looet al (2006b).

Protéines PR Membre type Activité enzymatique Cible
PR-1 Tabac PR-1a Inconnue Inconnue
PR-2 Tabac PR-2 B-1,3- glucanase B-1,3-glucanes de la
paroi
Chitinase de type I, Il . .
PR-3 Tabac P, Q L 1V, V. VI et VI Chitine de la paroi
PR-4 Tabac R Chitinase de type I, Il Chitine de la paroi
PR-5 Tabac S Osmotine Membrane
cytoplasmique
PR-6 Tabac Inhibiteur I Inhibiteur de protéinas Protéinase
PR-7 Tomate P69 Endoprotéinase Inconnue
PR-8 Concombre, chitinas¢ Chitinase de type VIII  Chitine de la paroi
PR-9 IEleEl8 @ [l Peroxydase Inconnue
peroxydase »
PR-10 PR1 de persil RNase Inconnue
PR-11 Uloste Enlilifase o Chitinase de type | Chitine de la paroi
classe V
PR-12 Radis Rs-AFP3 Défensine Inconnue
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionine Inconnue
PR-14 Orge LTP4 Protéine de transfert « Inconnue
lipides
PR-15 Orge OxOa (germine Oxalate oxydase Membrane
cytoplasmique
PR-16 Orge OxOLP Oxalate oxydase-like Membrane
cytoplasmique
PR-17 Tabac PRp27 Inconnue Inconnue
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Méme si ces protéines PR sont synthétisées en répoleagression par un agent
pathogéne, il est important de prendre en compte qu’elfésgalement synthétisées lors de
divers stress biotiques et abotiques voire méme lors deloggpement des plantes (pour
revue récente van Loagt al., 2006b). Néanmoins, ce sont les mémes types de protéines PR
gue l'on peut retrouver dans ces différentes situatiorsef@ertet al.,2000 ; Veroneset al.,
2003).

2.4.2. Les autres réponses de défenses

En plus de ces protéines PR, d’autres molécules de défsaat synthétisées lors de
l'infection de la plante par un agent pathogéne. Ainsi,inleibiteurs de polygalacturonases
(PGIP ; Glinka et Protsenko 1998 ; de Loreretoal., 2001), les lipoxygénases (LOX ;
Feussner et Wasternack, 2002), les phénylalanine ammonia-({&&k ; Fukasawa-Akadeat
al., 1996), les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGPgué&rsé-Tugayéet al.,
1999), les protéines riches en glycine (Sachetto-Masdingl., 2000) et également des
produits d’autres genes sont sécrétés en réponse a lonfei® la plante par un agent
agresseur (pour revue van Loetmal.,2006b).

La plupart de ces enzymes interviennent dans différentgbolé&tmes secondaires et
vont conduire a la production de différents composésageijr tour, vont étre impliqués dans
les défenses de la plante. Des composés phénoliqusglissnétabolisme secondaire tels que
des terpénoides, des phénylpropanoides, des flavonoides,fldesisrides et des tanins vont
étre ainsi sécrétés (Bennett et Wallsgrove, 1994 ; vaanEt al., 1994 ; Hammershmidt,
1999 ; Paiva, 2000). Ces molécules de faibles poids moléesfauvent former des barrieres
structurales ou sont toxiques sur les agents pathogenes, permet de restreindre leur
progression (Jeandet al.,2007 ; Seppénegt al.,2004 ; Serazetdinowt al.,2005).

2.5. Les mécanismes de défense

Lors de linfection de la plante par un agent agresseiffiérehts mécanismes,
impliquant les composés de défenses que nous venons deseitaettent en place dans les
tissus de la plante infectée (Jones et Dangl, 2006).
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2.5.1. La réponse hypersensible ou HR

Une HR (pour “Hypersensitive Response”), se traduisantupar mort cellulaire
programmeée, peut intervenir dans le cas de linteragtiante / agent pathogéne (Watanabe
et Lam, 2006). La HR est souvent associée a des niveavdsélie SA, la synthese de
protéines PR, le renforcement des parois cellulaires qures la production de composés
antimicrobiens comme les phytoalexines (Hammond-Kosacloee¢s, 1996 ; Ryalst al.,
1996). De multiples signaux secondaires tels que les FAQO et le SA sont également
essentiels pour l'activation et la mise en place die ¢¢R (Delledonnet al.,2001 ; Torrest
al., 2002 ; Nawratlet al.,2006). Ce mécanisme de défense est particulierementcefficar
contrer l'invasion de certains agents pathogénes, notatiesechampignons biotrophes. En
revanche chez les nécrotrophes, la HR ne suffit passéeindre leur colonisation
(Glazebrook, 2005).

2.5.2. Le renforcement des parois cellulaires

Lors d’'une attaque d’'un agent pathogene, les parois deseseihiectées subissent
également des modifications: la paroi cellulaire seforee. Ce renforcement est
généralement associé a la formation de papilles @gepgéts de macromolécules observables
en microscopie telles que des composés phénoliques flteotesous Ultra-Violets (UV) ou
sous lumiére bleue (Benhamou, 2006). Des polysaccharidegutela callose (un polymere
dep-1,3-glucanes) et des HRGP peuvent également s’accur@elgraugmente la résistance
de la plante et permet de bloquer le développement de I'adeatieux (Benhamou, 2006).

2.5.3. La résistance locale acquise ou LAR

Enfin, par un phénomeéne d'induction se met en place uistaré® locale ou LAR
(pour “Local Acquired Resistance”.a LAR est induite par les cellules en état de mort
cellulairevia la transmission des molécules signals SA, JA ettESE enet en place en marge
de la zone de la HR (Dorey al.,1998). C’est une zone typique ou est accumulé et synthétisé
un grand nombre de molécules antimicrobiennes telles queodgmsés phénoliques et des
protéines PR. La résistance est de ce fait trés impertal niveau de cette zone locale, ce qui
contribue a restreindre la progression des agents patlod@uedelier et al., 2003).
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2.5.4. La résistance systémique acquise ou SAR

Suite a la LAR se met en place une résistance au ngyeaémique : la SAR (pour
“Systemic Acquired Resistance”). Ce phénomene de SfaR Bobjet de diverses études et a
pu étre nommé de différentes facons. Ainsi en 1933, Chéstmjuait une “immunité
physiologique acquise” chez des plantes infectées par dets ggghogenes. Cependant, ce
terme préte aujourd’hui a confusion car il n'y a pas déeesys immunitaire chez les plantes
comparable a ce qui existe chez I'animal. La SAR a pu igaieétre nommée quelques fois
ISR (pour “Induced Systemic Resistance”) puisqu’il s'a@jine réponse induite (Kloeppet
al., 1992). Néanmoins, ce terme a ensuite été beaucoup plus pibilis les micro-organismes
de la rhizosphére (van Loon et Bakker, 2005), comme nous psuleoconstater. Il est,
cependant, important de prendre en compte que ces termédfRkdet 8'ISR ont été déclarés
synonymes par Hammerschmettal. (2001) et par Tuzun (2006). Dans cette introduction, la
SAR sera définie comme type de résistance induite paglests pathogenes (Kul995) et
ISR comme résistance induite par des micro-organismaéfio@es (Pieterset al., 1996 ;
van Loonet al., 1998 ; 2006b), ces deux termes étant considérés enconeccdifférents par
de nombreux auteurs.

La SAR fait suite a l'infection d’agents pathogénes weitts, lors d’expression de
symptomes de maladies ou suite a l'application d'élicitetille conduit a la protection
systémique de la plante vis a vis de nouvelles infectiBosg, 1961 ; 1966). La SAR peut
ainsi protéger les différents organes de la plantestglie la tige, les feuilles voire méme les
fleurs ou les fruits contre une attaque ultérieure par hytopathogéne. Son activité
protectrice peut durer plusieurs semaines aprés le premiexctamire la plante et 'agent
pathogéne (pour revue van Loenal.,2006b).

Le phénoméene de SAR est associé de nos jours a I'exprets différents genes de
défenses ainsi qu’a une signalisation impliquant le SA (Bekel., 1997 ; Métrawet al.,
2002).

Au niveau du signal impliqué dans la SAR, il est ainsi comement admis que cette
résistance dépend majoritairement de 'accumulation daAi bien au niveau local qu’au
niveau systémique (Métrawet al, 2002 ; Nawratlet al.,2006). Néanmoins, le SA n’est peut
étre pas toujours transporté dans la plante (Verhketrak, 2003). A I'heure actuelle, il existe
méme I'hypothése selon laquelle un autre signal esspgmté et induit, & distance, une
production de SA (Durrant et Dong, 2004).
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Le SA peut étre un signal intervenant dans la syntthéshfférentes protéines PR qui
sont, ainsi, devenues des marqueurs de la SAR. Ceci indlaines isoformes des PR-1, PR-
2, et PR-5 dont la synthése dépend de la voie de biosgntheSA (van Looet al.,2006b).

Il existe cependant des différences selon les espécdsilesgétudiées. Si chéz thaliang la
distinction entre les PR-1, PR-2, et PR-5 induitesg&ole du SA et les PR-3, PR4 et PR-12
par la voie du JA / ET est claire (Thommial., 2001), chez d’autres plantes, ce n'est pas
identique. Chez le tabac par exemple, la synthése desnpoféR-1, PR-2, PR-3 et PR-5
acides est tout d’abord régulée par le SA mais 'EToetle JA peuvent également intervenir
et étre, de ce fait, des signaux a l'origine de leurybit®se (Nikiet al., 1998 ; Secet al.,
2001).

2.6. La vigne et ses défenses

Toutes les réactions de défense et leurs mécanisme#asstes précedemment ont
été décrits chez la vigne. Des barrieres constitutivesansi trouvées au niveau des feuilles,
des baies et des racines. Le nombre de couches celutzui joue un role de protection
(Sariget al., 1998), ainsi que I'épaisseur et la composition de la cuti¢dile et al., 1981 ;
Marois et al., 1986 ; Percivaket al., 1993 ; Commenilet al., 1997), la cire épidermique
(Gableret al.,2003) et la densité des baies dans une grappe (Vail et ME98 ; Percivabt
al., 1993) permettent ainsi de restreindre la progression dassgugthogénes.

Des composés chimiques et des enzymes constitutives emticegalement a la
résistance de la vigne (Pezdtal., 2004). Ainsi, des peroxydases et des phytoanticipines
(composés chimiques de faibles poids moléculaires et dssusétabolisme secondaire) sont
naturellement présentes au niveau de différents organesa dagne. Ces défenses
constitutives contribuent a la résistance contre diagents pathogenes comme par exemple
P. viticola, 'agent responsable du mildiou Bt cinerea,/agent responsable de la pourriture
grise (pour revue Pezet al.,2004).

Chez la vigne, il existe également des génes de résigR@n(2i Gaspero et Cipriani,
2003). Néanmoins, il n'existe pas de résistance “géne pour geue’lgoplupart des agents
pathogénes de cette plante. Des PAMPs issus de lintaraggne / agent pathogéne sont
cependant reconnus par la plante et conduisent a limductke différentes réactions de
défenses. C'est le cas des PAMPs issusBdeinereatels que I'endopolygalacturonase
BcPG1 (Poinssadt al., 2003 ; Vandellest al.,2006) ou des éliciteurs “botrycin” et “cinerein”
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(Repka, 2006). Ces PAMPs sont a l'origine de changementsxdd’ibns, de I'activation de
protéines kinases et de phosphatases, ainsi que de la prodiecE@O et de NO (Poinsset
al., 2003 ; Vandellet al.,2006).

Chez la vigne, différentes protéines PR ont égalemerdenéfiées et leurs genes ont
été séquencés. Depuis 1996, la littérature mentionne denadesa(PR-2), des chitinases
(PR-3), des osmotines (PR-5), des inhibiteurs de polygalactses (PR-6), des RNases (PR-
10), des protéines de transfert de lipides (PR-14), et unkE/RBRalzmaret al., 1998 ; Jacob
et al, 1999 ; Bézier, 2003 ; Goes da Silet al., 2005). Des analyses sérologiques ont
également permis de mettre en évidence une peroxydase) (EtRine PR-1 (Repkat al.,
2000 ; 2001).

Ces protéines PR ou leurs génes ont été identifiedossidu développement de la
vigne tels que pour des PR-2 (Goes da Sdval., 2005), des chitinases (Dercket al.,
1998), des PR-5 (Salzmam al., 1998) et des PR-14 (Salzmahal, 1998), soit suite a la
réponse de la plante a un agent pathogene viruBentilerea E. necatoy P. viticold ou
avirulent Pseudomonas syringgav. pisi) comme les PR-2, PR-3, PR-5, PR10 et PR-17
(Derckelet al., 1996 ; Renaulet al., 1996 ; Robinsoret al, 1997 ; Roberet al., 2001 ;
Bézier, 2003). D’autres ont été identifiés aprés une blesmumene par exemple pour les
chitinases (Derckeét al, 1998) ou aprés application d’éliciteurs comme nous pourens |
constater lors de cette introduction.

Parmi ces protéines ou leurs genes associées, certditdearété étudiés au sein de
notre laboratoire. C'est le cas notamment pdwGluC (codant une PR-2 basique) et
VvChi4C (codant une PR-3 acide) ou de leurs protéines qui présatdefurtes activités
antimicrobiennes (Dercket al., 1996 ; 1998 ; Béziest al.,2002 ; 2007 ; Bézier, 2003). Une
approche moléculaire par “Differential Display” a égadst permis d’identifier d’autres
genes codants des protéines PR ou des genes régulés limedigon de la vigne paB.
cinerea(Bézier, 2003 ; Béziegt al.,2007). Parmi ces géenes, on peut distinguer ceux nommeés
Big (pour ‘Botrytisinduced grapevine gene”) @&rg (pour ‘Botrytisrepressed grapevine
gene”). Certains d’entre eux ont permis d’identifier de ré-identifie’VvPR6, VVPR10. &t
VVPR27qui codent respectivement pour une PR-6, une PR-10 et une PR-Ai@r(ER803 ;
Bézieret al.,2007). Un autre de ces genes est le y&id2.Ce géne ne présente pas encore
d’homologie avec d’autres génes connus chez d’autres plantsa fonction est encore

inconnue. Néanmoins, ce géne peut quand méme étre classé gemaredant une protéine
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PR (F. Balillieul, communication personnelle) puisqu’iét#® détecté comme induit par un
agent pathogeéene (Bézier al.,2007).

La signalisation permettant la régulation des géenes fdaskde la vigne (c’est a dire
dépendant du SA, du JA ou de I'ET) n'est pas encore casge&omme chex. thalianaou
chez le tabac. Les connaissances actuelles fordetatsynthése de PR-1 dépendante du SA
et de PR-4, de la voie du JA (Hamiduzzarmeaal., 2005). Néanmoins, des analyses au sein
de notre laboratoire ont révélé que l'induction du gént02est majoritairement dépendante
du SA, et celle d&/vPR6,de la voie du JA (Névians, 2007). De plus, les expressions de
VvChi4C et VvGIuC sont régulées a la fois par le SA et le JA (Néviadg7). Ces genes
présentent ainsi un intérét particulier lors d’étude '#tetaction entre la vigne et un micro-
organisme puisque leur suivi permet de suggérer les voiegrddisation impliquées dans les
mécanismes de défense en plus de décrire leur expre&siorevanche, pour les genes
VVPR10.1 et VVPR27 les signalisations n'ont pas encore été élucidées. E&lnee
préliminaire a permis cependant de démontrer que leurs ermessaient régulées par le JA
mais ceci semble dépendre du stress appliqué au niveau detta plésque le SA peut étre
également impliqué (F. Mazeyrat-Gourbeyre, communiogi@sonnelle).

Chez la vigne, d'autres molécules de défenses ou leurs gahesté également
identifiés comme c’est le cas par exemple pour lesPP@s LOX et les HRGP (Bézier,
2003 ; Bézieet al.,2007).

L’accumulation de composés phénoliques tels que desntlédes, des tanins et des
phytoalexines (les stilbénésmns et cis-resvératrol et ses produits d’oxydatiof 3-, &, y-
et e-viniférine) est également retrouvée fréquemment chexigae, notamment suite a
linfection par un agent pathogéne (Jeaneketl., 1999 ; 2007). Comme nous avons pu le
décrire précédemment, ces composeés fluorescent sousdustéae ou sous U.V. lIs sont, de
ce fait, particulierement intéressants lors d’étude@sascopiques d’une interaction entre la
plante et son environnement biotique puisqu’ils peuventefaeht identifiés, comme nous
pourrons le constater lors de ces travaux de thése.

Ainsi, différents mécanismes de défenses ont été éaismd chez la vigne.
Néanmoins, ces défenses ne sont pas suffisantes pougrdentiéveloppement de certains
agents pathogenes comme c’est le cas Boumerea(Pezetet al.,2004), d’ou la nécessité de
trouver d’autres méthodes de lutte.



Chapitre 1 : Introduction générale 32

3. Les alternatives a la résistance naturelle

Afin de contrer le développement des agents pathogenesjsie ele nos jours
différentes méthodes de lutte pour pallier au manque dtardse naturelle des plantes. C'est
le cas avec l'utilisation de micro-organismes bénéfighiésnmoins, l'utilisation de produits
phytosanitaires, la transgénese ainsi que I'élicitatiarégalement été bien étudiées (Leroux,
2004 ; Gilbertet al., 2006 ; Garcia-Bruggesat al.,2006).

3.1. La lutte chimique et les produits phytosanitaires

La lutte chimique s’est révélée depuis toujours une méthodkttde efficace et
indispensable pour combattre les agents pathogenes (I.@@08; Pezett al.,2004).

Depuis les années 1960, cette méthode de lutte implique siasofatngicides. Ces
produits sont actuellement utilisés chez diverses plantibisées, y compris la vigne. Pour
cette derniere, jusqu’a 78300 tonnes de produits phytosanitairéséoutilisées en France en
2005 (données UIPP). Ceci correspond a environ 50% des prptyitssanitaires utilisés
dans notre pays.

Les produits phytosanitaires sont trés actifs sur la vigneaeticulier pour combattre
les agents pathogenes. Néanmoins, ils présentent égaleesemioup d’'inconvénients. Leur
colt est tres élevé et certains produits présentent axieité aigué ou chronique pour
'homme et les organismes non cibles (Leroux, 2004). D= fes agents pathogenes peuvent
devenir résistants a ces produits chimiques. Ceci a mitfairét de certains fongicides
(Panonet al., 2006). Depuis 2002, plus de 160 matieres actives dont une vingtaine
fongicides jugés trop toxiques sont par conséquent en courgtidd. L'Organisation
Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des P(@EE$) préconise méme, pour
une bonne pratique phytosanitaire, de limiter le nombre téappns de chaque classe
chimique et d'utiliser des fongicides ayant des modes ditbiochimiques différents
(Bulletin OEPP/EPPO, 2002). Ceci étant en accord avdaédctive européenne 91/414/CEE
concernant la mise sur le marché de nouveaux produits phytaises.
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3.2. Les plantes transgéniques

Une autre méthode de protection des plantes vis-a-vis dessagrs consiste a
modifier génétiquement les plantes en exprimant des gdeesléfense issus d’autres
organismes ou en sur-exprimant les genes de défenses dégntexi€ornelissen et
Melchers, 1993 ; Shah, 1997 ; Punja, 2001 ; Gileerl., 2006). De nombreuses stratégies
visent ainsi a exprimer des genes dont la protéine corréapten possede une activité
antifongigue comme c'est le cas pour des genes codantprdesnes PR ou d’autres
molécules a fonction antimicrobienne (CornelisseMetchers, 1993). Une autre solution
consiste a sur-exprimer des génes a l'origine de signaguligimds dans les voies de défenses
ainsi que des genes de résistance (Punja, 2001). Enfin, il edblpade transférer chez la
plante des génes codants des protéines capables dinhiber noi@rfonécessaire au
déroulement du processus infectieux de 'agent pathogénedidsen et Melchers, 1993).

Au niveau de la vigne, l'utilisation de la transgénese a edsi conférer une
protection contre différentes maladies (Kikkert, 1997 ; Ymaota et al., 2000 ; Coutos-
Thévenotet al.,2001 ; Legranet al.,2003 ; Ferreirat al.,2004 ; Aguercet al., 2005 ; Vidal
et al., 2006). Une sur-expression du gevag-2 codant la magainin-2 s’est ainsi révélée
efficace contreAgrobacterium vitiset Erysiphe necatofVidal et al., 2006). Les vignes ont
également été transformées avec un géne codant unentindse d’origine fongique, ceci
permettant de réduire l'infection d& cinerea(Kikkert, 1997 ; Reisclet al.,2003). De plus,
une construction impliquant un géne chimére combinant ungieeminductible (originaire
de la luzerne) par l'agent pathogéne et le géne de lmstilsynthase cloné a partir de la
vigne a fait ses preuves pour protéger la plante conpeugiture grise (Coutos-Thévenstt
al., 2001). Un autre exemple peut impliquer la sur-expression du gptat les protéines
inhibant les polygalacturonases &e cinerea ceci permettant a la plante d’étre mieux
protégée contre cet agent pathogéne (Agaead., 2005).

Il existe ainsi différentes possibilités de transgénémmettant de combattre les
agents pathogenes de la vigne et en particBliainerea Néanmoins, méme si la directive
européenne 2003/11/CE autorise la préparation de plants tmansgg de vigne sur tout le
territoire de I'Union Européenne, la profession viti-vinealst aujourd’hui réservée vis a vis
d'un éventuel recours aux vignes génétiqguement modifiéekeski pourraient, en effet,
ternir 'image des vins francais aussi bien sur notre prdpretoire qu’au niveau

international. De ce fait, des stratégies alternatosst été envisagées.
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3.3. Les éliciteurs en vue de déclencher les défendes plantes

Les éliciteurs d’origines biotiqgue ou abiotique sont de wassj bien connus pour
pouvoir induire des réactions de défense et permettre urectiwatde la plante contre ses
agresseurs (Garcia-Bruggstral.,2006).

3.3.1. Les éliciteurs d’origines biotiques

Il est communément admis que certains éliciteurs santPddviPs ou des MAMPs
qguand ils sont d'origines biotiques et peuvent étre méme d&¥P81(pour “Microbial-
Induced Molecular Pattern”) quand ils proviennent de la plagtessée (Mackey et MacFall,
2006). Ces produits peuvent étre sécrétés par des micro-organsnmdérivent des parois
fongiques, bactériennes ou de la plante lors de l'interaelvec un agent pathogene (C6té et
Hahn, 1994 ; Ebel et Costo, 1994) voire méme d’algues marinas@oet al., 1999 ;
Klarzinskiet al.,2000 ; Potiret al., 1999).

De nos jours, différents éliciteurs existent. Des gyotéines (Felixet al., 1999 ;
Felbrich et al., 2002 ; Poinssotet al.,, 2003 ; Garcia-Bruggeret al., 2006), des
oligosaccharides (Cotét al., 1998 ; Klarzynskiet al., 2000 ; Rabeeet al., 2003), des
composés lipidiques (Amboraled al., 2003 ; Zeidleret al., 2004) ainsi que les molécules
signals (JA, ET ou SA et ses dérivés analogues acide jetdisonicotinique ou INA et
acide benzo (1, 2, 3) thiadiazole-7-carbothioique S-métstgr ou BTH ; Kachroo et
Kachroo, 2007) peuvent éliciter des réponses de défenses.

Chez la vigne, certains de ces éliciteurs sont actuellentdisés et permettent de
protéger la vigne contre divers agents pathogénes, notanBneiierea Parmi eux existe
'ergostérol, un stérol majeur des champignons, quité&lides réponses de défense sur
cultures cellulaires, ce qui se manifeste par I'exjpoasdu géne de la stilbéne synthase, la
synthése de protéines de transfert de lipides, de faadeutanscription ainsi que par une
accumulation de resvératrol (Laquitaie¢ al., 2006). Cette élicitation de la vigne par
I'ergostérol permet une protection des planturtesitro contreB. cinerea(Laquitaineet al.,
2006).

Chez la vigne le chitosane a également été étudié. @pose, issu de I'exosquelette
de crustacés ou d’'insectes, stimule la sécrétion d@Xg de la PAL, de phytoalexines, fle
1,3-glucanase et de chitinases, ce qui induit une résistasctewes de vigne contrB.
cinerea(Compant, 2002 ; Ait Barkat al.,2004 ; Azizet al., 2006 ; Trotel-Azizet al., 2006).
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La laminarine peut également éliciter les réactions dengéfehez la vigne. Il a été
ainsi montré que cet éliciteur, provenantléeninaria digitata,induit un influx de calcium,
une alcalinisation du milieu extracellulaire, un burst oxifd#activation de deux MAP
kinases, l'induction de génes de défens&d ¢x VvPal VvSts]1VvChilh VvChi3 VvChi4G
VVGlul et VvPgip ainsi que la production de phytoalexines. La laminarine progge
feuilles de vigne contrB. cinereaen méme temps qu’enve?s viticola (Aziz et al.,2003).

Les molécules signals sont également utilisées chexighe. Par exemple, une
application de SA sur la vigne stimule l'accumulation mletéines PR sur suspensions
cellulaires (Busanet al.,1997), ainsi que lors d’une application sur des racinastigies, des
feuilles et des baies (Renaattal., 1996 ; Derckeeét al., 1996 ; 1998).

Ainsi, différents composés d’origine biologique élicitérs réponses de défenses chez
les plantes y compris sur la vigne et contribuent @eiesire le développement de maladies.

3.3.2. Les éliciteurs d’origines abiotiques

Des composés d’origines abiotiques sont également caunusliciter les réactions
de défenses des plantes. Ces composés tels que le uchiprure d’aluminium, le calcium
et / ou les U.V. peuvent ainsi éliciter des réactions dendés chez diverses plantes dont la
vigne (Langcake et Pryce, 1977 ; Adrianal., 1996l ; Coulomket al., 1998 ; Bonomelliet
al., 2004 ; Borieet al.,2004). Cette stratégie permet de diminuer l'infection capaééivers
agents pathogenes, notammBntinerea(pour revue récente Elmer et Reglinski, 2006).

3.3.3. Le phénoméne de potentialisation ou “priming”

Certains éliciteurs peuvent également agir comme pdisateurs. Ce phénomene de
potentialisation, également appelé “priming”, correspondcapecité de la plante a présenter
des réactions de défenses plus intenses et plus rapidetel'attaque d’'un agent pathogene
(pour revues récentes Conrathal, 2002 ; Conratlet al, 2006). Cet effet, tout d’abord décrit
chez l'animal dés 1987 (Gifford et Lohman-Mathhes, 1987) a ensté étudié chez les
plantes (Kausst al., 1992). Il a été ainsi décrit qu’un traitement au SA (Kaisal., 1992 ;
Thulke et Conrath, 1998), ses dérivés INA et BTH (Kaitzal., 1998 ; 2002 ; Thulke et
Conrath, 1998), des composés volatiles (Kessterl., 2006) voire méme des micro-
organismes bénéfiques (cf. chapitre suivant ; van \Meals, 1999 ; Toret al.,2007) peuvent
potentialiser les défenses des plantes lors d’'une iofeptr un agent pathogéene.
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Chez la vigne, la potentialisation peut étre générée Baeide B-aminobutyrique
(BABA ; Hamiduzzamarnret al., 2005). Le BABA n’induit pas de défense lorsqu’il est
appliqué sur la vigne. Cependant, lors d’'une infection eliéei parP. viticola les défenses
sont potentialisées et permettent de protéger plus effieatela plante contre son agresseur.
Ceci se fait par le biais d’'une formation de callosdest'induction de genes régulés par la
voie du JA YvLox9et VVPR4; Hamiduzzamaset al.,2005).

Ainsi, différentes stratégies telles que la lutte chimidadransgénese et I'élicitation
peuvent pallier au manque de résistance naturelle desglal@nmoins, une autre stratégie
prometteuse correspond actuellement & la lutte biologique.

4. Les micro-organismes bénéfiques

Dans le cas qui nous intéresse, cette alternativesistena utiliser des micro-
organismes pouvant étre antagonistes des agents pathogénes éticiteurs des plantes
(Nowak et Schulaev, 2003). Néanmoins, il est important eledpe en compte que ces micro-
organismes peuvent également stimuler directementolasance des plantes. Du point de
vue de l'agriculture, ces micro-organismes ont ainsi gsiti trés grand intérét (Morrissely
al., 2004).

La plupart de ces micro-organismes dérivent de la rhizosples 2 & 5 mm de sol
entourant le systéme racinaire ou des populations micrasiesumt en relation avec la plante
(Hinsinger et Marschner, 2006). Certains de ces micro-orgasisont épiphytiques, c’est a
dire qu’ils colonisent les surfaces racinaires, tandisdjaetres peuvent également entrer a
lintérieur des plantes et devenir ainsi des endophytestai@e d'entre eux peuvent
également former des symbioses remarquables avec leur ég@tal(pour revue Gray et
Smith, 2005). Néanmoins, il est nécessaire de clarifitains de ces termes compte tenu des
controverses relevées dans la littérature. Jentamds par le terme “épiphyte”, un micro-
organisme capable de coloniser les surfaces de la plammeaécrit par Hallmaet al.
(1997). Pour le terme “endophyte”, je sous-entends un micro-srganiapable d’entrer a
l'intérieur d’'une plante et d'y survivre au moins une padé& sa vie sans provoquer de
symptomes apparents a son hoéte végétal. Cette défiritonespond a la définition de
Hallmann (2001) pour les bactéries endophytiques et inclutrégateles micro-organismes
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de nature fongigue. Ceci exclut en revanche les autrastioéls de de Bary (1866), Kado
(1992) ainsi que celle de Quispel (1992) trop restrictives ou pbégatement inclure des
agents pathogenes. Pour le terme de symbiose, je semsiefd définition de de Bary (1879)
qui se définit par une association entre deux partendespeates différentes. Ceci inclut une
association de type commensalisme, neutralisme, muhel®u de type parasitisme (de
Bary, 1879). Etant donné que linteraction plante / ageuatthogéne peut étre, ainsi,
représentée dans ce terme de symbiose, jutiliserai sbleegerme de symbiose de type
mutualisme d’aprés la définition de Daieliaal. (1996), c’est a dire une association a caractéere
constant et durable ou des bénéfices sont partagés entrespees différentes. Ceci exclut,
par conséquent, les micro-organismes ne présentant un imppsitf sur leur héte que
pendant un laps de temps limité. Cependant, ces derniemsrpeuwand méme étre considérés
comme symbiontes puisqu’ils restent au contact de laeplaour certains, mais deviennent

neutres pour leur héte végétal.

Parmi les micro-organismes bénéfiques, gu’ils soienthgtigues ou endophytiques
voire méme a lorigine de symbioses remarquables (de myptialisme), existent des
champignons et des bactéries (Welbairal.,2004).

4.1. Les PGPF ou champignons bénéfiques

4.1.1. Définition et propriétés

Des champignons peuvent stimuler les défenses darbepét présenter une activité
antagoniste envers différents phytopathogénes, ceci toustienulant directement la
croissance de la plante (Whipps, 2001). Ces champignondidui&séont été récemment
appelés PGPF pour “ Plant Growth-Promoting Fungi” (pouueeBent, 2006). lls peuvent
étre des champignons filamenteux (Harmeaml., 2004) voire méme des levures également
appelées PGPY pour “Plant Growth-Promoting YeastsT@thbily et Sivasithamparam,
2006). Les PGPF peuvent étre naturellement présents clegedi plantes, aussi bien chez
des plantes herbacées (Sinclair et Cerkauskas, 1996 ; Sakktal., 1998) que des plantes
ligneuses (Arnoldet al., 2003), notamment la vigne (Napet al., 1985 ; Cheng et
Baumgartner, 2004 ; 2006). Chez ces plantes, les PGPFnpeitve épiphytiques et / ou
endophytiques (Carroll, 1988 ; Clay, 1990 ; Ahlobtral., 2002 ; Faeth, 2002 ; Halat al.,
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2003 ; Schardét al., 2004) et sont méme quelquefois a l'origine de symbiosesrgeatales

comme c’est le cas avec les mycorrhizes (Seletsak, 2004).

4.1.2. Mécanismes impliqués dans la protection et la stimration de croissance des
plantes

Divers mécanismes sont impliqués dans la protectionstintaulation de croissance de
la plante lors de I'association bénéfique entre unetglanun PGPF. Ces micro-organismes
peuvent agir par une interaction directe avec I'agethoggne, ce qui protége la plante
indirectement. Ceci peut se réaliser par le biais d’'ucomgrasitisme et d’'une sécrétion
d’allélochimiques inhibiteurs (ce terme est utilisé en fimmcde sa derniere définition, pour
plus d’information voir IAS, 1998 ou Sturz et Christie, 2Q0&)/ ou d’'un phénomeéne de
compétition pour I'espace et les nutriments (Whipps, 200&ayd¥ilineet al., 2002 ; Howell,
2003), tout en fournissant des composés bénéfiques pour le piiamient de la plante
(Harmanet al.,2004 ; El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006).

Ces micro-organismes peuvent également stimuler lessESales plantes, ce qui va
aboutir & une résistance de la plante héte contregestsa pathogénes (pour revue Bent,
2006). Des barrieres structurales avec des appositionsaegipeuvent notamment se mettre
en place et des phytoalexines ainsi que des protéines PRpétreeou non sécrétées suite a
l'inoculation de la plante avec un PGPF. Cependant|upart des PGPF induisent une ISR a
la place d’'une SAR : il n'y a pas de HR, le SA n'ed papliqué au niveau systémique mais
est remplacé par le JA et 'ET. En outre, et souvknly a pas de protéines PR sans présence
d’'un agent pathogéne (pour revue Harrafal.,2006).

Diverses recherches ayant porté sur [linteractiomntpld®GPF mentionnent un
phénoméne de potentialisation des défenses. C'ess IBrsade l'interaction entre la tomate
et un champignon mycorrhizie@lomus mosseaeeci permettant une protection de la plante
contre Phytophthora parasiticgCordieret al, 1998 ; Pozcet al, 1999 ; 2002). Un autre
exemple concerne des plants de concombres, pré-isoawntc Trichoderma asperellum
souche T203, puis ensuite confrontés a lagent pathoféseeidomonas syringapv.
Lachrymans Les résultats ont montré que les défenses sont @istas suite a l'infection
par la bactérie pathogene, ce qui permet une protectionplante contre 'agent agresseur
(Shorestet al, 2005).
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4.1.3. L'utilisation des PGPF sur la vigne

Chez la vigne, divers PGPF sont actuellement étudiégilaés en vue de protéger
cette plante contre les agents pathogénes, notamBertinerea Il existe ainsi des
champignons filamenteux appartenant aux gerfashoderma, Ulocladium, Pythium,
Gliocladium et Epicoccum ainsi que des levures comrRechia spp. etAureobasidiunspp.
(pour revue récente Elmer et Reglinski, 2006). Bien quplupart de ces champignons
proviennent de la rhizosphére (et également de la speraresalte la phyllosphere, voire
méme de la carposphére pour certains d’entre eux), leketdémontrant leur potentiel
d’action envers les agents pathogénes (notamrBentinered portent souvent sur une
application aux sites d’infection et de colonisation dgsnts infectieux (Pezet al., 2004).
Ainsi, ces micro-organismes sont généralement appliguésigaaux des déchets floraux
ainsi gqu’au niveau foliaire en vue de lutter directement sudéveloppement de l'agent
pathogéne (pour revue Elmer et Reglinski, 2006), sans tempteode leur niche écologique
naturelle. Cependant, il existe des exceptions. Une étudeexgraple montré chez la vigne
le potentiel d’'une souche deythium oligandrumissue de la rhizosphére et d’'un de ses
MAMP, l'oligandrine, pour contrer le développement de la pgture grise aprés application
racinaire (Mohamedt al.,2007).

4.2. Les PGPB (“Plant Growth-Promoting Bacteria”) et les PGPR (“Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria”)

4.2.1. Généralités

Parallelement aux PGPF, des bactéries bénéfiques gafgnént utilisées pour
protéger la plante contre les infections par les agentegates (Schroth et Hancock, 1981 ;
van Loon et Bakker, 2004 ; 2005). Certaines de ces bactérieenpede plus stimuler
directement la croissance de leur hdte végétal et aordi d’'un grand intérét pour
l'agriculture (Glick, 1995 ; Welbaurat al.,2004).

Ces micro-organismes bénéfigques ou PGPB (pour “Plant tB+fBmwmoting
Bacteria” ; Bashan et Holguin, 1998) peuvent provenir de rdiftés niches écologiques
telles que la rhizosphere, la spermospheére, la phyllosploéne méme de I'anthosphére ou de
la carposphére. Néanmoins la plupart d’entre elles sagihaires de la rhizosphére comme
décrit par Lorenz Hitlner dés 1904 (pour revue Hartmann, 200k Bont de ce fait des
rhizobactéries et ont ainsi été appelées PGPR pour “Blantth-Promoting Rhizobacteria”
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(Kloepper et Schroth, 1978). Néanmoins, d’autres appellatides tgie EPR (“Emergence-
Promoting Rhizobacteria” ; Kloeppest al., 1986), PGPB (Bashan et Holguin, 1998),
“biocontrol-PGPB” (Bashan et Holguin, 1998) voire méma® Y1Yield-Increased Bacteria” ;
Chenet al., 1996) peuvent étre rencontrées dans la littérature, oéatidant avec leurs
différentes actions sur les plantes.

