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Résumé : 
 

DĠŵaƌĐhe d’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue eŶ saŶtĠ des plaŶtes : Ġtude du ƌôle des Đouvƌe-sols 

vĠgĠtauǆ des veƌgeƌs daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe des ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs ĐausĠes paƌ 
Pseudomonas syringae 
 

IdeŶtifieƌ les ƌĠseƌǀoiƌs et souƌĐes d’iŶoĐuluŵ des ageŶts phǇtopathogènes est un enjeu 

majeur en pathologie végétale. Les systèmes agricoles pérennes, tels que les vergers, sont 

soumis aux attaques de nombreux ravageurs et agents microbiens pathogènes. P. syringae, 

ageŶt phǇtopathogğŶe ƌespoŶsaďle de l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies des arbres fruitiers, dont la 

récente épidémie du chancre bactérien du kiwi causée P. syringae pv. actinidiae (Psa), 

représente un enjeu économique important au niveau mondial. En France, les moyens de lutte 

sont constitués de traitements cupriques et de gestes préventifs visant à réduire la 

propagation de la bactérie au sein et entre les vergers. Avec la prise de conscience de la 

ŶĠĐessitĠ de la ĐoŶseƌǀatioŶ de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt par les consommateurs et producteurs, les 

ŵĠthodes de Đultuƌes aĐtuelles oŶt teŶdaŶĐes à s’oƌieŶteƌ ǀeƌs celles de l’agƌoĠĐologie et 
l’usage de l’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue au seƌǀiĐe de la saŶtĠ des plantes. En verger, la gestion des 

communautés de plantes des couvre-sols donne de bons résultats dans la lutte conte certaines 

espèces de ravageurs, tels que les arthropodes herbivores, mais les effets sur les 

communautés de microorganismes pathogènes restent inexplorés. Les plantes couvre-sol et 

adventices des vergeƌs hĠďeƌgeŶt d’aďoŶdaŶtes ĐoŵŵuŶautĠs de P. syringae, cependant le 

ƌôle de Đes Đouǀeƌts ǀĠgĠtauǆ daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe des ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs ƌeste 
incompris. Par conséquent, les travaux de recherche presentés ici focalisent sur l’Ġtude 
simultanée des communautés de P. syringae associées aux plantes couvre-sol et aux arbres 

fruitiers de trois ǀeƌgeƌs d’abricotiers et de quatre vergers de kiwis du département de la 

Drôme, sud-est de la France, choisis pour leur état sanitaire (sain, malade ou émergence de la 

maladie), ainsi que des pratiques de gestion du couvre-sol différentes (sol nu, enherbement 

des inter-rangs, enherbement des inter rangs et rangs des arbres). EŶ l’aďseŶĐe d’outils 

permettant une identification rapide et une affiliatioŶ à l’uŶ des ϭϯ phǇlogƌoupes 
aĐtuelleŵeŶt dĠĐƌis pouƌ l’espğĐe P. syringae, l’Ġtude du gĠŶoŵe Đoŵplet d’uŶe ĐiŶƋuaŶtaiŶe 
de souches de P. syringae a permis la mise au point de marqueurs moléculaires capables 

d’identifier 9 des 13 phylogroupes. L’Ġtude des communautés de P. syringae hébergées par 

les couvre-sols végétaux montre un effet de la composition des communautés des plantes 

couvre-sol sur l’aďoŶdaŶĐe et la stƌuĐtuƌe des communautés de P. syringae. La présence de 

Prunella vulgaris, une plante de la famille des Lamiaceae, est corrélée avec une diminution de 

l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae. La reproductibilité de ce résultat est actuellement en cours 

d’iŶǀestigatioŶ daŶs uŶe paƌĐelle eǆpĠƌiŵeŶtale. Cependant, les résultats préliminaires 

montrent une abseŶĐe d’effet de P. vulgaris suƌ l’aďoŶdaŶĐe de P. syringae. L’Ġtude 
simultanée des communautés de P. syringae des couvre-sols végétaux et des arbres fruitiers 

montre que des échanges se font entre les deux compartiments en raison de la présence de 

souches génétiquement proches. Chez le kiwi, lorsque Psa est présent il coexiste toujours avec 

d’autƌes P. syringae, soulevant la question des interactions entre ces souches et leur rôle dans 

l’ĠŵeƌgeŶĐe de la ŵaladie. EŶfiŶ, les ƌĠsultats ŵetteŶt eŶ aǀaŶt uŶ poteŶtiel aŶtagoŶisŵe 
entre les phylogroupes 1 et 2. 
 

Mots clés : Pseudomonas syringae, bactérie phytopathogène, vergers, Prunus armeniaca, 

Actinidia deliciosa, couvre-sols végétaux, structures des communautés, phylogénie, 

agroécologie, ingénierie écologique 
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Abstract: 
 

Process of ecological engineering in plant health: study of the role of orchard ground cover 

plants in the emergence of fruit tree diseases caused by Pseudomonas syringae 
 

Identification of reservoirs and inoculum sources of plant pathogenic microorganisms is a 

major issue in plant pathology. Perennial agricultural systems, such as orchards, are exposed 

to many pests and pathogenic microorganisms. P. syringae, a phytopathogenic bacterium 

responsible for the emergence of diseases of fruit trees, including the recent outbreak of 

bacterial canker of kiwifruit caused P. syringae pv. actinidiae (Psa), represent an important 

economic issue worldwide. In France, means of control of bacterial canker consist of copper 

treatments and preventive measures in order to reduce the spread of bacteria within and 

between orchards. With the awareness for environmental conservation by consumers and 

producers, current cultivation methods tend to be progressively replaced by more 

agroecological ones and the use of ecological engineering to improve plant health. Ecological 

engineering of orchard ground cover plant communities provides good results for the control 

of orchard pests, such as herbivorous arthropods, but the effects on pathogenic microbial 

communities remains unexplored. The ground cover plants and orchard weeds host abundant 

P. syringae communities, however the role of ground covers in the emergence of fruit tree 

diseases remains ignored. Therefore, the research presented here is focused on the 

simultaneous study of P. syringae communities associated with ground covers and fruit trees 

from three apricot and four kiwifruit orchards of Drôme county, southeastern France, chosen 

for their health status (healthy, diseased, or disease emergence), as well as different ground 

cover management practices (bare soil, ground cover in inter-rows, ground cover in inter-rows 

and tree rows). In the absence of tools for rapid identification and affiliation to one of 13 

currently described phylogroups for the P. syringae species, the screening of whole genomes 

of more than fifty P. syringae strains has allowed the development of specific molecular 

markers able to identify 9 of the 13 phylogroups. Results show that ground cover P. syringae 

community abundances and structures are correlated to plant community composition. The 

presence of Prunella vulgaris, a plant of the Lamiaceae family, is correlated to a decrease in 

the P. syringae abundances. Reproducibility of this result is currently under investigation in an 

experimental field. However, preliminary results from the experimental field show that the 

presence of P. vulgaris in 1-year-old ground covers is not correlated to a decrease in P. 

syringae abundances. Simultaneous study of ground cover and fruit tree P. syringae 

communities highlight bacterial exchanges between these two compartments because of the 

presence of genetically correlated strains in both of them. When present, Psa coexist with 

other P. syringae, raising the question of the interaction between these strains and their role 

in the emergence of the disease. Finally, the results highlight a potential antagonism between 

phylogroups 1 and 2. 
 

Key words: Pseudomonas syringae, phytopathogenic bacteria, orchards, Prunus armeniaca, 

Actinidia deliciosa, ground covers, community structures, phylogeny, agroecology, ecological 

engineering 
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Avant-propos 

 

Pseudomonas syringae, bactérie étudiée depuis le début du XXème siècle, est essentiellement 

ĐoŶŶue pouƌ soŶ ƌôle phǇtopathogğŶe. EŶ ƌĠalitĠ il s’agit d’uŶe ďaĐtĠƌie uďiƋuiste, pƌĠseŶte 

en milieu naturel et agricole, dont les thématiques de recherche ont fortement évolué au 

cours des cent dernières années. Isolée à partiƌ d’uŶ lilas ŵalade ;Syringa vulgaris L.) par M.W. 

BeijeƌiŶĐk eŶ ϭϴϵϵ, puis ĐaƌaĐtĠƌisĠe et ŶoŵŵĠe paƌ C.J.J. ǀaŶ Hall eŶ ϭϵϬϮ, elle a d’aďoƌd ĠtĠ 

considérée comme une bactérie phytopathogène stricte. Son mode de vie épiphyte en 

association avec des plantes « hôtes » ;pƌĠseŶtaŶt des sǇŵptôŵes dus à l’iŶfeĐtioŶͿ et « non 

hôtes » Ŷ’a ĠtĠ dĠĐƌit Ƌu’à paƌtiƌ des aŶŶĠes ϭϵϱϬ-60 avec les travaux de H. English et J.E. 

Crosse. Dans les années 1970-ϴϬ, soŶ pouǀoiƌ glaçogğŶe, Đ’est-à-dire sa capacité à rompre 

l’Ġtat de suƌfusioŶ de l’eau, a ĠtĠ dĠĐƌit paƌ L.R. Maki. Entre 1980 et 2000, S. Hirano et C.D. 

Upper ont étudié la dynamique des populations de P. syringae en milieu agricole et le rôle de 

son pouvoir pathogène dans sa suƌǀie eŶ taŶt Ƌu’ĠpiphǇte. Enfin en 2008, l’assoĐiatioŶ de 

l’histoiƌe de ǀie de P. syringae au ĐǇĐle de l’eau a ĠtĠ démontrée par C.E. Morris. 

Depuis les années 2000, P. syringae est ƌespoŶsaďle de l’ĠŵeƌgeŶĐe de Ŷouǀelles ŵaladies suƌ 

plus d’uŶe ǀiŶgtaiŶe d’espğĐes de plaŶtes ligŶeuses, et eŶgendre actuellement des pertes 

économiques estimées de plusieurs dizaines à centaines de millions de dollars par an au 

Ŷiǀeau ŵoŶdial. AĐtuelleŵeŶt les seuls ŵoǇeŶs de lutte soŶt ĐoŵposĠs d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe 

de gestes pƌĠǀeŶtifs loƌs de l’eŶtƌetieŶ des ǀeƌgeƌs, aiŶsi Ƌue l’utilisatioŶ de tƌaiteŵeŶts 

chimiques, comme par exemple les traitements cupriques dont les pulvérisations massives 

eŶtƌaiŶeŶt l’aĐĐuŵulatioŶ de Đuiǀƌe à de foƌtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. La pƌise 

de conscience concernant l’iŵpoƌtaŶĐe de la ĐoŶseƌǀatioŶ de Ŷotƌe eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, de sa 

ďiodiǀeƌsitĠ et de l’iŵpaĐt des aĐtiǀitĠs huŵaiŶes suƌ Đelui-ci, a pƌis de l’aŵpleuƌ daŶs les 
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années 1990 (Sommet de Rio, 1992). Celle-Đi a ĐoŶduit pƌogƌessiǀeŵeŶt à l’adoptioŶ de 

méthodes agricoles plus ƌespeĐtueuses de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, telles Ƌue la lutte ďiologiƋue, le 

bio-contrôle et la protection intégrée des cultures. 

DaŶs les ǀeƌgeƌs, l’uŶ des outils de pƌoteĐtioŶ iŶtĠgƌĠe des Đultuƌes le plus utilisĠ est 

l’iŵplaŶtatioŶ de Đouǀƌe-sols végétaux. Effectivement, outre leurs bénéfices concernant les 

propriétés physico-chimiques du sol et leur contrôle de divers paramètres physiologiques des 

arbres (croissance, teneurs en matières minérales, stade phénologiques, etc.), ils permettent 

aussi le coŶtƌôle d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d’espğĐes de ƌaǀageuƌs des aƌďƌes fƌuitieƌs. CepeŶdaŶt, 

le rôle de ces couvre-sols daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies et leuƌ utilisatioŶ eŶ taŶt Ƌu’outil de 

protection intégrée contre les microorganismes pathogènes des arbres fruitiers, tels que P. 

syringae, reste à évaluer. 

Dans cette introduction, le lecteur trouvera dans une première partie les méthodes de gestion 

des couvre-sols les plus couramment utilisées dans les vergers, ainsi que les effets bénéfiques 

liĠs à l’utilisatioŶ d’un couvre-sol végétal sur les propriétés physico-chimiques du sol, la 

biodiversité, ainsi que la santé des arbres, mais également leur rôle de réservoirs et sources 

hǇpothĠtiƋues d’iŶoĐuluŵ de P. syringae pathogènes des arbres fruitiers. La seconde partie 

sera une synthèse des connaissances actuelles concernant P. syringae, agent responsable du 

chancre bactérien des arbres fruitiers.   
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Figure 1. GestioŶ de l’eŶheƌďeŵeŶt de l’iŶteƌ-rang et du rang dans les vergers français. D’apƌğs les 
doŶŶĠes issues d’Agƌeste-Enquête Vergers 2007.  

Figure 2. Coûts de ŵaiŶteŶaŶĐe, eǆpƌiŵĠs eŶ € / ha, des diffĠƌeŶtes ŵĠthodes de gestioŶ de 
l’eŶheƌďeŵeŶt des ƌangs et inter-rangs dans les vergers français. DoŶŶĠes issues de l’eŶƋuġte 
Veƌgeƌs ϮϬϬϵ de la Chaŵďƌe d’AgƌiĐultuƌe FƌaŶĐe. 
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I. Gestion du sol et de sa couverture végétale dans les vergers 

 

La gestion du sol des vergers est un thème très étudié et sujet à de nombreuses préconisations 

parfois contradictoires. Durant la première moitié du XXème siècle la gestion classique était soit 

le ŵaiŶtieŶ d’uŶ sol Ŷu paƌ uŶ tƌaǀail ŵĠĐaŶiƋue, l’usage des heƌďiĐides Ŷe s’est dĠŵoĐƌatisĠ 

Ƌu’à paƌtiƌ de la fiŶ des aŶŶĠes 1940, soit la ŵise eŶ plaĐe d’uŶ Đouǀeƌt ǀĠgĠtal duƌaŶt uŶe 

paƌtie de l’aŶŶĠe puis ƌetouƌ à uŶ sol Ŷu le ƌestaŶt de l’aŶŶĠe. Cette pratique était surtout 

utilisĠe duƌaŶt les ĐiŶƋ pƌeŵiğƌes aŶŶĠes Ƌui suiǀaieŶt la plaŶtatioŶ des ǀeƌgeƌs afiŶ d’Ġǀiteƌ 

la coŵpĠtitioŶ eŶtƌe le Đouǀeƌt ǀĠgĠtal et les aƌďƌes pouƌ l’eau et les ŶutƌiŵeŶts duƌaŶt le 

pƌiŶteŵps. Paƌfois Đette alteƌŶaŶĐe de sol Ŷu et de Đouǀeƌt ǀĠgĠtal est ŵaiŶteŶue jusƋu’à la 

fiŶ de ǀie des ǀeƌgeƌs ;HaǇŶes, ϭϵϴϬͿ. A paƌtiƌ des aŶŶĠes ϭϵϱϬ, l’usage d’un couvert végétal 

suƌ l’iŶteƌ-rang et le désherbage ciblé du rang a été préconisé et adopté dans la majorité des 

zones de production fruitière (Hogue and Neilsen, 1987; Hornig and Bunemann, 1992; Comai 

et al., 1993)(Figure 1). En effet, cette méthode permet de cumuler les effets bénéfiques des 

couvre-sols végétaux (e.g. section I.2.2.), et éviter la ĐoŵpĠtitioŶ, pouƌ l’eau et les ŶutƌiŵeŶts, 

aǀeĐ les aƌďƌes au Ŷiǀeau du ƌaŶg. De plus, il s’agit gĠŶĠƌaleŵeŶt d’uŶe ŵĠthode peu Đouteuse 

et facile à mettre en œuǀƌe paƌ les aƌďoƌiĐulteuƌs ;MaŶtiŶgeƌ aŶd Gasseƌ, 1993)(Figure 2). 

CepeŶdaŶt, l’utilisatioŶ ƌĠpĠtĠe d’heƌďiĐides eŶgeŶdƌe des dĠgâts eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ et est à 

l’oƌigiŶe d’ĠŵeƌgeŶĐe de plaŶtes heƌďaĐĠes ƌĠsistaŶtes ;Buseƌ, ϭϵϵϬ; WaƌǁiĐk, ϭϵϵϭͿ. 

Les objectifs principaux de la gestion des sols des vergers sont la facilitation du travail 

ƋuotidieŶ des aƌďoƌiĐulteuƌs, l’augŵeŶtatioŶ des ƌeŶdeŵeŶts, aiŶsi Ƌue la pƌoduĐtioŶ de fƌuits 

répondant aux critères gustatifs et visuels des consommateurs. Les méthodes sont variables 

en fonction de la localisation géographique, des conditions climatiques locales, ainsi que des 

espèces fruitières cultivées (Haynes, 1980). Les références scientifiques concernant les 
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aspeĐts teĐhiƋue de l’aƌďoƌiĐultuƌe, plus pƌĠĐiseŵeŶt ĐoŶĐeƌŶaŶt la gestioŶ de l’eŶheƌďeŵeŶt 

des vergers, sont peu nombreuses et datent généralement des années 1950 à 1980. 

Globalement 4 méthodes de gestion sont régulièrement employées : celles qui visent à 

ĠliŵiŶeƌ l’eŶheƌďeŵeŶt paƌ ;iͿ tƌaǀail ŵĠĐaŶiƋue du sol, ;iiͿ appliĐatioŶ d’heƌďiĐides, ou 

encore (iii) utilisation de paillages naturels ou synthétiques, et celle qui vise à (iv) utiliser des 

couvre-sols végétaux pour contrôler la germination et la pousse de plantes adventices 

nuisibles, améliorer les propriétés physico-chimiques du sol et la santé des arbres. Chaque 

méthode va avoir des conséquences différentes sur la croissance des arbres, les conditions 

physico-chimiques du sol, ainsi que la faune et la flore associée au sol. Dans cette partie, les 

effets de ĐhaƋue ŵĠthode de gestioŶ seƌoŶt dĠĐƌits eŶ teƌŵiŶaŶt paƌ l’utilisatioŶ des Đouǀƌe-

sols végétaux.  

 

I.ϭ. TeĐhŶiƋues de gestioŶ et d’ĠliŵiŶatioŶ de la vĠgétation du sol dans les vergers 

 

I.1.1. Travail mécanique du sol 

 

Le travail mécanique est la technique la plus ancienne qui permet de contrôler de façon 

efficace le couvert végétal du sol des ǀeƌgeƌs. D’aďoƌd ƌĠalisĠe à l’aide d’outils tƌaĐtĠs paƌ des 

animaux puis progressivement remplacée par des machines agricoles à partir des années 1920 

(Guerra and Steenwerth, 2012), cette technique permet de limiter la compétition pour les 

ressources entre les arbres et les plantes couvre-sol (Neilsen and Hogue, 1992). Les arbres 

cultivés de cette façon sont généralement plus vigoureux, ont une meilleure croissance, un 

meilleur rendement et donnent des fruits de plus gros calibre que ceux cultivés en présence 
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d’uŶ Đouǀeƌt ǀĠgĠtal ;Bollaƌd, ϭϵϱϳͿ. Cette diffĠƌeŶĐe s’eǆplique notamment par une 

ƌĠduĐtioŶ de la ĐoŵpĠtitioŶ pouƌ l’azote ;Bould et al., 1972; Goode and Hyrycz, 1976). 

Globalement la teneur en azote des arbres, des feuilles et des fruits est supérieure dans les 

vergers à sol nu comparée à celle de vergers enherbés (Bould et al., 1972; Perring, 1975; 

Rodriguez-Lovelle et al., 2000). 

Le travail mécanique du sol a également un impact sur la répartition de la matière organique. 

Habituellement la teneur totale en carbone et azote est supérieure dans les couches 

superficielles du sol et décroit dans les couches inférieures (Greenland, 1971). Lors du travail 

mécanique du sol cette tendance est inversée, de façon plus ou moins importante en fonction 

de la profondeur travaillée, avec une teneur totale en carbone et azote plus importante dans 

les couches inférieures (Bennett et al., 1975; Blevins et al., 1977). Il a également été démontré 

que le travail mécanique du sol favorise l’aĐtiǀitĠ ďiologiƋue. EffeĐtiǀeŵeŶt, il diŵiŶue la 

compaction du sol et assure une redistribution de la matière organique sur toute la 

profondeur travaillée (Bulfin and Gleeson, 1967; Baeumer and Bakermans, 1974). Les parties 

profondes du sol qui se retrouǀeŶt eŶ suƌfaĐe ǀoŶt aǀoiƌ teŶdaŶĐe à s’assĠĐheƌ ƌapideŵeŶt. 