Les PGPR peuvent ainsi présenter des activités antagonigtage une résistance
systémique chez la plante, produire des composés stimlalacroissance des plantes,
accélérer 'émergence des graines, induire une florgisggroce, augmenter la récolte de leur
héte végétal, voire méme conférer au sol des propriéid@misant les dégats des plantes
(pour revues Vessey, 2003 ; Welbaeatal.,2004).

De nos jours, il est communément admis que ces PGHdhigent les surfaces
racinaires et sont ainsi épiphytiques. Néanmoins, la glabantre elles peuvent également
entrer a lintérieur des racines et se propager au seileut hote végétal (Gray et Smith,
2005). Certaines de ces PGPR endophytigues peuvent méme fdamesymbioses
remarquables avec les plantes comme c’est le caslevagenreRhizobium(pour revue
récente Sessitsat al.,2002), etBurkholderiadans les nodules des Fabacées (Matlial.,
2001 ; Cheret al., 2003 ; 2005 ; 2006) ou chez les plantes actinorhiziennesFaaekia sp.
(pour revue Schwencke et Caru, 2001).

4.2.2. Protection envers les agents pathogenes et stimulatiom ld croissance des
plantes

Les PGPR (qu’elles soient des épiphytes et / ou des endgplmfluencent leur héte
végétal par différents mécanismes (Figure 10).

Ceci peut impliquer une stimulation directe de la cerisse par le biais d'une
biofertilisation etvia la sécrétion d’autres composés augmentant la crossdm leur hote
végétal comme par exemple des sidérophores chélatinf la production de vitamines, des
phytohormones ou I'aminocyclopropane carboxylate (ACC) déasei qui clive 'ACC, le
précurseur de l'éthylene qui inhibe la croissance racinag&egui permet en retour une
augmentation de la croissance de la plante (pour reveesimécanismes, voir Gligk al.,
1998 ; Vessewt al, 2003 ; Sturz et Christie, 2003).

L'effet des PGPR peut provenir en outre de leur activité oledmtréle (van Loon et
Bakker, 2005) comme dans le cas qui nous intéresse. Cetigaceté associée a différents
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mécanismes. Le phénoméne de compétence rhizosphériquseéardgon d’allélochimiques
pour une activité de bio-contréle directe, et I'ISR indpiée la bactérie ou par ses composés
ont ainsi pu étre décrits. Nous allons pouvoir le consties la revue “Use of Plant Growth-
Promoting Bacteria for Biocontrol of Plant Diseagegnciples, Mechanisms of Action, and
Future Prospects” (Compagit al.,2005a).
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Diseases: Principles, Mechanisms of Action, and
Future Prospects
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Blacksburg, Virginia 24060°

Pathogenic microorganisms affecting plant health are a ma-
jor and chronic threat to food production and ecosystem sta-
bility worldwide. As agricultural production intensified over
the past few decades, producers became more and more de-
pendent on agrochemicals as a relatively reliable method of
crop protection helping with economic stability of their oper-
ations. However, increasing use of chemical inputs causes sev-
eral negative effects, i.e., development of pathogen resistance
to the applied agents and their nontarget environmental im-
pacts (44, 62). Furthermore, the growing cost of pesticides,
particularly in less-affluent regions of the world, and consumer
demand for pesticide-free food has led to a search for substi-
tutes for these products. There are also a number of fastidious
disecases for which chemical solutions are few, ineffective, or
nonexistent (62). Biological control is thus being considered as
an alternative or a supplemental way of reducing the use of
chemicals in agriculture (44, 62, 136, 188).

There has been a large body of literature describing poten-
tial uses of plant associated bacteria as agents stimulating plant
growth and managing soil and plant health (reviewed in refer-
ences 63, 70, 143, 165, and 188). Plant growth-promoting bac-
teria (PGPB) (8) are associated with many, if not all, plant
species and are commonly present in many environments. The
most widely studied group of PGPB are plant growth-promot-
ing rhizobacteria (PGPR) (82) colonizing the root surfaces and
the closely adhering soil interface, the rhizosphere (82, 84). As
reviewed by Kloepper et al. (84) or, more recently, by Gray and
Smith (65), some of these PGPR can also enter root interior
and establish endophytic populations. Many of them are able
to transcend the endodermis barrier, crossing from the root
cortex to the vascular system, and subsequently thrive as en-
dophytes in stem, leaves, tubers, and other organs (10, 28, 65,
70). The extent of endophytic colonization of host plant organs
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and tissues reflects the ability of bacteria to selectively adapt to
these specific ecological niches (65, 70). Consequently, inti-
mate associations between bacteria and host plants can be
formed (28, 70, 84) without harming the plant (70, 83, 84, 92,
191). Although, it is generally assumed that many bacterial
endophyte communities are the product of a colonizing pro-
cess initiated in the root zone (102, 165, 177, 188), they may
also originate from other source than the rhizosphere, such as
the phyllosphere, the anthosphere, or the spermosphere (70).

Despite their different ecological niches, free-living rhi-
Zobacteria and endophytic bacteria use some of the same
mechanisms to promote plant growth and control phytopatho-
gens (15, 46, 63, 70, 92, 165). The widely recognized mecha-
nisms of biocontrol mediated by PGPB are competition for an
ecological niche or a substrate, production of inhibitory alle-
lochemicals, and induction of systemic resistance (ISR) in host
plants to a broad spectrum of pathogens (15, 63, 66, 67, 97,
146) and/or abiotic stresses (reviewed in references 101 and
117). This review surveys the advances of plant-PGPB interac-
tion research focusing on the principles and mechanisms of
action of PGPB, both free-living and endophytic bacteria, and
their use or potential use for the biological control of plant
diseases.

COMPETITIVE ROOT COLONIZATION

Despite their potential as low-input practical agents of plant
protection, application of PGPB has been hampered by incon-
sistent performance in field tests (167); this is usually attrib-
uted to their poor rhizosphere competence (153, 189). Rhizo-
sphere competence of biocontrol agents comprises effective
root colonization combined with the ability to survive and
proliferate along growing plant roots over a considerable time
period, in the presence of the indigenous microflora (95, 127,
189, 190). Given the importance of rhizosphere competence as
a prerequisite of effective biological control, understanding
root-microbe communication (6, 135), as affected by genetic
(80, 118) and environmental (128) determinants in spatial (6)
and temporal (23) contexts, will significantly contribute to im-
prove the efficacy of these biocontrol agents.
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Competition for root niches and bacterial determinants di-
rectly involves root colonization. The root surface and sur-
rounding rhizosphere are significant carbon sinks (143). Pho-
tosynthate allocation to this zone can be as high as 40% (34).
Thus, along root surfaces there are various suitable nutrient-
rich niches attracting a great diversity of microorganisms, in-
cluding phytopathogens. Competition for these nutrients and
niches is a fundamental mechanism by which PGPB protect
plants from phytopathogens (50). PGPB reach root surfaces by
active motility facilitated by flagella and are guided by chemo-
tactic responses (41, 42, 112, 162, 171, 172). Known chemical
attractants present in root exudates include organic acids,
amino acids, and specific sugars (188). Some exudates can also
be effective as antimicrobial agents and thus give ecological
niche advantage to organisms that have adequate enzymatic
machinery to detoxify them (reviewed in reference 6). The
quantity and composition of chemoattractants and antimicro-
bials exuded by plant roots are under genetic and environmen-
tal control (6). This implies that PGPB competence highly
depends either on their abilities to take advantage of a specific
environment or on their abilities to adapt to changing condi-
tions. As an example, Azospirillum chemotaxis is induced by
sugars, amino acids, and organic acids, but the degree of che-
motactic response to each of these compounds differs among
strains (142). PGPB may be uniquely equipped to sense che-
moattractants, €.g., rice exudates induce stronger chemotactic
responses of endophytic bacteria than from non-PGPB present
in the rice rhizosphere (5).

Bacterial lipopolysaccharides (LPS), in particular the O-an-
tigen chain, can also contribute to root colonization (35). How-
ever, the importance of LPS in this colonization might be strain
dependent since the O-antigenic side chain of Pseudomonas
Jfluorescens WCS374 does not contribute to potato root adhe-
sion (43), whereas the O-antigen chain of P. fluorescens
PCL1205 is involved in tomato root colonization (35). Further-
more, the O-antigenic aspect of LPS does not contribute to
rhizoplane colonization of tomato by the plant beneficial en-
dophytic bacterium P. fluorescens WCS417r but, interestingly,
this bacterial determinant was involved in endophytic coloni-
zation of roots (57).

It has also been recently demonstrated that the high bacte-
rial growth rate and ability to synthesize vitamin B, and exude
NADH dehydrogenases contribute to plant colonization by
PGPB (35, 157). Another determinant of root colonization
ability by bacteria is type IV pili, better known for its involve-
ment in the adhesion of animal and human pathogenic bacteria
to eukaryotic cells (69, 162, 163). The type IV pili also play a
role in plant colonization by endophytic bacteria such as Azo-
arcus sp. (49, 162).

Root colonization and site-specific recombinase. Bacterial
traits required for effective root colonization are subject to
phase variation, a regulatory process for DNA rearrangements
orchestrated by site-specific recombinase (36, 149, 174). In
certain PGPB, efficient root colonization is linked to their
ability to secrete a site-specific recombinase (36). Transfer of
the site-specific recombinase gene from a rhizosphere-compe-
tent P. fluorescens into a rhizosphere-incompetent Pseudomo-
nas strain enhanced its ability to colonize root tips (37).

Utilization of root exndates and root mucilage by PGPB.
Since root exudates are the primary source of nutrients for
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rhizosphere microorganisms (143, 176), rhizosphere compe-
tence implies that PGPB are well adapted to their utilization
(96). Despite the fact that sugars have often been reported as
the major carbon source in exudates, the ability to use specific
sugars does not play a major role in tomato root colonization
(96). Similarly, although amino acids are present in root exu-
dates, the bioavailability of amino acids alone is considered
insufficient to support root tip colonization by auxotrophic
mutants of P. fluorescens WCS365 (158). In contrast, Simons et
al. (158) reported that amino acid synthesis is required for root
colonization by P. fluorescens WCS365, indicating that amino
acid prototrophy is involved in rhizosphere competence. In
addition, PGPB regulate the rate of uptake of polyamines such
as putrescine, spermine, and spermidine, since their high titer
could retard bacterial growth and reduce their ability to com-
petitively colonize roots (87). Root mucilage also offers a uti-
lizable carbon source for PGPB (85) to use for the competitive
colonization.

BIOCONTROL ACTIVITY MEDIATED BY THE
SYNTHESIS OF ALLELOCHEMICALS

Offensive PGPB colonization and defensive retention of rhi-
zosphere niches are enabled by production of bacterial allelo-
chemicals, including iron-chelating siderophores, antibiotics,
biacidal volatiles, lytic enzymes, and detoxification enzymes (6,
63, 166).

Competition for iron and the role of siderophores. Iron is an
essential growth element for all living organisms. The scarcity
of bioavailable iron in soil habitats and on plant surfaces fo-
ments a furious competition (93). Under iron-limiting condi-
tions PGPB produce low-molecular-weight compounds called
siderophores to competitively acquire ferric ion (191). Al-
though various bacterial siderophores differ in their abilities to
sequester iromn, in general, they deprive pathogenic fungi of this
essential element since the fungal siderophores have lower
affinity (94, 122). Some PGPB strains go one step further and
draw iron from heterologous siderophores produced by cohab-
iting microorganisms (19, 92, 94, 137, 186, 191).

Siderophore biosynthesis is generally tightly regulated by
iron-sensitive Fur proteins, the global regulators GaeS and
GacA, the sigma factors RpoS, PvdS, and Fpvl, quorum-sens-
ing autoinducers such as N-acyl homoserine lactone, and site-
specific recombinases (31, 141). However, some data demon-
strate that none of these global regulators is involved in
siderophore production. Neither GacS nor RpoS significantly
affected the level of siderophores synthesized by Enterobacter
cloacae CAL2 and UW4 (148). RpoS is not involved in the
regulation of siderophore production by Pseudomonas putida
strain WCS358 (86). In addition, GrrA/GrrS, but not GacS/
GacA, are involved in siderophore synthesis regulation in Ser-
ratia plymuthica strain 1C1270, suggesting that gene evolution
occurred in the siderophore-producing bacteria (123). A myr-
iad of environmental factors can also modulate siderophores
synthesis, including pH, the level of iron and the form of iron
ions, the presence of other trace elements, and an adequate
supply of carbon, nitrogen, and phosphorus (52).

Antibiosis. The basis of antibiosis as a biocontrol mechanism
of PGPB has become increasingly better understood over the
past two decades (191). A variety of antibiotics have been



Chapitre 1 : Introduction générale

45

VoL. 71, 2005

identified, including compounds such as amphisin, 2,4-di-
acetylphloroglucinol (DAPG), hydrogen cyanide, oomycin A,
phenazine, pyoluteorin, pyrrolnitrin, tensin, tropolone, and cy-
clic lipopeptides produced by pseudomonads (33, 40, 114, 115,
138) and oligomycin A, kanosamine, zwittermicin A, and xan-
thobaccin produced by Bacillus, Streptomyces, and Stenotroph-
omonas spp. (72, 81, 103, 104, 110). Interestingly, some anti-
biotics produced by PGPB are finding new uses as
experimental pharmaceuticals (45, 75, 192), and this group of
bacteria may offer an untapped resource for compounds to
deal with the alarming ascent of multidrug-resistant human
pathogenic bacteria.

Regulatory cascades of these antibiotics involve GacA/GacS
or GrrA/GrrS, RpoD, and RpoS, N-acyl homoserine lactone
derivatives (15, 21, 68, 131) and positive autoregulation (17,
151). Antibiotic synthesis is tightly linked to the overall meta-
bolic status of the cell, which in turn is dictated by nutrient
availability and other environmental stimuli (167), such as ma-
jor and minor minerals, type of carbon source and supply, pH,
temperature, and other parameters (11, 51, 52, 61, 78, 103, 104,
124, 125). Trace elements, particularly zinc, and carbon source
levels influence the genetic stability/instability of bacteria, af-
fecting their ability to produce secondary metabolites (53). Itis
important to note that many strains produce pallet of second-
ary antimicrobial metabolites and that conditions favoring one
compound may not favor another (52). Thus, the varied arse-
nal of biocontrol strains may enable antagonists to perform
their ultimate objective of pathogen suppression under the
widest range of environmental conditions. For example, in P.
fluorescens CHAD biosynthesis of DAPG is stimulated and
pyoluteorin is repressed in the presence of glucose as a carbon
source. As glucose is depleted, however, pyoluteorin becomes
the more abundantly antimicrobial compound produced by this
strain (52). This ensures a degree of flexibility for the antago-
nist when confronted with a different or a changeable environ-
ment. Biotic conditions can also influence antibiotic biosynthe-
sis (51, 54, 68, 116, 128). For example bacterial metabolites
salicylates and pyoluteorin can affect DAPG production by P.
fluorescens CHAO (151). Furthermore, plant growth and de-
velopment also influence antiobiotic production, since biolog-
ical activity of DAPG producers is not induced by the exudates
of young plant roots but is induced by the exudates of older
plants, which results in selective pressure against other rhizo-
sphere microorganisms (129). Plant host genotype also plays a
significant role in the disease-suppressive interaction of plant
with a microbial biocontrol agent, as demonstrated by Smith et
al. (160, 161).

Lytic enzyme production. A variety of microorganisms also
exhibit hyperparasitic activity, attacking pathogens by excreting
cell wall hydrolases (26). Chitinase produced by §. plymuthica
C48 inhibited spore germination and germ-tube elongation in
Botrytis cinerea (58). The ability to produce extracellular chiti-
nases is considered crucial for Serratia marcescens to act as
antagonist against Sclerotium rolfsii (121), and for Paenibacilius
sp. strain 300 and Streptornyces sp. strain 385 to suppress Fusar-
ium oxysporum f. sp. cucumerinum. It has been also demon-
strated that extracellular chitinase and laminarinase synthe-
sized by Pseudomonas stutzeri digest and lyse mycelia of F.
solani (91). Although, chitinolytic activity appears less essential
for PGPB such as S. plymutica IC14 when used to suppress S.
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sclerotiorum and B. cinerea, synthesis of proteases and other
biocontrol traits are involved (77). The B-1,3-glucanase synthe-
sized by Paenibacillus sp. strain 300 and Streptomyces sp. strain
385 lyse fungal cell walls of F. oxysporum f. sp. cucumerinum
(159). B. cepacia synthesizes B-1,3-glucanase that destroys the
integrity of R. solani, S. rolfsii, and Pythium ultimum cell walls
(59). Similar to siderophores and antibiotics, regulation of lytic
enzyme production (proteases and chitinases in particular)
involves the GacA/GacS (30, 60, 111, 147) or GrrA/Gr1S reg-
ulatory systers (123) and colony phase variation (97).

Detoxification and degradation of virulence factors. An-
other mechanism of biological control is the detoxification of
pathogen virulence factors. For example, certain biocontrol
agents are able to detoxify albicidin toxin produced by Xan-
thomonas albilineans (9, 183, 194, 195). The detoxification
mechanisms include production of a protein that reversibly
binds the toxin in both Klebsiella oxytoca (183) and Alcaligenes
denitrificans (9), as well as an irreversible detoxification of
albicidin mediated by an esterase that occurs in Panteea dis-
persa (194, 195). Several different microorganisms, including
strains of B. cepacia and Ralstonia solanacearum, can also hy-
drolyze fusaric acid, a phytotoxin produced by various Fusar-
ium species (169, 170). More often though, pathogen toxins
display a broad-spectrum activity and can suppress growth of
microbial competitors, or detoxify antiobiotics produced by
some biocontrol microorganisms, as a sclf-defense mechanism
against biocontrol agents (55, 152).

Recently, it has been discovered that certain PGPB quench
pathogen quorum-sensing capacity by degrading autoinducer
signals, thereby blocking expression of numerous virulence
genes (47, 48, 105, 106, 113, 173). Since most, if not all, bac-
terial plant pathogens rely upon autoinducer-mediated quo-
rum-sensing to turn on gene cascades for their key virulence
factors (e.g., cell-degrading enzymes and phytotoxins) (181),
this approach holds tremendous potential for alleviating dis-
ease, even after the onset of infection, in a curative manner.

Although biocontrol activity of microorgansims involving
synthesis of allelochemicals has been studied extensively with
free-living rhizobacteria, similar mechanisms apply to endo-
phytic bacteria (92), since they can also synthesize metabolites
with antagonistic activity toward plant pathogens (24). For
example, Castillo et al. (20) demonstrated that munumbicins,
antibiotics produced by the endophytic bacterium Streptomyces
sp. strain NRRL 30562 isolated from Kennedia nigriscans, can
inhibit in vitro growth of phytopathogenic fungi, P. uftimum,
and F. oxysporum. Subsequently, it has been reported that
certain endophytic bacteria isolated from field-grown potato
plants can reduce the in vitro growth of Streptomyces scabies
and Xanthomonas campestris through production of sid-
erophore and antibiotic compounds (154). Interestingly, the
ability to inhibit pathogen growth by endophytic bacteria, iso-
lated from potato tubers, decreases as the bacteria colonize the
host plant’s interior, suggesting that bacterial adaptation to this
habitat occurs within their host and may be tissue type and
tissue site specific (164). Aino et al. (1) have also reported that
the endophytic P. fluorescens strain FPT 9601 can synthesize
DAPG and deposit DAPG crystals around and in the roots of
tomato, thus demonstrating that endophyte can produce anti-
biotics in planta.
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INDIRECT PLANT GROWTH PROMOTION THROUGH
INDUCED SYSTEMIC RESISTANCE

Biopriming plants with some PGPB can also provide sys-
temic resistance against a broad spectrum of plant pathogens.
Diseases of fungal, bacterial, and viral origin, and in some
instances even damage caused by insects and nematodes, can
be reduced after application of PGPB (79, 135, 139, 146, 165).

Induced systemic resistance. Certain bacteria trigger a phe-
nomenon known as ISR phenotypically similar to systemic
acquired resistance (SAR). SAR develops when plants success-
fully activate their defense mechanism in response to primary
infection by a pathogen, notably when the latter induces a
hypersensitive reaction through which it becomes limited in a
local necrotic lesion of brown, desiccated tissue (175). As SAR,
ISR is effective against different types of pathogens but differs
from SAR in that the inducing PGPB does not cause visible
symptoms on the host plant (175). PGPB-elicited ISR was first
observed on carnation (Dianthus caryophillus) with reduced
susceptibility to wilt caused by Fusarium sp. (178) and on
cucumber (Cucumis sativus) with reduced susceptibility to fo-
liar disease caused by Colletotrichum orbiculare (187). Mani-
festation of ISR is dependent on the combination of host plant
and bacterial strain (80, 175). Most reports of PGPB-mediated
ISR involve free-living rhizobacterial strains, but endophytic
bacteria have also been observed to have ISR activity. For
example, ISR was triggered by P. fiuorescens EP1 against red
rot caused by Colletotrichum falcatum on sugarcane (182),
Burkholderia phytofirmans PsIN against Botrytis cinerea on
grapevine (2, 3) and Verticllium dahliae on tomato (156), P.
denitrificans 1-15 and P. putida 5-48 against Ceratocystis fa-
gacearum on oak (18), P. fluorescens 63-28 against F. oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici on tomato (109) and Pythium ultimum
and F. oxysporum {f. sp. pisi on pea roots (12), and Bacillus
pumilus SE34 against F. oxysporum f. sp. pisi on pea roots (13)
and F. oxysporum {. sp. vasinfectum on cotton roots (29).

Determinants of ISR. The ability to act as bioprotectants via
ISR has been demonstrated for both rhizobacteria and bacte-
rial endophytes, and considerable progress has been made in
elucidating the mechanisms of plant-PGPB-pathogen interac-
tion. Several bacterial traits (i.e., flagellation and production of
siderophores and lipopolysaccharides) have been proposed to
trigger ISR (73, 88, 90, 175, 179), but there is no compelling
evidence for an overall ISR signal produced by bacteria (67). It
has recently been reported that volatile organic compounds
may play a key role in this process (135, 145). For example,
volatiles secreted by B. subtilis GBO3 and B. amyloquefaciens
IN937a were able to activate an ISR pathway in Arabidopsis
seedlings challenged with the soft-rot pathogen Erwinia caro-
tovora subsp. carotovora (144). A major distinction often drawn
between ISR and SAR is the dependence of the latter on the
accumulation of salicylic acid (SA) (128). Some PGPB do
trigger an SA-dependent signaling pathway by producing nano-
gram amounts of SA in the rhizosphere (38, 39). However, the
majority of PGPB that activate ISR appear to do so via a
SA-independent pathway involving jasmonate and ethylene
signals (128, 133). ISR is associated with an increase in sensi-
tivity to these hormones rather than an increase in their pro-
duction, which might lead to the activation of a partially dif-
ferent set of defense genes (71, 134).
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Defense mechanisms of ISR-mediated by PGPB. PGPB-trig-
gered ISR fortifies plant cell wall strength and alters host
physiology and metabolic responses, leading to an enhanced
synthesis of plant defense chemicals upon challenge by patho-
gens and/or abiotic stress factors (117, 139). After inoculation
of tomato with endophytic P. fluorescens WCS417r, a thicken-
ing of the outer tangential and outermost part of the radial side
of the first layer of cortical cell walls occurred when epidermal
or hypodermal cells were colonized (57). In Burkholderia phy-
tofirmans PsIN-grapevine interaction, a host defense reaction
coinciding with phenolic compound accumulation and a
strengthening of cell walls in the exodermis and in several
cortical cell layers was also observed during endophytic colo-
nization of the bacterium (28). The type of bacterized plant
response induced after challenge with a pathogen resulted in
the formation of structural barriers, such as thickened cell wall
papillae due to the deposition of callose and the accumulation
of phenolic compounds at the site of pathogen attack (13, 14,
109). Biochemical or physiological changes in plants (139) in-
clude induced accumulation of pathogenesis-related proteins
(PR proteins) such as PR-1, PR-2, chitinases, and some per-
oxidases (76, 100, 109, 126, 139, 182). However, certain PGPB
do not induce PR proteins (73, 132, 139, 180) but rather in-
crease accumulation of peroxidase, phenylalanine ammonia
lyase, phytoalexins, polyphenol oxidase, and/or chalcone syn-
thase (25, 120, 139, 178). Recent evidence indicates that in-
duction of some of these plant defense compounds (e.g., chal-
cone synthase) may be triggered by the same N-acyl
homoserine lactones that bacteria use for intraspecific signal-
ing (99). The revelation that some PGPB genes involved in
antibiotic biosynthesis (e.g., phlD) are highly homologous with
some plant genes involved in defense (e.g., chalcone synthase)
(4, 7) raises the intriguing but as yet unexplored possibility that
the products of these DeVriesien-like pangens may have in-
terspecies activity benefiting plant protection, in addition to
their currently known functions.

CONCLUSIONS AND FUTURE PROSPECTS TO MAKE
BETTER USE OF PGPB

Research into the mechanisms of plant growth promotion by
PGPB have provided a greater understanding of the multiple
facets of disease suppression by these biocontrol agents. Still,
most of the focus has been on free-living rhizobacterial strains,
especially to Pseudomonas and Bacillus. Much remains to be
learned from nonsymbiotic endophytic bacteria that have
unique associations and apparently a more pronounced
growth-enhancing effect on host plants (6, 22, 29, 135).

Revelations about the mechanisms of PGPB action open
new doors to design strategies for improving the efficacy of
biocontrol agents (107, 108, 184). Identification of key antimi-
crobials produced by superior agents, such as 2,4-diacetylphlor-
oglucinol, can be exploited for streamlining strain discovery by
targeting selection of new isolates that carry relevant biosyn-
thetic genes (193). Determination of the role of edaphic pa-
rameters favorable for disease suppression, particularly those
that stimulate antibiotic production and activity, can be ex-
ploited by targeting inoculants for soils that are more likely to
support biocontrol. For example, amending soils or growth
substrates with minerals such as zinc or priming inoculants with
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media amendments during fermentation (51, 53, 125) can be
very effective. Similarly, modulation of the rhizosphere bacte-
ria consortia can be accomplished by soil aeration, hydrogena-
tion, and delivery of molasses, sugars and by appropriate crop
rotations (reviewed in reference 188).

Identifying different mechanisms of action facilitate the
combination of strains, bacteria with bacteria or bacteria with
fungi, to hit pathogens with a broader spectrum of microbial
weapons (32, 56, 80, 89, 98, 119, 130, 140, 150). Along this
same line, biotechnology can be applied to further improve
strains that have prized qualities (e.g., formulation ease, sta-
bility, or otherwise exceptionally suited to plant colonization)
by creating transgenic strains that combine multiple mecha-
nisms of action (27, 74, 168). For example, transforming the
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase gene, which
directly stimulates plant growth by cleaving the immediate
precursor of plant ethylene (64) into P. fluorescens CHAO, not
only increases plant growth but can also increase biocontrol
properties of PGPB (185). Continued work with endophytic
bacteria also holds potential for developing biocontrol agents
that may be self-perpetuating by colonizing hosts and being
transferred to progeny much as is the case with associative
nitrogen-fixing PGPB on sugarcane (16) or the nonsymbiotic
endophyte bacterium Burkholderia phytofirmans PsIN (117,
155).
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Ainsi, les PGPR restreintes au niveau des surfaces rasnain endophytiques
peuvent présenter diverses caractéristiques permettaddidiec le développement des agents
pathogénes. Bien que ces phénomenes ont été développékn gartdication précédente,
certains d’entre eux nécessitent cependant d'étre nuéugloppés dans cette introduction,
compte tenu de leur importance dans ce travail de thésst [& cas, notamment, des
phénoménes de compétence rhizospherique et de colonigéaiioat endophytique par ces
micro-organismes, ainsi que les réponses de défenses indoéz la plante et également le
phénoméne de résistance systémique. Une compréhensiogs qeh€nomenes permet de
mieux cibler le type de micro-organisme pouvant étresatithez la vigne ainsi que ces

conségquences bénéfiques sur la plante, comme nous allovwsrde contaster.

4.2.3. La compétence rhizospherique et la colonisation épigiue des PGPR

Une des particularités intéressantes des PGPR résigle diabord dans leur
compétence rhizospherique. Ceci correspond a leur capacdtriser la rhizosphére, les
surfaces racinaires, a y survivre et y proliférer pendaatpériode considérable en présence
ou non d'une microflore existante (Parke, 1991 ; Whipps, 1997 ;ehbgtg et Dekkers,
1999 ; Benizriet al., 2001 ; Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Compardl., 2005a). Cette
compétence rhizosphérique est un pré-requis pour que les PGS3R présenter des effets
sur leur plante hote. En effet, une absence d’effeP@&RR, que ce soit dans un cas de bio-
contrble ou de stimulation directe de la croissanck gdante, a souvent été associée a une
faible compétence des PGPR a coloniser la rhizosphéreesetsurfaces racinaires
(Thomashow, 1996). Ceci a conduit a la recherche de RE#¥entant une forte compétence
rhizospherique (Compast al.,2005a).

Diverses études ont permis de constater que les PGPRsewibla rhizosphere puis la
surface racinaire (rhizoplan) de leur héte végétal ol s@sentes des molécules exsudées
par la plante (sucres, acides aminés, acides organiquesinga mucilage...), nécessaires a
leur développement (Bait al., 2006). Les PGPR peuvent ainsi se retrouver au niveau de
zones riches en ces macromolécules et coloniser thwtcla zone d’émergence des racines
secondaires, la zone pilifere, la zone d’élongatiapex racinaire ainsi que leurs portions de
sols associés (Hansenhal.,1997 ; Benizriet al.,2001 ; Humphri®t al.,2005). Au niveau de
ces zones, les PGPR sont attirées chimiotactiquepgntces sources de nutrition puis
s’attachent ensuite aux surfaces racinaires notampanke biais de poils bactériens et de
lectines (Bashan et de Bashan, 2005). Cependant, il psttant de prendre en compte que
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les molécules exsudées par la plante attirent égaladtantes micro-organismes. Ainsi, des
différences peuvent survenir entre la colonisation defacmg racinaires en conditions
gnotobiotiques (environnements contrdolés ou le seul miagganisme présent est celui
inoculé) et en conditions non stériles, ceci éfanttion de l'activité directe de bio-contrdle
des PGPR. De plus, des différences physiologiques deteplanltivées dans ces deux
conditions interviennent également. Par exemple, deyiupésin vitro et des plantem vivo
n'exsudent pas quantitativement de la méme facon les dsstatanaires (Benizret al.,
2001). Ceci a de plus une incidence sur le potentiel des PGiBsanter un effet sur la
plante puisqu’il y a moins de sources de nutrition pour m&I0-organismes et par
conséquent leurs effets sont moins importants.

Ainsi, des différences peuvent survenir lors d’études aditions gnotobiotiques ou
in vivo et souvent, certains de ces micro-organismes, ditbistiques, ne présentent méme
pas d’effets sur la plante en conditions naturelleseou ¢ffets sont limités (Bashan et de
Bashan, 2005). De plus, certains d’entre eux disparaisapittement de la rhizosphére ou
des surfaces racinaires, en particulier lors de I'irt@n de plantes non naturellement hotes.
Ceci coincide avec I'équilibre microbiologique s’étant ran place depuis I'apparition des
plantes et est due également aux conditions stressagtemtes au niveau de la rhizosphére
(Compantet al., 2005a ; Bashan et de Bashan, 2005). Ceci a amené a la hectlerPGPR
ayant une trés forte compétence rhizosphérique maisrégat de PGPR pouvant entrer a
lintérieur de leur hdte végétal, lieu ou elles peuvent &wlativement protégées des
conditions extérieures (Nowak et Shulaev, 2003 ; Comgtaait, 2005a).

4.2.4. La colonisation endophytique de la plante par les PGPR

Les effets des PGPR endophytiques sur la plante sont $opiusnprononcés que
ceux des bactéries restreintes au niveau des surfacesresc{@onnret al., 1997 ; Chanway
et al., 2000). En effet, lors de la colonisation endophytique, les RPP@Rernes ont une
interaction plus proche avec les cellules végétaleslepi®GPR non endophytiques. Elles
stimulent, de ce fait, d'avantage les défenses ablasance de la plante (Nowak et Shulaev,
2003). Enfin, elles sont mieux protégées face aux stresguss et abiotiques que les
épiphytes bactériens et interagissent ainsi plus lomgeavec leurs hoétes (Hallmaahal.,
1997). Les PGPR endophytiques ont ainsi fait 'objet d’'un gresd intérét en agriculture
(Sturzet al.,2000).
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4.2.4.1. L'étude de la colonisation endophytique de la planteaples PGPR, un
pré-requis avant leur utilisation

La plupart des PGPR peut coloniser leur hote végétal da &agiophytique (Hallman
et al, 1997 ; Sturzt al.,2000 ; Hallman, 2001 ; Lodewyclet al, 2002 ; Nowak et Shulaev,
2003 ; Gray et Smith, 2005 ; Rosenblueth et Martinez-Romero,).20@&pendant, peu
d’études portent sur la colonisation endophytique de la pfartées PGPR en comparaison
aux études concernant leurs utilisations. Pourtant, lenitedes PGPR endophytiques au sein
de la plante, ainsi que les mécanismes associés adkunmisation méritent d’étre étudiés.
Tout d’abord, d’un point de vue fondamental, afin d’'analgtete comprendre ou se situent
les bactéries, pourquoi elles se retrouvent dans cestparties de la plante et quels sont les
mécanismes de défense de la plante associés a leur atidoni€nsuite, d’'un point de vue
appliqué,car le consommateur peut demander si ces micro-organgmegprésents dans les
parties de la plante destinées a sa consommation. Aétgde de la colonisation de la plante
par les PGPR endophytiques apparait comme un pré-requis lauantitilisation sur des

plantes cultivées (Nowak et Shulaev, 2003).

4.2.4.2. La pénétration au sein de la plante par les PGPR esghytiques

D’aprés la littérature, la colonisation endophytique deBR@u niveau racinaire peut
se réaliser de différentes fagons (Figure 11). Tout dthlda zone d’émergence des racines
secondaires constitue une ouverture naturelle permétamte des PGPR a l'intérieur de la
plante (Reinhold-Hurek et Hurek, 1998). Ensuite, les blesqum&quées par des facteurs
biotiques, comme par exemple les agents pathogenes, pégeaament permettre I'entrée
des PGPR (Lodewyckgt al., 2002). Une autre possibilité consiste en la sécrétiorcesr
micro-organismes d’enzymes dégradant les parois celluldeeta plante telles que des
cellulases, des endoglucanases, des polygalacturonasies etylanases (Hallman, 2001 ;
Lodewyckx et al.,, 2002 ; Gyaneshwaet al., 2001). Cette sécrétion enzymatique est
cependant de faible intensité et n'est pas une sécriimue qui détruirait les tissus de la
plante. Elle permet ainsi juste a certaines PGPRpmndigues d’entrer a l'intérieur de leur
héte végétal (pour revue Rosenblueth et Martinez-Romero,.2006)
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Figure 11 : lllustration des sites possibles d’infectiodestolonisation des racines par
des PGPR endophytiques montrés par une section longituéinaknsversale d’'une racine,

modifié d’apres Reinhold-Hurek et Hurek (1998).
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4.2.4.3. La propagation des PGPR endophytiques a l'intérieuradla plante

Suite a leur pénétration dans les racines, certaindBRP&dophytiques vont se
propager dans différents tissus de leur hote (Whipps, 200kenBlasth et Martinez-Romero,
2006 ; Sgrensen et Sessitsch, 2006). La colonisation aftedtel’abord le cortex racinaire
par la voie intercellulaire et atteint ensuite la @serde I'endoderme (Sprent et James, 1995 ;
Reinhold-Hurek et Hurek, 1998 ; Hallmann, 2001). Cette barriere et partiellement
détruite par certaines PGPR (Jame¢sal., 2002). Néanmoins, des cellules de I'endoderme
sont détruites lors du développement des racines secongéaleeann, 2001), ce qui facilite
la progression des PGPR endophytiques jusqu’au cylindre cdrdsaéndophytes bactériens
peuvent alors atteindre les vaisseaux conducteurs du xyleigeds 11 et 12 a-b) et les
utiliser pour se propager jusqu’aux parties aériennes deatdep(Sprent et James, 1995 ;
Jameset al, 2002 ; Cocking, 2003). Cependant, il est important de premdo®repte que
cette migration des bactéries endophytiguesles vaisseaux du xyleme a fait I'objet de
beaucoup de discussions. Il a ainsi été rapporté pamseb@tanistes que les endophytes ne
se propagent pas par le xyleme, mais plutét par 'apoplastesdgaisseaux, la lumiére du
xyleme étant utilisée, selon eux, seulement par lestageathogénes (McCully, 2001).
Cependant, la migration des bactéries endophytiques pamlaréudu xyleme a bien été
prouvée et diverses publications citent, ainsi, une propagdds endophytes bactériens par

cette voie de colonisation (pour revue Hallmann, 2001).

4.2.4.4. Les différences de colonisation de la plante pas[EGPR endophytiques

Toutes les PGPR endophytiques ne colonisent pas leur hd&end&me facon. Une
spécificité de colonisation se met ainsi en place datfgante hote et le micro-organisme
(Rosenblueth et Martinez-Romero, 2006). Certains microasges sont ainsi cantonnés
aux racines, voire méme aux tubercules, tandis que d&utnt se retrouver dans la tige et
dans les feuilles (Kobayashi et Palumbo, 2000 ; Whipps, 2001).