CepeŶdaŶt, l’huŵidifiĐatioŶ de celles-ci va entrainer une importante activité biologique qui 

peut peƌduƌeƌ duƌaŶt plusieuƌs jouƌs et Ƌui ǀa ġtƌe à l’oƌigiŶe d’uŶ ƌelaƌgage ŵassif de ŵatiğƌe 

organique (Birch, 1958; Van Schreven et al., 1970). Effectivement, le remaniement de la 

structure du sol favorise la mise en contact entre les microorganismes et la matière organique, 

et l’huŵidifiĐatioŶ paƌ la pluie ou l’iƌƌigatioŶ déclenche l’aĐtiǀitĠ ŵiĐƌobienne responsable de 

la libération des composés organiques (Rovira and Greacen, 1957). Les teneurs en phosphore 

et potassium sont généralement plus élevées dans les couches profondes des vergers dont les 

sols sont travaillés comparées à celles de vergers désherbés chimiquement (Shear and 

Moschler, 1969; Triplett and Van Doren, 1969) et ceux possédant un couvert végétal (Lord, 
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ϭϵϳϲͿ. EffeĐtiǀeŵeŶt Đes deuǆ ĠlĠŵeŶts s’iŶfiltƌeŶt tƌğs diffiĐileŵeŶt daŶs le sol et oŶt 

teŶdaŶĐe à s’aĐĐuŵuleƌ au Ŷiǀeau de la Đouche superficielle dans les vergers enherbés et ceux 

désherbés chimiquement. Au contraire, le calcium et le magnésium sont généralement très 

rapidement lessivés des couches superficielles, et le travail mécanique permet une répartition 

homogène de ces éléments chimiques entre les différentes couches du sol. Cependant, malgré 

un travail régulier du sol, une diminution des teneurs en calcium et magnésium des couches 

superficielles du sol peut tout de même avoir lieu et nécessiter un apport externe 

supplémentaire (Hilkenbaumer and Kolbe, 1974). Ces éléments sont importants pour 

l’ĠƋuiliďƌe aĐido-basique du sol. Effectivement lorsque leurs teneurs diminuent dans les 

couches superficielles du sol on peut observer une diminution du pH (Baeumer and 

Bakermans, 1974).  

L’utilisatioŶ eǆĐessiǀe du tƌaǀail ŵĠĐaŶiƋue peut eŶgeŶdƌeƌ uŶe diŵiŶutioŶ de l’agƌĠgatioŶ du 

sol, ce qui diminue la quantité de particules fines dans les agrégats et entraine finalement une 

diminution de la teneur en matière organique (Greacen, 1958; Baver et al., 1972; Cambardella 

aŶd Elliott, ϭϵϵϯͿ. “uƌ le loŶg teƌŵe Đ’est uŶe pƌatiƋue de gestioŶ Ƌui aďoutit à uŶ sol peu 

faǀoƌaďle à l’iŶfiltƌatioŶ de l’eau par formation de plaques rigides (Kenworthy, 1953), et une 

ĠƌosioŶ pouǀaŶt ĐoŶduiƌe à l’eǆpositioŶ des racines hors du sol, les rendant ainsi vulnérables 

au gel et au passage des machines agricoles. A Đela s’ajoute le ĐoŶstat Ƌue les aƌďƌes fƌuitieƌs 

des vergers dont les sols sont travaillés possèdent un système racinaire moins développé que 

ceux de vergers enherbés ou désherbés chimiquement. Effectivement en général le système 

ƌaĐiŶaiƌe ǀa s’aƌƌġteƌ eŶtƌe ϮϬ et ϳ Đŵ de la suƌfaĐe du sol eŶ ƌaisoŶ de sa destƌuĐtioŶ 

systématique lors du passage des machines agricoles (Coker, 1959; Cockroft and Wallbrink, 

1966; Cockroft and Tisdall, 1978). De plus il a été démontré que de nombreux cas de 

dĠpĠƌisseŵeŶt des aƌďƌes fƌuitieƌs eŶ ǀeƌgeƌs ĐultiǀĠs ĠtaieŶt ƌeliĠs à l’eŶdoŵŵageŵeŶt du 
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système racinaire (Hardisty, 1966). En plus du stress mécanique, les racines des arbres fruitiers 

de ce type de verger vont également être plus sensibles au gel. Lors de la période hivernale, 

le fƌoid à teŶdaŶĐe à s’iŶfiltƌeƌ plus ƌapideŵeŶt daŶs les sols tƌaǀaillĠs Ƌue Đeuǆ désherbés 

chimiquement, possédant un couvre sol végétal ou reĐouǀeƌt d’uŶ paillage ;Blasse, ϭϵϲϭ; Will, 

1962; Cooper, 1973). 

Globalement, le travail mécanique du sol est également la méthode la moins favorable à 

l’iŶstallatioŶ d’uŶe fauŶe et floƌe staďle au seiŶ du sol des ǀeƌgeƌs ;Wallǁoƌk, ϭϵϳϲͿ. 

Effectivement, en plus des modifications des paramètres physico-chimiques du sol, de la 

peƌŵĠaďilitĠ à l’eau, et du ƌeŵaŶieŵeŶt peƌŵaŶeŶt de la stƌuĐtuƌe des ĐouĐhes supeƌfiĐielles, 

il y a également un fort taux de mortalité dû aux machines agricoles utilisées pour labourer 

les sols. Les deŶsitĠs d’aƌthƌopodes et aŶŶĠlides soŶt plus faiďles daŶs les ǀeƌgeƌs à sols Ŷus 

et cultivés comparées à celles de vergers possédant un couvert végétal permanent (Raw, 

1967; Alleinikova and Utrobina, 1975). Une étude a démontré que le travail mécanique 

pouvait avoir un effet bénéfique à court terme sur les populations de vers de terre (Lumbricus 

terrestris) via la redistribution de la matière organique dans les couches profondes du sol 

(Edwards and Lofty, 1975). Cependant de façon général sur le long terme, le travail mécanique 

diŵiŶue sǇstĠŵatiƋueŵeŶt l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs de ǀeƌs de teƌƌe ;Baeuŵeƌ aŶd 

BakeƌŵaŶs, ϭϵϳϰ; DoŵsĐh, ϭϵϳϳ; Tisdall, ϭϵϳϴͿ. Cette ƌĠduĐtioŶ de l’aďoŶdaŶĐe de ǀeƌs de 

terre va également avoir un effet direct sur les propriétés physico-chimiques du sol : en 

ĐƌeusaŶt leuƌs galeƌies, les ǀeƌs paƌtiĐipeŶt à l’aĠƌatioŶ des sols et à la stƌuĐtuƌatioŶ de Đelui-

Đi, aiŶsi Ƌu’à l’augŵeŶtatioŶ du pH ǀia la sĠĐƌĠtioŶ de ĐoŵposĠs ƌiĐhes eŶ ĐalĐiuŵ pƌoduits 

par leurs glandes calcifères (Wallwork, 1970). Lorsque les conditions sont favorables, les vers 

de teƌƌe peuǀeŶt augŵeŶteƌ le pH du sol d’uŶe uŶitĠ eŶ l’espaĐe d’uŶe ĐeŶtaiŶe de jouƌs 

(Leger and Millette, 1977). 
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I.ϭ.Ϯ. UtilisatioŶ d’heƌďiĐides 

 

L’appliĐatioŶ d’heƌďiĐides est la méthode la moins chère et la plus simple à mettre en pratique 

par les arboriculteurs (Hogue and Neilsen, 1987; Rueger, 1991; Pfammatter, 1994; Tourte et 

al., 2008). La largeur optimale d’appliĐatioŶ des heƌďiĐides suƌ le ƌaŶg ƌeste ouǀeƌte au dĠďat, 

mais en général de bons ƌĠsultats soŶt oďseƌǀĠs aǀeĐ uŶ dĠsheƌďage suƌ uŶe ďaŶde d’eŶǀiƌoŶ 

60 à 100 cm de largeur (Mantinger and Gasser, 1987). Tout comme pour le travail mécanique, 

le désherbage chimique des sols va favoriser la croissance des arbres en évitant la compétition 

pour les ressources avec les plantes couvre-sol. En général ils sont appliqués uniquement sur 

les rangs (Hipps and Samuelson, 1991; Anderson et al., 1992), afin de limiter les dégâts 

environnementaux et éviter au maximum les phénomènes d’ĠƌosioŶ du sol  ŶotaŵŵeŶt daŶs 

les vergers inclinés (Glenn and Welker, 1989). 

L’usage pƌoloŶgĠ des heƌďiĐides pƌoǀoƋue des ŵodifiĐatioŶs des ĐoŵŵuŶautĠs ǀĠgĠtales 

(Elmore et al., 1997; Baumgartner et al., 2007; Gago et al., 2007; Sanguankeo and Leon, 2011). 

L’ĠliŵiŶatioŶ sǇstĠŵatiƋue des espğĐes heƌďaĐĠes aŶŶuelles paƌ des heƌďiĐides sĠleĐtifs 

entraine très souvent un envahissement difficilement contrôlable du couvre-sol par des 

espèces herbacées pérennes (Elmore et al., ϭϵϵϳͿ. “uƌ le loŶg teƌŵe l’utilisatioŶ d’heƌďiĐides 

faǀoƌise l’appaƌitioŶ d’espğĐes ǀĠgĠtales ƌĠsistaŶtes telles Ƌue Convolvulus arvensis, Conyza 

canadiensis, Equisetum arvense, Lolium multiflorum, Lolium rigidum, Senecio vulgaris et 

Setaria sp. (Warwick, 1991; Jasieniuk et al., 2008; Shrestha et al., ϮϬϭϬͿ. A l’heuƌe aĐtuelle, oŶ 

dénombre plus de 190 espèces herbacées résistantes aux différents herbicides (Guerra and 

“teeŶǁeƌth, ϮϬϭϮͿ. De plus, l’utilisatioŶ ƌĠpĠtĠe d’heƌďiĐides pƌoǀoƋue uŶe diŵiŶutioŶ de la 

fertilité, de la teneur en matière organique (Glenn and Welker, 1989; Hipps and Samuelson, 

1991; Lipecki and Szwedo, 1995; Smith et al., ϮϬϬϴ; “teeŶǁeƌth aŶd BeliŶa, ϮϬϭϬͿ, aiŶsi Ƌu’uŶe 
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acidification du sol (Glenn and Welker, 1989; Lipecki and Szwedo, 1995). Les herbicides ont 

également teŶdaŶĐe à s’iŶfiltƌeƌ daŶs les ĐouĐhes pƌofondes et à contaminer les nappes 

phréatiques (Hall et al., 1989; Buser, 1990). Afin de limiter les effets indésirables des 

herbicides, le désherbage se pratique désormais sur des bandes de plus en plus restreintes 

dans les vergers (Mantinger and Gasser, 1987). Des alternatives telles que des herbicides 

biologiques existent, cependant leur efficacité est généralement très réduite et le coût élevé 

de pƌoduĐtioŶ Ŷ’eŶĐouƌage pas leuƌ utilisatioŶ ;Elŵoƌe et al., 1997; Tourte et al., 2008; Lanini 

et al., 2011; Guerra and Steenwerth, 2012; Shrestha et al., 2012; Ingels et al., 2013; Shrestha 

et al., 2013; Granatstein et al., 2014). 