Différentes études ont ainsi permis de démontrer lane@ton endophytique des
PGPR, notamment chez des hotes naturels, comme xyampk Pantoea sp. et
Ochrobacteriumsp. qui colonisent les racines de riz (Veretaal., 2004), Azorhizobium
caulinodanscolonisant le xyléme racinaire d’Arabidopsis (Cocking, 20@3)exbaspirillum
seropedica&Z67 (Jamest al, 2002) ainsi qu&erratia marcescen$&yaneshwaet al.,2001)

qui colonisent le riz, des racines jusqu’aux parties agee Des autres exemples concernent



Figure 12 : Microphotographies de PGPR endophytigBesrgtia marcescehslans
les vaisseaux du xyleme racinaire @gza sativad’aprés Gyaneshwaat al. (2001). Barres
d’échelles: (@) 30 um et (b) 1 um. Les fleches indiquantprésence de bactéries

endophytiques dans les vaisseaux du xyléme.
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égalementAzoarcussp. souche BH72, par exemple, qui colonise des plantesdéedh
(Hureket al.,1994), ou encorB. megateriunsouche C4, colonisateur endophytique du mais,
des racines jusqu’aux parties aériennes é€tial.,2006).

En paralléle, il est important de prendre en compte guxiste des difféerences de
colonisation pour des plantes sauvages ou cultivées. Paplexélerbaspirillumsp. souche
B501 colonise, chez le riz sauvage, les graines et legpadriennes. En revanche, chez le
riz cultivé, il n'y a pas de colonisation endophytique geite PGPR (Elbeltagst al.,2001).

Compte tenu des variations de colonisations des PGEBpkytiques dans leurs
hétes, il apparait, ainsi, nécessaire de caractdaseslonisation des PGPR endophytiques
chez diverses plantes, en particulier lors d’'une agjdin d’'une PGPR sur un nouvel hote
végétal. Ceci permet de déterminer les sites de colamspéir ces micro-organismes et de
connaitre, ainsi, leurs niches écologiques au seinplarite.

4.2.4.5. La colonisation des inflorescences par les endoplsybactériens

Des études sur les inflorescences ont permis de congjaterles endophytes
bactériens peuvent se retrouver dans les fleurs, au nivekavdie et des fruits (Mundt et
Hinkle, 1976 ; Misaghi et Donndelinger, 1990). Ceci pourrait ®miendre une transmission
des bactéries endophytiques par les graines. Cependantpdatples fleurs, des fruits et des
graines ne contiennent pas ou peu de bactéries endophytiqueseipeiHallmann, 2001).
La colonisation des différents organes des infloressepae les bactéries endophytiques est
néanmoins possible. Elle mérite, cependant, d’étre mippofondie, en particulier avec les
PGPR endophytiques utilisées en agriculture, car aucune éaugdernte sur la colonisation de
ces parties de la plante par ces micro-organismes haasgfiEn effet, la plupart des études
ont porté sur la détection des endophytes dans ces ord@enoins, il est important de
prendre en compte que tous les endophytes bactériens ne sdesgaGPR puisque certains
d’entre eux peuvent présenter un impact neutre sur laep(Biatimann, 2001). Ainsi, suite a
la colonisation par des PGPR, rien ne semble avoir d&fmontré concernant les
inflorescences. Pourtant, certaines PGPR endophytiquets witisées sur des espéces
cultivées. Il apparait, donc, intéressant d’étudieresi BGPR peuvent se retrouver dans les
organes des inflorescences, en particulier chez lageglaomme la vigne ou I'organe récolté

est le fruit.
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Afin d’étudier la colonisation des PGPR endophytiques, il faulvpio visualiser ces
micro-organismes et les différencier de la microflexéstante. De plus, des composés de la
plante peuvent souvent étre confondus avec des bactEapparait, de ce fait, primordial de
les identifier également sous conditions gnotobiotiqttsdithann, 2001). Ceci est possible,
notamment, grace a des marqueurs moléculaires commex@aple le géenefp (pour
“Green Fluorescent Protein”) codant la protéine veuderéiscente ou ses dérivegp cgfp et
yofp (Larrainzaret al., 2005) ou a des marqueurs chromogénigues comme le quésde
codant la protéine GUS ditglucuronidase conférant une coloration bleue a la bactprées
ajout d’'un substrat (Gamaleet al.,2003 ; Jansson, 2003).

4.2.5. Les défenses induites et la résistance systémiqgsociée aux PGPR

Une des propriétés intéressantes des PGPR, qu’ellest s@piphytiques et / ou
endophytiques, réside dans leur capacité a induire ou nodatg®ns de défense lors de leur
colonisation (Figure 13). Ces réactions de défense peutrena &origine d’'une résistance
systémique ou ISR conférant une protection de la plant@ vis des agents pathogénes
(Compantet al.,2005a ; van Loon et Bakker, 2005 ; van Loon, 2007).

4.2.5.1. Reconnaissance des PGPR

Lors de linteraction plante / PGPR, une reconnaissamtre I'hGte végétal et le
micro-organisme bénéfigue peut se mettre en place, coname I'avons décrit pour les
agents pathogénes avirulents. Néanmoins, il n'existe paseard actuelle, de données
concernant des genes d’avirulence chez les PGPR. Cepeteisigliciteurs généraux de type
MAMPs ont pu étre mis en évidence lors d’études portankesuwléterminants moléculaires
de I''SR (van Loon et Bakker, 2005). C’est le cas pourLBS (van Peers et Schippers,
1992 ; Leemaret al, 1995 ; van Weest al, 1997 ; Reitzt al, 2002 ; Mezianet al, 2005),
les sidérophores (Maurhofat al, 1994 ; Leemaret al, 1996 ; Audenaeret al, 2002 ;
Meziane et al, 2005), le composé volatile 2,3-butanediol (Rgu al, 2004) ou des
antibiotiques comme le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG@uvic¢oli et al, 2003 ; Siddiqui et
Shaukat, 2003 ; Wellezt al, 2004) et la pyocyanine (Audenaettal, 2002) provenant des
PGPR. Ces composés sont nécessaires a 'SR et palvantétre considérés comme des
MAMPs (van Loon et Bakker, 2005).
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Figure 13 : lllustration des différents phénomenes intemvisnlors de l'interaction
entre des PGPR et des plantes.
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4.2.5.2. Signalisation

Lors de linteraction plante-PGPR, une signalisatidnacellulaire puis intercellulaire
se met en place.

Des événements précoces comme un influx & @Gaproduction d’HO, et de NO
ont ainsi pu étre mis en évidence chez le tabac awetRS de la PGPR endophytique
Burkholderia cepacigGerberet al., 2004). En outre, il a été démontré que le sidérophore
pyocheline et l'antibiotique pyocyanine induisent la producttH,O; au niveau des racines
du riz (de Vleesschauwet al, 2006).

Au niveau de la signalisation intercellulaire, une acdatimn de SA a pu étre
constatée dans les racines lors de linteraction etiverses PGPR et leurs plantes hotes.
C’est notamment le cas chez la tomate ou le harigat Rseudomonas aeruginoF&SK?2
(de Meyer et Hofte, 1997). Toutefois, il est généraleradntis qu’il N’y a pas de production
de SA lors de linteraction entre une plante et une P@#Rr revue van Loon et Bakker,
2005).

Au niveau systémiqude SA ne semble pas non plus impliqué mais il seraiplacé
par 'ET et le JA (Pieterset al.,2001 ; 2007 ; van Looet al.,2006a ; Pieterse et van Loon,
2007). Il existe néanmoins des exceptions. Une augmentatiSA @& niveau systémique a
ainsi été constatée apres application racinaire de lgnydeP. fluorescensouche CHAO
sur le tabac (Maurhofest al, 1994) ou deP. aeruginosasouche 7NSK2 sur la tomate (de
Meyeret al.,1999), ce qui souligne que des différences peuvent sureeside 'interaction
entre les plantes et les PGPR.

4.2.5.3. Induction ou non de génes codants des protéines RRa@entialisation

Diverses publications indiquent que lors de linteracticanfd-PGPR il n’y a pas
expression de genes codants des protéines PR aux nivealetleystémique. C’est le cas
pourP. fluorescensouche WCS417r qui n’'induit pas I'expression des geRe§, PR-2, PR-
3, PR-4 et PR-®hezRaphanus sativugHoffland et al., 1995) ni des geneBR-1, PR-2gt
PR-5chezA. thaliana(Pieterseet al.,1996), ni la synthese de protéines PR-1 et de chitinases
chez Lycopersicon esculentuniDuijff et al., 1998). En revanche, ces défenses sont
potentialisées lors de l'infection ultérieure de la dgmar un agent pathogene comme dans le
cas de linfection dA. thaliana par Pseudomonas syringgav. tomato (van Weest al.,
1999). De ce fait, il a été décrit que la colonisation deplémte par les PGPR n’'est
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généralement pas associée avec l'accumulation de ptBiReen lI'absence d’'un agent
pathogéne (van Looet al.,1998). En accord avec cette proposition, Onggra. (2005) ont
montré qu’il N’y a pas d’expression &R-1chez la tomate ni dBR-8chez le concombre
apres inoculation dBacillus subtilissouche M4.

Néanmoins, d’autres études ont démontré l'induction loetalsystémique de génes
codants des protéines PR lors de linteraction entrpldate et une PGPR, gu’elle soit
épiphytique et / ou endophytique (Tableau 2). Au niveau localn-kdoosterzielet al.
(2005) ont ainsi montré I'accumulation d'une PR-5 (doexpression dépend de I'éthyléne)
dans le xyleme &. thalianasuite a I'application de la PGPR épiphytigBe fluorescens
souche WCS417r. L'activation d'un promoteurR-1a pu étre également démontré dans
les racines de tabac suite a l'inoculation de diveP®8PR (Park et Kloepper, 2000). Une
autre étude concerne la PGPR endophytiizearcussp. BH72. Cette bactérie induit
'accumulation, au niveau racinaire, d’'une PR-10 (dépendaunt®A) chezOryza sativacv.
IR36 suivant la colonisation endophytique par la bactérie girishe PR-1 che@riza sativa
cv. IR42, un cultivar moins compatible a la colonisatiomaphytique de la plante par la
PGPR (Michéet al, 2006). Enfin, la PGPR endophytiqiaenibacillus polymyxanduit
I'expression du genBR-1dans les racines A thaliana(Timmusk et Wagner1999).

L'induction de genes codants des protéines PR, suite aitafiph racinaire de
PGPR, a également été démontrée au niveau systémiquaingig&té montré que chez le
tabac,P. fluorescensouche CHAO induit I'induction de genes codant une PR-13th8-
glucanase et une endochitinase au niveau foliaire (Maurbbfdr, 1994). Ryuet al. (2004)
ont également démontré que des transcriptBdfé-2 (dépendant du JA) mais pas ER-1
(dépendant du SA) s’accumulent au niveau systémigueAhtmlianasuite a I'application
de Serratia marcescensouche 90-166. Un autre exemple concerne lapplication de
Pseudomonas thivervarlenssuche MLG45 qui induit I'expression systémique de génes
codants des chitinases ch®zthaliana(Cartieauxet al.,2003).

Ces données récentes contredisent le fait admis qu&®GER n'induisent pas
'expression de genes codants des protéines PR (Pietaabgl996 ; van Looret al., 1996).
Cependant, des analyses ont parfois été réalisées apogdation de fortes concentrations
bactériennes, ce qui peut rendre les PGPR toxiques pqlarite et induire, de ce fait, la
synthése de protéines PR sans méme provoquer de symptomesnispfj@our revue van
Loon et Bakker, 2005). Néanmoins, d'aprés la littératuraaioess PGPR peuvent quand



Tableau 2 : Exemples de types d’associations PGPR-pklete® inductions de genes codant

des protéines PR ou leurs accumulations.

PGPR-plante hote

Type
d’interaction

Réponses de défense

Référence s

Azoarcu sp. BH7:-
Oriza sativa

Bacillus subtilissouche M-}
Lycopersicon esculentiim

Bacillus subtilissouche M-

Cucumis sativt s

Paenibacillus polymy:- 1
Arabidopsis thaliana

Pseudomonas fluorescens

souche CHAGNicotiana
glutinosa /N. tabaou

P. fluorescensouche
FPT9601T5-A. thaliana

P. fluorescensouche
WCS417¢A. thaliana

P. fluorescens soucl
WCS4171Lycopersicor
esculentum

P. fluorescensouche

WCS417f Raphanusativus

Pseudomonas thivarlens
souche MLG45 A. thaliana

Serratia marcescens

souche 9A166-A. thaliana

Endophytism 2

Epiphytisme:

Epiphytisme:

Endophytisme

Endophytisme

Endophytisme

Epiphytisme

Endophytisme

Epiphytisme
(endophytism
non déterminé)

Epiphytisme,
(endophytism
non déterminé

Epiphytisme
(endophytism
non déterminé

PR-1 ou PF-10, fonction
du type de cultivar de 1i

Pas d’induction dPk-1

Pas d’induction dPR-8

Induction dePR-1

PR1, B-1,3glucanase
endochitinase

Induction de génes cod:

des PR2, PR3 et PR4

Rien excepté une PR

dans le xyleme des racit

Pas de PH. ni de
chitinase

Pas d’induction des ges
codant des PR, PR2,
PR3, PR4 et PR5

Chitinase

Pas dePR-1 maisPdfl-2

Michéet a., 200¢

Ongeneet al, 200¢

Ongeneet al, 200¢

Timmusket al., 1999

Maurhoferet al.,1994

Wanget al.,2005

LéonKloosterzielet

al., 2005

Duijff et al.,1998

Hoffland et al., 1995

Carteauxet al., 2003

Ryu et al.,2004
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méme induire la synthése de protéines PR méme a desfalblesités bactériennes. Une
spécificité plante / PGPR peut ainsi exister, ce quligxgrait les différences concernant
induction ou non de genes codants des protéines PRall s@eressant, de ce fait, d’étudier
si une expression de ces genes est déclenchée au catirssdiateractions, en particulier lors
de l'associatiorVitis viniferaL.-B. phytofirmanssouche PsJN, comme dans le cas qui nous

intéresse.

4.2.5.4. Les autres réponses de défenses des plantesitedwpar les PGPR

D’autres mécanismes de défense peuvent étre égalemesnatéd au niveau de la
plante aprés inoculation de PGPR. C’est le cas &ssudomonas putidBTP1 chez le
haricot qui est a l'origine d’'une accumulation de lipoxyagas ou d’hydroperoxyde lyases
(Ongeneet al.,2004).

Chez les PGPR endophytiques, des renforcements pariétaaépéh de callose et
'accumulation de composés phénoliques ont été égalemaatctérisés comme lors de
l'interaction entre 'endophyt®. fluorescen$3-28 chez le pois (Benhametial.,1996b) ou
chez la tomate (M'Pigeet al., 1997). Ces modifications locales forment des barrieres
structurales permettant de restreindre la colonisatigpati®ogenes des genrégsariumou
Pythium(Benhamotet al.,1996a ; M’'Pigeet al.,1997). D’autres PGPR endophytiques telles
gueBacillus pumilussouche SE 34 (Benhametial.,1998),P. fluorescensouche WCS417r
chez la tomate (Duijffet al., 1997) et mémeSerratia plymuthicasouche RIGC4 chez le
concombre (Figure 14 ; Benhameti al., 2000) peuvent également induire la formation de
barriéres structurales au niveau racinaire. Néanmoins, lpswautres endophytes, nous ne
savons pas a I'heure actuelle si ces barrieres peé@ntformées. Il apparait, de ce fait,
intéressant, de déterminer si ces événements peuvenett® en place lors de nouvelles
associations plantes-PGPR endophytiques. Ceci pourragiecnos connaissances sur les

réponses de défenses induites par les PGPR endophytiques.

4.2.5.5. La résistance systémique induite par les PGPR
L’interaction entre la plante et une PGPR est ddine d’'une résistance systémique
(Figure 15) qui fait suite a l'induction ou a la préparatiwms mécanismes de défense que

nous avons pu décrire précédemment (van leiai., 2006b).



Figure 14 : Microphotographies de sections transversales daecnee de concombre
inoculée avecSerratia plymuthicasouche RIGC4 et observée au microscope optique
montrant (a) la présence de bactéries au niveau du rhimedéieche), responsables d’'un
épaississement (EW) de I'épiderme (E) ainsi que (b) lastébdes dans un espace
intercellulaire (IS), au niveau cortical, responsableme’apposition pariétale (WA) dans les
cellules adjacentes. Barres d’échelle : 10 um. D’apedh&motet al. (2000).
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Figure 15 : lllustration des phénomeénes généraux de EaBse systémique acquise
(SAR) et de la résistance systémique induite (ISR). Melifi’apres Vallad et Goodman
(2004) et en accord avec le modele de van leiai. (2006b).
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L'ISR induite par les PGPR (que ce soit des épiphytesoatdes endophytes) s’est
montrée efficace pour contrer l'infection de difféepathogénes tels que les virus, bactéries
et champignons (pour revues Compainél.,2005a ; Toret al, 2006). Ce phénoméne permet
ainsi une protection de la plante au niveau de différeg@nes : les feuilles, les fleurs et les
fruits (Hofflandet al., 1996), comme nous avons pu le décrire dans le cas de la SAR

L'ISR induite par les PGPR présente ainsi des similitwes la SAR. Cependant,
ISR permet de protéger la plante a un niveau plus faiblday@AR car les mécanismes de
défense ne sont pas induits avec la méme intensitéldHa#t al., 1996). De plus, dans le
cas général, I'ISR est caractérisée comme n'étaragsciee a la synthese de protéines PR et
est dépendante au niveau systémique de la voie de synthéseetddel 'ET (Pieterset al.,
1996), contrairement a la SAR qui passe par la synthgsmtines PR et qui est dépendante
du SA au niveau systémique (Figure 15 ; Boral., 2006 ; van Loon, 2007). Néanmoins, il
peut y avoir des exceptions comme nous avons pu le dpottédemment. Ainsi, des PGPR
ont été caractérisées comme inductrices d'une SARpdatze d’'une ISR (pour revue van
Loon et Bakker, 2005).

Récemment, une étude a également montré que I'applicddotiendophyteP.
fluorescensouche FPT9601-T5 chégz thalianainduit a la fois les mécanismes de I'ISR et
de la SAR (Wanget al, 2005). Cette PGPR induit ainsi I'expression de génes todas
protéines PR, mais a une faible intensité, et cette fimfuest dépendante du JA et de 'ET au
niveau systémique. Il semblerait intéressant de confipmerce méme type de réponse peut
survenir lors d'autres interactions plante / PGPR endaplgti en particulier lors de
linteraction entre la vigne eB. phytofirmanssouche PsJN et méme au niveau des

inflorescences, organes ciblesRlecinerea

4.2.6. Les PGPR épiphytiques et / ou endophytiques at\igne

Au début de ce travail de doctorat, peu d’études avaient pariénteraction entre la
vigne et des PGPR (Khmel al., 1998 ; Ait Barkaet al., 2000 ; 2002 ; Thomma, 2004 ;
2006 ; Trotel-Azizet al., 2003 ; 2004). Certaines de ces études avaient porté sur des micro
organismes qui ont méme été isolés comme naturellenmelatplytiques chez la vigne
(Tableau 3). Néanmoins, tous les endophytes de la vigne pasnencore été caractérisés
comme PGPR, a I'exception @evibacillussp., qui peut stimuler la croissance des plantes
et former des populations endophytiques dans des plamuwlgso de vigne (Thomma, 2006)



Tableau 3 : Les différentes espéces de bactéries enap@syoriginaires de la vigne.

Espece endophytique Organes d’origine Références
Acinetobacter lwoffii racines Trotel-Aziz et al., 2003
Bacillus fastidiosus tige (séve) Bell et al., 1995

: . culturein vitro
Bacillus pumilus (désinfection) Thomas, 2004
N culturein vitro
Brevibacillussp. (désinfection) Thomas, 2006
Comamonas terrigena tige (séve) Bell et al., 1995
Enterobacter agglomerans tige (séve) Bell et al., 1995
E. cloacae tige (séve) Bell et al., 1995
Klebsiella ozaenae tige (séve) Bell et al., 1995
K. pneumoniae tige (séve) Bell et al., 1995
K. terrigena tige (séve) Bell et al., 1995
Moraxella bovis tige (séve) Bell et al., 1995
Pantoea agglomerans feuilles Trotel-Azizet al.,2003
Pseudomonas cichorii tige (séve) Bell et al., 1995
P. corrugata tige (séve) Bell et al., 1995
P. fluorescens tige Trotel-Aziz et al., 2003
P. marginalis tige (seve) Bell et al., 1995
P. putida tige (séve) Bell et al., 1995
P. syringae tige (séve) Bell et al., 1995
Pseudomonas spp. tige (séve) Bell et al., 1995
Rahnella aquatilis tige (séve) Bell et al., 1995
Rhodococcus luteus tige (séve) Bell et al., 1995
Straphylococcuspp. tige (séve) Bell et al., 1995
Xanthomonas campestris tige (séve) Bell et al., 1995
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ou encore différentes souches des geAwsetobacter, PseudomonasPantoeaissues du
vignoble champenois qui protégent la vigne comrecinerea(Trotel-Aziz et al., 2003 ;
2004 ; Magnin-Robertt al.,2007).

En vue de lutter contrB. cinerea plusieurs études avaient montré le potentiel de
bactéries bénéfiques chez la vigne au début de ces traadlkése C'est le cas pour
différentes souches des genBexillus (Ferreiraet al, 1990 ; Krol, 1998 ; Pawt al, 1997 ;
1998 ; Esterioet al, 2000), PseudomonagKrol, 1998) etSerratia (Whitman et Stewart,
1998). Pourtant, la plupart de ces travaux ont porté sur wiection des baies en post-
récolte ou sur des feuilles et, de ce fait, ne congessedes PGPR, ou bien ne prend pas en
compte leur niche écologique naturelle. En vue de luttdreeBn cinereaavec des PGPR, et
en respectant leurs niches écologiques, les seulsuxraffectués portent siBurkholderia
phytofirmanssouche PsJN (Ait Barkat al., 2000 ; 2002), isolée d’'une plante autre que la
vigne (cf. paragraphe 4.2.7.), ainsi que sur des bactériesgele®s Acinetobacter
PseudomonasBacillus et Pantoeaissues du vignoble champenois (Magnin-Rolegral.,
2007).

Au sein de notre laboratoire, la PGPR endophytiBu@hytofirmanssouche PsJN,
avait déja fait 'objet de quelques études (Ait Bagkal, 2000 ; 2002). Cependant, le mode
de vie épi- et endophytique de cette PGPR en conditiontslgiatiques ein vivo, ainsi que
l'induction de défenses et d’'une résistance systémique paotiezevigne contrd®. cinerea
n'ont été que superficiellement abordés.

4.2.7. Le genreBurkholderia, 'especeB. phytofirmanset la souche PsJN

De nos jours, le genfBurkholderiasuscite un intérét croissant. Ce genre bactérien a
été originellement connu pour ses especes pathogénes de &hadem animaux ou des
plantes. A ce jour, il apparait néanmoins que de nombregpeéses dBurkholderiane sont
pas pathogenes et peuvent méme étre bénéfiques pour leur @@l viioour plus
d’informations cf. Annexe 1). C’est le cas notammentr xphytofirmans

B. phytofirmangsest présente au niveau de divers écosystemes naturaliwes. Elle
a ainsi été trouvée en association avec le riz eneQdiathukumarasamgt al., 2007), des
plantes herbacées en Hollande (Sadteal., 2006) et avec la sphaigne en Russie (Bektva
al., 2006). Néanmoins, la plupart des études sur cette espéceacametér porté sur la souche
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PsJN, cette souche étant a l'origine de lidentificatie I'espécd3. phytofirmangSessitsch
et al.,2005).

B. phytofirmanssouche PsJN (Sessitseh al., 2005) était préalablement nhommée
Pseudomonasp. souche PsJN et a été isolée des tissus internasimmiesrd’oignon infectées
par I'agent mycorrhizieslomus vesiculiferunfFrommelet al., 1991 ; Nowaket al, 1995).

B. phytofirmanssouche PsJN peut établir des populations endophytiques aidimtéles
plantes (Frommegt al., 1991 ; Pillay et Nowak, 1997 ; Ait Barl&t al., 2000 ; Sessitscat

al., 2005). Elle a été ainsi détectée comme endophyte notandaesties racines et les tiges
de plants de pomme de terre (Frommehl., 1991) et de tomate (Pillay et Nowak, 1997),
ainsi que dans les racines de pois chiches (Sessisath2005) et les feuilles de vigne aprés
inoculation d’explants de tige (Ait Barkat al., 2002). Cette souche bactérienne peut
€également étre transmise par multiplication clonak plantulesin vitro bactérisées sans
besoin de ré-inoculation, comme c’est le cas avgmfame de terre (Frommet al., 1991)

ou la vigne (Ait Barkeet al., 2002).B. phytofirmanssouche PsJN présente également une
activité antagoniste contre différents phytopathogenes copaneexempleB. cinerea(Ait
Barka et al., 2000), tout en pouvant induire une certaine résistancepldeses face aux
maladies (Figure 16 ; Frommet al., 1991 ; Sharma et Nowak, 1998 ; Ait Baiaal.,2000),
notamment la pourriture grise foliaire causée PBatrytis cinerea(Figure 17 ; Ait Barkeet

al., 2000 ; 2002). Parallelement, la souche PsJN est bien conaustpouler directement la
croissance de diverses plantes non hGtes comme le’ests pour la pomme de terre, la
tomate, le concombre, la pastéque et la vigne (Froremal., 1991 ; Nowaket al., 1995 ;
1998 ; Bensalinet al., 1998 ; Ait Barkaet al., 2000 ; 2002). Cette stimulation est associée a
de hauts niveaux d’ACC déaminases sécrétées par la bgd&ésmtsctet al., 2005), ainsi
gu’a l'activité d’une quinolinate phosphoribosyl transférasetérienne (Wanet al, 2006).

B. phytofirmansouche PsJN présente ainsi un potentiel intéressant' ggniculture.
Néanmoins, différents points concernant cette bactéra@ent besoin d’étre clarifiés, en
particulier chez la vigne, ou elle se retrouve au nivedaire aprées inoculation d’explants de
tige et confere une résistance contre l'agent pathod®neinerea Tout d’abord, les
mécanismes précis de pénétration et de colonisation eplatte par la bactérie méritaient

d’étre étudiés, ceci étant un pré-requis avant son tiblisegEnsuite, I'induction de défenses
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Figure 16 : lllustration énumérant les différentes pédgs deB. phytofirmansouche
PsJN.
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Figure 17 : Photographies de plantules vitro de vigne ou de leurs feuilles,
bactérisées ou non avBarkholderia phytofirmansouche PsJN. (a et b) Portions de feuilles
issues de plantules montrant la formation de colofléshe) sur une feuille issue d'une
plantule bactérisée apres dépoét sur un milieu nutritiét @) Plantulegn vitro (c) témoins et
(d) bactérisées montrant 'augmentation de la crotesa la protection enveB. cinerea
D’aprés Ait Barkeet al (2002). Barres d’échelle : (a et b) lcmet (cetd)@5c
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associées a ce phénomene de colonisation ainsi gégidtance systémique induite corisre

cinereaméritaient d'étre approfondies.
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Objectifs de la these

Compte tenu du potentiel bénéfique de l'interacrphytofirmanssouche PsJN-
vinifera L., il apparaissait nécessaire de mieux comprendratlaende cette association (en
particulier sur le cépage ‘Chardonnay’ sur lequel avaiengpiet études précédentes ; Ait
Barkaet al.,2000 ; 2002). De ce fait nous avons décidé :

1/ de caractériser la colonisation épi- et endophytique de&he cultivéen vitro par
B. phytofirmanssouche PsJN afin de déterminer la localisation de ldéil@cet les
mécanismes de défenses déclenchés par cette colon{gagjore 18a). Pour cela nous avons
utilisé des plantulem vitro ainsi que des souches transformées avec les ggmetgusA en
méme temps que les souches sauvages (Chapitre 2). Ledgslsmvitro nous ont permis de
travailler en conditions gnotobiotiques et les baegéninodifi€es, de pouvoir localiser la
colonisation dé8. phytofirmansouche PsJN ;

2/ d’étudier la colonisation endophytique de la vigneBgohytofirmansouche PsJN
in vivo par le biais de boutures fructiferes et des souchesigéetent modifiees (Figure 18
b). Les boutures fructiferes permettent de travaiNecales inflorescences et sont un modéle
plus proche de la plante entiére. Ceci permet de déternsi la bactérie peut coloniser
également les organes reproducteurs, organes cibleB. dgnerea et de trés grande
importance chez la vigne (Chapitre 3). Pour cela noassautilisé des boutures fructiferes
présentant des bourgeons préfloraux, des fleurs ou des; fruit

3/ d’étudier I'induction d’événements précoces et de géenes dasééfau niveau des
racines et des parties aériennes de la vigne apres inoaydarB. phytofirmansouche PsJN
(Figure 18c). Pour cela nous avons étudié l'induction d’unstburxydatif, d'un “burst”
nitrique, ainsi que l'induction de genes de défense principaleceertcodants des protéines
PR WVWGIuG VvChi4G VvPR6 VVPR10.1VVvPR27et Vv102) dont I'expression dépend des
voies de signalisation du SA, du JA ou des deux, sur des bsutuctiféres présentant des
bourgeons préfloraux (Chapitre 4). L'étude de l'expresgsies géenes nous permet de
caractériser s’il y a induction de protéines PR ou nonders colonisation de la vigne far
phytofirmanssouche PsJN, d’appréhender la signalisation dont ils dépeet de déterminer
si des marqueurs de SAR ou dISR interviennent ainsi lorscelke interaction.



Chapitre 1 : Introduction générale 66

Afin d’étudier une réponse locale et systémique de laevigla colonisation bactérienne, nous
avons choisi d’étudier ces phénoménes sur des bouturéiefeset non sur des plantules
vitro, ceci étant fonction de la différence de rapiditécdéonisation de la vigne pas.
phytofirmanssouche PsJN décrites dans les chapitres 2 et 3 ;

4/ de caractériser les effets protecteurs de la vigna®Bveinerea Les plantulesn
vitro étant rapidement colonisées par la bactérie (Chapite¢ @ mpte tenu du fait que cette
derniére posséde une activité inhibitrice envers ce patbg@énBarkaet al., 2000) et peut
étre présente dans les feuilles (Chapitre 2), ceci magbiit pas de caractériser la résistance
systémique contrB. cinereacomme énoncé par van Loehal (1998). En effet, les bactéries
PGPR doivent étre absentes du site d’infection du phytopatbaieceux-ci doivent étre, par
conséquent, séparés afin d’étudier 'SR (van Lebal., 1998). Notre attention a de ce fait
porté sur les inflorescences et ceci avant méme ldonisation pamB. phytofirmansouche
PsJN au niveau des fruits (caractérisée dans le chapitibe 3)lus, cette étude a été réalisée
apres les réponses de défenses induites analysées loraddudst bourgeons préfloraux
(Chapitre 4), la résistance des plantes nécessitaljugisejours avant de se mettre en place
(van Loonet al., 2006b). Ainsi, le phénomene de résistance a été casactdr stade de
floraison (Figure 18d). Cette démarche a permis de démprdfen point de vue
fondamental, 'SR induite paB. phytofirmansouche PsJN contre l'infection florale causée
parB. cinerea(Chapitre 4).
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Figure 18 : lllustration des objectifs de la thése. Etudiezolonisation de la vigne a
partir de plantules vitro (a) ou de boutures fructiféres (b) farphytofirmansouche PsJN,
et analyser (a) les défenses suite au phénomeéene desabion sur plantules vitro puis (c)
sur boutures fructiferes tels que les événements prédiedsction de genes codants des
protéines PR, leur signalisation et enfin déterminer (ddd&stance systémique induite chez la

vigne parB. phytofirmansouche PsJN enveBs cinerea.
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Patterns of colonization of Vitis vinifera L. cv. Chardonnay plantlets by a plant growth-prometing bacterium,
Burkholderia sp. strain PsJN, were studied under gnotobiotic conditions. Wild-type strain PsJN and genetically
engineered derivatives of this strain tagged with gfp (PsIN::gfp2x) or gusd (PsJN:gusd11) genes were used to
enumerate and visualize tissue colonization. The rhizospheres of 4- to 5-week-old plantlets with five developed
leaves were inoculated with bacterial suspensions. Epiphytic and endophytic colonization patterns were then
monitored by dilution plating assays and microscopic observation of organ sections. Bacteria were chronolog-
ically detected first on root surfaces, then in root internal tissues, and finally in the fifth internode and the
tissnes of the fifth leaf. Analysis of the PsJN colonization patterns showed that this strain colonizes grapevine
root surfaces, as well as cell walls and the whole surface of some rhizodermal cells. Cells were also abundant
at lateral root emergence sites and root tips. Furthermore, cell wall-degrading endoglucanase and endopoly-
galacturonase secreted by PsJN explained how the bacterium gains entry into root internal tissnes. Host
defense reactions were observed in the exodermis and in several cortical cell layers. Bacteria were not observed
on stem and leaf surfaces but were found in xylem vessels of the fifth internode and the fifth leaf of plantlets.
Moreover, bacteria were more abundant in the fifth leaf than in the fifth internode and were found in
substomatal chambers. Thus, it seems that Burkholderia sp. strain PsJN induces a local host defense reaction

and systemically spreads to aerial parts through the transpiration stream.

In both natural and managed ecosystems, plant-associated
bacteria play a key role in host adaptation to a changing envi-
ronment (17, 56). Interactions between plants and beneficial
bacteria can have a profound effect on crop health and yield
and soil quality (27, 56). These microorganisms can presensi-
tize plant cell metabolism, so that upon exposure to stress the
presensitized or primed plants are able to respond more quick-
ly and more efficiently than nonprimed plants and thus can
better withstand the challenge (7, 63). The mechanisms by which
beneficial microbes support plant growth and health include
increasing nutrient availability, improving soil structure, induc-
ing plant defense mechanisms, producing antibiotics, outcom-
peting pathogens, and providing growth-stimulating substances
or enzymes (5, 14, 27, 30, 62). Despite the beneficial action of
the microorganisms on plants, application of such microorgan-
isms in the field is often hampered by inconsistent performance
(57).

The ability to colonize roots has been considered the major
factor that determines inoculum efficacy both for crop yield
enhancement and for disease control (53, 64). This has led to
an emphasis on selection of plant-beneficial bacteria that are
rhizosphere competent (i.e., beneficial bacteria that effectively

* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Stress,
Défenses et Reproduction des Plantes, Unité de Recherche Vignes et
Vins de Champagne, UPRES EA 2069, UFR Sciences, Université de
Reims Champagne-Ardenne, 51687 Reims Cédex 2, France. Phone
and fax: 33-3-26-91-34-41. E-mail: ea.barka@univ-reims.fr.
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colonize the root system) (43). In addition, there is ample
evidence that bacteria can also colonize internal tissues and
thrive as endophytes in roots and/or shoots and leaves (8, 13,
17, 30, 65). Endophytic bacteria may be of particular interest as
they have the advantage of being relatively protected from the
competitive, high-stress environment of the soil (55, 65). More-
over, plant growth promotion is often greater when it is in-
duced by endophytes rather than by bacteria restricted to the
rhizosphere and the root surface (4, 6). Therefore, a better
understanding of the epi- and endophytic bacterial coloniza-
tion patterns and the survival of introduced inocula both in the
rhizosphere and in planta is a critical prerequisite for the
development of effective ways to deliver and manage inocula.

Burkholderig sp. strain PsIN (unpublished results), which
was originally designated Pseudomonas sp. strain PsJN (11), is
an effective plant growth-promoting bacterium that was iso-
lated as a contaminant from Glomus vesiculiferum-infected on-
ion roots (38). This bacterinm promotes the growth of potatoes
(11), vegetables (37), and grapevines (1) via reduction of the
level of the inhibitory hormone ethylene by a high level of
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminase that
is secreted (unpublished results). Strain PsIN also shows bio-
control activity against gray mold since it can effectively protect
against in vitro and in vivo growth of Botrytis cinerea (2). Fur-
thermore, during clonal multiplication of potato (40) and
grapevine (1) via nodal explants taken from stock plants pre-
inoculated with PsJN, the bacteria are transmitted through
successive subcultures of plantlets with no reinoculation. This
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bacterium has been detected in roots and stems of potatoes
(11) and tomatoes (42), as well as in grapevine leaves, follow-
ing in vitro culture (1) and in grapevine roots under hydro-
ponic conditions (unpublished results). However, the coloni-
zation pattern and the method used for translocation from the
rhizosphere to internal plant tissues need to be clarified.

Recently, molecular techniques based on whole-cell hybrid-
ization methods have been used to detect and enumerate mi-
croorganisms in situ and on plant surfaces (3, 50, 67). Tagging
with green fluorescent protein (GFP) (12, 58, 59) and B-glu-
curonidase (GUS) (47, 51, 66) gene markers has been partic-
ularly useful in following bacterial infection pathways for de-
termination of tissue and organ colonization.

Thus, the objectives of this study were to construct gfp- and
gusA-marked derivatives of Burkholderia sp. strain PsIN and to
determine the epi- and endophytic patterns of colonization of
Vitis vinifera L. under gnotobiotic conditions by using wild-type
strain PsIN or genetically marked derivatives of this strain.

MATERIALS AND METHODS

Fluorescent labeling and GUS labeling of Burkholderia sp. strain PsJN. PsIN
was tagged with the gfp and gus4 marker genes by using mini-Tn5 systems, which
form stable genomic insertions in a variety of bacteria (59, 60, 61, 67}, according
to the protocol described by Unge et al. (61). Briefly, wild-type strain PsJN was
grown in King’s B medium (26) in 3-ml cultures at 20°C until the optical den-
sity at 600 nm was 0.7. The bacterial cells were then pelleted by centrifugation
(3,000 x g, 10 min, 4°C), washed three times with ice-cold distilled water, and
resuspended in 500 pl of ice-cold glycerol. To each 100-p] cell suspension, 200 ng
of delivery plasmid DNA was added; the plasmid used was either pUTgfp2x (61),
in which two copies of the marker gene were constitutively expressed, or
pCAMI11 (67), in which gusd was under control of the ptac promoter. The
mixture was then incubated for 15 min on ice and subsequently electroporated
with a Gene Pulser Plus pulse controller (Bio-Rad, Richmend, Calif.) by using
settings of 2.5 kV, 200 £, and 25 pF. Transformants carrying the gfp marker were
selected on King’s B medium containing 50 pg of kanamycin per ml (pUTgﬂJZx)
or 50 pg of spectinomycin per ml (pCAMI11). Colonies and cells of the gfp-
marked strain were examined by using a fluorescence stereomicroscope (model
MZ FLIII; Leica, Heerbrugg, Switzerland) equipped with a GFP 1 filter (Leica)
and by using an optical microscope (model BH2; Olympus, Tokyo, Japan)
equipped with a UV light source (BH2-RFL-T3; Olympus) and a 493-nm fluc-
rescent filter (BP495; Olympus). The gusd-marked strain was grown for 4 days at
37°C on King's B medium amended with 50 pg of 5-bromo4-chlore-3-indolyl-
B-p-glucuronide cyclohexylammonium salt; Sigma, St. Louis, Mo.) per ml. Then
the bacteria were examined by using an optical stereomicroscope (model SZ-
CTV; Olympus) and an optical microscope {model BHZ; Olympus).

Determination of bacterial growth and inoculum preparation. The gfp- and
gusA-marked strains and the wild-type strain were separately grown in King's B
medium as described by Pillay and Nowak {42). Each bacterial inoculum was
transferred to 100 ml of King’s B liquid medium containing the appropriate
antibiotic in a 250-m] Erlenmeyer flask and incubated at 20°C on a shaker (150
tpm) for 48 h. Bacteria were collected by centrifugation (4,500 > g, 15 min) and
washed twice with phosphate-buffered saline {pH 6.5) (PBS). The concentration
of the inoculum was then adjusted to approximately 3 x 10° CFU/ml with PBS,
based on the optical density at 600 nm, and was confirmed by plate counting as
described by Pillay and Mowak {42).

Transformant stability and bacterial growth comparison. Transformant sta-
bility was determined by growing derivatives in King's B liquid medium withcut
selection pressure for over 10 generations (doubling times) and then plating a
dilution series on King's B medium with or without the appropriate antibiotic.
Five replicates were included for each treatment. Furthermore, the colony and
cell morphologies and growth patterns of the genetically derivatives were com-
pared to those of the PsIN wild-type strain in King's B medium (26), Luria-
Bertani medium, and M9 minimal medium with 04% glucose (49).

Plant material, growth conditions, and ineculation. Discase-free plantlets of
V. vinifera L. cv. Chardonnay (i.e., plantlets free of visible bacterial or fungal
contamination) were propagated by using nodal expl in 25-mm-diameter test
tubes containing 15 ml of Martin medium {32). The cultures were grown in a
prowth chamber under white fluorescent light (200 pmol 52 m? s~y with a 16-h
photoperiod at 26°C {constant temperature).

AppL, ENVIRON. MICROBIOL.

Plant inoculation was monitored by spreading 200-pl aliquots of the bacterial
inocula in PBS (wild-type strain PsIN and gfp- and gusA-marked strains) or PBS
{control) on the surface of Martin medium in new test tubes under gnotobictic
conditions. Five-week-old rooted plantlets with five developed leaves were then
delicately transferred into new test tubes previously inoculated with bacteria so
that only the roots were in contact with the bacterial inoculum. The plantlets
were then incubated in the culture chamber as described above.

Preparation of plant samples for determination of the plant prowth-promot-
ing effects. The effects of wild-type strain PsIN and the gfp- and gusd-marked
strains on plant growth were compared to the effects of the control (PBS) 15 days
after rhizosphere inoculation. Plantlets were removed from the growth medium,
and shoot and root fresh weights and lengths were determined as growth pa-
rameters. There were four replicates for each treatment, and each replicate
contained root and aerial systems from five plantlets.

Preg ion of plant ples for bacterial enumeration. The rhizoplane and
endophytic colonization of roots, shoots, and leaves by the gfp-marked strain was
determined by plate counting, and bacterial colonies wete counted by using a
fluorescence stereomicroscope (model MZ FLIIT; Leica) with a GFP 1 filter
{Leica). Roots, the fifth internode, and the fifth leaf were sampled separately
from D to 144 h after rhizosphere inoculation (see Fig. 2). For each plant part
three samples were combined and weighed. Three or four replicates of three
independent plating assays were used to determine the average colomization
value. The lower limit of detection was between 0 and —1 log CFU/g (fresh
weight).

(i) Rhizopl lonization. Plantl

were I d from the agar, and roots
were gently rinsed in sterile distilled water. The samples were then ground with
a pestle in sterile Eppendorf microcentrifuge tubes containing 1 ml of PBS for
approximately 1 min and shaken for 1 h (200 rpm) at the ambient temperature.
The homogenates were vortexed for 5 5, 10-fold serially diluted, and cultured on
King's B lium plates supplemented with ka (50 pg/ml). Bacterial
colonies were counted after 3 days of incubation at 30°C. Rhizoplane coloniza-
tion by the gfp-marked strain was determined by subtracting the bacterial counts
after surface sterilization from the total gfp bacterial counts determined without
surface sterilization.

(ii} Endophytic colonization. To determine endophytic populations of the
gfp-marked strain, samples were surface sterilized with 70% ethanol for 5 min
(roots) or 3 min (fifth internode and fifth leaf), followed by 1% commercial
bleach and a 0.01% Tween 20 solution for 1 min, and then washed three times
in distilled water (1 min each time). The samples were then ground and handled
as described above in order to determine the microbial populations inside sur-
faced-sterilized roots, internodes, and leaves. The bacterial colonies were
counted after 3 days of incubation at 30°C.

Evaluation of surface sterilization methods for itoring rhizop and
endophytic populations. To determine the efficacy of the surface sterilization
procedure, samples of sterilized roots, fifth internodes, and fifth leaves were
taken 96 h after inoculation of the rhizosphere with the gfp-marked strain. The
samples were observed with an epiflvorescence microscope or placed on King's
B medium plates containing kanamycin (50 pg/ml) and incubated for 1 min prior
tor crushing. The samples were then removed, and the plates were incubated at
30°C as described above. In addition, the wash solution from the last rinse was
cultured on King's B medium plates amended with 50 p.g of kanamycin per ml to
determine the efficiency of sterilization.

In parallel, the fifth internodes and the fifth leaves taken from two sets of 10
plantlets were used without surface sterilization to determine if epiphytic cole-
nization of these aerial plant parts occurred after rhizosphere inoculation.

Microscopy of rhizoplane colonization by PsJN. To determine colonization of
the rhizoplane by the gfp-marked strain, approximately 20 plantlets were exam-
ined with the fuorescent stereomicroscope and the epifluorescence microscope,
as deseribe gbove, 96 h after rhizosphere inoculation. Root surfaces were ob-
served and photegraphed with an automatic photographic system {PM-CBSF,
Olympus) or a numerical camera (C-4040; Olympus).

Similarly, 26 h after inoculation with the gusd-marked strain, 20 plantlets were
used to localize the tagged strain. The gusA-tagged bacteria were stained by using
the procedure described by Jefferson et al. (24). Fresh plant organs were indi-
vidually immersed in the GUS staining solution in a desiceator connected to a
pump. A vacuum was applied for 1 min to facilitate penetration of the substrate
intc the plant tissues. After 20 h of incubation at 37°C, the plant tissues wete
immersed in an ethancl bath. Then the samples were examined with a micro-
scope and photographed as described above,

Microscopy of endophytic colonization by P=JN. Fresh plant organs (roots,
fifth internodes, and fifth leaves) removed from six plantlets inoculated with
either wild-type strain PsIN, genetically derivatives of this strain (gfp- or gusd-
marked strain), or a control (PBS} were collected 96 h after inoculation. Samples
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were then prepared for microscopy analysis as described by Gognies et al. (15},
with some modifications. Briefly, plant organs were fixed for 24 b at room
temperature in 2% (wtfvol) glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer {pH 7.24)
with 2% {wt/vol) sucrose and 0.1% (volfvol) Tween 20. After three rinses (5 min
each) with the phosphate buffer containing 2% (wtfvol) sucrose, samples were
fixed for 4 h in 1% (wt/vol) osmium tetroxide in phosphate buffer with 2%
(wt/vol) sucrose. The samples were then dehydrated in an alcohol series, trans-
ferred to acetone, and embedded in araldite. Semithin sections (thickness, 1 wm)
for different treatments were cut with & microtome {model Jung RM2055; Leica,
Mussloch, Germany), collected on glass slides, stained with 0.1% toluidine blue,
examined with a microscope (model BH2; Olympus), and photographed as
described above,

In parallel, hand-cut transverse sections of different parts {roots, fifth inter-
nodes, and fifth leaves) of 20 plantlets inoculated with either PBS (control) or the
gfp-marked strain were used to detect host defense reactions by wvisualizing
autofluorescence and endophytic colonization by epiflunrescence micrascopy
and were photographed as described above.

Additionally, samples taken from 20 plantlets inoculated with the gusd-
marked strain were used to assess colonization of the fifth internode and leaf
internal tissue after staining with the GUS substrate as described above. This
method allowed us to visualize bacteria inside plant tissues without obtaining
tissue sections.

Plate assays for endoglucanase and endopolypalacturonase actlvitles. Enzyme
activities were determined by the methed of Reinhold-Hurek et al. (44), with
some modifications. Briefly, plates containing KW (Kim-Wimpenny) solid me-
divm (25), with or without b-glucose and with either 0.2% carboxymethyl cellu-
lose {CMC) or 0.5% polygalacturonic acid, were spot inoculated with PsJN and
incubated at 30°C for 3 days. Then the cells were removed from the plates, and
the CMC-conteining plates were stained with Congo red (0.1%) for 30 min; this
was followed by several washes with 1 M NaCl to improve the contrast (44).
Similarly, the polygalacturonic acid-containing plates were stained with ruthe-
nium red (0.1%) and washed with 1 M NaCl (33). Endoglucanase (CMC-de-
grading cellulase) activity was determined by the appearance on a red back-
ground of clear yellowish halos around the points where the bacterium was
inoculated (44). Endopolygalacturonase activity was determined by the appear-
ance of intense purple-red halos on a colotless background at the point where the
bacterium was inoculated (33).

Statistical analysls. Population densities estimated by using CFU were sub-
jected to logarithmic transformation before data analysis {31). Data for plant
growth and bacterial enumeration were statistically analyzed by using Student’s
f test.

RESULTS

Construction and stability of the gfp- and gusd-marked
strains and comparison with the wild-type strain. The colony
and cell morphologies and the growth patterns of the gfp and
gusA genetic derivatives of Burkholderia sp. strain PsJN on
King’s B medium, Luria-Bertani medium, and M9 minimal
medium (supplemented with 0.4% glucose) were similar to
those of the wild-type strain (data not shown). Colonics and
cells of the gfp-marked strain were strongly fluorescent under
UV light, whereas the gus4-marked strain exhibited a blue
color after application of the GUS substrate (data not shown).
No white colonies appeared after several restreakings on
King’s B medium with or without the appropriate antibiotic,
indicating that integrations of the mini-transposons into the
bacterial chromosome were stable.

Comparison of the plant growth-promoting effects of gfp-
and gusd-marked strains and the wild-type strain on grape-
vine plantlets. All inoculated plantlets survived rhizosphere
bacterization and performed better that nonbacterized plant-
lets. Fifteen days postinoculation {p.i.) no significant differ-
ences (P << 0.05) in plantlet growth among the PsJN:gfp2x,
PsIN::gusA11, and the wild-type treatments were found (Fig.
1). However, significant increases (P < 0.05) in the relative
fresh weights of roots and aerial parts, as well as the lengths of
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aerial parts, were observed for bacterized treatments com-
pared to the nonbacterized control (Fig. 1A, B, and D). Root
length was the only parameter that was not significantly differ-
ent for the bacterized and control cultures (P > 0.05) (Fig. 1C).

Efficacy of surface sterilization protocols. To ensure that the
endophytic colonization values determined in this study re-
flected only the numbers of cells in the interior of plant tissues,
a specific surface sterilization method was developed. This
sterilization method should have killed and/or washed away
the surface bacteria while the internal bacteria survived. First,
root samples were examined 96 h p.. by epifluorescence mi-
croscopy for GFP-containing cells remaining on the plant sur-
face after surface sterilization. No bacterial cells were ever
observed when this technique was used. Second, no bacterial
growth was observed after 3 days on King’s B solid medium
when surface-sterilized roots were added. Third, either no col-
onies or only a few (<(10) colonies were observed 3 days after
inoculation on plates inoculated with the last wash solution
after surface sterilization. In the very few cases in which the
last wash vielded colonies with GFF, the number of such col-
onies represented less than (.001% of that the root endophytic
populations occurring at 96 h p.i. Based on the results for these
three controls, the endophytic colonization values presented
here reflected only the numbers of cells within the tissues, as
reported by Dong et al. (8). Thus, the surface sterilization
treatment was efficient and could be used to determine the
endophytic populations of root internal tissues.

Similar to the root tests, no bacterial colonies were found on
stems and leaves in poststerilization wash tests performed with
King's B medium amended with 50 pg of kanamycin per ml 3
days after plating, Furthermore, no bacterial colonies were
observed on King’s B medium amended with 50 pg of kana-
mycin per ml 3 days after we added the surface-sterilized aerial
plant parts prior to crushing. Thus, the surface sterilization
treatment was efficient and could be used to determine the
populations of internal tissues of aerial plant parts.

In addition, PsIN:gfp2x cells were not found on the fifth
internode and fifth leaf surfaces from zero time to 96 h after
rhizosphere inoculation, as determined by fluorescence mi-
croscopy. Furthermore, there was no difference in the total
PsIN::gfp2x bacterial populations colonizing aerial parts when
samples taken from surface-sterilized and nonsterilized plant-
lets were compared (data not shown). This finding further
demonsirated that the inner tissues of acrial organs could not
have been contaminated by surface-colonizing bacteria.

Root surface colonization. The rhizoplane of grapevine
plantlets was rapidly colonized by PsIN:gfp2x cells immedi-
ately after rhizosphere inoculation. The PsJN:gfp2x popula-
tion peaked at 24 h p.i. and then remained stable at 9.15 log
CFU/g (fresh weight) (Fig. ZA).

Microscopic observations of roots 96 h after PsIN:gfp2x
inocvlation revealed green fluorescence on both primary and
secondary roots. PsJN::gfp2x cells congregated in high numbers
at the sites of lateral root emergence on plantlets {Fig. 3A and
B). At 96 h p.i., PsIN::gfp2x cells were also found close to the
cell walls of the rhizodermis (Fig. 3C), as well as on the whole
outline of some rhizodermal cells (Fig. 3D).

In the experiment with PsJN::gus411 no blue color was de-
tected on roots taken from nonbacterized plantlets after incu-
bation in the GUS substrate (Fig. 3E). However, GUS expres-
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FIG. 1. Comparison of the plant growth-promoting effects of the PsIN:gfp2x, PsIN::igus411, and wild-type PsIN strains on V. vinifera L. cv.
Chardonnay plantlets 15 days after rhizosphere inoculation. (A and B) Percentages of relative fresh weight of the root system (A) and aerial parts
(B). (C and D) Percentages of relative lengths of the root system (C) and acrial parts (D). The bars indicate means, and the error bars indicate

standard dewviations.

sion was detected on root tips at 96 h p.i. when the
PsIN::gusA11 strain was applied (Fig. 3F and G).

Endophytic colonization of roots and host defense reactions.
Colonization of the root interior by PsIN::gfp2x cells occurred
between 1 and 3 h p.i., and the population remained at a level
of 6.85 log CFU/g (fresh weight) for more than 48 h p.i. (Fig.
2B). Rhizodermis and endodermis layers, as well as xylem
vessels of primary roots of control plantlets, exhibited yellow
autofluorescence at 96 h p.i. (Fig. 3H) as a result of phenolic
compounds in the cell wall which fluoresced under UV light
(20). Yellow autofluorescence was also observed in primary
roots of plantlets inoculated with PsJN::gfp2x (Fig. 3I). How-
ever, several cortical cell layers exhibited additional yellow
fluorescence after inoculation with PsIN::gfp2x (Fig. 3I) com-
pared to the nonbacterized control treatment (Fig. 3H). This
enhancement indicated that there was accumulation of phe-
nolic material corresponding to a host defense reaction. Fur-
thermore, host defense reactions, which were correlated with a
strengthening of some cell walls in the exodermis as well as
cortical cells, were also observed in resin-embedded roots (Fig.
3n.

%Due, to the large bacterial population that developed on the
rhizoplane, bacterial colonization of root internal tissues could
not be confirmed microscopically by using hand-cut sections of
plantlets inoculated with PsIN::gfp2x because cells could have

been introduced from the external root surface during sample
preparation, as reported by Shishido et al. (54). However,
microscopic analyses of resin-embedded roots demonstrated
that cortical cells (Fig. 3J and K), the endodermis (Fig. 3L),
and xylem vessels (Fig. 3M) were colonized by bacterial cells in
an inter- and/or intracellular colonization pattern, in contrast
to control samples, in which no bacteria were observed (data
not shown).

Endophytic colonization of stems. No PsIN::gfp2x cells were
detected in the fifth internode before 72 h p.i. Then the first
bacteria appeared, the highest level was reached 84 h p.i., and
the population remained at a level of 5.85 log CFU/g (fresh
weight) (Fig. 2C).

No blue color was observed in the fifth internode of non-
bacterized plantlets after incubation with the GUS substrate
(Fig. 4A). However, a blue color appeared in the center of the
fifth internode 96 h p.. in the plantlets inoculated with the
PsIN::gusA11 strain (Fig. 4B).

Green autofluorescence (epidermis), red autofluorescence
(parenchyma), and yellow autofluorescence (vascular system)
were detected in the fifth internode 96 h p.i. both in nonbac-
terized plantlets (Fig. 4C) and in PsJN::gfp2x-bacterized plant-
lets (Fig. 4D). Microscopic observations at high magnifications
from the epidermis to xylem vessels revealed that PsIN:gfp2x
cells or wild-type PsIN cells were found only in xylem vessels
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FIG. 2. Population dynamics of the PsIN::gfp2x strain for different parts of V. vinifera L. cv. Chardonnay plantlets after rhizosphere inoculation.
(A) Rhizoplane; (B) root internal tissues; (C) fifth internode internal tissues; (D) fifth leaf internal tissues. The error bars indicate the standard
deviations for mean log-transformed bacterial population sizes. The values are means and standard deviations. FW, fresh weight.

(Fig. 4E and F), in contrast to nonbacterized samnples, in which
no bacteria were observed (data not shown).

Endophytic colonization of leaves. No PsIN::gfp2x cells were
detected in the fifth leaf until 72 h p.i. The highest population
density occurred 84 h p.i., and the stationary-phase level was
6.53 log CFU/g (fresh weight) (Fig. 2D). The endophytic col-
onization of the fifth leaf was significantly greater than the
endophytic colonization of the fifth internode (P < 0.001).

No blue color was observed for samples taken from nonbac-
terized plantlets after incubation with the GUS substrate (Fig.
4G). However, in the test conducted with the PsIN:gusd11
construct, a blue color was found in the primary and secondary
veins 96 h p.i. (Fig. 4H).

As reported above for the fifth internode, the same autofluo-
rescence was observed in the fifth leaf at 96 h p.i. both after
control treatment and after PsIN::gfp2x treatment (Fig. 41 and
1. PsIN:gfp2x or wild-type PsIN cells were found only in
xylem vessels (Fig. 4K and L), in contrast to nonbacterized
samples, in which no bacteria were observed (data not shown).

Interestingly, PsTN::gfp2x cells were not found on the abaxial
surface of the fifth leaf regardless of the time after inoculation.
However, when a little pressure was applied by hand to a leaf
placed between a glass slide and a coverslip, bacterial cells
were observed around stomata 96 h p.i. (Fig. 4M), which indi-
cates that they were present in substomatal chambers. This was
confirmed in the PsIN:jgus411 treatment, in which blue bac-
terial cells were detected by leaf transparency under stomata at
96 h p.i. (Fig. 4N).

Analysis of cell wall-degrading enzyme activities. Qualita-
tive plate assays demonstrated that PsJIN secreted endoglu-

canase (Fig. 5A) and endopolygalacturonase (Fig. 5B) activi-
ties.

DISCUSSION

The present study clearly demonstrated that Burkholderia sp.
strain PsJN can form sustaining endophytic populations in
roots, stems, and leaves of V. vinifera L. plantlets. Following
rhizosphere inoculation, colonization of the grapevine plant-
lets progressed in distinguishable stages. The initial step con-
sisted of rhizoplane colonization of grapevine plantlets by
PsIN, although this could be expected as the bacterial inocu-
lum was in contact with the root system. Despite this, the
presence of bacteria was not uniform on the entire root sur-
face. The highest bacterial concentrations appeared on both
primary and secondary roots, as well as at the base of the
lateral roots and at root tips. Furthermore, PsIN cells were
often closely attached to the rhizodermal cell walls and could
follow the whole outline of epidermal cells. Hansen et al. (18)
described a similar colonization behavior for Pseudomonas
Sfuorescens DF57 on barley roots, sugpesting that there is a
common pattern for rhizoplane colonization by different bac-
teria. The extensive colonization of the rhizoplane can be ex-
plained by root exudate effects (for a review sce reference 41).

Irrespective of the mode of action, a key feature of all
plant-beneficial bacteria is efficient colonization of root sur-
faces (65). After this initial colonization step, certain bacteria
are able to enter roots through cracks at root emergence sites
(crack entry process) and/or by passing through root tips (root
tip pathway) (reviewed in reference 45) or through the middle
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FIG. 3, Microphotographs of rhizoplane and root internal tissues of V. vinifers L, cv, Chardonnay plantlets after rhizosphers inoculation with
Burkholderia sp. strain PsIN. (A and B} Fluorescence stereomicroscope images of roots after inoculation of PsIM:gfp2x, showing strong
fluorescence at the site of emergence of lateral roots of the primary root (A) and on a lateral root due to gfp-marked cells {A and B) (arrowheads).
(C and D) Epifluorescence microscope images of rhizoplane, showing gfp-marked cells close to the cell walls {C) or around the whole outline of
some rhizodermis cells (D) (arrowheads). (E to ) Light microscope images of a secondary reot after PBS inoculation (E) and after inoculation
with PsJN::zus411 (F and G), showing a blue color due to gus4-marked cells at the root tips (arrowheads), (H and I) Epiflucrescence microscope
images of primary root internal tissues of V. vinifera L. ev. Chardonnay plantlets after treatment with PBS (H) or after inoculation of the
rhizosphere with PsIN:gfp2x (I), showing yellow fluorescence in several cortical cell layers ding to a host defense reaction (arrow). (J
to M) Light microscope images of resin-embedded primary roots after inoculation with PsIN, showing host defense reactions (arrows) in the
exodermis and cell wall of a cortical cell (I), intercellular colonization of cortical cells (J and K) (arrowheads), a break in the endodermis (arrow)
caused by PsJN (L) (arrowheads), and PsJN in xylem vessels (M) (arrows). (A and B) Bars = 500 pm; (C) bar = 25 pm; (I)) bar = 10 pm; (E
and F) bars = 250 pm; (G) bar = 125 pm; (H and I) bars = 100 wm; (J, K, and L) bars = 50 pum; (M) bar = 20 pm.

lamella of the epidermal layer (19). In our study, the presence
of PsIN at lateral root emergence sites suggested that crack
entry colonization occurred in grapevine plantlets, similar to
the phenomenon previously observed with the same strain and
potato (39). Moreover, the occurrence of a blue color at root
tips after PsJIN::gusA411 inoculation also supports the possibility
of entry via root tips. Furthermore, PsIN cells colonized rhi-
zodermal cells, the inter- and intracellular spaces of cortical

cells, the endodermis, and xylem vessels. This indicated that
this bacterium can invade root internal tissues by passing be-
tween epidermal and cortical cells and can permeate the cen-
tral cylinder by breaking the endodermis barrier. This conclu-
sion is supported by the production of the cell wall-degrading
enzymes endoglucanase and endopolygalacturonase.

It has been reported that the production of cell wall-degrading
enzymes by endophytic bacteria is usually linked to localized host
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FIG. 4. Photographs of the fifth internode and leaf internal tissues of V. vinifera L. cv. Chardonnay plantlets after rhizosphere inoculation with
PsIN. (A and B) Light stereomicroscope images of the fifth internode cut longitudinally with a razor after treatment with PBS (A) or after
inoculation with PsIN::gus411 (B), showing the blue color (arrowheads). (C to E) Epifluorescence microscope images of hand-cut sections of the
fifth internode after treatment with PBS (C) or after moculation with PsIN:gfp2x (D and E), showing PsIN:ugfp2x cells in xylem vessels
(E) (arrowheads). (F) Light microscope image of resin-embedded stem after inoculation with wild-type strain PsIN, showing PsIN cells in xylem
vessels (arrowheads). (G and H) Light micrographs of the fifth leaf after treatment with PBS (G) or after inoculation with PsTN:;gusA11 (H),
showing the blue color in veins due to gusd-marked cells (arrowheads). (I to K) Epifluorescence microscope images of hand-cut sections of the
fifth leaf after treatment with PBS (I} or after inoculation with PsIN::gfp2x (I), showing PsIN:gfp2x cells in xylem vessels (K) (arrowhead).
(L) Light microscope image of resin-embedded leaf after inoculation with wild-type strain PsIN, showing PsIN cells in xylem vessels (arrowheads).
(M and N) Epifluorescence (M) and light (N) microscope images of the fifth leaf after inoculation of PsIN::gfp2x (M), showing bacteria exiting
from stomata (arrowheads), or after inoculation of PsIN::gusA11 (N), showing blue cells (arrows) under stomata. (A and B) Bars = 500 pm; (C
and D) bars = 150 pm; (E) bar = 30 wm; (F) bar = 30 pm; (G and H) bars = 500 pm; (I and J) bars = 150 pm; (K) bar = 20 pm; (L) bar =
50 pm; (M) bar = 10 pm; (N) bar = 5 pm.

plant defense (17). In the present study, we also observed a host
defense reaction that coincided with localized accumulation of

was also observed, as reported previously for tomato root colo-
nization by P. fluorescens strain WCS417r (9).

phenolic compounds in several cortical cells following coloniza-
tion by PsJN. This is not surprising since it is well established that
phenolic compound accumulation is associated with a plant de-
fense mechanism (35). We concluded that PsJN cells can induce
a host defense response in roots of grapevines. Strengthening of
the cell walls in the exodermis, as well as in some cortical cells,

Following colonization of the root interior, PsIN colonizes
stems and leaves. Other studies have also detected endophytes
within aerial plant parts, including stems, leaves, and flowers
(28, 34, 46, 52). It has been suggested that bacteria can be
transported in xylem vessels through the transpiration stream
(16, 19, 22, 23, 54) or by colonizing intercellular spaces from
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FIG. 5. Photographs of endoglucanase (A) and endopolygalacturo-
nase (B) activitics of PsJN, Bars = 3 mm.

roots to aerial parts (10, 16). Our results demonstrate that
PsIN systemically spreads to aerial parts through the transpi-
ration stream from root xylem vessels.

In this study, we observed significantly higher numbers of
PsIN cells in leaves than in stems. Similar results were reported
for the colonization of tomato plants by P. fluorescens SE34r
(70). The differences between stem and leaf populations that
were observed can be explained by accumulation of bacterial
cells in the leaf, which can be considered a sink, whereas the
stem serves only for transition. However, in this study we also
detected PsIN in subtomatal chambers of grapevine leaves
because PsIN cells exited from stomata after a little pressure
between a glass slide and a coverslip was exerted on a leaf.
Furthermore, PsJN was not detected on the leaf surface but
was found inside substomatal chambers with gus-tagged bac-
teria after rhizosphere inoculation. This demonstrated that
PsJN cells can reach substomatal chambers of leaves after
spreading within the plant. Substomatal chambers, interstices,
and trichomes are preferred habitats for bacterial survival and
multiplication due to their relatively protected hydrophilic en-
vironments (29, 36, 68). Thus, stems and leaves that are colo-
nized differently may also be explained by considering substo-
matal chambers of grapevines microhabitats for PsIN where
multiplication may occur. However, the lack of PsIN cells in
substomatal chambers in resin-embedded leaves may indicate
that there was a low number of bacteria in this habitat which
could not be detected. Furthermore, multiplication of endo-
phytic bacteria inside plant tissues is difficult to demonstrate
(17), and work is needed to confirm this hypothesis. Despite
this, all rhizosphere bacteria are not capable of establishment
in this habitat. Several studies have shown that endophytic
populations of strains of various nonpathogenic bacterial
species cannot become established following infiltration into
leaves (48, 69). To our knowledge, only James et al. (21, 23)
have reported colonization of substomatal chambers by plant-
beneficial bacteria, but there was the possibility of epiphy-
tic bacterial propagation on the phylloplane (21, 23) and/or
spreading within the plant (23). Our finding of PsIN cells in
substomatal chambers after an initial root colonization step
confirmed that substomatal chambers can be colonized by bac-
teria after they spread within the plant, Such knowledge could
ultimately lead to a better understanding of the plant-endo-
phytic bacterium interactions. Although our experiments were
based on early events, an agar-based system and substomatal
chamber colonization by PsIN need to be demonstrated by

AppL. ENVIRON. MICROBIOL.

using a soil-based system or hydroponic conditions under
which PsJN can form endophytic populations in grapevine
(unpublished results).
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Les travaux présentés dans l'article du chapitre 2 déemintine colonisation épi- et
endophytique des plantulés vitro de vigne pamB. phytofirmanssouche PsJN, ainsi que
'induction de la synthese de composés de défense en eépdaspropagation bactérienne.
Cette étude a été réalisée avec deux souches modifi@tigément, I'une étant transformée
avec le géngfp, 'autre avec le géngusA,ainsi que par le biais daitilisation de la souche
de type sauvage. Ces souches ont été considérées cdemtigues dans cet article par le
biais de différents tests et nous ont permis de visudiisenlonisation bactérienne et d’étre
sUr que c’était bien la souche PsJN que I'on observait.

Tout d’abord les résultats obtenus ont permis de mogtreB. phytofirmansouche
PsJN colonise les surfaces racinaires de planituleisro aprés inoculation de la rhizosphére.
La bactérie PsJN a ainsi été localisée au niveau dertfemee des racines secondaires et des
extrémités racinaires, ainsi que sur toute la surfacecelédes rhizodermiques des racines
primaires.

Suite a la colonisation épiphytique du rhizoplBn,phytofirmanssouche PsJN a été
retrouvée a lintérieur des racines. Cette propagationébeche intra-racinaire peut
s’expliquer par un passagea les extrémités racinaires ou par les ouvertures nasrell
Néanmoins, elle peut provenir également de la sécrétidérleame d’enzymes dégradant les
parois cellulaires de la plante. En effet, nous avoosti@ queB. phytofirmansouche PsJN
sécréte des cellulases et des endopolygalacturonaseen@gses ou leurs produits de
dégradation peuvent de plus étre a l'origine de l'inductionalaposés de défense par la
plante comme suggéré par Jaraeal. (2002). Suite a la pénétration de la souche PsJN, nous
avons détecté une accumulation de composés phénoligues au divd’'exoderme et des
cellules corticales, ainsi que des renforcements pariétegxqui démontre que des
mécanismes de défense sont induits chez la plantpensea la colonisation bactérienne.

Lors de ce travail, nous avons également mis en évider@progression de la souche
PsJN jusqu’a I'endoderme. Compte tenu de nos résultappdrait que cette barriere est
détruite a certains endroits par la souche PsJN. Cegelumet de progresser jusqu’au
cylindre central et d’atteindre les vaisseaux conductduirsyleme. Des réactions de défense
sous la forme d'épaississements pariétaux se mettemlaee dans le parenchyme des
vaisseaux du xyleme suite a la propagation endophytique deté&xibdesJN (Figure 19a et
b ; Annexe 2), bien que nous ne les avons pas mentionnéekadaaie du chapitre 2. Ceci

démontre, de plus, que le phénomene de colonisation endppmhye la vigne pas. phyto-



Figure 19 : Microphotographies optiques aprés coloratiorblau de toluidine du
xyleme de racine d’une plantute vitro de vigne inoculée ave®. phytofirmansouche PsJN
montrant la présence d’appositions pariétales (flecesjiveau des cellules du parenchyme
du xyléme, suite a la propagation de la bactérie (tétééaes). Barres d’échelle : (a et b) 15
pm.
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firmans souche PsJN est associé a des réponses de défensehddesjusqu’au niveau du
xyleme.

Suite a l'invasion des vaisseaux du xyleme racinaire,deéba a ensuite été détectée
dans le xyleme de la tige et des feuilles, 72 heures apm@gation. Nous avons également
montré la présence de nombres différents de populadims ces organes végétatifs aériens.
En effet, les sous-populations endophytiques de la souchesBaillus importantes dans les
feuilles que dans la tige. De facon intéressante, l@ha@ndophytique est présente dans les
chambres sous-stomatiques des feuilles. Il est possibléadchectérie s’y multiplie compte
tenu du fort taux d’humidité régnant dans ce lieu de cabiois (Lindow, 1991). Ceci
pourrait expliquer les différences de populations de lets® PsJN dans la tige et dans les
feuilles. Ce lieu privilégié de colonisation suggére égafergae la colonisation bactérienne
est favorisée par le phénomene d’évapo-transpiratida gintevia la voie du xyleme. Des
résultats similaires avaient été obtenus chez leavic Herbaspirillum seropedicaeZ67
(Jameset al, 2002). Néanmoins, lors de cette étude, la présence desidsmaciéns les
chambres sous-stomatiques foliaires pouvait égalemenemirod’'une contamination du
phylloplane (Jamest al.,2002). Dans notre étude, cependant, aucune contaminatainefol
ne fut détectée. Ainsi, il apparait gBe phytofirmanssouche PsJN se propage au sein de la
plante par le phénomene d’évapotranspiration de la pldatdes vaisseaux du xyléme.
Toutefois, il est également possible que la bactérid BsJropage d’elle méme au sein des
vaisseaux de la plante puisque cette souche bactérisinftegellée (Sessitsdt al.,2005).

Il est possible que des enzymes dégradant les parois icefiutke la plante soient
sécrétées par la bactérie au niveau des parties aérienlaeglaete. Ceci pourrait faciliter la
progression de la bactérie jusqu’au niveau des feuillesigrant d’'un vaisseau de xyléme a
un autre. Néanmoins, il a été décrit que les vaisseaux du exydenta vigne permettent la
migration de micro-organismes sans besoin de sécrétymatique (Thornet al., 2006).

De ce fait, il est possible que la sécrétion d’enzymgsadi@nt les parois cellulaires par la
bactérie n’intervienne qu’au niveau racinaire et au non au nivi@&naméme si cela devra
faire I'objet d’'une étude approfondie.

Ainsi, nous avons pu démontrer, en conditions gnotobiotiqyuesB. phytofirmans
souche PsJN colonise les surfaces racinaires, pénetréedanasines et se propage de fagon
systémique dans les parties aériennes des plantulgo de vigne par les vaisseaux du
xyléme, tout en induisant des réactions de défense l@a pepagation.
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Ait Barka et al. (2002) avaient déja détecté la souche PsJN au niveau foliaire.
Néanmoins, des explants nodulaires avaient été utiisgsle cette étude. Ainsi, la bactérie
pouvait étre directement en contact avec les vaissganducteurs et se propager rapidement
jusqu’au niveau foliaire. Dans notre étude, nous avonséutdés plantules enracinées afin
d’étudier la colonisation bactérienne a partir de laogphere jusqu’aux parties aériennes.
Nous avons ainsi respecté les niches microbiologiques hesude la souche PsJN et étudié
son phénomene de colonisation. De plus, nous avong uliis souches transformées pour
étudier le phénoméne de colonisation de la vigne paulzheoPsJN. Ceci a permis d’étre sar
gue la souche observée était bien la souche PsJN.