 

I.1.3. Utilisation de paillages 

 

Les paillages peuvent remplacer partiellement ou intégralement les traitements herbicides, ils 

sont soit naturels, « vivants » ou « morts », soit synthétiques. Les paillages vont contrôler la 

germination et la pousse des espèces herbacées (Fredrikson et al., 2011), augmenter la taille 

et la ǀigueuƌ des aƌďƌes ;Childeƌs, ϭϵϲϭ; CoĐkƌoft aŶd WallďƌiŶk, ϭϵϲϲͿ, augŵeŶteƌ l’aĐtiǀitĠ 

microbienne du sol (Sauvage, 1995; ThoŵsoŶ aŶd HoffŵaŶŶ, ϮϬϬϳͿ, ƌeteŶiƌ l’huŵiditĠ et 

améliorer la perméabilité du sol (Engel, 1992; Mantinger and Gasser, 1993; Pinamonti, 1998; 

Varga and Majer, 2003), maintenir la fertilité et augmenter la teneur en matière organique du 

sol (Hogue and Neilsen, 1987; Glenn and Welker, 1989; Neilsen and Hogue, 1992; Thomson 

aŶd HoffŵaŶŶ, ϮϬϬϳͿ, aŵĠlioƌeƌ la stƌuĐtuƌe et pƌĠǀeŶiƌ l’ĠƌosioŶ du sol ;Hogue aŶd NeilseŶ, 

1987; Oliveira and Merwin, 2001; Nemethy, 2004), ainsi que protéger les racines du gel et des 

variations de températures extrêmes (Spring, 1993; Pinamonti, 1998). Cependant, 

l’augŵeŶtatioŶ de l’aĐtiǀitĠ ŵiĐƌoďieŶŶe peut ĐoŶduiƌe à uŶe diŵiŶutioŶ de la teŶeuƌ eŶ azote 
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dans les couches superficielles du sol (Mantinger and Gasser, 1987; Gasser, 1990; Webber and 

Gee, ϭϵϵϰͿ et ĐeƌtaiŶs paillages ǀoŶt faǀoƌiseƌ l’aĐtiǀitĠ de ƌoŶgeurs nuisibles pour les arbres 

fruitiers (Glenn and Welker, 1989; Spring, 1993; Merwin et al., 1995). Il a également été 

démontré que dans certains cas l’utilisatioŶ de paillages suƌ les ƌaŶgs pouvait augmenter le 

nombre de fleurs portées par les arbres, provoquer une floraison précoce et une croissance 

prolongée des jeunes pousses dans la saison hivernale (Engel, 1960; Baxter, 1970). Une 

floraison précoce et une croissance tardive peuvent être néfastes pour les arbres car les fleurs 

et jeunes pousses peuvent être exposées à des températures négatives. Cela peut conduire à 

des dĠgâts de gel, aiŶsi Ƌue l’appaƌitioŶ de ĐeƌtaiŶes ŵaladies Đoŵŵe paƌ eǆeŵple la 

bactériose des arbres fruitiers causée par Pseudomonas syringae, qui est favorisée par 

l’alteƌŶaŶĐe de phases de gel et de dĠgel ;KleŵeŶt et al., 1984; Vigouroux, 1999). 

Les paillages naturels dits « vivants » soŶt ĐoŶstituĠs d’espğĐes seŵĠes à la fiŶ du printemps 

ou au dĠďut de l’ĠtĠ ;FƌeǇŵaŶ, ϭϵϴϵ; )eďaƌth et al., ϭϵϵϯͿ, et Ƌui loƌsƋu’elles ǀoŶt ŵouƌiƌ, soit 

ŶatuƌelleŵeŶt paƌ l’aĐtioŶ du gel, soit paƌ l’aĐtioŶ d’uŶ tƌaǀail ŵĠĐaŶiƋue de l’aƌďoƌiĐulteuƌ, 

vont former une couche végétale qui va empêcher la geƌŵiŶatioŶ d’autƌes plaŶtes heƌďaĐĠes 

(Freyman, 1989). Ces paillages « vivants » peuvent être considérés comme des couvre-sols 

annuels. Les espèces les plus utilisées dans ce cas de figure sont Hordeum vulgare, Lolium 

multiflorum, Sinapis alba et Trifolium subterraneum (Mantinger and Gasser, 1987; Enache and 

IlŶiĐki, ϭϵϵϬͿ. Il est ĠgaleŵeŶt possiďle d’utiliseƌ des espğĐes aǇaŶt uŶe ĐƌoissaŶĐe taƌdiǀe 

dĠďutaŶt à l’autoŵŶe et Ƌui ǀoŶt dĠpĠƌiƌ ŶatuƌelleŵeŶt au pƌiŶteŵps de l’aŶŶĠe suiǀaŶte. Il 

s’agit d’espğĐes telles que Lamium purpureum, Poa annua, Stellaria media et Trifolium 

subterraneum (Mantinger and Gasser, 1987; Enache and Ilnicki, 1990; Stasiak, 1990). Une 

autƌe teĐhŶiƋue est la ŵise eŶ plaĐe d’uŶ Đouǀeƌt ǀĠgĠtal ĐoŶstituĠ d’uŶe ou plusieuƌs espğĐes 

heƌďaĐĠes puis sa destƌuĐtioŶ ĐiďlĠe paƌ l’aĐtioŶ d’heƌďiĐides foliaiƌes tels Ƌue le glǇphosate 
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(N-[phosphono-methyl]glycine) (Sarrantoni and Scott, 1988; Raimbault et al., 1990; Reeves et 

al., 1993; Bauer and Reeves, 1999), ou de ŵiǆtuƌes d’heƌďiĐides de pré- et post-émergence 

non sélectifs (Teasdale and Shirley, 1998). 

Le couvert végétal une fois mort peut être laissé tel quel à la surface ou bien être intégré dans 

le sol par un travail mécanique. Il s’agit d’uŶe ŵĠthode très souvent utilisée avant la plantation 

des aƌďƌes suƌ les futuƌs ƌaŶgs afiŶ de stiŵuleƌ l’aĐtiǀitĠ ŵiĐƌoďieŶŶe et augŵeŶteƌ la teŶeuƌ 

en matière organique du sol (Glenn and Welker, 1989, 1991). Pour obtenir un effet positif de 

Đes paillages, Đ’est-à-dire diminuer le taux de germination des graines du sol et limiter la 

ĐƌoissaŶĐe des plaŶtes heƌďaĐĠes, il faut uŶ ƌeĐouǀƌeŵeŶt ŵiŶiŵuŵ du sol d’eŶǀiƌoŶ ϲϬϬ g ŵ-

2 (Teasdale and Mohler, 1993). Généralement, selon le type de paillage, cela correspond à une 

Ġpaisseuƌ ŵiŶiŵuŵ d’uŶe dizaiŶe de cm, et compte tenu de leur dégradation rapide il faut 

procéder à un renouvellement annuel des paillages (Lanini et al., 2011). 

Les paillages naturels « morts » sont à base de pailles, provenant de la tonte de différentes 

espèces végétales (Engel, 1992; Lindhard, 1992), de sciures, copeaux ou écorces de différentes 

espèces ligneuses (Mantinger and Gasser, 1987; Niggli et al., 1989; Lindhard, 1992; Spring, 

1993). Ces paillages limitent la croissance des plantes herbacées adventices (Himmelsbach, 

1992; Granatstein and Mullinix, 2008; Ingels et al., 2013), mais peuvent également selon la 

Ŷatuƌe du paillage appoƌteƌ d’autƌes ďĠŶĠfiĐes auǆ ǀeƌgeƌs. Paƌ eǆeŵple, l’utilisatioŶ d’uŶ 

paillage à base de luzerne, ou alfalfa (Medicago sativaͿ, peut augŵeŶteƌ le tauǆ d’azote 

dispoŶiďle daŶs le sol ;GƌaŶatsteiŶ aŶd MulliŶiǆ, ϮϬϬϴͿ, aloƌs Ƌue l’utilisatioŶ de paillages à 

base de certaines sciures et de tourbe de sphaigne peut faire diminuer le pH du sol (Karp et 

al., ϮϬϬϰͿ. D’autƌes paillages à ďase de Đoŵposts (Brown and Tworkoski, 2004), papiers 

déchiquetés, ou encore de déchets à base de coton peuvent être utilisés pour contrôler 

l’eŶheƌďeŵeŶt des ǀeƌgeƌs ;WaƌŶiĐk et al., 2006; Granatstein and Mullinix, 2008). Cependant, 
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comme pour les paillages « vivants », ils doivent être appliqués sur une hauteur et largeur 

suffisantes pour être efficaces (Niggli et al., 1989; Pfammatter, 1994; Lanini et al., 2011), ce 

qui peut engendrer des coûts élevés selon le type de paillage employé (Pfammatter, 1994). 

Les paillages synthétiques quant à eux sont généralement à base de polyéthylène (Spring, 

1993; Thakur et al., 1993; Pfammatter, 1994) et de polypropylène (Mantinger and Gasser, 

1987; Merwin et al., 1995). Leurs propriétés sont similaires aux paillages naturels, ils sont 

cependant plus chers et difficiles à mettre en place, doivent généralement être renouvelés 

ĐhaƋue aŶŶĠe eŶ ƌaisoŶ de leuƌ dĠgƌadatioŶ, et eŶgeŶdƌeŶt l’aĐĐuŵulatioŶ de dĠĐhets ŶoŶ 

recyclables dans les vergers (Hogue and Neilsen, 1987; Merwin et al., 1995; Hostetler et al., 

2007a, b). Leur usage peut se justifier dans le cas de vergers exposés à des conditions 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales dĠfaǀoƌaďles à l’utilisatioŶ des autƌes teĐhŶiƋues ;Hegazi, ϮϬϬϬ; CoǀeŶtƌǇ 

et al., 2005). 

 

I.Ϯ. GestioŶ de l’eŶheƌďeŵent, amélioration de la qualité du sol, de la santé des arbres et 

protection intégrée des cultures par utilisation de couvre-sols végétaux 

 

I.2.1. Mise en place des couvre-sols et choix des espèces végétales 

 

La ŵise eŶ plaĐe d’uŶ Đouǀƌe-sol, soit uniquement sur les inter-rangs ou rangs, soit sur 

l’iŶtĠgƌalitĠ de la suƌfaĐe du ǀeƌgeƌ, peut se faiƌe de deuǆ ŵaŶiğƌes : la première consiste à 

laisser pousser les espèces végétales qui apparaissent de façon spontanée via la germination 

de graines déjà présentes dans le sol ou apportées par la végétation des alentours du verger,  
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Tableau 1. Liste de la majeure partie des espèces utilisées comme plantes couvre-sol dans 

le monde (1/2). Tableau compilé en utilisant les données issues des travaux de Freyman 

(1989), Glenn and Welker (1989), Kruger and Kuck (1990), Anderson et al. (1992), Hornig and 

Bunemann (1992), Mantinger and Gasser (1993), Sicher et al. (1993), Spring (1993), Thakur 

et al. (1993), Pfammatter (1994), Breil (1999), McGourty (2004), Fageria et al. (2005), et 

d’Olŵstead (2006). 