Compte tenu de nos résultats obtenus en conditions gotiqoigis, nous nous sommes
ensuite interrogés 8. phytofirmansouche PsJN pouvait coloniser des plaatesgitrg et se
retrouver, en particulier, au niveau des inflorescencesnesgie trés grande importance chez

la vigne.
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was determined using grapevine fruiting cuttings with emphasis
putative inflorescence colonization under reterile conditions. Tw
week-old rooted plants harbouring flower bud initials, grownan-sterile
soil, were inoculated with PsJgfp2x. Plant colonization was
subsequently monitored at various times after inoculatitim plate counts
and epifluorescence and/or confocal microscopy. StriagiN wa
chronologically detected on the root surfaces, in thdosmnza, inside
grape inflorescence stalks, not inside pre-flower buds and flswrt
rather as an endophyte inside young berries. Data demuaustiow
endophytic populations of strain PsJN in inflorescerrgans,i.e. grape
stalks and immature berries with inconsistency amdagtp for bacterial
colonization of inflorescencesNevertheless, endophytic colonization
inflorescences by strain PsJN was substantial foesalants. Ntroscopic
analysis revealed PsJN as a thriving endophyte in isterece organs
after the colonization process. Strain PsIJN was Nimehcolonizing the

root surface, entering the endorhiza and spreading to gréipescence
stalks, pedicels and theio immature berries through xylem vessels. In
parallel to these observations, a natural microfloes also detected on
and inside plants, demonstrating the colonization of grapeby strain
PsJN in the presence of other microorganisms.

Introduction through the isolatiop of endophytes from thei_r natural
plant hosts (Samishet al., 1961; Misaghi and
Interaction between plants and beneficial bacteria cdponndelinger, 1990; Hallmann, 2001; Bacon and
have a profound effect on plant health, growthHinton, 2006). However, the colonization process of
development, yield as well as on soil quality (Welbaaim reproductive organs by endophytic bacteria, particularly
al., 2004; Comparet al, 2005a; Haas and Défago, 2005;0y some PGPR, is unknown. A understanding of this
Unnoet al, 2005). Plant growth-promoting rhizobacteriaprocess in plants of agricultural importance could
(PGPR) (Kloepper and Schroth, 1978) or plant growthpotentially be used for enhancing plant production
promoting bacteria (PGPB) (Bashan and Holguin, 1998}-odewyckx et al, 2002; Welbaumet al., 2004;
can colonize the plant interior and thrive as endophytes ffompantt al., 2005a).
various organs without harming their host (James and One of these endophytic PGPRurkholderia
Olivares, 1998; Lodewycket al, 2002; Berget al., phytofirmansstrain PsJN (Sessitsat al, 2005), has
2004; Companet al, 2005b; Rosenblueth and Martinez-been isolated from surface sterilized onion roots. Strain
Romero, 2006). Bacterial endophytes have been found it8JN has been able to differentially promote plant
different vegetative parts of plants, such as roots, tube@owth of non-natural hosts in addition to lowering
stem and leaves (Hallmann, 2001; Compeiral., 2005b;  biotic and abiotic stresses. This bacterium can also
Gray and Smith, 2005). A few studies have also reportébirive as an endophyte inside various plant hosts,
bacterial endophytes in reproductive organs, such #&¢luding tomato (Pillay and Nowak, 1997; Sharma and
flowers and fruits. This has been demonstrated mainfyowak, 1998), potato (Frommet al., 1991; Bensalim
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et al., 1999), and grape (Ait Barkat al, 2000; 2002; cuttings were immersed for 30s in indole-3-butyric acid
2007; Compantet al., 2005b). With grapevine, strain solution (2 g/L) to promote rhizogenesis. Each cutting
PsJN can form epiphytic as well as endophytiavas then placed in a plastic pot (9x9x10 cm) filled with
populations within vitro plantlets (Compantet al, one part of clay balls and four parts (v/v) of potting soil
2005b). This was monitored mainla the use of ayffp  (special Gramoflor, Gramoflor GmbH & Co. KG,
derivative of strain PsJN that allowed visualizationhaf t Vechta, Germany) that was not sterilized in order to
bacterium both on and inside plants. Use of this taggedlow the growth of a natural microflora. The potted
strain on grapevine plantlets has demonstrated bacter@ittings were irrigated daily with tap water and
colonization of the root surface and subsequent entraniceubated in a growth chamber at 25/20°C day/night
into the endorhiza mainly through the ‘root tip way’,temperature, 16 h photoperiod, under 500 proh$
lateral root cracks or between rhizodermal ceitscell-  (Lumilux cool white L30W/840 and Fluora L30W/77,
wall degrading enzyme secretions. Finally, strain PsJNsram, Germany) and 70% relative humidity. To avoid
colonized stem and leaves through xylem vessels, befdie beginning of vegetative growth and to facilitate
thriving as an endophyte inside substomatal chambers dévelopment of inflorescence, we removed leaves daily
leaves after using the plant transpiration stream (Compaadcording to Lebonet al. (2005). More than 400
et al, 2005b). Prior analysis of the colonization patterngruiting cuttings were planted as only 25 to 75% of
of grapevine by strain PsJN was conducted undgmotted plants developed inflorescences.
gnotobiotic conditions. The epi- and endophytic
colonization behaviour of strain PsJN in plants, grown ifPlant inoculation and growth conditions
non-sterile soil, has not been elucidated. FurthermorExruitin . . .

g cuttings with a rooting system and fully

nothing was known on inflorescence colonization b)é veloped inflorescences were then inoculated with
strain PsJN. However, in grapevine, inflorescences are gi%t‘her gxlé or 5x16¢ CFU of PsINgfp2x g* of soil at
particular interest and putative reproductive organStage 57 of the BBCH scale (last step of pre-flower

colonization by strain PsJN needed to be studied. uds development before anthesis, according to Meyer
Therefore, the objective of the present study was t§001) P ’ 9 yer,

investigate epi- and endophytic colonization of grapevin
by B. phytofirmansstrain PSIN in plants grown in non- o0 ahion of plant samples for bacterial
sterile soil with emphasis on putative inflorescence -
colonization, and to compare this pattern with theenumeratlon
previous study on the colonizationiofvitro plantlets. The rhizoplane and endophytic colonizations of roots
and inflorescences by thgfp-marked strain were
determined by plate counting of bacterial colonies
Materials and methods under a fluorescence stereomicroscope (model MZ
. . o FLIII; Leica, Heerbrugg, Switzerland) equipped with a
Bacterlal stralns,. growth  conditions  and GFP 1 filter (Leica, S?/?itzerland) afte)r ir?ocﬁ?ation with
inoculum preparation 5x10 or 5x16 CFU g* of soil. Roots, stalks, and

The gfpmarked strain PsJNgfp2x (Compantet al., reproductive organs, such as pre-flower buds, flowers
2005b) was grown in 100 ml Luria-Bertani liquid OF young berries, were sampled at different time
medium in 250 ml Erlenmeyer flask and incubated athtervals (Table 1). Five replicates of ten independent
25°C, on a shaker (150 rpm) for 48h as described bplating assays were used to determine the average
Compantet al (2005b). Bacteria were collected by Colonization patterns. Base level of detection was
centrifugation (450, 10min) and washed twice with between 0 and —1 lggCFU g" of Fresh Weight (FW)
sterile phosphate buffer, pH 6.5 (PBS). The bacteriafor each plant organs.

concentration of the inoculum was then adjusted wit

PBS, based on optical density (600 nm) and confirme hizoplane colonization

with plate counting (Pillay and Nowak, 1997). Root surface colonization by PsJN was determined at
) - different times after soil inoculation. Plants were
Plant material and growth conditions removed from the potting soil and roots were rinsed (4

Three-node cuttings (20 cm long) \ditis viniferaL. cv. times) with sterile (_jistilled water. Root samples_ (_1 g
Chardonnay were cane pruned from 6-year-old plants if2ch) were ground in a mortlar and pestle, containing 1
2005, 2006 and 2007 at the ‘Moét et Chandon’ vineyar(ﬁnl- of PBS. The homogenates were serially diluted in

(Epernay, France). Fruiting cuttings were then prepareﬂﬂ'icrotit?r plates, _ar_1d 100 pL a_qu_uots plated on solid
according to Leboret al. (2005) with the following LB Medium containing cycloheximide (100 ug.Mito

modifications: the cuttings were treated with 0.05%"Nibit fungal growth and kanamycin (100 Hg-L
Cryptonol® during 4 hours and the distal node wad SINGfP2x is resistant to kanamycin). Bacterial
covered with grafting wax (Agrochemie®, Germany) _colonle_s were then cou_nted under U\./ I|g_ht 3 days after
containing fungicide (0.1% Oxiquinoleine) and plantincubation at 30°C. Rhizoplane colonization by gfie
growth regulators (0.00175% 2,5-dichlorobenzoic acid)Marked strain was determined by subtracting bacterial
Cuttings were then stored in the dark at 4°C for at Iealé‘toumil aftﬁr surface stenhzatlor(]j from hthe togip- p

for 2 weeks. Before use and after 15h of hydratation gged = bacteria ~ enumerate without  surface
28°C, the two proximal nodes were removed and thaterilization, as described in Compantl. (2005b).
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Endophytic colonization Microscopy of epiphytic and endophytic

To determine endophytic populations of tfg-marked colonization by PsIN

strain, we surfaces sterilized roots, grape stalks, préFhe epiphytic and endophytic colonizations of roots,
flower buds and/or flowers or young berries with 70%stalks, and reproductive organs such as pre-flower buds
ethanol for 5 min, followed by a bath of 1% commercialand/or flowers or young berries by Psgffp2x were
bleach and 0.01% Tween 20 solution for 1 min. Themonitored at different time intervals (as presented in
samples were then washed three times with distilledable 2) after soil inoculation with 5.3CFU ¢* soil.
water (1 min each) and ground and handled as describdthe different parts were sampled separately and ten
above. Bacterial colonies were counted under UV lightongitudinal sections were made on independents
and confirmed under a fluorescence stereomicroscope, 8amples of different plant parts taken from 20-60 plants

5 after incubation at 30°C. (roots or inflorescences) before examination under an
epifluorescence and/or a confocal microscope (MRC
Evaluation of surface-sterilization methods 1024; Biorad, Hercules, CA,. USA) equipped with a

To determine the efficacy of the surface-sterilizationx63 PlanApo objective.

procedure, we detached roots from five plants 1 wee
after soil inoculation with 5.F0CFU g* of soil, surface
sterilized as described before and observed them at 2004icroscopic observations were made on samples taken
and 1000x under an optical microscope (model BH2from independent experiments. Population density data
Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a UV light(CFU) from experiments on fruiting cuttings were
source (BH2-RFL-T3; Olympus) and a 495-nmpooled over 3 years. These data were submitted to
fluorescent filter (BP495; Olympus). Surface sterilizedlogarithmic transformation (Lopeet al, 1984) and
roots were placed on LB plates amended with 108tatistically analysed using Studerttigst.

pg.mL* of kanamycin and 100 pg.ritlcycloheximide

during 1 min prior to crushing. Additionally, 100 pL

aliquots of the last bath of surface-sterilization werdR€sults

plated on LB plates amended with 100 pgnof each  pensity populations on the rhizoplane, in the
antibiotic and bact_e_rlal_ colonies were counted to be SUrEndorhiza  and inside inflorescences

of the syrface-sterl_llzatlon _pro;edure. _ following soil inoculations

To confirm systemic colonization from the rhizosphere to

inflorescence tissues, we sampled ten plants 6 week$e rhizoplane of fruiting cuttings was colonized by
after soil inoculation with 5.f0CFU ¢' of soil. PsJN:gfp2x cells immediately after soil inoculation,
Inflorescences were used without surface-sterilizatiomeaching 6.99 +/- 0.43 lggCFU g' FW of root tissue
and ground in a mortlar and pestle containing 1 mL ofvithin 0-15 h after inoculation with 5x1@CFU ¢* of
PBS. The homogenates (100 L aliquots) were plated avil (Table 1) and 7.41 lggCFU ¢g* FW with 5x16
solid LB medium containing 100 pg.Mkycloheximide CFU ¢' of soil (Table 2). The bacterial population
and 100 pg.mt of kanamycin. Then, bacterial colonies subsequently stabilized at 5.57 +/- 0.33,40gFU ¢*
were counted under UV light, and confirmed underFW and at 5.72 +/- 0.37 lggCFU g* FW 1 week after
fluorescence stereomicroscope, 3 days after incubation sbil inoculation with 5x10CFU g* of soil (Table 1) or
30°C. 51 CFU ¢' of soll (Table 2)

gtatistical analysis

Table 1: Colonization of grapevine fruiting cuttings tBurkholderia phytofirmar strain PsJN afte
inoculation with 5.10CFU of PsJNgfp2x g* of soil. Log numbers of plant populations of PsJ&tevdetermined o
the rhizoplane, in the endorhiza as well as inside grape isflenee stalk and reproductive organs. n.d.: not
detectable. Base limit of detection was between 0 and J1G6d) g* FW.

Weeks post inoculation Rhizoplane Ehiha Stalk Reproductive arga
0 6.99 +/-0.43 n.d. n.d. n.d. (preflower buds)
1 5.57 +/- 0.33 2.15 +/- 0.93 n.d. n.d. (flowers)
4 5.45 +/- 0.36 2.26 +/-0.54 n.d. n.d. (young berries)
5 5.42 +/-0.28 2.18+/-0.61 1.08 +/-0.35 0.85 +/- 0.65 (young berries)
6 5.54 +/-0.42 2.23+/-0.45  0.99 +/-0.54 1.40 +/- 0.60 (young berries)
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Table 2: Colonization of grapevine fruiting cuttings tBurkholderia phytofirmar strain PsJN afte
inoculation with 5.18CFU of PsINgfp2x g* of soil. Log numbers of plant populations of PsJN were determined on
the rhizoplane, in the endorhiza and inside grape stalks and repredoggans. n.d.: not detectable. Base limit of
detection was between 0 and —1,{d@FU g' FW.

Weeks post inoculation Rhizoplane Ehdm Stalk Reproductive amg
0 7.41 +/-0.01 n.d. n.d. n.d. (preflower buds)
1 5.72 +/-0.37 23+4/-1.0 n.d. n.d. (flowers)
4 5.62 +/- 0.52 2.34 +/-0.74 n.d. n.d. (young berries)
5 5.63 +/- 0.45 235+/-0.65 1.56 +/-0.41 1.36 +/- 0.32 (young berries)
6 5.77 +/-0.51 2.4 +/- 0.62 1.66 +/-0.22 1.89 +/- 0.31 (young berries)

respectively. Then, these bacterial titer numbersith 5x1G CFU g* of soil (Table 2). However, even if
remained almost unchanged over the 6 week duration ¢fiese data represent the average colonization, a
this study (Tables 1 and 2). significant population (2 logCFU ¢' FW) in stalk and
Following rhizoplane colonization, PsJif2x cells berries of individual cutting was only detected after
appeared in the endorhiza of all tested plants 2-3 afténoculation with 5x1& CFU ¢' of soil but not with
soil inoculation and reached their highest level 1 weelbx10' CFU ¢' of soil. Consequently, some cuttings
after soil inoculation (2.15 +/- 0.93 lggCFU ¢g* FW  vyielded up to 2.12 log CFU ¢g* FW and 1.60 log
after inoculation 5x10CFU g" of soil and 2.3 +/- 1.00 CFU g FW in grape stalks and 1.90 le€FU g' FW
log;o CFU g* FW with 5x16 CFU g" of soil; Tables 1 and 2.15 logy CFU g* FW in berries, 5 and 6 weeks
and 2). Bacterial titer numbers stabilized at 2.23 +/- 0.4post inoculation, respectively, after soil inoculation with
log:o CFU g' FW after inoculation with 5xT0CFU g' of ~ 5x10° CFU ¢* of soil. However, some plants did not
soil and 2.4 +/- 0.62 laqgCFU ¢* FW with 5x16CFU g  containgfp-tagged bacteria in grape inflorescence stalk
! of soil 2-6 weeks post inoculation (Tables 1 and 2). and young berries taken from bacterized plants: strain
In addition to these root analyses, endophyticPsJN tagged with thgfp gene was only detected in
subpopulation densities of strain PsJN in inflorescence$3% until 60% of grape stalk and berries, respectively.
were determined using plate counting. After soail Additionally, not all grape inflorescence stalks and
inoculation with 5x10 CFU g* of soil, PsIJNgfp2x were  berries from bacterized plants were colonized by strain
not found in grape stalk, pre-flower buds and flowersPsJN: only 20 to 60% of grape stalks and berries ,
during the first 2 weeks after inoculation (Table 1).respectively, hosted the inoculated strain after 5x10
However, they were detected in grape inflorescenc€FU g* of soil and 13 to 60% of grape stalks and
stalks and in young berries after 5 and 6 weeks podterries yielded strain PsJN tagged with tifp gene
inoculation. Nevertheless, bacterial concentrations irfter inoculation with 5x10CFU g of soil.
these organs were low with 1.08 +/-0.35,40GFU ¢"
FW in grape stalks and 0.85 +/- 0.65,/0gFU g" FW in
young berries following inoculation with 5x1€FU g'  Microscopic observations of rhizoplane
of sail, and with 1.56 +/- 0.41 lggCFU ¢g* FW and 1.36  population of B. phytofirmans strain PsIN

+- 032 logo CFU g FW in stalks and berries During the first 4 weeks post inoculation, microscopic
. -1 . ]
respectively 5 weeks after 5X1GFU g of soil (Tables bservations of the rhizoplane demonstrated that strain

1 and 2). Six weeks post-inoculation, the densities OE . >
strain PsJN remained constant in inflorescence organ :SJN tagged_wnh thgfp gene é:olonlzegl the FOOt
0.99 +/- 0.54 log, CFU g* FW in grape stalks and 1.40 >Uface after inoculation with 5x1@FU g of soil.

+1- 0.60 logo CFU g* FW in young berries following Strain PsJN was found mainly in the root hair zone,
soil inoculation with 5x10CFU ¢* of soil (Table 1) and '3tefa' root emergence Sites and root tps. However,
1.66 +/- 0.22 log, CFU g FW in grape stalks and 1.89 differences in the bacterial = densities  offp-

+/- 0.31 log, CFU ¢' FW in berries after inoculation
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Figure 1: Images under an epiorescence microscope of roots of grapevine fruiting cuttingsulated
with PsJN:gfp2x 1-4 weeks after soil inoculation with 521GFU ¢' soil. Gfp-tagged bacteria (arrows) we
visualized at the root hair zone (a-c) colonized root hais),(on otherhizodermal cells (d and €), at lateral r
emergence sites (f) and at the root tig)(cA natural epiphytic microflora was also detected on th¢ sadace o
inoculated plants (arrows in b, e, f and i) as well as on afatsntrol plants (arrows in j and k). Similar rhizoplane
colonizations by strain PSJN were found from 1 to 4 weeks post inocul@tiale bars: (a) 100 pm, (b) 30 um, (c) 75
pm, (d and €) 30 um, (f) 2100 um, (g) 1 mm, (h) 500 pm, (i) 250 um, and (j and k) 100um.

tagged cells were observed in these different areas. Thésualization of endorhiza colonization by~ B.
root hair zone was more highly colonized than other roophytofirmans strain PsJN
zones with PsJNgfp2x (Fig. la-c). Other rhizodermal

cells were colonized differentially: some rhizoplane ceIIsdetected inside the root cortex as well as in the central

were filled with bacteria (Fig. 1d) wheregtp-tagged cylinder, both 1 week and 4 weeks after soil inoculation

cells were found closely attached to cell-walls in other 2. :
cells (Fig. 1d-e). In addition, gfp-tagged cells were(Flg' 2). Gfptagged bacteria were subsequently

visualized in the exodermis, other cortical cell layers

visualized in lateral root emergence sites and root tipg-; . .
. - s M{Fig. 2a-b) and passing through the endodewridsan
(Fig. 1f-i). The root surface colonization pattern by straniztgr_ and/) or int?acellu?ar patr?way (Fig. 2c). Although

PsIN was also observed with native microflora. Th's[he pericycle is expected to be the first cellular layer

included yellow, green (Fig. 1e and 1f) and/or bluegithin the central cylinder, it was not clearly defined

Following rhizoplane colonization, PsJifp2x was

fllrj]oresc;rrllg tbacteréatthzt:\t df(_)rmedt Sll'grl]t ?al?zs. (dlzla(ta Igo nder epifluorescence, making visualization of the
shown) that were detected in control plants (Fig. 1k). Re acterium in this tissue difficult. However, in the

Bentral cylinder, gfptagged bacteria were detected

the rhizosphere of bacterized (Fig. 1b, 1f and 1i) Ofhside xylem vessels 4 weeks after inoculation (Fig. 2d-

control plants (Fig. 1j) due to the use of non-sterllegz)_ As with the root surface, other autofluorescent

cor(;dmons and tap water(.j Storrt1e dfungltgyeastst andfmold icroorganisms (mainly orange fluorescing bacteria)
3]” ean ;Nor_msb vtvr?re te ?C ed on Ietrc()jo lsu; acg ere observed in the endorhiza. These microorganisms
ese plants, in both control and inoculated plants ( aWlere detected inside all root internal tissues as well as

not show_n), _indicatin_g the diverse array Ofin xylem vessels of both control and bacterized plants
microorganisms in the rhizosphere. (Fig. 2f and 2g)
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Figure 2: Images rom epifluorescence and/or confocal microscope of rootgagevine fruiting cutting
inoculated with PsJNgfp2x 1-4 weeks after soil inoculation with 5%10FU ¢* soil showing strain PsJN in t
endorhiza.Gfp-tagged bacteria (arrow heads) were visgliin the cortex (a) near the endodermis barrier
passing this barrier (c) and colonizing xylem vesselg)(dther fluorescent microorganims were visualized ir
xylem vessels of inoculated cuttings (arrows in f) as webfason-treated plantsafrows in g). Similar endorhiz
colonizations by strain PsJN were visualized at 1 until dk&gost inoculation Scale bars: (a and b) 30 um, (
um, (d) 30 um. (e) 15 um. and (f and a) 20

Figure 3: Images under epifluorescence and/or confocaroscope of grape inflorescence organs
fruiting cuttings inoculated with PsJifp2x, 5 weeks after inoculation with 53GFU g' soil. PsIN cells tagge
with thegfp gene(arrow heads) were detected inside xylem vessels of gralggatand c). (d) B reconstruction o
gfptagged cells inside a xylem vessel of grape stalk showing B§®X::in the lumen of this vascular bunc
Inflorescence stalks can contain other fluorescent micraange (e) as in control plants (f). Psdfp2x (arrow
heads) wa also detected inside xylem vessels of pedicel (g) and youngsbéhjitogether with other fluoresct
microorganisms (arrows in i) similar to control plants (arrows.i8¢ple bars: (a) 30 um, @-15 um, (f) 10 um, (¢
15 um, (h) 5 um, and (i and j) 20 um.
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Endophytic subpopulations of g. Discussion
phytofirmans  strain  PsJN in  grape The present study clearly demonstrates the intimate
inflorescence stalk association betweeB. phytofirmansstrain PsJN and

PsIbfp2x was Vitis_ vinifer_a L. u_sing fruiting _cuttings, grown ir_1 non-
caterile soil, with emphasis on colonization of

inflorescence organs.
Following soil inoculation, grapevine fruiting

Following endorhizal colonization,
detected inside xylem vessels of grape inflorescen
stalks through epifluorescence or confocal microscopy 4§’
and 6 weeks post inoculation with 58XDFU g' of soil. _ e . .
However, in some fruiting cuttinggfptagged cells of cutting colonization byB. phytofirmansstrain PsJN

PsJN were not present in the grape inflorescence Stamogeeded in_ disti_nct steps. Firstly, the raot surfape was
although many longitudinal sections of stalk werefapidly colonized in a nonuniform manner. The highest

examined. Inflorescence stalk colonization by straiffoncentrations occurred on the root hair zone compared

PsJN was visualized in only 10-60% of bacterizeotolth_e (_emerging lateral roots andblroot tiphs. This
fruiting cuttings. In these plants harbourigéptagged ~ colonization pattern was comparable to that one

cells, PsINgfp2x was visualized within xylem vessels, OPServed under a gnotobiotic system (Comperl,
exclusively in the lumen of the vascular bundles (Fig. 3a2005b). Howeverin vitro plantlets do not develop root

d). However, xylem vessels were not replete withhairs when grown on agar (unpublished results). Similar

PsIN:gfp2x; only single or few bacteria were detected'Nizoplane colonization have been described for other
inside the vascular bundles (Fig. 3a-d), mainly packagefl@nt-bacterial interactions (Hanseat al., 1997;
within xylem elements (Fig. 3b and 3c). Again, a naturaf°@maleroet al., 2004) where rhizosphere bacteria

microflora was observed in the xylem vessels of stalks dfolonize ~exudate-rich zones such as root hairs,

bacterized plants (Fig. 3e) as well as control plants (Fi .f_“efging_ lateral roots or root tips t_hat provide them
ith nutrients (Walkeret al., 2003; Baiset al., 2006).

3f). This included orange (Fig. 3e and f) and also bl
" 1S INC ge (Fig " u owever, rhizoplane colonization by strain PsJN has

autofluorescent microorganisms (data not shown). . . .

been monitored in the present study with plants grown
Endophytic colonization of grape berries under no_n-sterile soil and thus in the presence_of a

natural microflora that may have competed for nutrients
Strain PsJN has been detected as an endophyte withifith the inoculated strain. Accordingly, this epiphytic
young berries following soil inoculation. This endophytic population of strain PsJN declined 1 week after
colonization of the fruit byB. phytofirmansstrain PSJN inoculation. However, strain PsJN survived in the
followed the same pattern shown in grape stalks. Straipresence of these other microorganisms and continued
PsJN was thus detected inside grape berries in 10 to 60% colonize the root surface, demonstrating its
of fruiting cuttings in each of the six independentrhizosphere competence.
repetitions of this study after inoculation with 5XTFU Following root surface colonization, strain PsJN
g™ of soil. As described for grape stalk colonizatigi-  colonizes the endorhiza environment. To enter the root
tagged cells were found exclusively inside xylem vesselgystem, endophytic PGPR may secrete cell wall-
of pedicel and/or berries 5 and 6 weeks post inoculationlegrading enzymes (James al, 2001; Jamest al,
However, PsINgfp2x was not found inside all berries 2002; Lodewyckxet al, 2002; Companet al, 2005a;
although four to five longitudinal sections were Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006). This has
examined for pedicel and berries. Some plants thajeen demonstrated f&. phytofirmansstrain PsIN that
demonstrated PsJN colonization in grape stalks did nefecretes endoglucanase and endopolygalacturonase
host the inoculant strain in pedicels or in young berriesqcCompant et al, 2005b), as well as endieb-
In addition, some plants hostegfp-tagged cells in cellobiosidase and eX®4,4-glucanase (unpublished
pedicels or in young berries, despite their abscence ifesults), which may falicitate its entrance to the
grape stalks. Even in infructescence, only some of thendorhiza. Following its entry inside roots, strain PsJN
young berries and their pedicels were colonized by straiprogresses from the rhizodermis to the exodermis and
PsJIN. Some PsJNfp2x bacteria were thus detected inthen to the cortical cell layers intercellularly. Then,
the pedicel and were visualized as singlets, doublets @train PsJN was detected passing the barrier of
clusters of a few cells inside some xylem elements (Figendodermis. Using a gnotobiotic biosystem we have
3g). In some young berriegfp-tagged cells were also previously reported the colonization of the peripheral
visualized within xylem vessels (peripheral or centralcylinder by strain PsJN and that the endodermis barrier
vascular elements), either as singlets (Fig. 3h) or doublgan be broken following the progression of strain PsJN
s(data not shown). Thesgfptagged bacteria were in the endorhiza (Compaet al., 2005b). However, in
visualized in the presence of a natural microflorathe present study, performed under non-sterile
including mainly orange fluorescent microorganismsconditions, passage of strain PsJN through the
(Fig. 3i) as well as yellow and blue microorganisms (dat&ndodermis could also be attributed to breaches opened
not shown) that were also detected in control plants (Figsy other microorganisms. Alternatively, the fact that
3j). This natural microflora was abundant inside younghe endodermis was broken can be also attributed to
berries of some cuttings whegép-tagged cells were not emergence of secondary roots (Hallmann, 2001).
visualized. Strong defense reactions as well as necrotigowever, passage of strain PsJN through the
tissues have been even associated with some of thesgdodermis was detected even without the presence of
microorganisms (data not shown). secondary root growth.
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Following this progression, strain PsJN has beefrom a biological viewpoint. Similar results were
detected inside the central cylinder mainly inside xylenobtained after soil inoculation with 53@FU g¢".
vessels and even in the presence of otheHowever, some cuttings contained more than 2,log
microorganisms. This colonization of xylem vessels byCFU g' FW and berries of fruiting cuttings yielded up
strain PsJN was similar to our previous study conductetb 2.15 log, CFU ¢g* FW after soil inoculation with
under gnotobiotic conditions (Compaet al., 2005b), 5.1 CFU ¢ This demonstrates that the berries of
demonstrating the possibility to colonize these vasculagrapevine can be colonized by the bacterium after
bundles even under non sterile conditions. inoculation at a higher density. However, inconsistency

Xylem vessels colonization at the root level by strainof colonized grape inflorescences and the low density of
PsJN allowed it to spread inside plants. Followingendophytic populations support previous hypotheses
colonization of the endorhiza, strain PsJN wasabout plant colonization by endophytic bacteria:
subsequently found in the vascular bundles of grapendophytes are low or absent in generative organs like
inflorescence stalks, pedicels and young berriedlowers and fruits (Hallmann, 2001). Witlgfp
However, strain PsJN was not found in xylem elementsnolecular markers, the colonization of inflorescence
of pre-flower buds and of flowers of the same plantsparts by endophytes can be monitored, even when a low
This can be attributed to the slow systemic spread afndophytic colonization occurs. Strain PsJN tagged
strain PsJN, requiring 5 weeks to reach the inflorescenagith the gfp gene was visualized inside inflorescences,
following soil inoculation. Endophytic colonization of in particular inside the lumen of xylem vessels of grape
aerial plant parts by strain PsJN required more timetalks, pedicels and young berries. This indicates
compared to then vitro system in our previous study, in bacterial progression from xylem vessels of the root
which only 72h were required for the bacterium to spreadystem to the grape inflorescence stalks, pedicels and
systemically inside plants. This difference could bethen to the berries. Consequently, stem stalks may serve
attributed to the difference of the physiology between thenly as a pathway for bacteria to reach the berries.
two systems. The xylem network of amvitro plantletis  However, this bacterial progression may be blocked
considerably smaller, and only a primarly xylem mustsometimes inside plants. This may be related to the
occur inin vitro plantlets in comparison to cuttings as xylem structure of the plant or the natural microflora as
suggested by Thornet al. (2006). This can explain the discussed before. However, this microflora that may
differences in colonization between the two modelsderived from the rhizosphere, is unlikely to have a
together with the fact that cell-wall degrading enzymesstrong impact on strain PsJN colonization, as in parallel
activities of strain PsJN are probably required to allowto this study, the same average numbers of endophytic
passage from one vessel element to another and thssbpopulations were detected using sterilized soil and
bacterial progression inside small plantlets and cuttingsurfaces of fruiting cuttings (unpublished results). Plant
are different. However, Thorret al. (2006) and Chatelet defense responses can influence and regulate
et al. (2006) have recently demonstrated that xylemendophytic colonization (Iniguezt al., 2005; Michéet
structures and connectivity of grapevine provide passivel., 2006) in addition to their potential to protect the
mechanisms for a bacterial spread inside plants withoytlant against phytopathogen invasion and diseases
the need for cell-wall degrading enzyme secretion. ThigMaurhoferet al., 1994; Wanget al., 2005). Although
also explains why the non-pathogenic endophBte this assumption has to be tested in grapevine-strain
phytofirmansstrain PsJN could colonize aerial plant partsPsJN association, at both root and inflorescence levels,
even undetin vivo conditions without being harmful to and against invasion of inflorescences by a pathogen
its host. This does not explain, however, all the(Compantt al.,in preparation), we demonstrated in the
differences of colonization processes between the twpresent study that strain PsJN can colonize roots
models. In fruiting cuttings, some xylem elements mayepiphytically and thrive as an endophyte in the
be occluded, restricting passage between xylem elemerggdorhiza, inside grape inflorescence stalks and
through pit membrane degradation, thereby lenghteningubsquently inside young berries. Further works will be
the time required for strain PsJN to reach the aerial plameeded to determine if strain PsJN persists as an
parts. However, the present study demonstrated thandophyte during berry ripening and at maturity.
some cuttings did not vyield strain PsJN in the Although endophytic subpopulations of strain PsJN
inflorescences. Thus problems with xylem connectivityare low in inflorescences of grapevine plants, they can
can be envisaged. Some microorganisms from the naturda¢ monitored by usingfp molecular marker. This
microflora detected inside xylem vessels may be neutratechnique and others have been used to monitor epi-
beneficial or even pathogenic strains that impact thand/or endophytic colonization of beneficial bacteria
physiology of xylem in cuttings. Alternatively, inside different plant hosts (Gamalerbal.,2004; Chi
competition between strain PsJN and othert al., 2005; Gotzet al., 2006). However, studies on
microorganisms in the root, in the endorhiza or duringcolonization by rhizosphere-derived bacteria have
xylem colonization, may have delayed systemic spreachainly focussed on vegetative plant parts such as roots,
inside plants and contributed to differences between thetems and leaves. In this study, additional
two models. characteristics of plant colonization by PGPR have been

In the present study, we demonstrated that thelucidated through colonization of grapevine
endophytic populations of strain PsJN were low (<2olog inflorescences by strain PsJN. Such knowledge will
CFU ¢' FW) in inflorescence tissues after soil lead to a better understanding of plant-endophytic
inoculation with 5.10 CFU ¢', practically nonexistent bacteria interactions, in particular in cultivated plants
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with which some beneficial strains are currently or will classifications: biocontrol-PGPB (plant growth-
be used for agricultural improvement. promoting bacteria) and PGPBoil Biol Biochem
Data from the present study relate to an old debate 30: 1225-1228.
on plant colonization by microorganisms. It has beerBensalim S, Nowak J & Asiedu SK (1998) Temperature
strongly argued by some plant anatomists that only and pseudomonad bacterium effectsromitro and
pathogens can be transportéd xylem vessels lumens ex vitro performance of 18 clones of potafan J
and that endophytes colonize only nonfunctional vessels Potato Reg5: 145-152.
or move through the apoplaste to reach aerial plant parBerg G, Krechel A, Ditz M, Sikora RA, Ulrich A &
(McCully, 2001). Although this has been argued for Hallmann J (2004) Endophytic and ectophytic
monocotyledons, it should also apply to dicotyledons. potato-associated bacterial communities differ in
According to this hypothesis, the migration of strain structure and antagonistic function against plant
PsJN from the endorhiza to inflorescence organs of pathogenic fungiFEMS Microbiol Ecol51: 215-
grapevine would use nonfunctional vessels or strain PsJN  229.
should in fact be considered a phytopathogen. Howeve€hatelet DS, Matthews MA & Rost TL (2006) Xylem
as strain PsJN can promote plant growth, protect its host structure and connectivity in grapevin&/it{s
again biotic and abiotic stress, it is a PGPR and unlikely  vinifera) shoots provides a passive mechanism for
to be a pathogen. Furthermore, xylem vessels are opened the spread of bacteria in grape pladtan Botany
conduits that allow bacterial progression within plant 98:483-494.
(Thorne et al., 2006; Chateleet al., 2006) and strain Chi F, Shen S-H, Cheng H-P, Jing YX, Yanni YG &
PsJN was detected in the lumen of xylem vessels. The Dazzo FB (2005) Ascending migration of
present study is a substantial contribution to this debate endophytic rhizobia, from roots to leaves, inside
with particular relevance to inflorescence colonization by  rice plants and assessment of benefits to rice
an endophytic PGPR, on a woody plant for which the  growth physiology.Appl Environ Microbiol 71:

most valuable part used is the infructescence. 7271-7278.
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Ces travaux ont permis de démontrer Guehytofirmanssouche PsJN peut former
des populations épi- et endophytiques dans des boutures fegti@vigne, en particulier au
niveau de leurs inflorescences. En outre, cette étude aééliséée en présence d'une
microflore naturelle, ce qui montre les phénomeénes ampétences rhizospherique et
endophytique deB. phytofirmanssouche PsJN. Pour cela, nous avons utilisé la souche
transformée avec le gegép et caractérisée dans le chapitre 2 (Comptaat.,2005b) afin de
différencier la souche PsJN des autres micro-organisn@ehament présents au niveau des
boutures fructiféres.

Apres inoculation du sol des boutures fructiferes, ilaggiaru queB. phytofirmans
souche PsJN colonise tout d’abord les surfaces racinpiresspénétre dans les racines. Cette
souche bactérienne atteint ensuite les vaisseaux cendsictu xyleme et se propage jusqu’a
la rafle et les jeunes baies. Ces résultats concoest nos travaux précédents sur la
colonisation épi- et endophytique de la vigne Baphytofirmansouche PsJN étudiée lors de
conditions gnotobiotiques (Compaet al., 2005b ; Chapitre 2). Néanmoins, la propagation
bactérienne, du systeme racinaire jusqu’aux parties aésgerm nécessité entre 5 et 6
semaines aprés inoculation du sol dans le cas des bofrugtferes, alors que 72 heures
suffisaient avec les plantulesvitro. Ceci peut s’expliquer par les différences physiologiques
entre les deux modéles utilisés ainsi que par la présenc®mm de micro-organismes. En
effet, les boutures fructiferes sont beaucoup plus grandesleguplantulesin vitro et
présentent, ainsi, des physiologies différentes. Ds, plas expériences ont été réalisées en
présence d’'une microflore naturelle, bien qu'il soit possifle cette derniére ne présente pas
d’'impact sur la colonisation de la vigne farphytofirmansouche PsJN.

Lors de ces travaux, une colonisation des organes derastence par la souche
PsJN a été démontrée. Néanmoins, en utilisant tout rdfatbes boutures présentant des
bourgeons préfloraux, puis des fleurs et des baies, nauss amontré que la souche PsJN
colonise les inflorescences seulement a partir du stadeuhes baies (stade 71 selon
I'échelle BBCH correspondant au stade de nouaison)t pp@ssible que la colonisation des
inflorescences par la souche PsJN coincide avec |'antgtien de la force puit des
inflorescences lors de leur transformation en fr{iedon, 2005). En effet, cette force est plus
importante a partir du stade 71 en comparaison aux stadesudgedmas préfloraux et de
fleurs. Elle augmente ensuite progressivement lors du afiperinent de la baie (Lebon,
2005). Il est de ce fait possible que la bactérie soispamée jusqu’aux inflorescences par le
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biais de ce phénoméne. En parallele et comme dans ladecd®tude en conditions
gnotobiotiques, la migration bactérienne dans les vaigsédauxylemevia l'utilisation de
flagelles peut également étre envisagée et devra fabjet’d’une étude supplémentaire.

Lors de cette étude, nous avons montré que les populaticlophytiques de la rafle
et des jeunes baies sont peu nombreuses, c'est anflireeures a 2 log UFC/g MF apres
inoculation avec 5x10log UFC/g de sol. Une telle concentration est caréie comme
inexistante d’un point de vue biologique puisque 2 log UFC/g MFues limite reconnue
dans le domaine de la microbiologi®autres analysesprés une inoculation avec 5%10
UFC/g de sol, ont également permis d’observer une moyégalement inférieure a 2 log
UFC/g MF. Néanmoins, des boutures ont présenté des popslataximales supérieures a 2
log UFC/g MF (2.12 log, UFC.g"* MF pour la rafle et 2.15 lagUFC.g* MF pour les baies),
ce qui démontre, quand méme, la possibilité pour la souche dPétablir des populations
endophytigues significatives dans la rafle et dans les Hei&svigne.

Suite a ces travaux, nous nous sommes demandés si desismésade défense
étaient déclenchés dans la plante lors de la colomsatatérienne. De plus, il semblait
intéressant de voir si I'inoculation des boutures fféids avec la souche PsJN pouvait
entrainer une protection des inflorescences contre diiofe causée paB. cinerea.En effet,
une ISR induite par la souche PsJN pouvait étre envisagéeeau mes inflorescences. Ait
Barkaet al. (2000 ; 2002) avaient déja montré une protection foliaireadggine contreB.
cinereg suite a l'inoculation de plantulés vitro avec la souche PsJN. Néanmoins, lors de
cette étude, la souche PsJN était présente dans lesdatill était, par conséquent, possible
gue la protection contrB. cinerearésulte également d’'une activité antagoniste de la souche
PsJN envers le champignon pathogéne.

L'ISR induite par les PGPR ne peut étre étudiée queysaitéparation dans I'espace
entre les rhizobactéries et l'agent infectieux (vavomet al., 1998). Afin d’étudier une
possible ISR enverB. cinereaau niveau des inflorescences, la bactérie PSIJN ne @oéttiza
présente, par conséquent, dans ces parties de la plafaiait)] ainsi, déterminer une ISR
avant la progression de la bactérie dans les inflonessec’est a dire avant le stade de jeunes
baies (stade 71 selon I'échelle BBCH). De plus, ilafaltlébarrasser, le plus possible, les
boutures fructiferes de leur microflore naturelle afigviter que ISR et ses mécanismes
proviennent de linteraction de la plante avec d’autngso-organismes. Dans cette optique,
nous avons stérilisé les surfaces externes des botitucaferes et leur sol, puis inoculé la
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bactérie PsJN. Ensuite, nous avons testé si l'inticolades plants avec la souche PsJN
induisait des mécanismes de défense et une protectionviaméacontreB. cinerea.Le laps

de temps nécessaire avant que les PGPR initient unetl8Rtaurent une protection de la
plante contre les infections causées par les agentsggati® est approximativement de 10
jours (van Loon et Bakker, 2005). De ce fait, nous nous senatiachés a démontrer les
mécanismes de défense mis en place suite a I'inoquldéigplante avec la souche PsJN avant
cette protection, c’est a dire au stade de bourgeonsnagtloEnsuite, une possible résistance
contre B. cinereaa été étudiée au niveau des fleurs, un lieu privilégié diiofede ce
champignon nécrotrophe (Perttal.,2004).
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Induced defense responses wesvaluated during the
interaction between Vitis vinifera L. and the endophyt
Burkholderia phytofirmans strain PsJN. In addition,
systemic resistance induced by strain PsSIJN w
determined in grapevine flowers against early infecatin
caused byBotrytis cinereaPers. Fruiting cuttings of V.
vinifera L. cv. 'Chardonnay’ with emerging inflorescence
were thus root inoculated with strain PsJN and earl
events, as well as phenolic compound accumulatioand
PR encoding genes expression, were monitored in te
and/or preflowers before to check for an enhanced floar
defense capacity towardsB. cinerea infection. Results o
this study demonstrated that following its epiphyticand/or
colonization, strain PsJN induces visual local defee
reactions such as phenolic gposition as well as oxydat
and nitric bursts at the root level. Some defenselated
genes expressions such as fMvGluC, VWChi4C VvPRG
VWPR10.1 VWPR27(encoding respectively PR-2, PR-3, PR-
6, PR-10, and PR-17 proteins) an¥/v102 (a putative PR- -
encaling gene) were also detected, but with differencem -
roots and preflowers. As some of these P&acoding gene
have known signaling, PRencoding genes analyses sugc
an SA dependent pathway in roots but a JA signaling
preflowers. Following these indiced defense responses, -
beneficial association between grapevine and strainsBN\
leads to flowers protection against early infection ausec
by B. cinerea As some typical SAR and ISR mechanisr
are involved during grapevinestrain PsJN interaction anc
its associated systemic resistance, SAR and |
mechanisms triggered by strain PsJN are discussed.

In both managed and natural ecosystems, plants cadifferences can

form intimate association with beneficial microorgarssm

* Corresponding author : Essaid Ait Barka; E-maih:barka@univ
reims.fr Phone/Fax : +33-3-26-91-34-41.

This can lead to profound effects on host growth,
development, yield as well as soil quality (Raaijmalars

al., 2002; van Loon and Bakker, 2004; Welbaamal,
2004; Compangt al, 2005a; Haas and Défago, 2005). The
associative bacteria designated as PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria; Kloepper and Schroth, 1978) or
PGPB (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria; Bashan
and Holguin, 1998) can also induced a systemic resistance
(ISR) protecting their plant host to various environmental
stress conditions (Nowak and Shulaev, 2003; van Loon
and Bakker, 2005). This induced state of resistance is
generally described as jasmonate (JA) and ethylene (ET)
dependent and PR-encoding gene expression seems to not
occur during this phenomenon of resistance (van Weees
al., 1997; Pietersest al., 1996; 1998; van Loon and
Bakker, 2005; Verhageat al., 2006). This differes from

the well known systemic acquired resistance (SAR),
induced by phytopathogens, which is associated with PR-
encoding genes expression and a systemic signaliing
the salicylate (SA) pathway (Metraex al., 2002; Tonet

al., 2006). Although these two types of resistances have
been declared to be synonymous by Hammersclehialt
(2001), and more recently by Tuzun (2006), they are
however phenotypically different and ISR mechanisms
induced by PGPR seem to be more complex than those
involved during SAR. Moreover, in some plant-PGPR
associations, the bacterial partner induces typical SAR
responses whereas others do not (Maurheffeal., 1994;

van Loon, 2007). Recent studies have thus reported that
some PGPR (or their microbial-associated molecular
patterns; MAMPSs) induce early signalling events such as
production of HO, and nitric oxide (NO) as well as SA
dependent PR gene expression and the induction of other
defense responses (reviewed by van Loon, 2007). As some
occur during various plant-PGPR
interactions, it thus seems important to study these plant
responses to other PGPR and with other plant hosts. One
of these is correlated t¥itis vinifera L.-Burkholderia
phytofirmans strain PsJN interaction (Compaset al.,
2005b). B. phytofirmansstrain PsJN (Sessitscét al.,



Chapitre 4 99

2005) can efficiently colonize various plants and can induceto early infection byB. cinereabefore that the bacterium
beneficial effects on plant growth and development as wellsystemically spreads inside plants. Early events ledding
as trigger resistance to abiotic and biotic streSesnmel the induction of the systemic resistance, such as nitric
et al., 1991; Ait Barkaet al, 2000; 2002; Nowak and oxide and hydrogen peroxide 4B formation,
Shulaev, 2003). In aim vitro system this bacterium can also accumulation of phenolics were thus monitored in roots
induce cell-wall reinforcement during internal colonization followed by the analysis of the local (in roots) and
via accumulation of polyphenolic compounds (Compeint  systemic (in flower buds) expression of some PR-encoding
al., 2005b; 2007), although this needs to be demonstrategenes. As some of these genes expressions are dependant
using anin vivo system. Under gnotobiotic conditions, of SA or JA signaling pathway, we further discuss the
inoculation of grapevine with strain PsJN also enhancedsignaling pathway triggered by strain PsJN and SAR and
plantlet tolerance t®otrytis cinerea the causing agent of ISR mechanisms. Finally, we demonstrated that the
gray mould disease (Ait Barla al.,2002). The mechanism beneficial association between grapevine and strain PsJN
of this resistance however has not been yet investigated aridads to flower protection against early infection By
it is actually unclear if this is associated to ISRSAR cinerea that could be correlated to the previous plant
mechanisms. However, a space between the bio-contrallefense reactions investigated.
bacterium and the phytopathogen is required to monitor and
study these phenomenons in a fundamental view point (vaRESULTS
Loon et al., 1998). Mechanisms of plantlets resistance canAccumulation of autofluorescent phenolics in roots.
not be determined as strain PsJN can thrive as endophyteutofluorescent phenolics have been detected on the root
inside plants and spread to aerial plant parts in few gdagt  surface of both control and bacterized plants at 12 and 96 h
rhizosphere inoculation under gnotobiotic conditions after inoculation with no significant differences between
(Compantet al., 2005b). However, by using an other model the two treatments (Figure la-d). A noticeable difference
involving fruitng cuttings, systemic colonization inside occurred, however, in root internal tissues 96 h post
plants has been demonstrated on berries but not on floweisioculation. Bacterized plants accumulated thus more
nor on preflowers (flower buds) in presence of a naturalphenolic compounds in exodermis and in the first layers of
microflora (Compangt al., submitted) or not (unpublished). the cortex than non-bacterized controls (Figure le-f).
Nowadays, it is well known that grapevine inflorescences
are prone to severe infections am cinerea infects Hydrogen peroxide production in roots.
primarly flowers before enter a latency phase and thenH,O, production progressively increased from the basal
expresses disease symptoms in berries (Ketled., 2003; parts to the root tips independently of the time after
Viret et al., 2004; Peze¢t al.,2004). Thus, flower infection inoculation, as demonstrated by a red/pink colour in both
can enabling us to study ISR or SAR mechanisms triggered¢ontrol and bacterized plants by using the DAB method
by strain PsJN before its systemic spreading insidegplant ~ (Figure 2). No difference was found on the root surfaces
In this study we investigated grapevine plant defensebetween the bacterized and control treatments 12 h post
reactions following root inoculation with strain PsJNbath inoculation (Figures 2a and 2b). However, a slight
local and systemic level as well as the resistanclowkfs difference occurred between the two treatments at 96 h

Fig. 1: Microphotographs of autofluorescent phenolic compounds on theudates (a-e) and
inside root internal tissues (e and f) after 12 h (a andrg),96 h (c-f) post inoculation with control (a,c
and e) or PsINgfp2x (b, d and f) showing no differences on the root surfaces ugra pronunced
accumulation of autofluorescent phenols in exodermis and in isteckll layers of bacterized roots
(arrows). PsJNgfp2x was used to visualize bacterial cells on and insidedibtesystem. Similar results
were obtained with root inoculations with PsIN wild-typeistfdata not shown). Scale bars : (a and b)z0
pm, (c) 20 pm, (d) 15um, and (e and f) 50 pm.
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Fig. 2: Microphotographs of D, accumulation, using DAB staining method, on the root
surfaces (a-d) and inside root internal tissues (e ardtdy 12 h (a and b), and 96 h (c-f) post
inoculation with control (a, c and e) or PsJN wild typaisti(b, d, and f) showing no difference in
H,O, accumulation at 12 h post inoculation but a slight more accumnlati HO,, 96 h post
inoculation in bacterized roots, as detected on thesurdaces (arrows) as well as inside root internal
tissues (arrow heads). Scale bars : (a) 50 um, (b)a@Dqum, (d) 200pum, (e and f) 100 pm.

after inoculation. KO, accumulation was thus found more of rhizodermal cells and increased from the proximal parts
pronounced on the root surfaces (Figure 2c and 2d) andf the roots to the tips. On the root surfaces of biaetr
inside root internal tissues colonized by strain PsJNu(Eig  plants, NO accumulation was comparable to that found in

2e and 2f). the control treatment 12 h post inoculation (Figures 3a and
b). However, the two treatments showed slight differences
Nitric oxide production in roots. at 96 h post inoculation. DAF-2DA/NO associated

Similarly to HO,, nitric oxide accumulated in roots of fluorescence was thus visualized at the subcellular Evel
control plants as demonstrated using DAF-2DA fluorescentroots colonized by strain PsJN in comparison to the control
probe (Figure 3). NO production was thus detected on thd@reatment in which no such accumulation was observed
root surfaces of control plants as visualized on tHengsl (Figures 3c-f).

Fig. 3: Microphotographs of nitric oxide accumulation on the rodiases after 12 h (a and b),
and 96 h (c-f) post inoculation with control (a and c) or Rsiltllitype strain (b, d, e and f) showing no
difference at 12 h post inoculation but a slight more accurnnld#irrow heads) of NO at subcellular
level of some rhizodermal cells in bacterized roots 96 &t pwoculation (d-f) using DARDA
fluorescent probe. Scale bars : (a-c) 50 um, (c) 75 pamdd) 50 pm.
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Table 1: Sequences of defense gene primers used for reabtiantitative polymerase chain reaction

Names Forward primers Reverse primers

VWChi4C 5-TCGAATGCGATGGTGGAAA-3’ 5-TCCCCTGTCGAAACACCAAG-3'

WGIuC 5- TCAATGGCTGCAATGGTGC-3' 5-CGGTCGATGTTGCGAGATTTA-3'

VWPR6 5-AFTTCAGGGAGAGGTTGCTC-3 5-CGTCGACCCAAACACGGACCCTAGTGC-3'
VWPR10.1 5'CGTTAAGGGCGGCAAAGAG-3' 5'GCATCAGGGTGTGCCAAGA-3

VWWPR27 5-CAGACTTCTTCGTGGAGCTTCTG-3'  5-TGGACTGCTAGTTAATTTCCATATTT-3
w102 5-CATGGATTGGAGCCTTGATCA-3' 5-TGGCCTTGACTTGCATATGC-3'

WEFx 5-GAACTGGGTGCTTGATAGGC-3’ 5-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3’

VvChi4C, VvGlutandVvPR¢ also nameHI4C, GLUI andPIN (Aziz et al.. 2003),VvPR10.1(Robertet al.
2001). Others sequences from F. Baillieul, persooamunication.
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Fig. 4: Kinetics of the expression of some PR-encoding genes jmegree roots following root
colonization byB. phytofirmansstrain PsJN. (8yvChi4C,(b) VvGIuC,(c) VvPR6,(d) VVPR10.1(e) VvPR27and
() wio2.
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Fig. 5: Kinetics of the expression of some PR-encoding genesipeyine preflower buds following root
colonization byB. phytofirmansstrain PsJN. (ayvChi4C,(b) VvGIluC,(c) VvPR6,(d) VvPR10.1(e) VVPR27 and
() w102

six days post inoculation with a 3-4 fold higher expression
Defense-related gene expression in roots. in the bacterized treatment than in control plants(Figure 5a)
The expression of the all tested PR encoding genes havBimilarly, the expression ofvGluC, WPR6VVPR10.1
been induced locally in roots following soil inoculation VvPR27, and Vv102vas 6, 25, 15, 40 and 3 times,
with PsJIN (Figure 4MvChi4CG WGIuG VWPR6 VVPR10.1  respectively, higher in flower buds of bacterized plants,
andVWPR27 encoding PR-2, PR-3, PR-6, PR-10, and PR-four days post inoculation (Figure 5b-f). The expression of
17, respectively, showed 4, 25, 4, 4, and 3 fold higherall the tested genes then decreased to the level of non-
expression in roots of bacterized plants at two days aftetreated plants (Figure 5a-f).
inoculation compared to control plants (Figures 4a-e).rThei
level of expression then decreased to reach the lemelnef  Induced flower protection towards earlyBotrytis cinerea
inoculated plants at four days after inoculation (Figures 4ainfection and colonization in bacterized fruiting
e). Similarly, Vv102 which encodes a putative PR protein cuttings.
with unknown function was expressed 15 fold higher in Grapevine inflorescences at the stage of flower buds were
roots of bacterized plants than in controls at two dags aft not protected againsB. cinereainfection by the PsJN
inoculation (Figure 4f)\Vv102expression then decreased in inoculation of soil (data not shown). However, at the
bacterized roots until to reach the level of control plantsflowering stage, when 70% of flowers were opened,

(Figure 4f). protection againsB. cinereainfection was observed in
bacterized plants in comparison to control plants following
Defense-related gene expression in flower buds. soil inoculation. Three days post-inoculation with a conidial

Defense-related gene expression was also detected isuspension of a twenty days @&d cinereaculture, applied
inflorescencesi.e. flower buds) following soil inoculation ten days post soil inoculation with strain PsJN, no grey
with strain PsJN (Figure 5)/vChi4Cexpression peaked at mould disease symptoms appeared on
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Induced systemic resistance
in flowers against B. cinerea infection
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Fig. € Systemic resistance induced in grapevine flowers byns®alN againsBotrytis
cinereainfection. (a-h) Photographs of flower infection Bgtrytis cinerea.Two methods have be
used: inoculation were realized with (a and b) control treatn{c-e) conidia from twenty or (i} ter
days oldgrowing fungus on flowers from (a, ¢ and f) control lord, e, g and h) bacterized plants
strain PsJN showing that some flowers of bacterized pldread g) were infected whereas some o
(e and h) were not colonized by the pathogenic fungus. (i) ages of protection agairBt cinere:
using conidia from ten days old growing fung8gmilar percentages of protection were obtained |
the two differents methods. Scale bars: (a and b) 1 m#g), 1.5 mm, and (f-h) 1 mm.

flowers. Nevertheless, a white mycelium covered theB. cinereawas visible on the calyptra (Figures 7g and 7h),
calyptra of all controls and of some bacterized plantspistil (mainly on the ovary and style but never on the
(Figure 6) indicating a pathogen’s latency phase (Figuresstigma; Figures 7i and 7j), stamen filaments (Figures 7k
6a-d). Sixty percent of flowers on the bacterized plants didand 71), anthers (Figures 7m and 7n), inside a very few (1 -
not develop, however, this white mycelium (Figures 6e),5 %) pollen grains (Figures 70 and 7p), on sepal and
demonstrating a — at least partly - protection of flonsrs receptacle area (Figures 7q and 7r), and on pedicell
bacterized plants againBt cinereainfection. When a fresh  (Figures 7s and 7t) of both control and bacterized plants.
conidial inoculum from 10 days oBl. cinereawas applied, = However, it should be taken into consideration that all these
some differences occurred. Flowers were necrotic andlower parts were not colonized B/ cinereaat the same
aborted in comparison to non-inoculated flowers (Figuresintensity and the phytopathogen was thus detected
6f and 6g). Similar symptoms take place on flowers from colonizing more the calyptra, the ovary, the receptaela a
both control and bacterized plants (Figures 6h). Howeveras well as the pedicell than others flower parts in both
only 40% of flowers were infected in bacterized plants in control and bacterized plants. In some case however, no
comparison to control plants, where all flowers were fungus was detected in some flowers of bacterized plants
infected by the pathogen (Figure 6i). (Figure 7u).

Similar results of infection and protection were
obtained with conidial suspension aged from ten or twentyDISCUSSION
days old conidia taken from BC3-GFP isolate transformedThe present study clearly demonstrates Buatkholderia
with the gfp gene (data not shown). Tg&-transformedB. phytofirmansstrain PsJN induced grapevine plant defense
cinereahas allowed us to visualize fungal infection and to responses in roots and flower buds and then enhanced
monitor its colonization pattern of the grapevine flowers resistance of flowers tB. cinereanfection.
(Figure 7). No B cinereawas detected on non-inoculated Grapevine defense responses triggered by strain PsJN
flowers from control and bacterized plants (Figures 7a andnvolved firstly early events such as,® and NO
7b). By using conidia from twenty day old growing fungus, accumulations. These substances were detected both on the
B. cinereatagged with thgfp gene (Figures 7c and 7d) was root surfaces of control and bacterized plants independently
not also not detected microscopically in flowers of of time after inoculation. This is in accordance with
bacterized plants but was found on the calyptra of othersprevious studies showing that,® and NO are usually
similarly than in the case of flowers on non-bacterized produced during root elongation and plant development
controls (Figures 7e and 7f). Using conidia from ten days(Torres and Dangl, 2005; Stéhr and Stremlau, 2006). At an
old growing fungusB. cinereawas also not detected in early stage, bacterized and control plants did not behave
some flowers of bacterized plants but found as infectingdifferently in terms of HO, and NO production, but
others similarly than in control plants (Figure 7g-t). differences were detected 96 h post inoculation.
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Fig. 7: Epifluorescence microphotographsBofcinerei colonization in infected flowers using thép
derivative BC3-GFP. (a and b) non infected flowers fromc@afrol plants or (b) bacterized plants. (c and)
conidia and mycelium of BC3-GFP. (e andBf)cinereainfection on the calyptra from (e) control plants or (f)
bacterized plants after inoculation of twenty days old grgviungus. (g-tB. cinereainfection on flowers was
detected on both control and bacterized plants after inamulatith ten days old growing funguB. cinerea
was thus visualized on (g and h) the calyptra, (i and fhemistil (mainly on the ovary and style but neither on
the stigma;), (k and 1) on stamen filaments, (m and n) extfeeand p) inside pollen, (g and r) on pedicell and
(s and t) on sepal and receptacle area. (u) In some floivbesterized plants . cinereawas detected after
inoculation with conidia from ten days old growing fungus.&bars: (a and b) 1.5 mm, (c) 10 pum, (d) 30 um,
(e and f) 100 pm, (g and h) 75 pm, (i and j) 1.5 mm, (k and IH00(m and n) 50 um, (o and p) 10 um, (g
andr) 1 mm, (s and t) 0.5 mm, and (u) 1.5 mm.

Interestingly, more pronounced,®, and NO production NO production could be correlated to the bacterial
were visualized on and/or inside root tissues of bactkrize penetration inside root internal tissues can not be excluded.
roots in comparison to control plants, demonstrating thatAccording to this, strain PsJN secretes various cell-wal
these early events are triggered in grapevine plantsdg st degrading enzymes that allow it to enter inside roots
PsJN. It might be that rhizoplane is required for inducing(Compantet al., 2005b). These enzymes can be potential
H,O, and NO production. However, it has been reportedMAMPs that induce plant defense responses including
that these so-called early events are triggered in &dems H,0, and NO accumulations (Garcia-Bruggeral., 2006).
post inoculation (Garcia-Bruggeat al., 2006; Muret al., As H,O, and NO are typically produced when a pathogen
2006). As we detected them on and/or inside root internainfects and invades plant tissues or by their MAMPs (Apel
tissues 96 h post inoculation and as strain PsJN can entand Kirt, 2004; Wendehenmt al.,2004; Garcia-Bruggeat
inside root internal tissues within the first 2-3 days postal., 2006; Muret al., 2006; Vandelleet al., 2006), strain
inoculation (data not shown), the hypothesis th#d.tdnd
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PsIJN seems to be recognized first as an invader bynduced in preflowers than in roots. This suggests that a
grapevine and then, as a beneficial partner. difference of signaling occurs locally and systemically in
During  grapevine-strain ~ PsJN interaction, fruiting cutting plants inoculated with strain PsJN.An
autofluorescent phenolic compounds are producedthaliang signaling of PR-encoding genes is well known
However, strain PsJN did not induce polyphenol and PR], PR2 PR3 and PR5 acids depend of the SA
accumulation on the root surfaces but these defenspathway that caracterized them furthermore as SAR
compounds were detected inside grapevine roots, mainly irmarkers (van Looet al.,2006). However, for other plants,
the exodermis and in the first cell layers of corticdlsce this is not so clear. In grapevine, PR-1a depends of the SA
This suggests that the production of phenolic compounds ipathway, whereas PR-4 depends on JA (Hamiduzzamnan
linked to the endophytic colonization of strain PsJN and isal., 2005). PR-1a and PR-4 encoding genes were not
in accordance to our previous study under gnotobioticstudied in the present paper but others, which also represe
conditions (Companet al., 2005b). The accumulation of different signaling pathways. The signaling pathways of
autofluorescent phenolic compounds has been often linke&/vChi4C, VvGluc, VWPR10.1 and VvPRJg3 correlated
to hypersensitive responses (HR; Heath, 2000). Howeverwith SA and JA. Howevelyv102expression depends only
PGPR generally do not induce HR as they do not triggerof SA signaling, wheread/vPR§ depend only of JA
strong plant defense reactions (van Loon and Bakker(unpublished results). This allow to indicate that SA-
2005). Rather, only a slight polyphenolic compound dependent PR-encoding genes were more induced at the
accumulation is induced during plant-PGPR interaction.root level, whereas JA-dependent genes were more induced
This have been often described during various plant-in preflowers during grapevine-strain PsJN interaction.
endophytic PGPR interactions (Hallmann, 2001; It is well known that some PGPR strains can
Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006) and this is noproduce SA under iron limitation that is then incorporated
surprising for endophytes as endophytic PGPR create littlanto the iron-chelating compound siderophore (Bakéer
stress when they enter inside plant tissues, without beingl., 2007). Strain PsJN is a siderophore producer (Sessitsch
harmful for their host (Hallmann, 2001; Rosenblueth andet al., unpublished results) and thus signaling through SA
Martinez-Romero, 2006). could derive from the bacterium. However, bacterial SA
In the present study, grapevine inoculation with production is expected mostly under Fe limiting conditions,
strain PsJN leads to PR-encoding gene expression in roothat did not encounter in the present study and rather SA
and preflowers of grapevine plants. The PR-encoding genemust derive from the plant response.
tested,VvGlug VvChi4C VvPR6 VVPR10.1 VWPR27and It have been reported that PGPR ftrigger JA
Vv102 were thus induced locally and systemically after soil dependent responses systemically (van Loon, 2007) and JA
inoculation of grapevine plants with strain PsJIN. It has bee (together with ET) as well as non induction of PR-encoding
postulated that PGPR do not induce PR gene expressiogene have thus been described to be characteristic for ISR
(Pieterseet al., 1996; van Weest al., 1997). However, induced by PGPR (van Locet al., 1998). SAR associated
various publications have demonstrated that certains PGPRith a systemic SA signaling and PR-encoding gene
induce the expression of PR-encoding genes during theiexpression (Nawratét al.,2006; Tonret al.,2006) has been
interaction with a plant host, locally and/or sytemicafgr associated mostly with pathogen attack. If we place our
examples,PR1 PR2 and PR3 were induced in roots and results in the context of these definitions, the interaction
leaves duringP. fluorescensCHAO-tobacco interaction between grapevine and strain PsJN seems to overlap both
(Maurhoferet al., 1994). Similarly, inA. thaliang PR5was common mechanisms of ISR and SAR as strain PsJN
induced in the root xylem in response Ro fluorescens induces lower PR-encoding genes expression and signalling
WCS417r (Leon-Kloosterzielét al., 2005). Furthermore, via JA seems to be involved systemically. This strongly
Timmusk and Wagner (1999) showed PR1 accumulation irresembles to the interaction betwe&nthaliana and the
roots afterPaenibacillus polymyxanoculation, andPR2, endophyte P. fluorescens PFT9601-T5 as recently
PR3, PR4PR5and/orPR12were induced in responseRo described by Wanget al. (2005), for which low PR-
fluorescens PFT9601-T5 (Wanget al.,, 2005), P. encoding gene expression and JA/ET signaling were
thivarlensisMLG45 (Cartieauxet al., 2003), orSerratia involved systemically. However, this has been determined
marcescen®0-166 (Ryuet al., 2004). In some of these on leaves but not on flower buds. With the present study,
studies, high levels of PGPR were applied, however, thathe mechanisms seems to be the same for a flowering plan
can be toxic for the plant host and thus induce PR-encodingvith another endophytic PGPR.
genes (described by van Loon and Bakker, 2005). In the present study, strain PsJN induces flowers
Nevertheless, for others, even at low density levéls o protection againsB. cinereainfection as a follow of plant
PGPR, some PR-encoding genes are induced in the plantefense establishment at the preflowering stage. This has
hosts although their expression are very low. In our studybeen proved by using two different procedur&s,young
the induction levels of defense-related genes tested werer old conidia and two differerB. cinereaisolates. By
also low but significant, demonstrating that grapevindrstra using old conidia (twenty days old growing funguB),
PsJN interaction leads to PR-encoding gene expression. cinerea develops mainly on the calyptra and strain PsJN
With regard to their level of induction, some seems to protect calyptra with a 60% rate of protection
differences of the PR-encoding genes tested occur in rootbefore that the fungus enter in a latency phase.
and preflowers of grapevine plants interacting with strain Interestingly, when young conidia were used, some flowers
PsJN. VvChi4C is the only gene that does not present were aborted. This has been previously reported by Keller
differences. Howevel/vGluCandVv102are more induced et al.(2003) using fruiting cuttings and could be related to
at the root level than in preflowers. Interestingly, inecaf the fact that senescing flowers can be sourceB.fomerea
VVPR6 VVPR10.1 and VVPR27, this seems to totally infection which uses them in order to colonize berries at
change. Thus, these genes have been detected as maraturity (Pezett al., 2004). However, if studies reported
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that B. cinereacan grow on senescing flowers, they do not irrigated daily with sterilized tap water and incubated in a
report a flower abortion due to the fungus, excepted duringgrowth chamber at 25/20°C day/night temperature, 16 h
lab experiments using Chardonnay cultivar, very sensitivephotoperiod, under 500 pmot.av? (Lumilux cool white

to B. cinereainfection (Keller et al., 2003). It is thus L30W/840 and Fluora L30W/77, Osram, Germany) and
possible that this is far in natural conditions. Howetlss, 70% relative humidity. To facilitate development of
allow us to visualize again systemic resistance induced bynflorescence leaves were removed daily as described by
strain PsJN in a fundamental viewpoint. It appears,Lebonet al.(2005).

therefore, that the bacterium protects grapevine flowers

toward fungal infection with a 60% rate of protection. This Plant inoculation and growth conditions.

induced state of resistance of flowers from bacterizadt®pl  Soils of fruiting cuttings with fully developed
toward B. cinereainfection can be correlated to the PR- inflorescences, corresponding to stage 57 (preflowers)
encoding gene expressions together with othersaccording to the BBCH scale (Meyer, 2001), were
mechanisms demonstrated in the present study. However, inoculated withBurkholderia phytofirmanstrain PsJN at a
have been postulated that PR-encoding gene expressiomensity of 5x10CFU colonizing per g of roots.g. after

and others defense-related compounds that can take pladeoculation with 5x18CFU/g of soil.

sometimes during plant-PGPR interactions are not required

for ISR. Rather, plant defense responses are primed andutofluorescence detection of phenolic compounds.
respond better after pathogen challenge (van Loon andPhenolic autofluorescent compounds were detected
Bakker, 2005). Although this needs to be determined in theaccording to Compart al. (2005b). Roots were placed on
system grapevine-strain PsEN- cinerea, we have glass slide at various time after inoculation and examined
demonstrated in the present study that grapevine-straimnder an epifluorescence microscope under blue light.
PsJN interaction seems to overlap both common

mechanisms of ISR and SAR, as well as induces &Cytological detection of hydrogen peroxide.

protection of flowers againsB. cinereainfection. This For histochemical detection of,8,, the 3,3-benzidine-HCI
greatly contributes to our understanding of the grapevine{DAB, Sigma-Aldrich) method was used according to
strain PsJN interaction, and also more largely on SAR orThordal-Christensenet al. (1997). Entire roots were

ISR mechanisms induced by PGPR. immersed at various time intervals after inoculation & th
DAB solution (1 mg/mL for 8 h at 37°C) before

MATERIAL AND METHODS observation under an optical microscope.

Bacterial strains, growth conditions and inoculum

preparation. Nitric oxide detection.

Strain PsJN and thegfp-marked strain PsJNifp2x Nitric oxide localisation was determined by using the
(Compantet al., 2005b) were grown in 100 ml Luria- fluorophore 4,5-diamino-fluorescein diacetate (DAF-2DA,
Bertani liquid medium in 250 ml Erlenmeyer flask and Sigma-Aldrich) according to Desikaet al. (2002) with
incubated at 25°C, on a shaker (150 rpm) for 48 h assome modifications. Roots were immersed at various time
described by Compantt al (2005b). Bacteria were points after inoculation in DAF-2DA solution (10 pM in a
collected by centrifugation (450§ 10 min) and washed KCI buffer) for 10 min, followed by a wash step (in a KCI
twice with sterile phosphate buffer, pH 6.5 (PBS). The buffer) for 20 min before that samples were examined
bacterial concentration of the inoculum was then adjustedunder epifluorescence microscope.

with PBS, based on optical density (600 nm) confirmed

with plate counting (Pillay and Nowak, 1997). Plant parts sampling and mRNA extraction.

Roots and inflorescences tissues (pedicell and preflowers)
Plant material and growth conditions. were sampled at 0, 2, 4, and 6 days after root inoculation to
Three-node cuttings (20 cm long) ¥itis vinifera L. cv. monitor gene expression. Messenger RNA was then

Chardonnay were cane pruned from 6-year-old plants fromextracted from roots and inflorescences with magnetic
the ‘Moét et Chandon’ vineyard (Epernay, France). Fruitingbeads (Dynal, France) according to the manufacturer’s
cuttings were then prepared according to Lefeonal. instructions with changes in extraction buffer (Tris-HCI
(2005) with some maodifications. Briefly, cuttings were 600mM pH 7.5, LiCl 500 mM, EDTA10mM pH8, LiDS
treated with 0.05 % Cryptonol®, and the distal node was1.5%, sodium deoxycholate 1.5%, NP-40 1.5%, DTT
covered with grafting wax (Agrochemie®, Germany) 10mM, B-mercaptoethanol 1%).

containing a fungicide (0.1% Oxiquinoleine) and a plant

growth regulator (0.00175% 2,5-Dichlorobenzoic acid). Real-time RT-PCR analysis.

Cuttings were then stored in the dark at 4°C for at least RT and RT-PCR analysis of gene expression of roots and
weeks. After 15 h of hydratation at 28°C, fruiting cuttings inflorescences were determined according to Béatieal
were surface sterilized during 30 min in an ethanol 70%(2002). Briefly, RT of RNA from roots and inflorescences
bath, then they were placed in a 2.5% bleach solution for 1@vas performed with 0.5-1 pg of total RNA reverse-
min to decontaminate cuttings. They were subsequentlytranscribed with 5 UM Oligo(dT) (Life
rinsed three times in sterilized tap water baths. The twoTechnologies/Gibco-BRL) following the manufacturer’s
proximal nodes were removed and cuttings were immersednstructions. RT-PCR reactions were carried out in 96-well
for 30 s in indole-3-butyric acid (2 g/L) to promote plates (25 pL per well) in a reaction buffer containing
rhizogenesis and then stored in containers with sterilizedlxSYBR Green | mix (PE Biosystems; including Taq
tap water until roots were developped. They were thenpolymerase, dNTPs, SYBR Green dye), 300 nM primers
placed after in plastic pots (9x9x10 cm) filled with (forward and reverse) and 3.2-1600 pg of reverse
sterilized 1/5 (v/v) clay balls and 4/5 (v/v) pottinglsoi transcribed RNA depending of experiments on roots or
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preflowers. PCR conditions were 95°C for 15 s Bézier, A., Lambert, B., and Baillieul, F. 2002. Study of
(denaturation) and 60°C for 1 min (annealing/extension) for defense-related gene expression in grapevine leaves
40 cycles on a GeneAmp 5700 sequence Detection System infected with Botrytis cinerea Eur. J. Plant Pathol.