Genre Espèce Famille Nom vernaculaire (na = absence de données) 

Agrostis capillaris Poaceae Agrostis commun 

Astragalus sinicus Fabaceae Astragale de Chine 

Avena sativa Poaceae Avoine byzantine 

Brassica juncea Brassicaceae Moutarde brune 

Bromus hordeaceus Poaceae Brome mou 

Bromus inermis Poaceae Brome inerme 

Canavalia ensiformis Fabaceae Pois sabre blanc 

Crotalaria breviflora Fabaceae na 

Crotalaria juncea Fabaceae Crotalaire effilée 

Crotalaria striata Fabaceae na 

Cyamopsis tetragonoloba Fabaceae Cyamopse à quatre ailes 

Dactylis glomerata Poaceae Dactyle aggloméré 

Desmodium ovalifolium Fabaceae na 

Festuca arundinacea Poaceae Fétuque élevée 

Festuca longifolia Poaceae Fétuque à feuilles longues 

Festuca ovina Poaceae Fétuque ovine 

Festuca pratensis Poaceae Fétuque des prés 

Festuca rubra Poaceae Fétuque rouge 

Glechoma hederacea Lamiaceae Lierre terrestre 

Glycine max Fabaceae Soja 

Hordeum brachiantherum Poaceae na 

Hordeum vulgare Poaceae Orge commune 

Indigofera tinctoria Fabaceae Indigotier 

Lablab purpureus Fabaceae Lablab 

Lens culinaris Fabaceae Lentille 

Leucaena leucocephala Fabaceae Faux mimosa 

Lolium multiflorum Poaceae Ray-grass d'Italie 

Lolium perenne Poaceae Ray-grass anglais 

Lupinus albus Fabaceae Lupin blanc 

Medicago lupulina Fabaceae Luzerne lupuline 

Medicago polymorpha Fabaceae Luzerne polymorphe 

Medicago sativa Fabaceae Alfalfa 

Medicago truncatula Fabaceae Luzerne tronquée 

Melilotus officinalis Fabaceae Mélilot jaune 
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la seĐoŶde ĐoŶsiste à seŵeƌ uŶe espğĐe ou uŶ ŵĠlaŶge d’espğĐes, appaƌteŶaŶt 

majoritairement aux Poaceae et Fabaceae (Guerra and Steenwerth, 2012). 

DaŶs le pƌeŵieƌ Đas de figuƌe, les toŶtes ƌĠpĠtĠes peƌŵetteŶt de liŵiteƌ l’iŶstallatioŶ des 

espèces envahissantes à croissance rapide, telles que les dicotylédones à feuilles larges, et 

faǀoƌiseŶt la ŵise eŶ plaĐe pƌogƌessiǀe d’uŶe ĐoŵŵuŶautĠ ǀĠgĠtale diǀersifiée renfermant 

des espèces particulièrement adaptées à la conduite culturale en verger (Lipecki and Berbec, 

ϭϵϵϳͿ. Il s’agit paƌ eǆeŵple d’espğĐes telles Ƌue Lolium perenne, Poa annua, Agropyron 

repens, Taraxacum officinale, Stellaria media, ainsi que Trifolium repens (Sicher et al., 1993; 

Lipecki and Berbec, 1997). 

DaŶs le Đas d’utilisatioŶ de seŵeŶĐes, les espğĐes utilisĠes daŶs les ǀeƌgeƌs et autƌes sǇstğŵes 

agricoles pérennes aux pratiques culturales très proches, tels que les vignobles, sont 

sélectioŶŶĠes pouƌ leuƌ faiďle ĐoŶsoŵŵatioŶ d’eau, leuƌ ĐapaĐitĠ à Đƌoitƌe à l’oŵďƌe, leuƌs 

effets bénéfiques sur les teneurs en matières organiques et minérales du sol, leur résistance 

aux différentes conditions climatiques auxquels sont soumis les vergers, et leur tolérance au 

passage des machines agricoles. Dans les vergers de régions tempérées, les espèces 

fréquemment utilisées sont par exemple Lolium perenne (Freyman, 1989; Anderson et al., 

1992), Festuca rubra et Festuca ovina (Freyman, 1989; Anderson et al., 1992), Festuca 

arundinacea (Glenn and Welker, 1989; Sicher et al., 1993), Poa compressa (Spring, 1993; 

Pfammatter, 1994), Poa pratensis (Pfammatter, 1994), Muhlenbergia schreberi (Meyer et al., 

1992), et Trifolium repens (Thakur et al., 1993). 

Les plantes couvre-sol sont également utilisées en dehors des systèmes agricoles pérennes. 

Dans les cultures annuelles, les plantes couvre-sol sont alors en général semées en fin de 

saisoŶ afiŶ d’aŵĠlioƌeƌ la stƌuĐtuƌe et ƌĠgĠŶĠƌeƌ les sols pouƌ l’aŶŶĠe suiǀaŶte.  Ces couvre-

sols annuels, ou paillages « vivants » ont été décrits précédemment. Le Tableau 1 résume la  
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Tableau 1. Liste de la majeure partie des espèces utilisées comme plantes couvre-sol dans 

le monde (2/2). Tableau compilé en utilisant les données issues des travaux de Freyman 

(1989), Glenn and Welker (1989), Kruger and Kuck (1990), Anderson et al. (1992), Hornig and 

Bunemann (1992), Mantinger and Gasser (1993), Sicher et al. (1993), Spring (1993), Thakur 

et al. (1993), Pfammatter (1994), Breil (1999), McGourty (2004), Fageria et al. (2005), et 

d’Olŵstead (2006). 

Genre Espèce Famille Nom vernaculaire (na = absence de données) 

Mucuna aterrima Fabaceae na 

Mucuna cinereum Fabaceae na 

Mucuna deeringiana Fabaceae Pois mascate 

Muhlenbergia schreberi Poaceae Muhlenbergia de Schreber 

Oryzopsis hymenoides Poaceae na 

Pisum sativum Fabaceae Pois cultivé 

Poa compressa Poaceae Pâturin à tiges aplaties 

Poa pratensis Poaceae Pâturin des prés 

Poa trivialis Poaceae Pâturin commun 

Potentilla reptans Rosaceae Potentille rampante 

Pueraria phaseoloides Fabaceae na 

Secale cereale Poaceae Seigle 

Sesbania aculeata Fabaceae Sesbania bispinosa 

Sesbania rostrata Fabaceae na 

Stylosanthes guianensis Fabaceae Luzerne brésilienne 

Trifoliam alexandrinum Fabaceae Trèfle d'Alexandrie 

Trifolium fragiferum Fabaceae Trèfle fraisier 

Trifolium hirtum Fabaceae Trèfle hérissé 

Trifolium incarnatum Fabaceae Trèfle incarnat 

Trifolium medic Fabaceae na 

Trifolium michelianum Fabaceae Trèfle de Micheli 

Trifolium pratense Fabaceae Trèfle des prés 

Trifolium repens Fabaceae Trèfle blanc 

Trifolium resupinatum Fabaceae Trèfle de Perse 

Trifolium subterraneum Fabaceae Trèfle souterrain 

Triticum aestivum Poaceae Froment 

Vicia angustifolia Fabaceae Vesce à feuilles étroites 

Vicia benghalensis Fabaceae Vesce du Bengale 

Vicia sativa Fabaceae Vesce commune 

Vicia villosa Fabaceae Vesce velue 

Vigna angularis Fabaceae Haricot azuki 

Vigna radiata Fabaceae Haricot mungo 

Vigna unguiculata Fabaceae na 

Vulpia myuros Poaceae Vulpie queue-de-rat 

Zornia latifolia Fabaceae Maconha Brava 
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majeure partie des espèces végétales utilisées comme plantes couvre-sol dans les systèmes 

agricoles pérennes et annuels dans le monde. 

 

I.Ϯ.Ϯ. Effets gĠŶĠƌauǆ de la pƌĠseŶĐe d’uŶ Đouveƌt vĠgĠtal daŶs les veƌgeƌs 

 

Comme pour les méthodes précédentes, les couvre-sols végétaux sont eux aussi utilisés pour 

contrôler la germination et la croissance des espèces végétales considérées comme nuisibles 

pour les cultures (Derpsch, 1990; Creamer et al., 1996; Creamer and Baldwin, 2000). 

Initialement considérés comme nuisibles pour les arbres (Bedford and Pickering, 1919), il a 

ensuite été démontré que la vigueur des arbres était inversement corrélée à celle des couvre-

sols, d’où l’iŵpoƌtaŶĐe du Đhoiǆ des espğĐes loƌs de sa ŵise eŶ plaĐe ;HaǇŶes, ϭϵϴϬͿ. 

Effectivement, les arbres de vergers enherbés vont être généralement plus petits et moins 

vigoureux que ceux de vergers à sol nu (Bollard, 1957; Bould et al., 1972; Goode and Hyrycz, 

ϭϵϳϲ; “tott, ϭϵϳϲͿ. Cette diffĠƌeŶĐe s’eǆpliƋue paƌ la ĐoŵpĠtitioŶ pouƌ les ƌessouƌĐes, 

esseŶtielleŵeŶt la ŶutƌitioŶ azotĠe et l’eau, eŶtƌe les plaŶtes du Đouǀƌe-sol et les arbres 

(Bollard, 1957; Goode and Hyrycz, 1976; Glenn and Welker, 1989; Anderson et al., 1992). 

CepeŶdaŶt, il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’au ďout d’uŶe dizaiŶe d’aŶŶĠes les aƌďƌes des ǀeƌgeƌs aǀeĐ 

et sans couvre-sols végétaux présentent des tailles similaires (Fisher et al., 1961), et que sur 

le long terme les couvre-sols ǀĠgĠtauǆ peƌŵetteŶt uŶ ŵeilleuƌ stoĐkage de l’eau, ŶotaŵŵeŶt 

en diminuant les pertes par ruissellement (Kenworthy, 1953; Haynes, 1980). Ils participent 

également à la diminution du lessivage des nutriments et des substances chimiques (Hall et 

al., 1984; Danso and Curbelo, 1991; Ruttimann, 2001)(Figure 3Ϳ. De plus l’utilisatioŶ de Đouǀƌe-

sols végétaux dans des vergers dont les sols sont régulièrement saturés en eau, tels que les 

sols argileux, peut réduire la mortalité des arbres par asphyxie et dégâts de gel par absorption  
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Figure 3. Voies pƌiŶĐipales des ŵouveŵeŶts d’eau au seiŶ des veƌgeƌs. Représentation des 

ŵouǀeŵeŶts d’eau daŶs des ǀeƌgeƌs doŶt les sols soŶt eŶheƌďĠs, dĠsheƌďĠs, ou ƌeĐouǀeƌts de 
paillages, et dispoŶiďilitĠ de l’eau pouƌ les aƌďƌes. Figure extraite de Haynes (1980). 
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d’uŶe gƌaŶde paƌtie de Đe suƌplus d’eau ;HaǇŶes, ϭϵϴϬͿ. PaƌadoǆaleŵeŶt ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à Đe 

Ƌue l’oŶ pouƌƌait peŶseƌ, la ĐoŵpĠtitioŶ pouƌ l’eau daŶs les ǀeƌgeƌs eŶheƌďĠs peƌŵet 

l’oďteŶtioŶ de fƌuits de ŵeilleuƌe Ƌualité. Les fruits sont généralement plus petits, plus 

colorés, plus sucrés, renferment plus de matière sèche, et peuvent être conservés plus 

loŶgteŵps Ƌue Đeuǆ pƌoǀeŶaŶt d’aƌďƌes de ǀeƌgeƌs ŶoŶ eŶheƌďĠs ;“tott, ϭϵϳϲ; HoƌŶig aŶd 

Bunemann, 1992; Meheriuk et al., 1992; Baugher et al., 1995). 