(PE Biosystems). Each time point was determined as an  108:111-120.

average from data obtained from triplicate samples. TheCartieaux, F., Thibaud, M.C., Zimmerli, L., Lessard, P

grapevine gene Ekilwas used as internal control and the Sarrobert, C., David, P., Gerbaud, A., Robaglia, C.,

other gene specific primers used in this study are listed in  Somerville, S., and Nussaume, L. 2003. Transcriptome

Table 1. analysis ofArabidopsiscolonized by a plant-growth
promoting rhizobacterium reveals a general effect on

Determination of the state of resistance in grapevine disease resistandelant J.36:177-188.

inflorescences induced by strain PsJN. Compant, S., Duffy, B., Nowak, J., Clément, C., and Ait

Potential protection of flowers against early colonzati Barka, E. (2005a) Use of plant growth-promoting

and infection by Botrytis cinerea was monitored by bacteria for biocontrol of plant diseases: principles,

spraying, ten days after inoculation with strain PsJN, 200 mechanisms of action and future prospedgpl.

uL of a conidial suspension of the pathoger?® @dhidies Environ. Microbiol.71:4951-4959.

per mL from 10 or 20 days-old growing B630 isolate or Compant, S., Kaplan, H., Ait Barka, E., Sessitsch, A.,
BC3-GFP in ¥ potatodestrose broth) per inflorescence at  Nowak, J., and Clément, C. Endophytic colonization
full bloom (.e. 70% opened flowers). Three days after of Vitis vinifera L. by Burkholderia phytofirmans
pathogen inoculation, flower infections were analysed strain PsJN: from the rhizosphere to inflorescence
between control and bacterized plants and flower tissuesFEMS Microbiol. Ecol.submitted.

colonization was particularly  examined under Compant, S., Nowak, J., Clément, C., and Ait Barka, E.

epifluorescence microscope using BC3-GFP isolate. 2007. Polyphenolic compound accumulation as a
response of grapevine Vifis vinifera L.) to

Statistical analysis colonization by Burkholderia phytofirmansstrain

For phenolic compound determination,,G4 and NO PsJN. Pages 89-93 in Macromolecules from grape and

accumulation, analyses were realized on samples taken vine. P. Jeandet, A. Conreux, and C. Clément, eds.
from eight independent experiments. PR-encoding gene  Lavoisier, Paris, France.

expressions were analysed on two independent batche§ompant, S., Reiter, B., Sessitsch, A., Nowak, J., &fém
each taken from five control or bacterized plants. Flowers C., and Ait Barka, E. (2005b) Endophytic colonization
protection and microscopic analyses were determined on  of Vitis vinifera L. by plant growth-promoting
seven independent experiments and data were statistically —bacterium Burkholderia sp. strain PsJN.Appl.
analysed using Studentistest for flower infections with Environ. Microbiol.71:1685-1693.

P<0.05. Desikan R, Griffiths R, Hancock J, Neill S (2002) A new
role for an old enzyme: nitrate reductase-mediated
nitric oxide generation is required for abscisic acid-
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Lors de ce chapitre, nous avons montré Bu@hytofirmanssouche PsJN induit des
réactions de défense dans les boutures fructiferes de viggi@@une résistance systémique
contre I'infection florale causée pBr cinerea.

Au niveau racinaire,B. phytofirmans souche PsJN n’induit pas de réponse
d’hypersensibilité contrairement aux agents pathogénes (@lsat Lam, 2006). Cependant,
cette PGPR induit une accumulation de composés phémglignestress oxydatif ainsi qu’un
stress nitrique au niveau du rhizoplan et / ou a l'intérieurasaes. Ceci démontre que des
défenses mises en évidence dans le cas d'agents pathogéntrs de Il'application
d’éliciteurs (Appel et Kirk, 2004 ; Garcia-Bruget al., 2006 ; Muret al., 2006) peuvent
également se mettre en place, chez la vigne, stliitmaéulation par une PGPR, notamment la
souche PsJN. Néanmoins, ces défenses ont été détaatiéssniveaux trés faibles, ce qui
suggere que les endophytes induisent un stress léger lotg deltmisation.

Lors de cette étude, nous avons également mis en évid#apees des résultats
préliminaires, une induction locale et systémique des gdn&uC, VvChi4C VVPR6G
VVPR10.1et VWVPR27codants respectivement des protéines PR-2, PR-3, PR-B) BRPR-
17, ainsi qué/v102,un gene a fonction inconnue. Il semble que la régulatiorereréssion
de ces genes est difféerente dans les racines et lesegtdnces des boutures bactérisées, tant
au niveau des génes induits que de leurs niveaux d’expressioffeErdes différences de
profils d’expressions spatio-temporelles et de niveaux d’'indlnade ces genes ont pu étre
constatées dans ces deux parties de la plante, aptewcealu genevvChi4C Vv102 et
VvGIluC sont ainsi plus induits au niveau racinaire que dans lesasfiences et a l'inverse,
VVPR6 VWPR10.1 et VVPR27sont plus induits dans les inflorescences que dans lieesac
Bien queVvGIuC VvChi4G VvPR10.1et VVPR27dépendent du SA et du JA, la signalisation
de Vv102 dépend majoritairement de la voie du SAVePR6 seulement du JA (Névians,
2007). Il semble par conséquent que la réponse de la plamsmadhe PsJN soit dépendante
du SA, au niveau racinaire, et du JA, au niveau systémique.

Les mécanismes de la SAR comprennent l'induction de génestsatks protéines
PR et une signalisatiovia le SA au niveau systémique. Par ailleurs, 'SR est indigae
de linduction de génes codants des protéines PR et deratation du SA au niveau
systémique (van Looat al., 2006b ; Toret al., 2007). Il semble donc que la souche PsJN
induit a la fois des mécanismes communs de la SAR el®RR. INéanmoins, ces premiers

résultats ne permettaient d’étudier que les mécanismegiéssa ces phénomenes de
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résistances. Ces résultats doivent étre de plus cosfipméque seulement deux répétitions
ont été analysées.

Lors de ces travaux, nous avons pu mettre en évidence iqueulation deB.
phytofirmanssouche PsJN réduit l'infection florale pr cinerea.Comme nous avons pu le
décrire précedemment, les expériences ont été réaliséat que la souche PsJN colonise les
inflorescences. Par conséquent, il apparait que la soBelidl induit une résistance
systémique au niveau des inflorescences. Divers travaugnavabntré que l'utilisation de
micro-organismes bénéfiques pouvait résulter en une pariabtis fleurs de vigne contBe
cinerea. Ces microorganismes tels que des souches du Jemieordema Bacillus ou
Pseudomonasétaient cependant directement appliquées au niveau ftoleaeotection était
liée a l'activité antagoiniste de ces microorganismesr(pexue Elmer et Reglinski, 2006).
Par conséquent, aucune donnée ne concernait, auparaapplicdtion de PGPR chez la
vigne a l'origine d’'une ISR permettant de contrer le tfpmement dd. cinereaet de plus
rien n'avait été montré au niveau floral. Il est possiiple cette résistance diminue les
symptémes de pourriture grise & maturité puisque l'infectiaerfldars paB. cinereaest une
étape précoce a l'origine de symptédmes au niveau des frtsgiNal., 1995 ; Pezeet al.,
2004). Néanmoins, ceci n’est pour l'instant qu’une hypothese ea,ddw ce fait, faire I'objet

d’'une étude complémentaire.
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L'étude des interactions entre les PGPR endophytiquearstgéantes hdtes constitue
a I'heure actuelle un enjeu majeur. Dans cette théseg@ites interactions a été étudiée avec
le modele Vitis vinifera L.-Burkholderia phytofirmansouche PsJN. Une partie de cette
interaction a été caractérisée, notamment la catais de la plante par la bactérie,
I'élicitation des défenses de la plante, ainsi que I'indaat’'une ISR conduisant a un certain

niveau de protection cont& cinerea.

Colonisation des plantulesn vitro de vigne parBurkholderia phytofirmanssouche
PsJN

La colonisation de la vigne pd. phytofirmanssouche PsN a tout d'abord été
caractérisée sur des plantuilewitro (Figure 20)

Apres inoculation artificielle de la rhizosphere despléesin vitro, B. phytofirmas
souche PsJN colonise les surfaces racinaires puis pélagisdes racines. Cette propagation
bactérienne déclenche des réactions de défense de la prgm@palement au niveau de
'exoderme et des cellules corticales, qui se manifiegiar des épaississements pariétaux et
une accumulation de composés phénoliques.

La pénétration intra-racinaire de la souche PsJN atdienses de la vigne associées
peuvent étre corrélées a la sécrétion d’enzymes dégradardrois cellulaires par la bactérie
PsJN. En effet, nous avons démontré duephytofirmanssouche PsJN synthétise des
polygalacturonases et des cellulases. Ces enzymes ou peaddits d’hydrolyse
(oligosaccharides, oligogalacturonides) peuvent étre a berige réactions de défense chez
la vigne. Nous avons également montré Bughytofirmanssouche PsJN colonise de fagon
intracellulaire tous les tissus du cylindre périphérique @dt@indre, ensuite, la barriére de
'endoderme qu’elle va dégrader a certains endroits.

Suite a cette premiére étape de pénétraBophytofirmansouche PsJN entre dans le
cylindre central. Cette étape de colonisation est égaleankorigine de réactions de défense
de la plante telles qu’au niveau des cellules du parenchyme @uexu des épaississements
pariétaux prennent place suite a la colonisation baatéei EnsuiteB. phytofirmanssouche
PsJN atteint les vaisseaux du xyleme et les utilise pewprapager de fagon systémique
jusqu’aux feuilles, ou elle colonise également les chambous-stomatiques, en 72-96 heures
aprés inoculation. Ceci suggére une colonisation baoté&rievia le phénomene
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Figure 20 : lllustration des résultats sur la colonisaties plantules vitro de vigne

parB. phytofirmansouche PSINCWE : Enzymes dégradant les parois cellulaires.
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d’évapotranspiration de la plante par le biais des vaigsda xyleme, bien qu’une migration
active de la bactérie par le biais de ses flagelles prilgr@ent étre envisagée.

Colonisation des boutures fructiferes de vigne paBurkholderia phytofirmans
souche PsJN

Suite a I'étude de la colonisation des plantutesitro, la colonisation de boutures
fructiferes parB. phytofirmanssouche PsJN a été caractérisée (Figure 21). Ceci a permis
d’évaluer si cette souche bactérienne pouvait migrer datr®ncon de tige aouté et coloniser
les differents organes de linflorescence.

Comme sur les plantulés vitro, B. phytofirmansouche PsJN colonise en premier les
surfaces racinaires des boutures fructiferes avant derpem@ns les tissus de la plante
jusqu’aux vaisseaux du xyleme. Ensuite, la bactérie Radke jusqu’aux inflorescences par
le biais de ces vaisseaux conducteurs.

Lors de ces travaux, des boutures fructiferes qui praisenta I'origine des bourgeons
préfloraux, puis des fleurs et des baies, ont été eslidé est apparu que la souche PsJN ne
colonise les inflorescences qu’a partir du stade de jefrogs. En effet, la colonisation
systémique de la plante n'est apparue qu'apres 5 a 6 senagiress inoculation. Dans ce
délai, les inflorescences se sont développées et omit dtestade 71 selon I'échelle BBCH
correspondant a la nouaison, puis le stade 73 correspomdatade de plomb de chasse.
Ainsi, la rafle et les jeunes fruits n’ont pu préseni&s sous-populations endophytiques de la
souche PsJN qu’'apres un certain temps de développemeninfiteescences. Cette
colonisation endophytique des organes de l'inflorescencdifé&tente des résultats obtenus
avec le systemmm vitro ou la bactérie est apparue au niveau systémique a partirroiEs
apres inoculation. Ceci peut s’expliquer par les difiées de taille des plantes utilisées, par
la différence de physiologie des plantes ainsi que @g@rdsence ou non d’'une microflore
naturelle comme cela a pu étre suggéré dans le chapitre 3.

Diverses études avaient préalablement démontré la peeselec bactéries
endophytiques dans les fruits (pour revue Hallmann, 2001). Néanraamme étude n’avait
corrélé jusqu’a présent la présence des bactéries endp@sydans ces organes avec une
origine rhizospherique, méme si cela avait été suggékngiainn, 2001). Par le biais de cette
thése, nous avons montré qu’'une PGPR, la souche PsJN, jogque dans les fruits aprés

inoculation du sol. Les sous-populations endophytiques de ldes®&IN sont, cependant,
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peu nombreuses dans ces organes avec une moyenne détautde inférieure a 2 log
UFC/g MF. Il est, de ce fait, possible qu'en applicataan vignoble, la souche PsJN ne
colonise pas les inflorescences, compte tenu de cetie fdeénsité bactérienne détectée en

utilisant un modeéle de boutures fructiferes, méme siresta a étre vérifier.

Induction de défenses de la vigne paBurkholderia phytofirmanssouche PsJN

Lors de cette thése, 'induction de défenses par la sdesbd a été étudiée sur des
boutures fructiferes présentant des bourgeons préflorast,ecdire avant sa migration dans
les organes de l'inflorescence. Ceci a permis de caisatéine réponse locale et systémique
induite chez la plante suite a I'inoculation bactéme (Figure 22).

Dans un premier temps, une accumulation de composésljgju&s, un stress
oxydatif ainsi qu’un stress nitriqgue ont été montré au nivaainaire suite a la colonisation
épi- et / ou endophytique des racines Barphytofirmanssouche PsJN. Par ailleurs, des
inductions de génes codants des protéines PR ont été énience tels que pour les génes
VWGIuG VvChi4dG VWPR6 VWPR10.1 VWPR27et Vv102 Il est apparu que ces génes sont
d’abord induits au niveau racinaire et ensuite au niveau siggténdans les bourgeons
préfloraux. Néanmoins, des différences de niveaux d’'indudgoces genes aux niveaux local
et systémique ont pu étre mis en évidence, par le biaisdiat§ préliminaires. Bien que la
signalisation de certains génes correspond a la foif\at 8u JA, les travaux de cette these
ont permis de montrer une signalisatioa le SA au niveau racinaire et impliquant le JA au
niveau systémique. En effet, le geN@102 dépendant majoritairement de la voie de
signalisation du SA, est plus induit au niveau local gu’au niggatémique et a l'inverse, le
gene VVPR6 dépendant seulement de la voie du JA, est, quant alugi,ipduit dans les
inflorescences que dans les racines.

Par le biais de cette étude, nous avons montré que le enddélinifera L.- B.
phytofirmanssouche PsJN englobe les mécanismes communs des gim&sode SAR et
d’'ISR. En effet, la souche induit un stress oxydatif estress nitrique ainsi que des génes
codants des protéines PR, comme dans le cas de la SARdegaet al.,2006b). Néanmoins,

il 'y a pas de HR. De plus, la réponse de la plante leadpendre du JA au niveau
systémique comme dans le cas de I'ISR (van Loon et Bakker,.ZBO®utre, I'induction de
genes par la souche PsJN est faible en comparaiserg@’icse passe chez les plantes en
réponse aux agents pathogenes, méme si cela nécedséedidirmé.
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acide jasmonique, NO : oxyde nitrique et SA : acide salicyliyw€hi4C, VvGIuC, VVPR6,
VWPR10.1, VVPR27génes codants respectivement une PR-2, PR-3, PR-6, PRPE} lat

Vv102: géne a fonction inconnue. * signalisation intercalha probable.
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Des travaux similaires ont été publiés récemment pargwgal., (2005) concernant
les effets de I'endophyte. fluorescen®®FT9601-T5sur A. thaliana.Néanmoins, dans cette
étude, rien n'a été démontré au niveau local mais plutét\vaaunisystémique. Nous avons
ainsi démontré une partie des réponses locales et syaismdes plantes suite a I'inoculation
des PGPR endophytigues a®ghytofirmansouche PsJN. Ceci a été réalisé, en particulier,
chez une plante ligneuse, la vigne, sur laquelle peu d®tteporté sur son interaction avec
des PGPR. De plus, notre étude a porté sur les inferress, des organes peu étudiés suite a
linoculation de PGPR.

Cette étude n'a permis, cependant, d’analyser que les rméeenide défense induits
lors de linteraction entre la vigne et la souche PdIM. fallu ensuite déterminer si ces
défenses étaient accompagnées d’'une résistance ftled'acence contrB. cinerea Ceci ne
pouvait qu’'étre déterminé au stade floral puisque la migdaee d’une résistance systémique
induite nécessite environ une dizaine de jours apres lataou d’'un micro-organisme (van
Loon et al., 1998). De plus, nous ne pouvions pas déterminer I'|SR d'unt mEnvue
fondamental dans les fruits puisqu’afin d’étudier I'l'SR,micro-organisme bénéfique doit

étre absent de lieu d’infection de I'agent pathogéne l(eam et al.,1998).

Résistance systémique induite paBurkholderia phytofirmanssouche PsJN chez la
vigne contre l'infection florale causée paBotrytis cinerea

Une partie de cette these a ainsi permis d’analyserdémcie de I'inoculation dB.
phytofirmanssouche PsJN chez la vigne envers linfection floralasée paB. cinerea
(Figure 23) Nous avons montré que les inflorescences de bouturegibdesésont moins
infectées (60% de protection) que les boutures non trai@s démontre le potentiel de
l'interaction entre la vigne et la souche PsJN pourreoi¢ développement d& cinerea De
plus, cette étude nous a permis de caractériser I'|SRténdarB. phytofirmansouche PsJN.
En effet, la protection observée ne pouvait résulter queed’éisistance systémique induite au
niveau racinaire, la bactérie PsJN ne s'étant pas enpmpagée jusque dans les
inflorescences.

Il est probable que cette protection résulte des réadiert®fense de la vigne mises
en place lors de son interaction aBghytofirmansouche PsJN. Néanmoins, I'ISR induite
par les PGPR a le plus souvent été corrélée & un phéeatagrotentialisation des défenses
existantes (pour revue van Lqa2007). Il est de ce fait possible qu’'une potentialisat®n s
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Figure 23: lllustration des résultats sur ISR au nivebual induite parB.

phytofirmanssouche PsJN envers l'infection précoce causéB penerea.
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mette en place lors de I'infection des plants badénmmB. cinereaet que les défenses mises
en évidence lors de cette these ne permettent pas dexpliguphénomene d'ISR.
Néanmoins, a I'heure actuelle, nous ne savons encoresuiene possible phénoméne de

potentialisation et il serait, par conséquent, intéregia l’envisager comme perspective.

Perspectives
En perspective de ces travaux de thése, différentsspodntvent étre envisagés. Tout
d’abord d’'un point de vue fondamental et ensuite d’un mEniue appliqué.

Perspectives fondamentales

Des changements de flux d’ions ainsi que des MAP kinaseserviennent-ils lors
de l'interaction Vitis vinifera L.-B. phytofirmanssouche PsJN ?

Une étude approfondie de la signalisation intracelelgeut tout d'abord étre
envisagée. En effet, lors de ces travaux, nous avons déerippartie de la signalisation
intracellulaire qui se met en place lors de lintéicac entre la vigne eB. phytofirmans
souche PsJN et qui se traduit par une accumulatiosOd’'eét de NO au niveau racinaire. Or,
il existe d’autres événements précoces lors de linteraantre les plantes et les micro-
organismes ou leurs composés éliciteurs. Ainsi, des changembe flux d'ions (influx de
cd’, efflux de K, CI) et des MAP kinases peuvent intervenir dans cette castede
signalisation (pour revue Garcia-Brugget al., 2006). Il serait, de ce fait, intéressant
d’analyser si ces phénoménes moléculaires interviérioende la reconnaissance entre la
vigne et la souche PsJN. Ceci pourrait étre déterminéesursuspensions cellulaires, des
plantulesin vitro voire méme des boutures fructiféres. Une telle étudegitnait de mieux
comprendre les mécanismes impliqués lors de linteradtita vinifera L.-B. phytofirmans
souche PsJN.

Signalisation intercellulaire & approfondir ?

Une étude approfondie de la signalisation intercellelgireut étre également
envisagée.

Nos résultats suggérent que la voie de signalisation dseSAet en place au niveau
racinaire. En revanche, le JA semble étre impliqué \eeani systémique. |l serait, cependant,

intéressant de quantifier ces phytohormones par chrgnagiioie phase gazeuse puisque les
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seules indications concernant I'implication de ces gilytmones dans notre modéle d’étude
proviennent de I'étude de I'expression de genes codants des@sddiR.

Lors de l'interaction entre les plantes et les PGP& £té montré que la signalisation
via le JA au niveau systémique se fait en synergie avec(pgilr revues van Loon et Bakker,
2005 ; Pieterset al., 2007 ; Pieterse et van Loon, 2007). Il est donc possible Blesbit
impliqué au niveau systémique dans l'interaction que nous é@sudiéanmoins, nous ne
savons pas a I'heure actuelle si cette phytohormone jouéle de signalisation dans notre
modéle. Il serait, par conséquent, intéressant de déerson role lors de l'interaction entre
la vigne et la souche PsJN.

Etude du suivi d’autres genes de défense ?

Une étude plus approfondie des genes de défenses induitsachgnd en réponse a
B. phytofirmansouche PsJN peut également étre envisagée.

Au cours de cette these, nous avons pu montrer 'expredsigénes de défense, en
particulier ceux codants des protéines PR. Néanmoins,mawsns pas etudié tous les genes
codants des protéines PR connus chez la vigne (B#izégr, 2007). Certains d’entre eux ont
bien été étudiés lors de linteraction entre la vignedes micro-organismes ou suite a
l'application d’éliciteurs (Bézier, 2003 ; Hamiduzzamainal., 2005 ; Azizet al., 2007 ;
Bézier et al., 2007). C’est le cas par exemple @eChilh VvChi4D VvPR10.2 VVCH3
VVvPR1et VVPR4.Ces geénes peuvent étre notamment induits en répdBseiderea(Bézier
et al.,2007) Pseudomonas syrinage pv. fRobert et al., 2001au BABA (Hamiduzzaman
et al.,2005), ou a d'autres éliciteurs (Aaz al., 2003 ; 2007). Néanmoins, leurs expressions
n'ont pas été étudiées dans le cas de linteradfitis vinifera L.-B. phytofirmanssouche
PsJN. Il serait, de ce fait, intéressant de vérifieres genes sont induits dans notre modéle
d’étude. De plus, les voies de signalisation qui régullexpression de certains de ces genes
sont connues. L'expression d&PR1dépend ainsi de la voie &A etVvPR4de la voie du
JA (Hamiduzzamaret al., 2005). Le suivi de lI'expression de ces genes permettrait de
confirmer I'implication de la voie du SA au niveau raciaat du JA au niveau systémique.

D’autres génes de défense tels §w®AL et VvLoxcodants respectivement la PAL et
la LOX pourraient également étre étudiés. En effet,efis intéressant d'analyser leur
expressiompuisqueVvPALdépend de la voie du SA¥tLox de celledu JA (Hamiduzzaman
et al., 2005). Une telle démarche permettrait de compléter I'éuéeédente sur les génes
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VVPR1et VVPR4et ainsi de confirmer la signalisation qui se metlanglors dd'interaction
entre la vigne eB. phytofirmansouche PsJN.

Enfin, I'étude du transcriptome de la vigne en répon& ainerea(Bézieret al.,
2007) a permis de mettre en évidence plusieurs génes inyptigné les réponses de défense
de la plante. Tous ces genBsgj ou Brg, pourraient étre analysés lors de l'interactionestar
vigne et la souche PsJN. Le suivi de ces genes pounoag apporter des informations
considérables sur les défenses de la plante qui se nattptace en réponse a la PGPR. Une
étude plus globale pourrait méme étre réalisée en utilise@s puces a ADN. Ceci

contribuerait a accroitre nos connaissances actualied’isteraction V. vinifera L.-B.

phytofirmanssouche PsJN.

Détermination de composés phénoliques ?

La détermination des composés phénoliques impliqués lofsntiaction entre la
vigne etB. phytofirmansouche PsJN serait également une perspective intéredsamtiet,
lors de cette thése, nous avons décrit une accupwldé composés phénoliques au niveau
racinaire. Néanmoins, nous ne connaissons pas encdreudel actuelle leur composition
chimique exacte. De ce fait, il serait intéressanedecaractériser. Ceci permettrait de savoir
quels types de phénols s’accumulent chez la vigne ensépola souche PsJN.

En outre, les stilbenes tels que le resvératrol n'oné@manalysés lors de ces travaux
de thése. Compte tenu du fait que ces métabolites semmdat bien été caractérisés chez la
vigne (Jeandeet al., 2007), il serait de ce fait intéressant d’analyser siamnposés sont
produits lors de linteraction entre la vigne Bt phytofirmanssouche PsJN. Cette analyse
permettrait de mieux comprendre leur role dans les défemse plantes et leur possible
implication dans notre modeéle d’étude.

Potentialisation ?

Pour la suite de ces travaux, nous pourrions égalenaaieé si un phénoméne de
potentialisation se met en place lors de linteracudrs viniferaL.-B. phytofirmansouche
PsJNB. cinerea Ce phénoméne a bien été caractérisé chez diversgsspén réponse a des
PGPR, en particulier chex. thaliana(Tonet al.,2007 ; van Loon2007). Néanmoins, nous
ne savons pas encore si des défenses sont potentidiséenotre modéle d’étude. Un suivi
des génes de défenses ou de leurs produits sur des plantsténimactérisés, en présence ou
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non deB. cinerea permettrait de répondre a cette question. Cette démperheettrait en
outre de déterminer si les défenses constatées lors dethése sont indispensables a la
protection de la vigne conti cinerea Il est possible que ces défenses ne présentent pas de
réle dans 'SR comme cela a pu étre décrit par van Lod@akker (2005). En revanche, il

est possible qu’elles soient potentialisées lors d'urfeciion ultérieure par un agent
pathogéne, bien que cela reste a étre démontrer dansde Eederaction que nous venons
d’étudier.

Perspectives d’un point de vue appliqué

Identification de I'espece Burkholderia phytofirmans dans le vignoble
champenois ?

Tout d’abord, il serait intéressant d'étudier Bi phytofirmansest une PGPR
naturellement présente chez la vigne. A I'heure actuedleas ne savons pas si cette espece
fait partie de la microflore rhizosphérique et / ou endopghgtides vignes champenoises. Or,
la réglementation francaise est tres restrictiveceonant I'application d’'un micro-organisme
(directive 2001/36/CE). Jusqu’a 10 ans d’attente peuvent étre sa@ess avant son
utilisation, en particulier quand celui ci n'est pas d'omgfrancaise. Il serait, de ce fait,
intéressant de rechercher si cette espéce bactérgstneaturellement présente dans nos
régions septentrionales. Ceci permettrait de I'appfiqules rapidement au vignoble et de
vérifier si elle protége réellement la vigne contneféction causée p&. cinerea.

Impact de B. phytofirmanssouche PsJN sur la vinification ?

Un suivi de la colonisation de la vigne par la souch&lRsdgu’a la maturité du raisin
ainsi que son impact sur la vinification peuvent égalerfaarg I'objet d’'un projet intéressant.
Lors de ces travaux de thése, nous avons décrit laisatmn de la vigne par la souche PsJN,
en particulier au niveau des inflorescences. Néanmoins, mausns pas été jusqu’a la
fermeture de la grappe ni jusqu’'a la maturation du fruit. fhisede ce fait, intéressant
d’étudier si la souche PsJN persiste dans les baiessite 2étte étude pourrait étre effectuée
sur des boutures fructiferes mais également sur des péanpegs, voire méme au vignoble si
l'espéce B. phytofirmansy a été auparavant détectée. Les résultats de cettarathem

permettraient d’éclairer les viticulteurs sur une évergugkrsistence de cette souche
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bactérienne dans les fruits a maturité et d’envisager tenbéiude de son impact sur la
vinification des vins de Champagne.

Résistance des plants bactérisés avé: phytofirmans souche PsJN enver$.
cinerealors de la maturation du raisin ?

Un autre projet peut correspondre a l'analyse de la résestdes plants bactérisés
contre l'infection des baies matures arcinerea Nous n'avons pas été jusqu’a maturité du
fruit lors de cette thése. Etant donné Bue&inereaprovoque des dégats importants au niveau
des baies matdres, il serait intéressant d’analydes gilants bactérisés sont résistants envers
B. cinereaau cours de la maturation. Dans le cas ou une réductiomderature grise serait
constatée, l'utilisation dB. phytofirmansouche PsJN permettrait de diminuer l'utilisation de

produits phytosanitaires, produits dont certains sont néfast& I'environnement.

Résistance contre d’autres agents pathogenes ?

Enfin, un autre projet peut correspondre a I'étude du suivi geotection des plants
bactérisés envers divers agents pathogenes. En effégna de nos régions septentrionales
est infectée par divers agents pathogénes comme par exelagrieopara viticola, Erysiphe
nector,ou les champignons responsables de la maladie de 'Escgir(lét Schneider, 2003).
D’un point de vue appliqué, il serait par conséquent issame d'étudier SB. phytofirmans
souche PsJN réduit le développement de ces champigriacetieSalternative était mise en
place, elle permettrait de réduire l'utilisation massieeproduits phytosanitaires sur la vigne
et serait par conséquent une approche plus respectueusaviterfieement.
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326913441; e-mail: ea.barka@univ-reims.fr and environmentally adaptable bacteria belong to the genus

Burkholderia. This genus is best known for its human and plant

Received 18 June 2007 pathogenic members. However, this genus also contains plant
pathogens as well as beneficial strains which have a greatipbte
Editor : Eva Top be exploited in biotechnological processes. Here we present an

overview of plant associatd8urkholderiasp. with special emphasis on
gﬁﬁg[ﬁia.pmhogen_ ohytosphere: beneficial planBurkholderiainteractions andliscuss the potential for
rhizosphere;'endophyﬂé bacteria: Syr’nbiotic utilization of stablg pIanBurk_hoIdena spp. associations in the
bacteria. development of low input cropping systems.

Introduction on beneficial associations, and discuss of their potential

. for biotechnological applications.
Over the past two decades, researchBomkholderia

species has been steadily expanding. Members of tHrief overview of the genus  Burkholderia
genus Burkholderia are very abundant, occupying Walter
diverse ecological niches (Estrada de los Saetasl,
2001; Coenye and Vandamme, 2003), including soil (va
Elsaset al, 2002; Salleet al, 2002; 2004; Janssen,
2006), and can cause infections in humans, anima
(Coenye and Vandamme, 2003; Valvagioal, 2005;
2006). Nevertheless, during the recent years, a growi
number of Burkholderia strains and species with
interactions with plants have been reported. Indeecﬁ
plant-associatedBurkholderia can be free-living in the
rhizosphere  or endophytic, including obligate
endosymbionts as well as phytopathogens (Coenye al
Vandamme, 2003; Janssen, 2006). Several of them al
known to enhance disease resistance in plants, contribd }
to better water management, improve nitrogen ﬁxatior{ncompletely c_haractenzed, _polarly ﬂage”atEd'. r Qd'
and overall host adaptation to environmental stresse%qaped.' aerobic, Gram-negative bacteria were initially
(Coenye and Vandamme, 2003; Compaintl, 2005a; placed in the genu8seudomonadiowever, rRNA-DNA

Nowak and Shulaev, 2003; Sessitsthal, 2005; At hyPridization —anabyses duing the early ~1970s
barka et al, 2006; Balandreau and Mavingui, 2006; emonstraléd considerable genetic diversity among

. bers of this genus, which was thus divided into five

Barrett and Parker, 2006; Janssen, 2006). HoweveP:'em ’ :

several members of this genus are opportunistic o o-called rRNA homqlogy groups (Pa_llermal., 1973). )
ubsequent genotypic analyses confirmed that these five

obligate pathogens causing human, animal and/or pla )
diseases (Coenye and Vandamme, 2003). Thus a roups were actually only distantly related to each other.
Y ! . onsequently, the genuine gen@seudomonaswas

development of biotechnological - applications us"ingrestricted solely to homology group 1, containing the type
Burkholderia germplasm needs to include a stringent eciesP. aeruginosaDe Voset al, 1985). In 1992, the

assessment of the potential risks. The review summarizé®

the current status of knowledge of interactions betweeﬁe;/en spemespbelo_ngwlg_ t(; rRNA h_omF(,)Iogly 3r?}1p§ll (
Burkholderia species and plants with special emphasisSo anacearumF. pickettiy . cepacia F. gladioll, F.

H. Burkholder described one of the first
urkholderia sp., Phytomonas caryophyli{Burkholder,
942), later known aPseudomonas caryophyllin the

id 1940’s, vegetable growers in New York State
iscovered infections by a bacterium previously known to
use rot in onion bulbs. Following this outbreak, in 1949
alter H. Burkholder described this phytopathogen and
ave it the species name “cepacia”, meaning derived
om “onion” (Burkholder, 1950); it was later known as
Pseudomonas cepaciaSince then, however, the
r% onomy of the genusPseudomonashas changed
éamatically (reviewed by Kersteet al, 1996). Due to

{ broad and vague phenotypic definition, many
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mallei, P. pseudomalleiand P. caryophyl) were (Azegamiet al, 1987; Tanaka and Katoh, 199%.
transferred to the novel genBsirkholderia(Yabuuchiet  gladioli, is also a potent phytopathogen of various plant
al., 1992) which resides in rRNA superfamily Bensu host. It thus induces bacterial soft rot in onions, leaf-
(De Ley, 1987) or subgroup3 of thep-Proteobacteria sheath browning and grain rot in rice, and leaf and corm
sensu(Woese, 1987). In recent years, the number daliseases in gladiolus and iris species (Palleroni, 1984;
species included in this genus has increased dramaticallge et al, 2005; Uraet al, 2006). The two last known
(Coenye and Vandamme, 2003). phytopathogenicBurkholderia sp., B. glumae and B.

Many of these changes involve the speBiesepaciaas androponis have also a wide range hosis glumaecan
y 9 P P thus cause seedling and grain rot in rice and wilting

during the past few years, several polyphasic taxonomlg . N
: . ' . _'Symptoms in tomato, sesam8eSamum indicunt.),
studies (Vandammet al, 1997, 2000; 2002; 2003; perilla (Perilla frutesceny eggplant and hot pepper

Coenyeet al. 2001a; 2001b; 2001; Vermet al. 2004) -
have indicated that strains identified xscepaciabased (5‘]2603”5:; :é, gfo (iaé).l?énilirl}ggo%ofgﬁglrserlﬁgés mgrr]ictg? r.]and

primarily on phenotypic analysis actually_represgnt 3dicotyledonous plants. This later phytopathogenic
complex of seve_ral closely relat_ed genomic SPECIes gl wtarium is thus an important causal agent for example
genomovars. This group, collectively referred to as th%]c stripe disease of sorghurAr(dropogonsp.), leaf spot

.B' cepaciacomplex, _currently consists of nine Sp.ECieSof clover (Trifolium sp.),Odontiodaorchids, velvet bean
including, B. cepacia (genomovar 1), Burkholderia (Stizolobium  deeringianyn jojoba  Gimmondsia

multivorans(genomovar Il)B. cenocepaciéggenomovar chinensiy, Amaranthus cruentus L., and of

i, B. Stat\)/'“; (é;elnomovar V), Bvlvléetnarg]fnsls Bougainvillea sp. in addition to cause considerable
(genomovar V)B. dolosa(genomovar VI)B. ambifaria economic lost of carnationD{anthus caryophyllys

(genomovar VIl),B. anthina(genomovar VIll) ands. (Smith, 1911; Murai and Goto, 1996; Scortichitial,

pyrrocinia(genomovar IX). 2001; Cotheet al, 2004; Takahastgt al, 2004; Li and
Others species ofBurkholderia have been also e Boer, 2005). Although phytopathogenesis was
discovered and nowadays, there are currently over 4 escribed’ for thése sevgeraﬂrkhoiladeriagsp the

validly  described Burkholderia species (see . .

. o ; ecological role of som@urkholderia spp. such a$.
httpié/\(/jvavl\{\év.gaecrte_réo.mct.fr/b/burkholderla.html for an glathei B. graminis B. phenaziniumB. caribensis B.
uMp- t- t;/ Vi V}I).th Burkholderi i caledonica B. hospita B. terricola and B. saccharii

ost members o € genusurkholderia are Soll o qing largely unknown at this time (Coenye and

commelgsaLshtrllélat _rarely cause h”ft‘;ﬁ” gecnolrl], .aghoug\bandamme, 2003; Vandamnet al., 2007). It is thus
severalBurkholderiaspecies are obligaté( mallei B. possible that some plant diseases will be futher

pseudomallgi or opportunistic §. gladiol, B. cepacia . related to some Burkholderiales members.
complex) human pathogens (for a recent review see

Vandammeet al., 2007). The genuBurkholderiaalso .. -
contains some species which can be endosymbionts lRndosymbiotic - Burkholderia in
plant-associated fungi or insecte.q. Burkholderia ~Phytopathogenic fungi

sordidicola, B. rhizoxinp as well as plant-pathogens
(e.g.B. cepaciaB. caryophyllj B. plantarii, B. gladioli,

B. glumae and B. andropogonis However, certain
Burkholderiaspecies can be free-living or live in close
associations with some plants and even can for
obligate symbiosis with their host (eB}. mimosarumB.

Nowadays, it is clear that some phytopathogenic fungi
can contain endosymbiorftem the genu8urkholderia.
This is the case foBurkholderia sordidicolasolated
from the white-rot fungus?hanerochate sordidavhich
Thhabits fallen branches of hardwood tress (leal,
2003). These two species have distantly related 16S

phymatun rDNA sequences, suggesting that associations between
) fungi and Burkholderia have arisen on multiple

Phytopathogens in the genus occasions.

Burkholderia Burkholderia rhizoxina also identified as an

endosymbiont of the pathogenic funguRhizopus
microsporus is responsible for the synthesis of the
phytotoxin rhizoxin causing rice seedling blight (Partida-
Martinez and Hertweck, 2005; Scherlaghal, 2006).
Rhizoxin inhibits mitosis in rice plant cells and
effectively weakens or even Kills the plant, with both the
ost and the symbiont benefiting from nutrients derived

Several species of the gen@urkholderia can thus
induce diseases in plants as describedfarepaciaB.
caryophylli B. plantarii, B. gladioli, B. glumaeand B.
andropogonis (Burkholder, 1942; Coenye and
Vandamme, 2003). As noted abou®, cepaciacan
cause onion rot by infecting onion leaves and bulb
(Burkholder, 1950). The pathogen produces an,

donolvaalact t] H that i ible f om the decaying plant material (Partida-Martinez and
eéndopolygalacturonase at low pri that IS responsibie rertweck, 2005). It is obvious that the fungus profits
the maceration of onion tissues. The other

) . . from the biosynthetic capabilities of the endosymbiont in
phytop_athogen|cBurI_<hoId_er|_a B. qaryophylll mduc_;ed order to access nutrients. However, the direct benefits to
formation of bacterial wilt in various plant species as

identified in Russel prairie gentian in Japan (Furaya the bacterial symbiont are not clear, as it may grow,
al., 2000).B. plantarii, , first isolated in Japan in 1982, albeit slowly, outside the host and produce the toxin

o . . ; which induces disease on plants (Partida-Martinez and
provokes in its host, seedling blight on rice and alsq_|
! ) -~ ertweck, 2005).
infects koyawarabi@noclea sensibilis..)


http://www.bacterio.cict.fr/b/burkholderia.html
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Endosymbiotic Burkholderia in plant surfaces and adjacent to roots, forming neutral or
associated insects beneficial associations although the nature of these

_ ) interactions cannot always be defined. For exantle,
Nowadays, Burkholderia species have been also cepacia complex can form associations with various
associated with insect feeding on plants. For instancglant species under different geographical zones
the plant-associated Japanese common broad-head@hiarini et al., 2000; Dalmastri et al., 2003). The
bugs Riptortus clavatus and Leptocorisa chinensis bacteria were thus isolated from the rhizosphere of maize
contain Burkholderia sp. as endosymbionts. Thesein the U.S. (Hebbaet al, 1992; Ramettet al, 2005),
insects possess a number of crypts in the postegmn  rice (Tran Vanet al, 1994), pea (Parke, 1990), cotton
of the midgut, whose lumen contains a copious amouniParke and Gurian-Sherman, 2001), as well asaf
of bacterial cells. The predomina@6S rRNA gene trees,common groundsel, horsetail, arum lily and wheat
sequences obtained from different individuasd in the U.K. (Richardsoret al, 2002). However B.
species of the bugs were very simiat not identical to  cepaciawas not the onlyBurkholderiaspecies detected
each other. Homology searches in the DNA databasgfi the rhizosphere. ThusB. graminisis a common
revealedhat the sequences showed the highest levels ghizobacteria of corn, pasture and wheat in Australia and
similarity (96% to 99%) to the sequences of France(Viallard et al, 1998), B. unamaeof maize,
Burkholderiaspp andn situ hybridization with specific sugarcane and coffee (Caballero-Mellagtoal, 2004),
oligonucleotide probes confirmekle localization of the B. ambifariafrom pea in U.S.A. (Richardsoet al,
Burkholderia symbiont in the lumen ofhe midgut 2002),B. silvatlanticafrom maize in Brazil (Periet al,
crypts.  Molecular phylogenetic analysis recently2006) andB. caledonicarom diverse plant rhizospheres
demonstrated thathe Burkholderia symbionts of the in Scotland (Coenyet al, 2001).
bugs formed a well-definednonophyletic group, Plant hosts can be colonized by more than one species of
although the group also contained sevenaironmental the genusBurkholderia B. viethnamiensiswhich was
Burkholderia strains (Kikuchi and Graf, 2007). The first described in the rice rhizosphere in Vietnam (Tran
importantphysiological roles of the symbionts for their van et al, 1994; Gilliset al., 1995), was thus isolated
hosts come from the discover that symbiont-free insectglong with other Burkholderia species from the
exhibit retarded growth, nymphal mortality, and/or rhizosphere of maize and coffee in Mexico (Estrada de
sterility. Because of the dense and specific colonizatiofps Santoset al, 2001). Furthermore, a recent study on
in the midgut crypts and the prevalence natural  Sphagnumrhizophere of peat bogs of the boreal and
populations ofR. clavatusandL. chinensisit appears tundra zones of Russia, Canada and Estonia
likely that the Burkholderia symbionts play important demonstrated also that this plant forms associations with

roles in the host bugs (Kikuchi and Graf, 2007). severalBurkholderia spp. (Belovaet al, 2006). It has
also been documented that different soil/crop
Non phytopathogenic and beneficial management practices and land use history affect
Burkholderia sp. associated with the diversity ofBurkholderiaspp. in the rhizosphere of plant
phytosphere crops (Salleet al, 2006), indicating that the formation

of plant-microbial associations is under both plant
Nowadays, the majority durkholderiaspecies are non genetic and environmental control.

pathogenic and can be neutral or beneficial to their hosts,

plants in particular (De Costa and Erabadupitiya, 2005)The endophytic Burkholderia sp. and their plant
Some species can establish themselves as epiphytgssts

and/or endophytes colonizing interior of plant organs and . . -
stimulate plant growth, fix nitrogen and/or enhancelsolation of bacteria from surface-sterilized plant roots or

host's resistance to abiotic and biotic stresses (Sharn#00ts has often been reported during plant-bacteria

and Nowak. 1998 Estrada de los Sargosal. 2001: Studies. It is now recognized that some rhizosphere
Nowak and Shulaev. 2003: Compaet al. '2005a-  bacteria can enter internal tissues of plants and thrive as

Sessitsclet al., 2005; Ait Barkaet al., 2006). Members endophytes without causing harm to the host (Ait Barka
of the genusBurkholderia are also able to form €t al. 2000; Sturzet al, 2000; Hallmann, 2001; Gray

beneficial symbiotic associations responsible of planfifd Smith, 2005). Recently, the analysis gtfiking
nodulation (Van Oeveleret al., 2002: Elliott et al, bactenz_a assomat_e_d with maize and coffee plants grown
2007). Agricultural industry has been attempting tounder field conditions revealed the presence Bf
explore properties of these bacteria for use a¥iétnamiensis as well as the richness of novel

biopesticides (Let al, 2002; De Costa et Erabadupitiya, diazotrophic bacterial speciézelonging to the genus
2005). Burkholderia(Estrada-de los Santesal., 2001; Estrada

et al, 2002), identified recently & tropica(Reiset al,
2004). Such bacteria are able to enter the root tissue,
transcend the endodermis barrier, cross from the root
cortex to the vascular system and subsequently establish
Some members of the genBsirkholderiaspecies are endophytic populations in various organs. This has been
cuurently known as common inhabitants of plantdescribed in a wide range of plants including both
rhizosphere (Table 1l)i.e. soil immobilized on root monocotyledonous and dicotyledonous (Balandretu

Burkholderia sp. associated with the
rhizosphere
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Table 1: Classified rhizospheric and endophyti®Burkholderia spp. isolated from plant hosts.

Species Plants R
Rhizospheric isolates
B. ambifari¢ pea, maize Richardsoret al., 200
B. caledonic grapevine Coenyeet al, 2001
B. cepaci maize, Rametteet al, 2005
pea, coton, Parke and Guriaherman, 20(
birch trees, oak trees, Richardsoret al, 2002
common groundsel,
horsetail, arum lily,
wheat
B. graminit corn, pasture, wheat Viallard et al, 1998
B. silvatlantic: maize Perinet al, 2006
B. unama maize, sugarcane Caballero-Mellad@t al, 2004
coffee
B. vietnamiens rice, Gillis et al., 1995
maize, coffee Estrada de los Santesal, 2001
Endophytic isolates
B. cepaci wheat, lupine, maize, Balandrealet al., 2001
citrus, Araujoet al 2002
rice Singhet al, 2006
B. gladioli coffee Vegaet al, 1995
B. phytofirman onion Sessitschet al, 2005
B. pyrrocinie lodgepole pine Bal and Chanway, 2000
B. silvatlantic: sugar cane Perinet al, 2006
B. tropice pineapple Cruzet al, 2001

al., 2001; Araujoet al, 2002; Compantt al, 2005a; isolated from the stems and fruit of pineapple in Brazil
Sessitsctet al, 2005). Some of thedgurkholderiasp.  (Cruz et al, 2001), andB. gladioli which was isolated
have been identified (Table 1). For instand®,  from roots, stems, seeds and berries of coffee, together
phytofirmans(Sessitschet al, 2005) was thus isolated with otherBurkholderiastrains inside the pulp and seeds
as an endophyte from onion roots in Canada (Nowak anaf coffee berries (Vegat al.,2005).

Shulaev, 2003), and the well knovih cepacia,from

branches ofCitrus cultivated in Brazil (Araujoet al, Burkholderia sp. as endosymbionts of

2002) and from roots of rice in India (Singhal, 2006).  beneficial endophytic fungi

OthersBurkholderiasp. such aB. cenocepacia anthe . . L .
newly-described species. silvatlantica were also Recently, evidences on niches speciation of some species

determined as endophyteB. cenocepaciawas thus of the genu£urkho|deriahave revealed_ that (_:ertains (_)f_
isolated from the inner tissues of wheat, lupine andN®S€ Species are potent endosymbionts in beneficial
maize in a study conducted in France and Australi§ndophytic fungi, especially in mycorrhiza (Nurmiaho-
(Balandreauet al, 2001) andB. silvatlantica, from  L@ssila et al., 1997; Timonenet al, 1998). The
surface-desinfected leaves of sugar cane in Brazil (PerfsSociation oBurkholderiawith ectomycorrhizal fungi

et al, 2006). EndophytiBurkholderiasp. can be even orming has been thus demontrated wiBuillus
found in gymnospermae as described by Bal anaz_anega;usandTomentellop5|s sub_molhs two corsican
Chanway (2000) who isolateB. pyrrocinia from the Pmu_s nigra(lzumi et aI.,ZOQ7)._ Using th@inus radiata
stems of lodgepole pine and othBurkholderia spp. —Rhizopogon luteolusymbiosis, Garbaye and_ Bowen
from stems of western red cedar grown in Canadd1989), further proof the role of Burkholderiales by
demonstrating the wide host rangeBatkholderiaspp. showing that a ljumber of bacterla_lsolated from inside
Recent evidences suggested that sBomkholderiacan the ectomycorrhizal mantle had stimulatory effects on

also thrive as endophytes in both vegetative and® mycelial growth oR. luteolus and in some cases,
reproductive organs of their plant hosts. This inclugles €nhanced mycorrhiza formatioBurkholderiaspp. have
tropica originally designated aB. tropicalis which was also been detected as endosymbionts in endomycorrhizal
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Table 2: ClassifiedBurkholderia spp. and plant nodulation

Species Nodulated plant Re
Root endosymbiont Fabaceae
B. tuberur Aspalathus carnosa Vandammeet al., 200:
B. phymatui Machaerium lunatum, Vandammeet al, 2002
Mimosa invisa, Elliott et al.,2007
Mimosa pudica
B. caribensi Mimosa diplotricha Chenet al, 2003a
M. pudica
B. mimosarun Mimosaspp. Chenet al,, 2005a, b,
_ 2006
B. nodos Mimosaspp. Chenet al.,2005b, 2007
Leaf endosymbiont Rubiaceae
‘CandidatusBurkholderia calva Psychotria calva Van Oeveleret al., 200«
‘CandidatusBurkholderia kirkii Psychotria kirkii Van Oeveleret al, 2002
‘CandidatusBurkholderia nigropunctata Psychotria nigropunctata Van Oeveleret al, 2004

fungi, such asGigaspora margarita(Bianciotto et al, Panama and Costa Rica (Barrett and Parker, 2005, 2006)
2000; Ruiz-Lozano and Bonfante, 2000), formingand from nodules of Mimosoid legumes, such Bas
beneficial associations with herbaceous plantsphymatumfrom M. invisaandM. pudicain Papua New
Furthermore, Andradeet al (1997) found thatB.  Guinea (Elliottet al, 2007), M. pigra, M. casta M.
“cepacia” was ubiquitous in the hyphosphere of threepudicg in Panama and Costa Rica (Barrett and Parker,
arbuscular fungi tested, while other bacterial specie2005, 2006),Mimosa pudicain India (Pandeyet al,
were not as widely distributed which demonstrate thaR005),and fromMimosaspp. in Taiwan, Venezuela, and
some species @urkholderiaare common inhabitants of Brazil (Chenet al, 2005a, b). This research area has lead
symbiotic fungi. to the discoveries of newly-described species such as for
example B. mimosarum(Chen et al, 2006) andB.
nodosa(Chenet al., 2007) and further identification of
Actually, there is ample evidence that the genughe others strains will surely lead to the discovery of new
Burkholderiaplay a key role in plant nodulation. species oBurkholderia

Since the 19 century, research on plant-bacteriaActually, there is even more and more evidence that the
symbiotic associations has been focussed on thgenus Burkholderia exhibits affinity to Mimosoid
interaction between leguminous plants and gramlegumesB. phymatunfor example can nodulate a large
negativea-Proteobacteriawithin, or closely-related to, number of Mimosa species, in a wide range of
the genusRhizobium (Hirsch et al., 2001). Lately, geographic zones and taxa (Elligt al, 2007). This
bacteria in the Burkholderiales (Cupriavidus and demonstrates that the genl#imosa forms symbiotic
Burkholderig have also been isolated from plant nodulesassociations with3-Proteobacteria that differs from
and recognized as effective symbionts associated witbther legumes that are nodulated dProteobacteria
roots of Fabaceaeand leaves oRubiaceag(Table 2). Attempts to nodulateMimosa with a-Proteobacteria
Historically, it was demonstrated that some soilhave resulted in ineffective symbioses (Barrett and
microorganisms, likdB. cepacia facilitate the infection Parker, 2005), suggesting a close co-evolution of
of plant nodulating Frankia sp., probably through Mimosoid legumes andBurkholderia spp. The same
induction of root hair deformation (Knowltort al., observation was recently observed by studying
1980). Later on, Knowlton and Dawson (1983) reportechodulation of fouPapillonaceadVignasp., Clitoria sp.,

that this strain helped nodulation, increasing up to fouCrotalaria sp. and Centrosemasp.) and results of this
times the number of nodules, but was not an absolutstudy demonstrate that nodules contain equally rhizobial
prerequisite. ThenB. tuberumwas isolated from root species andBurkholderia species (J. Balandreau,
nodules of Aspalathus carnosan South Africa, B. personnal communication).

phymatumfrom Machaerium lunatunin French Guiana However, althougtBurkholderiaandp-rhizobial species
(Moulin et al, 2001; Vandammet al, 2002), andB.  had been isolated from leguminous root nodules, their
caribensisfrom Mimosa diplotrichaand M. pudicain  direct involvement in the formation of root nodules and
Taiwan (Cheret al, 2003a). As a follow of this, several nitrogen fixation has been documented only recently.
Burkholderia strains were then isolated froAbarema  Burkholderia sp. and Cupriavidus taiwanensis(syn.
macradenia and Pithecellobium hymenaefoliumin  Ralstonia taiwanensjscontain thus symbiosis-essential

Burkholderia sp. and plant nodulation
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Fig. 1. Microphotographs under confocal microscope of sectf Mimosa pudicenodule:
infected withB. phymatumSTM815GFP (a and bfcale bars: (a) 500 um and (b) 5 um. Picl
provided by Dr. Geoffrey N. Eliott (School of lifeciences, University of Dundee, UK).

genes such asod and nif and exhibit significant Use of Burkholderia sp. for biocontrol of
acetylene reduction activity (Barrett and Parker, 2005plant diseases and plant  health

2006;Chenet al, 2003a, bChenet al.,2005a, b; Elliott ; ;

et al, 2007). As a further proof of their role in nodule stimulation

formation, similar to rhizobia, their nodulation activity Biocontrol properties of some  Burkholderia sp.
has been confirmed through light and electron_. . . .
microscopy studies with green-fluorescent protejfp)( Biological control of soil-borne plant pathogens with

marked strains (Chegt al, 2003b:Chenet al.,2005a, b: bacteria has been studied as an alternative or
Elliott et al. 2007 Figuré's 1aana 1b) N "7 complementary approach to physical and chemical
iy ! ' sease control measures for the past three decades

The occurrence of bacterial leaf nodules in some genel?é et al. 2005a). In the last f ttenti
of angiosperms (tropical plants belongingRuobiaceag ompantet al., a). In the las ew years, attention
has also been focused on the potential impact of plant

MyrsinaceaeandDioscoreaceaghas been known since ; S
thogens on biocontrol agents and their disease-

1902 (zimmermann, 1902) and some of them have be suppressive activitNowadays, the genwBurkholderia

recently attribued to the geniiurkholderia Leaves of pas become popular in the agricultural sector as a result
these tropical plants can develop nodules allowing fo . .
P P P g f the biocontrol abilities of some species (Heldtaail.,

symbiotic interaction between bacteria and their hos 998 Vand tal. 2007
(Silver et al. 1963; Centifanto and Silver, 1964; LerstenA d’ a_r;) zamrge a.,kh Id). . be free-livi
and Horner, 1967: Whitmoyer and Horner, 1970; Miller"S described abov&urkholderiaspp. can be free-living

et al, 1983). This symbiosis is correlated to the fact thafmOI '.anOphy“C fo”“'F‘g mutualistic and - symbiotic
the bacterial endosymbionts form intimate association ssociations that benefit plant growth and health status.

with their host throughout the plant’s entire life cycle as ever_aI_Bu_r khoderlaspemesa_re thus, considered to be
well as can be transmitted to the next generatiaseed beneficial in the ”?tufa' environment. Thes_;e SPECIEs are
. ryvel_l-known for their _blologlcal_ and_ metabolic properties
event (von Faber, 1912, Miller, 1990). Rubiaceag W.h'Ch can be exploited for b'OIOQ'Cal cor_1tr_o| of fungal
known leaf endosymbionts d?sychotriaspp. include diseases in plants but also for bioremediation and plant

. : th promotion (Govaret al, 1996; Holmeset al,
actually the recently designateBurkholderia spp, grow. X .
‘Candidatus Burkholderia calva’(van Oevelenet al, 1998; Parke and Gurian-Sherman, 2001). Many species

2004) ‘CandidatusBurkholderia kirkii' (van Oeveleret ~ P€longing fo the genusurkholderia have thus the
al., 2002), and ‘CandidatiBurkholderia nigropunctata’ ability to produce compgunds with antimicrobial activity
(van Oeveleret al, 2004). Further studies on this plant (Hu and Young, 1998; Kangt al, 1998) and can

bacterial association have demonstrated that plant tissf tentially b? use_d as biocontrol agentsf .

cultures of Psychotria sp. without the bacteria had P ytopathogemc fungl_. This was V\.'e" demons_trated with

distorted leaves, stunted growth and eventually dieo‘::’.' cenopacu_aB. cepaciaB. am_blfarla B. pyrrocinig B.
ietnamiensis and B. phytofirmans strains towards

demonstrating an obligate association betwee . . . > .

Burkholderiaspp and Psychotriaspp. (van Oeveleet ythium aphanldermatu,rTnythlum_ “'“f.“““ Fusarium

al., 2003). sp., Phyto_phthora_ capsi¢i Botrytis cinerea and/or
Rhizoctonia solani(Parke, 1990; Parket al, 1991;
McLoughlin et al., 1992; Bowers and Parke, 1993; King

and Parke, 19934ebbaret al, 1992;1998;Heydari and
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Fig. 2: Microphotographs under confocal microscope (a) &bdreconstruction (b) ¢
grapevine roots inoculated wiBurkholderia phytofirmanstrain PsJN tagged witfp showinggfp-
bacteria inside root xylem vesselScale bars: (a) 20 um and (b) 15 pm. Pictures leptsin
Compant and Dr. Hervé Kaplan (University of ReifAsgnce).

Misaghi, 1998;Heugens and Parke, 2000ain et al, plant toward this phytopathogenic fungus (Compeint
2000; Ait Barkaet al, 2000; 2002;Parke and Gurian- al., in preparation).
Sherman, 2001; Singét al, 2006).Many Burkholderia
species have thus antifungal properties but are also a
to inhibit growth of other bacteria and of protozoa (Cain
et al, 2000). Their ability to suppress plant diseases waSome members of the genBurkholderia can also
observed in many different crops, such as corn, swegfirectly stimulate plant growth.As an example,
corn, cotton, pea, tomato, and pepgdoreover, crop  Burkholderiaspp. inoculation of crops such as maize and
rotation and soil management practices affect populatiosorghum has thus resulted in increases in both root and
diversity and numbers of the antagonistic strains oghootdry weights (Chiarinet al., 1998; Bevivinoet al.,
Burkholderia(van Elsat al, 2002; Sallegt al, 2006).  2000). It is likely that rhizosphere adapted bacteria
Similar to other plant growth-promoting bacteria, simultaneously use several mechanisms to increase the
beneficial effects of Burkholderia involve diverse growth of their host-plant (Govindarajahal, 2006). As
mechanisms of action, including rhizosphere competencgemonstrated foB. vietnamiensigTran Van et al.,
determining their population density on root surface2000), production of phytohormones and/or fixatidn
secretion of allelochemicals, including antibiotics andatmospheric nitrogen, are common causes of plant
siderophores, competition for nutrients, induced systemigrowth promotion induced by this genus. Estrada de los
resistance (Baldarét al, 2000; Van looret al, 1998; Santoset al. (2001) isolated also new diazotrophic
Welbaum et al, 2004; Companet al, 2005b), and Burkholderia species from coffeeand maize plants
potentially others.The outlined beneficial properties of which were phylogenetically unrelated toB.
Burkholderiaspp. indicate that they can be potentiallyvietnamiensiswhich further proofs the wide range
utilized in agricultural production as a substitute, or acapacity of Burkholderiales to fix atmospheric nitrogen.
complementary agent to chemicals in management (Research on mechanisms involved in plant growth
plant diseases. However, there is more and morgromotion byBurkholderiasp. have also demonstrated
precaution taken using certains species of the genulRat some members of this genus sucB.gshytofirmans
Burkholderiain particular forB. mallei B. pseudomallei, strain PsJN can express a quinolinate phosphoribosyl
B. gladioli, and species of tH&. cepaciacomplex which  transferase (Wangt al, 2006) or a high level of 1-
can have biocontrol properties, but as the same time cafiminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (Sessitsch
be opportunictic human pathogens although nothing igt al., 2005). This later enzyme is well known for
known actually whether if the bad and good strains ar@ydrolyze the precursor of the inhibitory hormone
actually the same (Coenye and Vandamme, 2003gthylene, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate By
Searching othersBurkholderia sp. with biocontrol lowering the production of this hormore planta the
properties has been thus an alternative and the potentigdcterium can thus decrease the inhibitory effect of
of some new species are actually under investigation aghylene on root elongation and stimulation of
for strain PsJN dB. phytofirmansvhich directly inhibits  senescence which occurs upon plan exposure to stress
Botrytis cinereagrowth (Ait Barkaet al.,2000; 2002) or  (Sessitsclet al., 2005).
can induce defense plant responses (Compardl., Recently, Ait Barka et al. (2007) also reported
2005b) which lead indirectly to protection of the hostinterestingly thain vitro inoculation ofVitis vinifera L.

cv. Chardonnay explantgth Burkholderia phytofirmans

blIJ?se of Burkholderia spp. for direct stimulation
of plant growth enhancement
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strain  PsJN, increased grapevine growth andhailandensis B. vietnamiensis B. xenovorans
physiological activityat a low temperature, improving (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) will undoubtely
thus plant ability to withstand coktress. Becaushe  contribute to a better understanding of the adaptation
nucleation temperature of plants increases wittphenomena of these common proteobacteria and
increasingpopulation sizes of I¢ebacteria, Ait Barkaet  development of new management practices to control
al. (2007) suggest thus that preemptive competitiveheir pathogenicity and/or to harness their benefits.
exclusionof Ice” bacteria with naturally occurring non- 0 fth lat iteria_determining th f
ice nucleation-activbacteria suclB. phtofirmansstrain ne ol the regulatory criteria detérmining the use o

PsJNcould be an effective and practical means of fros _urkhq_lder_|a Species for_ plant protection,
control, demonstrating thus the wide range properties iofertilization, or phytostimulation could come however

. rom their phylogenetic distance as between the known
Burkholderiaspp. human and animal pathogens. The potential for
horizontal gene transfer between non pathogenic and
pathogenic strains, such as opportunistic acquisition of
deleterious DNA sequences by some strainsBof
As a follow on research on plant-Burkholderia sp.cepaciafrom Human pathogens, may nevertheless still
association, some studies have reported that certaigxist. Recently, insertion sequences withiB.
Burkholderiaspp. can thrive as epi- and endophytes irpseudomallehave even been identified B. cepacia,
plants other than the original hosts. Bephytofirmans including an isolate belonging to an epidemic strain
strain PsJN, originally isolated from surface desinfectedJoneset al.,2001). This further proof that the genome
roots of onion, can thus readily establish rhizospherisequencing of members of Burkholderiales or its
and endophytic populations in grapevine (asanalyses is required before that soBwkholderiasp.
demonstrated bygfp derivative, Figure 2a and 2b), will be used in agriculture, although actually more and
potato, tomato, cucumber, watermelon and chickpesnore species ofBurkholderia are known as non
(Frommelet al, 1991; Nowak and Shulaev, 2003; Ait pathogenic for both human and plant.

Barkaet al, 2000; Companét al, 2005b; Sessitscat
al., 2005; Compangt al, submitted). This demonstrates Conclusions and future prospects

that Burkholderiastrains may be potentially utilized as . )
thizospheric and endophytic inoculants, for stimulationBurkholderiaspp. are one of the most abundant bacteria

of plant growth and management of plant healthin the environment. Their plasticity of their genomes,
Nowadays, the use of endophytic bacteria for planfapable of adapting to changing conditions can allow
disease management has great potentials as the bactdfigm to colonize diverse environmental niches. Several
can act as direct bio-protectants of specific micro-SPecies of this genus are classified as human, animal or
environmental niches as well as prime plant metabolisrRlant pathogens but others exhibit beneficial effects on
to respond faster to encountered stresses (reviewed §ieir plant hosts, and can potentially be utilized as
Nowak and Shulaev, 2003). Furthermore, endophytes arowerful pesticides in control of soil-borne diseases.
more effective than free-living bacteria colonizing rootS0me Burkholderia can also be harnessed as
and leaf surfaces as they form closer associations withofertilizers —either fixing nitrogen —or releasing
the plant hosts (Conet al, 1997; Chanwagt al, 2000) pho_sphoru_s from roc_k_ phos_phates to the k_)engflt of crops
and such bacteria can translocate to the IO|arﬁult|vated in low fertility soils, thus reducing inputs of
reproductive organs and thus can be used as delivefStly fertilizers. The potential economic and ecological

agents in the development of sustainable crop rotatior2€nefits can be considerable. A widespread use would
(Sturzet al, 2000). however increase human exposure to these potentially

hazardous bacteria. Sequencing of tBerkholderia
species will undoubtedly generate new knowledge about
their genetic makeup and ranges of molecular and
functional adaptation within each species. We also
Searching for newBurkholderia species and strains of would like to know how the host and/or co-colonizing
special interest needs however to address the issudicroflora can modulate such adaptation? These and
whether the same genotypes can be pathogenic or nether gaps of knowledge still need to be filled before
pathogenic depending upon the environment (CoenyBurkholderiacan be utilized to their full potential in the
and Vandamme, 2003). The origin of the differences irdevelopment of new crop management practices and/or
the level of human, animal and plant pathogenicity oiin industrial processes. The conflict of interest between
non pathogen withirBurkholderia species seems very human health and agriculture needs to be resolved.

likely determined by both the bacterial genome and its
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Polyphenolic Compound Accumulation as a Response of
Grapevine (Vitis vinifera L.) to colonization by
Burkholderia phytofirmansStrain PsJN
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Plants are natural habitats for a variety of microoigras, some of which are
deleterious causing diseases whereas others are bmnefitheir host. Among the
latters, plant growtlpromoting bacteria (PGPB) are a proeminent grouj
beneficial microorganisms commonly associated with deveplant species in
various environments [4, 14]. These microorganisms damulstte plant growth
either directly, by producing phyto- hormones and/celathemical suppressing
phytopathogens, or, indirectly, by inducing systemic rast# in the plant host to
biotic and abiotic stresses [4, 14].

Grapevine is susceptible to infection by viruses, bactmd fungi. To cope with
this challenge, viticulturists use agrochemicals aslatively reliable method of
plant protection.However, these products can induce pathogen resistance to th
active ingredients as well as they can have non-tageironmental impacts.
PGPBs are considered as alternative, or complementarycbntrol agents that
may significantly reduce the use of chemicals in agrioeilf4].

PGPB-induced-plant host defenses against phytopathogerigeiravéarge arsenal
of responses, which include strengthening of the plantwall and synthesis of
plant defense compounds such as PR proteins, peroxidasedalaméng ammonia
lyase (PAL), polyphenol oxidases, chalcone synthadéoawarious phenolics [4,
14].

Burkholderia phytofirmansstrain PsJN, is an effective plant growth-promoting
bacterium which can enhance plant growth and resistareevironmental stresses
without harming their host [13]. This bacterium is albte establish epi- and
endophytic subpopulations and thrive as endophyte in potatatd, cucumber,
watermelon, chickpea and grapevine [1, 3, 5, 11, 13]. Ourpoewiously published
results demonstrated that this bacterium induces host defesgonses following
epi- and endophytic colonization [3]. The present work iples/further evidence of
the interaction between the grapevine and the colankaaterium.

Material and Methods

Bacterial growth and inoculum preparation: The wild type ofB. phytofirmans
strain PsJN was grown in King’s B medium as described layRahd Nowak [12].
The bacterial inoculum was transferred to 100 mL of King'diquid medium
containing the appropriate antibiotic in a 250 ml erleyenélask and incubated at

-89-



Annexes

173

Macromolecules and Secondary Metabolites from Grapevine and Wine

20°C on a shaker (150 rpm) for 48 h. Bacteria were colldayedentrifugation
(4,500 x g, 15 min) and washed twice with phosphate-bufferkuesgpH 6.5)
(PBS). The concentration of the indwon was then adjusted to approximately
10 CFU/mL with PBS, based on absorbance at 600 nm, ccetdirby plate
counting as described by Pillay and Nowak [12].

Plant material, growth conditions and inoculation: Disease-free plantlets bftis
vinifera L. cv. Chardonnay were propagated by nodal explants in 25 mmtdiame
test tubes containing 15 mL of Martin medium [10]. Cultureseangrown in a
growth chamber under white fluorescent light (200 pmadlst) with a 16 h
photoperiod at 26°C (constant temperature).

Plant inoculation was done by spreading 250 pL aliquotsedbaleterial suspension
in PBS on the surface of Martin medium [10]. Five-weekrolated plantlets with
five developed leaves were then delicately transferredtlie new test tubes which
were previously inoculated with bacteria. Attention vgasd that only the root
were in contact with the bacterial inoculum. Non-ulated checks were treated in
the same way using PBS (control). The plantlets wee iicubated in the culture
chamber as described above.

Microscopic observation of phenolic compound accumuladh in grapevine
roots inoculated with B. phytofirmansstrain PsJN: Fresh rootsemoved from six
plantlets inoculated with either strain PsJN or a corfPBS) were collected 96 h
after inoculation. Samples were then prepared for méomyanalysis as describe
in Compant et al. [3], with some modificatioffhie roots were fixed for 24 h at
room temperaturim 2% (w/v) glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer {og#)
with 2% (w/v) sucrose and 0.1% (v/v) Tween 2fter three rinses (5 min each)
with the phosphate buffer containi@go (w/v) sucrose, samples were fixed for 4 h
in 1% (w/v) osmium tetroxide in phosphate buffer with 2% (w/v) sucrd$e
samples were then dehydrated in an alcohol seriesfam@tsto acetone, and
finally embedded in araldite. Semi-thin sections (1 projnfdifferent treatments
were performed with a microtom{dung RM2055; Leica, Nussloch, Germar
collected onglass slides, stained with 0.1% toluidine blue, and examivittda
microscope (BH2; Olympus).

In parallel, hand-cut transverse sections of roots oé#tlgtsnoculated with either
PBS (control) or PsIN bacteria were collected to tétest defense reactions
visualizing autofluorescence using epifluorescence rsoomy.

Results

Cell-wall strenghtening in exodermis and cortexA strenghtening of the cell wall
was detected in root internal tissu€fg(res la- 96 hours post inoculation with
PsJN. Compared to the non-inoculated contFdgure 1a) an intense cell-wall
thickening was seen in the exodermis and some coréttal€igure 1b).

Figure 1: Microphotographs of
external layers of a root .y
= inoculated with PBSg) or with —

= sk ~*y<._ PsJN bacteriabj) (arrow head) *“ﬂ» ?s.——) )
m X showing a strenghtening of the 5 h

cell wall in exodermis and (/L —-;
> < - cortical cells (arrows) 96 hours
X post inoculation. Scale bar: 20 b ® u (
m. Ep: Epidermis, Ex: Al
1 { ) o U p p AN

exodermis, Cc: cortical cell.
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Phenolic compounds accumulation in crtical cell layers: In the roots of contrc
plantlets, rhizodermis and endodermis layers, as well esnxyessels, exhibited a
yellow fluorescence under blue light within 96 hours postutetion, indicating the
accumulation of phenolic compounds in the cell waibgre 2a). A yellow auto-
fluorescence was also observed in the roots of plantieisulated with PsJN,
although, in comparison to control, several additioratical cell layers exhibited
fluorescenceKigure 2b).

Figure 2: Epifluorescenc
microphotographs of root
internal tissues 0¥.
viniferaL. cv. Chardonnay
plantlets 96 hours after
inoculation with control
(PBS) @) orB.
phytofirmansstrain PsJN
(b), showing accumulation
of fluorescent phenolic
compounds in the cortical
cell layers (arrow).

Scale bars: 100

Xylem defense responsesGrapevine defense reponses have also been visu
in xylem within 96 hours post inoculation with the PsJNggre 3a). A
strenghtening of the xylem cell wallFigure 3b), probably of the xyla
parenchymal cell walls, was observed. Such responses me¢robserved in the
control experiments (data not shov

Figure 3: Microphotographs of grapevine root xyle
colonization byB. phytofirmansstrain PsJN showing
PsJN bacteria in xylem vessets b) (arrow heads) and
xylem defense as strengthening of the xylem cell wall
(b) (arrows). Scale bars: 10 pm. x: xylem.
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Discussion

We have previously reported that grapevine defense resparsesduced after
inoculation with the plant growth-promoting bacteri@uarkholderia phytofirmans
strain PsJN [3]. This study provides further evidence efitiduction of grapevine
defenses following endophytic colonization by this plémnreficial bacterium that
includes accumulation of phenolics in several corticdl tayers, cell-wall
strenghtening in exodermis, cortex and xylem vessels. Gituelies on plant
endophytic baeria have linked these types of responses to the planbse
reactions usually observed upon infection of host plantsatiyogens [4, 6, 8, 9].
Moreover, B. phytofirmansstrain PsIJN secretes celidl degrading enzyme
enabling the bacterium to enterotdnternal tissues [3], the phenomenon ust
linked to localized host infection by pathogens [7]. Theéadeeported here
demonstrate localized defense reactions in root tiagoes PsJN inoculation. Our
most recent results indicate that similar responsas @atdhe plant when colonized
by a PsJN that induces a systemic resistance assbeidte a decrease in the
infection rate caused by a necrotrophic phytopathoBetrytis cinerea(Compant
et al., unpublished results)
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Résumé

Lors de ces travaux, linteraction enfaevigne, Vitis vinifera L., et une PGPR
endophytique,Burkholderia phytofirmanssouche PsJN, a été étudiée. Ceci a permis de
caractériser des phénomenes de colonisation bactérideseréponses de défense de la
plante, ainsi qu’'une résistance systémique induite (ISRhgitant une protection contre
'agent pathogénBotrytis cinereaPers.

L'association entre la vigne et la souche PsJN adabbrd été étudiée en conditions
gnotobiotiques en utilisant des plantulesitro, la souche bactérienne de type sauvage ou des
dérivés génétiques (PsJifp2x et PsJINgusAll). Ceci a permis de déterminer une
colonisation épi- et endophytigue des racines de vigne paodahe PsJN ainsi gu’une
migration de la bactérie de l'intérieur des racines jumgu’feuilles, par le biais du flux
d’évapo-transpiration de la plant& les vaisseaux du xyleme.

La colonisation de la vigne par la souche PsJN a engtététudiée en conditions non
stériles en utilisant des boutures fructiferes dansuledb décrire une possible colonisation
des inflorescences. Les résultats obtenus ont permismaiérer une colonisation épi- et
endophytique du systéme racinaire par la bactérie et engoé migration des racines jusque
la rafle et les jeunes baies, en présence d’autres migasiemes.

La mise en place de composés de défense ainsi qu’'unad&ike par la souche PsJN
a été ensuite déterminée sur des boutures fructiferes. aCeété caractérisé avant sa
progression systémique et avec des conditions plukstddes événements précoces tels que
'accumulation de peroxyde d’hydrogene et d'oxyde nitriqgue, ains la synthése de
composés phénoliques ont été caractérisés au niveauinacida plus, il est apparu, d’apres
des résultats préliminaires, que la souche PsJN induit, v@auwnilocal ainsi qu’au niveau
systémique, des génes codants des protéines PR dont lesatgmadépend de la voie de
'acide salicylique et / ou de l'acide jasmonique. Ceci anieide suggérer que la souche
bactérienne induit des mécanismes communs des phénomenassistance systémique
acquise (SAR) et d'ISR. Ces phénomenes permettenta gaite, une protection de la vigne

au niveau floral vis a vis de l'infection causée PacinereaPers.

Mots Clés : Vitis vinifera L., Burkholderia phytofirmanssouche PsJN, PGPR,
endophyte, colonisation, défense, ISR, SBRirytis cinereaPers.