L’aďseŶĐe de tƌaǀail ŵĠĐaŶiƋue, ƌespoŶsaďle de la destƌuĐtioŶ sǇstĠŵatiƋue des ƌaĐiŶes 

présentes dans les 10 à 20 premiers cm du sol, favorise également un meilleur développement 

du système racinaire des arbres (Coker, 1959). Effectivement, les racines vont pouvoir 

exploiter un volume plus important du sol, et développer un important réseau de fines 

ƌaŵifiĐatioŶs à pƌoǆiŵitĠ de la suƌfaĐe pouǀaŶt atteiŶdƌe jusƋu’à Ϯ Đŵ de ƌaĐiŶe paƌ Đŵ3 de 

sol (Cockroft and Wallbrink, 1966; Haynes, 1980). Selon les espèces végétales couvre-sol 

utilisées, un effet antagoniste entre les plantes couvre-sol et les arbres fruitiers semblerait 

exister, limitant la croissance verticale et la colonisation des parties superficielles du sol par 

les racines des arbres (Bedford and Pickering, 1919; Kacarava, 1961; Haynes, 1980). La 

pƌĠseŶĐe d’uŶ Đouǀƌe-sol ǀĠgĠtal faǀoƌise l’aĐtiǀitĠ des ǀeƌs de teƌƌe et ŵodifie la stƌuĐtuƌe et 

la taille des agrégats du sol via son système racinaire (Satchell, 1967; Russell, 1971; Allison, 

1973; Tisdall, 1978). De plus, les mucigels racinaires, ainsi que les gommes polysaccharidiques 

produites par les populations bactériennes de la rhizosphère participent à la stabilisation des 

sols et diŵiŶueŶt aiŶsi les pƌoďlğŵes d’ĠƌosioŶ fréquemment rencontrés dans les vergers à 

sol nu (Russell, 1915; Haynes, 1980; Langdale and Leonard, 1983; Hall et al., 1984; Hartwig, 

1988). Les plantes couvre-sol ont également une influence sur la composition des 

communautés microbiennes du sol via les exsudats racinaires. De nombreuses études ont 

démontrées que la composition des communautés microbiennes du sol est fonction des 
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espèces de plantes couvre-sol utilisées (Vukicevich et al. 2016). Globalement, (i) 

l’augŵeŶtatioŶ de la diǀeƌsitĠ des espğĐes de plantes couvre-sol augmente la diversité des 

communautés microbiennes du sol et réduit le risque de prolifération de populations de 

microorganismes pathogènes, ;iiͿ l’augŵeŶtatioŶ de la diversité fonctionnelle des plantes 

couvre-sol augmente l’aďoŶdaŶĐe des microorganismes bénéfiques pour la santé des plantes, 

(iii) les plantes couvre-sol de la famille des Brassicaceae permettent une réduction de 

l’aďoŶdaŶĐe des pathogènes fongiques et promeuvent des espèces bactériennes antagonistes 

de diverses espèces pathogènes, (iv) les plantes natives favorisent et permettent une 

installation plus rapide de communautés microbiennes bénéfiques comparées à l’usage de 

plantes couvre-sol non natives ou exotiques, et enfin (v) le travail mécanique du sol, ainsi que 

l’usage de pesticides, perturbe les communautés microbiennes et peut dans certaines 

ĐiƌĐoŶstaŶĐes pƌoŵouǀoiƌ la ŵultipliĐatioŶ et l’iŶstallatioŶ de microorganismes pathogènes. 

Cependant, actuellement l’usage des plaŶtes Đouǀƌe-sol à des fins de gestion des 

communautés microbiennes du sol reste inexploité (Vukicevich et al. 2016).  

Pour finir sur les effets généraux liĠs à l’usage de Đouǀƌe-sols végétaux, tout comme les 

paillages, ceux-ci vont permettre l’isolatioŶ theƌŵiƋue du sol, réduire la profondeur de 

pénétration du gel et ainsi protéger les racines lors des périodes de grand froid (Blasse, 1961; 

Will, 1962; Cooper, 1973). Cependant, il faut savoir que la présence de couvre-sols végétaux 

hauts va diminuer de façon significative la températuƌe des ŵasses d’aiƌ pƌĠseŶtes au-dessus 

de ceux-ci comparée à celle des ŵasses d’aiƌ au-dessus de sols nus (Haynes, 1980). Cela peut 

être préjudiciable en hiver, en revanche en été cette caractéristique peut être utilisée pour 

diminuer la température au niveau de la canopée des arbres (Proebsting, 1970). 
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Figure 4. RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue des tƌaŶsfoƌŵatioŶs ŵajeuƌes d’uŶ ĠlĠŵeŶt Ŷutƌitif 
M et de sa disponibilité pour les arbres. Deuǆ Đas de figuƌe : Đelui d’uŶ ǀeƌgeƌ dĠsheƌďĠ par 

heƌďiĐides ;HeƌďiĐideͿ, et Đelui d’uŶ ǀeƌgeƌ eŶheƌďĠ ;GƌassͿ. Figuƌe eǆtƌaite de HaǇŶes ;ϭϵϴϬͿ. 
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I.2.3. Contribution des couvre-sols végétaux à la nutrition azotée 

 

Dans les vergers enherbés, le taux de matière organique est plus élevé dans les couches 

superficielles et diminue progressivement avec la profondeur. Ce gradient vertical est 

ŵaiŶteŶu paƌ l’appoƌt ĐoŶtiŶu de ŵatiğƌe oƌgaŶiƋue pƌoǀeŶaŶt des plaŶtes Đouǀƌe-sol et des 

arbres (Greenland, 1971; Campbell, 1978), ainsi que via les amendements apportés par les 

arboriculteurs (engrais, composts, etc.)(Figure 4). La minéralisation de la matière organique 

est gĠŶĠƌaleŵeŶt ŵesuƌĠe paƌ la ŵiŶĠƌalisatioŶ des ĐoŵposĠs azotĠs. L’aŵŵoŶifiĐatioŶ est 

ƌespoŶsaďle de la liďĠƌatioŶ d’aŵŵoŶiuŵ ;NH4
+), forme préférentiellement assimilée par les 

microorganismes, qui est par la suite transformé en nitrites (NO2
-), puis en nitrates (NO3

-), 

forme préférentiellement assimilée par les végétaux, lors de la nitrification. La gestion de la 

couverture du sol a un impact sur les processus de minéralisation de la matière organique et 

la teneur en azote minéral (Stevenson and Chase, 1953; Sanchez et al., 2007) qui est 

gĠŶĠƌaleŵeŶt ŵeilleuƌe daŶs les sols eŶheƌďĠs du fait de l’appoƌt ĐoŶtiŶu de ŵatiğƌe 

organique (Greenland, 1971). Cependant, en parallèle de cette minéralisation, on observe une 

conversion permanente de ces composés inorganiques en en composés organiques par divers 

ŵiĐƌooƌgaŶisŵes autotƌophes. De plus, uŶe paƌtie de l’azote ŵiŶĠƌal est perdue par lessivage 

et paƌ pƌoduĐtioŶ de ĐoŵposĠs ǀolatils loƌs de la dĠŶitƌifiĐatioŶ, et uŶe autƌe paƌtie de l’azote 

minéral du sol est consommée par les plantes couvre-sol et Ŷ’est donc plus disponible pour 

les arbres. Ainsi, habituellement dans les vergers dont les couvre-sols sont constitués 

uŶiƋueŵeŶt d’espğĐes heƌďaĐĠes la teŶeuƌ eŶ azote des aƌďƌes est plus faible comparée à 

celle des arbres de vergers à sol nu (Bould et al., 1949; Bould and Ingram, 1974; Perring, 1975). 

CepeŶdaŶt, eŶ Đas d’iŶĐoƌpoƌatioŶ de plaŶtes lĠguŵiŶeuses daŶs les Đouǀƌe-sols, la teneur en 

azote des arbres est similaire, voir supérieure à celle des arbres cultivés sur sol nu (Bould and 
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Jarrett, 1962). Effectivement, les légumineuses permettent la fixatioŶ de l’azote 

atmosphérique grâce à leur association symbiotique avec des bactéries appartenant au genre 

Rhizobium. “eloŶ l’espğĐe de plaŶte lĠguŵiŶeuse utilisĠe, le tǇpe de sol et les ĐoŶditioŶs 

ĐliŵatiƋues, la fiǆatioŶ d’azote atŵosphĠƌiƋue peut alleƌ de 50 à 330 kg ha-1 an-1 (Ingels, 1998; 

Guerra and Steenwerth, 2012). La minéralisation de la matière organique issue de la 

dĠĐoŵpositioŶ de Đes lĠguŵiŶeuses ǀa peƌŵettƌe de ƌĠgĠŶĠƌeƌ et augŵeŶteƌ le stoĐk d’azote 

ŵiŶĠƌal du sol gƌâĐe à l’azote atŵosphĠƌique obtenu par fixation biologique. La quantité et la 

vitesse de liďĠƌatioŶ de l’azote ŵiŶĠƌal est fonction du ratio C:N, des conditions 

environnementales et de la quantité de matière sèche produite par les plantes couvre-sol 

(Fribourg and Johnson, 1955; Holderbaum et al., 1990; Kuo and Sainju, 1998; Kuo and Jellum, 

2000). Les légumineuses en raison de leur faible ratio C:N se décomposent très rapidement, 

alors que les plantes herbacées possèdent quant à elles généralement des ratios C:N élevés, 

ce qui entraine une décomposition plus lente (Kuo and Sainju, 1998; Baggs et al., 2000; 

McGourty and Reganold, 2005; Fourie et al., 2006). Parmi les plantes légumineuses, celles qui 

produisent le plus de matière sèche, et qui contribuent donc le plus à la régénération de la 

matière organique et des éléments minéraux des sols, sont généralement Vicia villosa, Vicia 

grandiflora et Trifolium incarnatum (Nelson, 1944; Frye et al., 1988; Holderbaum et al., 1990). 

Vicia villosa par exemple, produit entre 3.7 et 5.1 t ha-1 an-1 de matière sèche et apporte entre 

130 à 209 kg ha-1 an-1 d’azote ;Eďelhaƌ et al., 1984; Hargrove, 1986; Elliott et al., 1987; Hoyt, 

1987). 

CoŶĐeƌŶaŶt les ƌetoŵďĠes ĠĐoŶoŵiƋues de l’utilisatioŶ de plaŶtes Đouǀƌe-sol, les études 

concernent essentiellement les cultures céréalières et les couvre-sols annuels, ou paillages 

« vivants ». GĠŶĠƌaleŵeŶt, l’iŶĐoƌpoƌatioŶ de Đouǀƌe-sols à base de plantes légumineuses est 

ďĠŶĠfiƋue pouƌ les pƌoduĐteuƌs gƌâĐe à leuƌ appoƌt d’azote ǀia la fiǆatioŶ ďiologiƋue de l’azote 
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atmosphérique. Par exemple, dans le cadre de la production de céréales, la combinaison de 

Vicia villosa et de fertilisation azotée à raison de 100 kg ha-1 duƌaŶt l’hiǀeƌ doŶŶe paƌ la suite 

de meilleurs rendements pour un coût de fertilisation moins élevé, que la simple fertilisation 

azotée à raison de 150 kg ha-1 (Frye et al., ϭϵϴϱͿ. UŶ ƌĠsultat siŵilaiƌe est oďteŶu loƌs d’uŶe 

étude plus longue menée sur une période de 5 années consécutives (Frye, 1986). 

 

I.2.4. Utilisation des couvre-sols végétaux comme outil de protection intégrée des cultures 

 

 Depuis la fin du XXème - début du XXIème siècle, la prise de conscience des conséquences 

environnementales des méthodes agricoles conventionnelles a fait paraitre de nombreux 

programmes destinés à rĠduiƌe les ƋuaŶtitĠs d’iŶtƌaŶts ĐhiŵiƋues ;iŶseĐtiĐides, heƌďiĐides, 

engrais, etc.), et évaluer les risques liés à leur utilisation. Dans les régions tempérées, les 

vergers font partie des systèmes culturaux utilisant le plus de pesticides. Effectivement, du 

fait de la pĠƌeŶŶitĠ des ǀeƌgeƌs les Ŷiǀeauǆ d’iŶfestatioŶs paƌ des espğĐes Ŷuisiďles ou 

phǇtopathogğŶes peuǀeŶt augŵeŶteƌ d’aŶŶĠe eŶ aŶŶĠe et ŶĠĐessiteƌ l’utilisatioŶ ƌĠpĠtĠe et 

croissante de pesticides (Simon et al., 2010). Par exemple, en France les vergers représentent 

seuleŵeŶt ϭ % de la suƌfaĐe ĐultiǀĠe pouƌ plus de ϮϬ % des ǀeŶtes d’iŶseĐtiĐides ;CodƌoŶ et 

al., 2003). Certains systèmes, tels que les vergers de pommiers, subissent en moyenne plus de 

36 traitements annuels compte tenu de leur susceptibilité aux divers ravageurs (Sauphanor et 

al., ϮϬϬϵͿ. L’usage iŶteŶsif de pestiĐides ƌĠduit la ďiodiǀeƌsitĠ de la faune et de la flore des 

ǀeƌgeƌs, ĐoŶtaŵiŶe l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt situĠ à pƌoǆiŵitĠ paƌ dissĠŵiŶatioŶ aĠƌieŶŶe ;Kƌeďs et 

al., 1999), et a pour conséquences des effets néfastes sur la santé animale et humaine (Baldi 

et al., 1998; Aubertot et al., 2007). De nombreuses études témoignent des effets négatifs des 

pesticides sur les ennemis naturels de nombreuses espèces nuisibles des arbres fruitiers, tels 
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Ƌue diǀeƌses espğĐes d’aƌthƌopodes et de paƌasitoïdes ;PƌokopǇ et al., 1996; Pekar, 1999; 

Epstein et al., ϮϬϬϬͿ. Cela a pouƌ ĐoŶsĠƋueŶĐe uŶe augŵeŶtatioŶ de l’aďoŶdaŶĐe des 

populatioŶs des espğĐes Ŷuisiďles, doŶt le seul ŵoǇeŶ de ĐoŶtƌôle ƌeste l’usage de pesticides. 

DaŶs le Đadƌe de l’agƌoĠĐologie et de l’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue ;Altieƌi, ϭϵϵϱ; MitsĐh, ϮϬϭϮͿ, dont 

l’oďjeĐtif est la ĐoŶĐeptioŶ d’ĠĐosǇstğŵes duƌaďles et bénéfiques à la fois pour la société 

huŵaiŶe et l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt Ŷatuƌel, une alternatiǀe à l’usage des pestiĐides est l’iŶtƌoduĐtioŶ 

de couvre-sols végétaux, ou la modification de la composition des communautés végétales 

dĠjà pƌĠseŶtes. Il s’agit d’uŶe ŵĠthode laƌgeŵeŶt adoptĠe ;GƌaǇ et al., ϮϬϭϮͿ, et l’uŶe des plus 

utilisées pour gérer la ďiodiǀeƌsitĠ à l’ĠĐhelle du paǇsage ;Kolos aŶd BaŶaszuk, ϮϬϭϯͿ. 

L’iŶĐoƌpoƌatioŶ de Đouǀƌe-sols dans les vergers augmente la biodiversité, diversifie les 

ƌessouƌĐes, et ĐƌĠe de Ŷouǀelles ŶiĐhes peƌŵettaŶt l’iŶstallatioŶ pƌĠdateuƌs Ŷatuƌels 

généralistes, ou spécialistes, des espèces nuisibles (Bugg, 1991, 1992; Bugg and Waddington, 

1994; Simon et al., ϮϬϭϬͿ. Paƌ eǆeŵple, eŶ ChiŶe l’utilisatioŶ de Đouǀƌe-sols à base de Trifolium 

repens daŶs les ǀeƌgeƌs de pġĐheƌs, augŵeŶte sigŶifiĐatiǀeŵeŶt le Ŷoŵďƌe d’aƌthƌopodes 

prédateurs généralistes face à celui de pucerons et de tordeuses orientales du pêcher 

(Grapholita molestaͿ. AiŶsi, eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ Đouǀƌe-sol à base de T. repens le ratio 

prédateurs-pƌoies peut ġtƌe augŵeŶtĠ de plus de ϯϴϬ % ĐoŵpaƌĠ à Đelui d’uŶ sol nu (Wan et 

al., 2014).  

Cependant, les couvre-sols sont également hôtes de nombreuses espèces nuisibles qui 

peuvent dans certaines circonstances migrer vers les arbres (Fye, 1980; McClure et al., 1982; 

Meagher and Meyer, 1990b, a; Wyss, 1996; Brown, 2001). En revanche, cette migration du 

couvre-sol ǀeƌs les aƌďƌes est gĠŶĠƌaleŵeŶt le ƌĠsultat d’uŶe ŵauǀaise gestioŶ de 

l’eŶheƌďeŵeŶt, doŶt les ĐoŶsĠƋueŶĐes soŶt uŶe ƌĠduĐtioŶ des ƌessouƌĐes alteƌŶatiǀes et la 
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diŵiŶutioŶ de l’aďoŶdaŶĐe des espğĐes pƌĠdatƌiĐes (Van Emden and Williams, 1974; McClure 

et al., 1982; Westigard et al., 1990; Flexner et al., 1991). 

 

I.3. Les couvre-sols végétaux, réservoirs de microorganismes pathogènes 

 

DaŶs le Đas d’ĠŵeƌgeŶĐes de ŵaladies, Ƌu’elles soieŶt aŶiŵales, huŵaiŶes ou ǀĠgĠtales, la 

gestion de leur propagation et leuƌ ĐoŶtƌôle ƌĠside daŶs l’ideŶtifiĐatioŶ des sources et 

ƌĠseƌǀoiƌs d’iŶoĐuluŵ. DaŶs le Đas des ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs, deuǆ pƌiŶĐipales souƌĐes 

potentielles peuvent être suspectées : (i) les arbres eux-mêmes, et (ii) les couvre-sols végétaux 

et diǀeƌses espğĐes adǀeŶtiĐes poussaŶt à l’iŶtĠƌieuƌ ou à pƌoǆiŵitĠ des ǀeƌgeƌs ;MalǀiĐk aŶd 

Moore, 1988). Le second cas de figure reste hypothétique compte tenu du manque 

d’iŶfoƌŵatioŶ ĐoŶĐeƌŶaŶt les effets des Đouǀƌe-sols végétaux sur la dynamique et la structure 

des populations des microorganismes associés aux arbres. Cependant, différentes études ont 

tout de même démontré l’iŵplication des plantes couvre-sol et adventices dans le maintien 

et la propagation de maladies des cultures. Ces études sont relativement peu nombreuses car 

gĠŶĠƌaleŵeŶt la pƌĠseŶĐe de pathogğŶes passe iŶapeƌçue eŶ ƌaisoŶ de l’aďseŶĐe de 

sǇŵptôŵes suƌ Đes plaŶtes. Les ƌaisoŶs pouƌ lesƋuelles oŶ Ŷ’oďseƌǀe Ƌue tƌğs ƌaƌeŵeŶt des 

symptômes sur les plantes couvre-sol et adventices peuvent être résumés en quatre points : 

(i) les espèces végétales couvre-sol et adventices des vergers et autres cultures, présentent 

une très grande variabilité génétique, augmentant ainsi la probabilité de la présence 

d’iŶdiǀidus résistants, (ii) les couvre-sols végétaux soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ĐoŶstituĠs d’uŶ 

asseŵďlage d’espğĐes, Đe Ƌui diŵiŶue la pƌoďaďilitĠ de ĐoŶtaĐt et la tƌaŶsŵissioŶ de l’ageŶt 

pathogène entre individus d’uŶe même espèce, (iii) la présence de plantes résistantes, qui est 

le ƌĠsultat de la sĠleĐtioŶ Ŷatuƌelle Ƌui s’est effeĐtuĠe suƌ le loŶg teƌŵe, et ;iǀͿ l’ĠliŵiŶatioŶ 
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naturelle des plantes sensibles, et avec elles les souches pathogènes très agressives (Wisler 

and Norris, 2005). 

Dans le cas des virus un très graŶd Ŷoŵďƌe de plaŶtes adǀeŶtiĐes foŶt offiĐe d’hôtes alteƌŶatifs 

et joueŶt uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs la ƌĠiŶfeĐtioŶ des Đultuƌes d’aŶŶĠe eŶ aŶŶĠe ;Duffus, ϭϵϳϭ; 

Thresh, 1981; Burdon and Leather, 1990; Sutic et al., ϭϵϵϵͿ. OŶ peut Điteƌ l’eǆeŵple des 

begomovirus, qui avant les années 1960 étaient essentiellement responsables de la présence 

de sǇŵptôŵes suƌ ƋuelƋues espğĐes heƌďaĐĠes tƌopiĐales et suďtƌopiĐales d’AŵĠƌiƋue 

(Rivera-Vargas et al., ϮϬϬϮͿ. L’iŶtƌoduĐtioŶ en Amérique de Bemisia argentifolii, aleurode à 

laƌge gaŵŵe d’hôtes pƌoďaďleŵeŶt oƌigiŶaiƌe d’IŶde, a ĠtĠ suiǀie paƌ l’appaƌitioŶ de 

nouveaux begomovirus sur différentes espèces cultivées telles que la tomate, le piment et les 

cucurbitacées (PolstoŶ aŶd AŶdeƌsoŶ, ϭϵϵϳͿ. L’apparition de nouveaux begomovirus est le 

résultat du transfert de begomovirus de plantes herbacées sur les plantes cultivées par B. 

argentifolii, ainsi que des phénomènes de sélections de variants et recombinants adaptés aux 

différentes espèces cultivées. 

Chez la tomate plusieurs pathogènes impliquent des plantes couvre-sol et adventices dans le 

dĠǀeloppeŵeŶt de ŵaladies. C’est le Đas du ǀiƌus des feuilles jauŶes eŶ Đuillğƌe de la tomate 

(Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), du virus de la maladie bronzée de la tomate (tomato 

spotted wilt virus, TSWV), de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, P. syringae pv. tomato, 

et autres Pseudomonas fluorescents (McCarter et al., 1983; Jones et al., 1986; Wisler et al., 

1998; Groves et al., 2002; Momol et al., 2002; Salati et al., 2002; Momol et al., 2003). Chez 

l’oigŶoŶ, la ďaĐtĠƌie ƌespoŶsaďle de la pouƌƌituƌe ŵolle, Pantoea ananatis, a été isolée sur plus 

d’uŶe ǀiŶgtaiŶe d’espğĐes heƌďaĐĠes assoĐiĠes auǆ Đultuƌes ;Gitaitis et al., 2002). 

DaŶs les ǀeƌgeƌs, la pƌĠseŶĐe d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de microorganismes pathogènes des arbres 

fruitiers sur les plantes couvre-sol et adventices a également été démontrée, Đ’est paƌ 
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exemple le cas de Xanthomonas campestris (Kishun and Sohi, 1979; Morris and Knox-Davies, 

1980; Schaad and Dianese, 1981; Kuan et al., 1986; Toussaint et al., 2012), Xylella fastidiosa 

(Shapland et al., 2006), et de P. syringae (English and Davis, 1960; Davis and English, 1969; 

Ercolani et al., 1974; Waissbluth and Latorre, 1978; Latorre and Jones, 1979a, b; Roos and 

Hattingh, 1986b; Baca and Moore, 1987b, a; Malvick and Moore, 1988; Mabagala and Saettler, 

1992; Liu et al., 2016). 

Dans le cas de P. syringae, les populations des plantes couvre-sol et adventices des vergers et 

pĠpiŶiğƌes pƌĠseŶteŶt des aďoŶdaŶĐes de l’oƌdƌe de ϭϬ4 à 109 CFU g-1 de matière fraîche tout 

au loŶg de l’aŶŶĠe. MalǀiĐk et Mooƌe ;ϭϵϴϴͿ oŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue la ŵajoƌitĠ des souĐhes de P. 

syringae isolées à partir de plantes couvre-sol de ǀeƌgeƌs de poiƌieƌs et d’Ġƌaďles de l’OƌegoŶ 

Ġtait Đapaďle d’iŶduiƌe uŶe ƌĠaĐtioŶ d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ loƌs de l’iŶjeĐtioŶ suƌ plaŶts de taďaĐ, 

aiŶsi Ƌue des sǇŵptôŵes loƌs de l’iŶjeĐtioŶ suƌ des plaŶtules de poiƌieƌs et d’Ġƌaďles. 

Compte tenu de l’aďoŶdaŶĐe et de la pƌĠseŶĐe peƌŵaŶeŶte de P. syringae sur les couvre-sols 

végétaux, ceux-Đi seŵďleŶt joueƌ uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l’ĠpidĠŵiologie de P. syringae chez 

les arbres fruitiers. Ces couvre-sols pourraient assurer la survie de populations de P. syringae 

pathogènes lors des périodes peu favorables à la vie épiphyte sur les arbres, et participer au 

rétablissement des populations épiphytes des arbres au retour des conditions favorables par 

inoculation via des particules aérosols, des projections de gouttes d’eau de pluie ou 

d’aƌƌosage, ou paƌ ĐoŶtaĐt diƌeĐt eŶtƌe les arbres et les plantes couvre-sol. Le rôle de la 

composition des communautés végétales des couvre-sols sur l’aďoŶdaŶĐe et la stƌuĐtuƌe des 

populations de P. syringae qui y sont associées, ainsi que celles des arbres fruitiers, reste à 

dĠteƌŵiŶeƌ. Il est possiďle Ƌue ĐeƌtaiŶes espğĐes, ou asseŵďlages d’espğĐes, ǀĠgĠtales 

puissent moduler les populations de P. syringae qui y sont associées, soit (i) directement par 

exsudation de molécules aux propriétés antimicrobiennes dans leur environnement proche, 
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soit (ii) indirectement en modifiant la composition des communautés microbiennes, 

faǀoƌisaŶt l’iŶstallatioŶ de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes, ou de P. syringae, non pathogènes et 

antagonistes des P. syringae pathogènes des arbres fruitiers. 
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II. Pseudomonas syringae : bactérie épiphyte, pathogène et glaçogène 

 

P. syringae a ĠtĠ isolĠ pouƌ la pƌeŵiğƌe fois à paƌtiƌ d’uŶ lilas ŵalade ;Syringa vulgaris L.) par 

BeijeƌiŶĐk eŶ ϭϴϵϵ, puis ĐaƌaĐtĠƌisĠ et ŶoŵŵĠ paƌ ǀaŶ Hall eŶ ϭϵϬϮ ;YouŶg, ϭϵϵϭͿ. Il s’agit 

d’uŶe ďaĐtĠƌie, appaƌteŶaŶt à la Đlasse des γ-Proteobacteria, aérobie stricte, Gram-négative, 

en forme de bâtonnet de 0.7 à 3 µm de longueur et 0.7 à 1 µm de largeur, et mobile grâce à 

la pƌĠseŶĐe d’uŶ à tƌois flagelles polaiƌes. Les souĐhes Ŷe possğdeŶt Ŷi ĐǇtoĐhƌoŵe oǆǇdase, 

Ŷi aƌgiŶiŶe dihǇdƌolase. A paƌt ƋuelƋues eǆĐeptioŶs, elles soŶt iŶĐapaďles d’iŶduiƌe la 

pourriture molle de la pomme de terre, sur le milieu B de King elles produisent un pigment 

fluorescent jaune verdâtre ou bleu selon les souches (King et al., 1954), visible sous lumière 

ultra-ǀiolette ;UVͿ, et soŶt Đapaďles d’iŶduiƌe uŶe ƌĠaĐtioŶ d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ loƌs d’iŶjeĐtioŶs 

dans les feuilles de plants de tabac (Hirano and Upper, 1990; Gaignard and Luisetti, 1993). 

Cette ƌĠaĐtioŶ d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ suƌ feuilles de plants de taďaĐ est utilisĠe jusƋu’à aujouƌd’hui 

eŶ taŶt Ƌu’outil de diagŶostiĐ de la pathogĠŶiĐitĠ. CepeŶdaŶt il seŵďleƌait Ƌue dans le cas de 

P. syringae, cet outil de diagnostic ne soit pas fiable (Latorre and Jones, 1979b). 

Actuellement, des génomes complets et ébauches de génomes de plus d’uŶe ĐeŶtaiŶe de 

souches de P. syringae sont accessibles sur des bases de données publiques telles que NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et JGI (http://jgi.doe.gov/). Selon les souches, la taille des 

génomes disponibles varie entre 4.7 et 7.7 Mb, et ils renferment entre 4500 et 11000 gènes. 

La classification des souches de P. syringae a beaucoup évolué au cours des dernières années. 

Initialement cette classification était basée sur des critères phénotypiques (physiologiques et 

écologiques), puis ceux-ci ont progressivement été remplacés par la comparaison des 

gĠŶotǇpes ǀia des teĐhŶiƋues telles Ƌue l’hǇďƌidatioŶ ADN-ADN, ou bien le séquençage de 

différents gènes de ménage (Young, 2010). De plus les différentes souches de P. syringae ont  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://jgi.doe.gov/
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Figure 5. Arbre phylogénétique du complexe P. syringae. Arbre bayésien construit à partir 

des séquences concaténées des gènes cts, gyrB, gapA et rpoD de 216 souches de P. syringae. 

Les valeurs de bootstrap sont indiquées au niveau de chaque embranchement. La taxonomie 

des souches a été compressée, seuls les clades et groupes phylogénétiques sont indiqués. 

L’aƌďƌe a ĠtĠ eŶƌaĐiŶĠ paƌ la souĐhe P. aeruginosa PAO1. Figure extraite des travaux de Berge 

et al. (2014). 
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été classées en plus de 50 pathovars (pv.), distingués pour leur pouvoir pathogène différentiel 

(Young et al., 1978; Dye et al., 1980; Bradbury, 1986). Cependant, des variations intra-

pathovars sont observées et certains initialement isolés et considérés comme pathogènes 

d’uŶe seule plaŶte oŶt ǀu leuƌ gaŵŵe d’hôte s’Ġlaƌgiƌ loƌs de tests de pouǀoiƌ pathogğŶe plus 

exhaustifs (Gaignard and Luisetti, 1993). De plus, pour des souches de P. syringae isolées à 

paƌtiƌ de ŵilieuǆ aƋuatiƋues et teƌƌestƌes, aiŶsi Ƌu’à paƌtiƌ de plaŶtes asǇŵptoŵatiƋues, le 

concept de pathovar devient obsolète et perd tout son sens dans la description et la 

classification de celles-ci (Morris et al., 2007; Morris et al., 2010). Ainsi la classification basée 

sur des analyses génétiques est celle qui est désormais la mieux adaptée à la description des 

liens entre différentes souches de P. syringae. Lors de la comparaison des séquences de gènes 

de ménage, les souches de P. syringae oŶt d’aďoƌd ĠtĠ ĐlassĠes eŶ sept gƌoupes distiŶĐts, 

auxquels se sont rajoutées des espèces proches telles que P. cichorii, P. viridiflava et P. 

avellanae (Billing, 1970; Janse et al., 1996; Gardan et al., 1999; Bodilis and Barray, 2006; Mulet 

et al., 2010; Bull et al., 2011; Parkinson et al., 2011; Scortichini et al., 2013). Puis plus 

récemment, une étude basée sur la caractérisation génotypique et phénotypique de 763 

souches de P. syringae, ƌepƌĠseŶtatiǀes de la ǀaƌiaďilitĠ gĠŶĠtiƋue d’uŶe ĐolleĐtioŶ de plus de 

1600 souches de P. syringae, a permis via des analyses phylogénétiques de quatre gènes de 

ménage (cts, gpaA, gyrB, et rpoDͿ, l’ideŶtification de 23 clades répartis en 13 phylogroupes  

 (Figure 5), incluant les sept phylogroupes décrits lors des études précédentes (Berge et al., 

2014). Certains phylogroupes représentent un intérêt particulier dans le cadre de 

l’ĠpidĠŵiologie de P. syringae compte tenu de la présence de nombreuses souches 

pathogènes, Đ’est le Đas par exemple des phylogroupes 1, 2, 7 et 8. Effectivement, le 

phylogroupe 1 renferme de nombreuses souches de P. syringae pathogènes isolées à partir 

de plantes malades. On peut citer par exemples P. syringae pv. tomato, P. avellanae, P. 
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syringae pv. actinidiae (Psa), respectivement responsables de la moucheture bactérienne de 

la tomate, ainsi que du chancre bactérien du noisetier et du kiwi. Le phylogroupe 2, ubiquiste, 

renferme des souches de P. syringae isolées à partir de milieux terrestres, aquatiques, 

agricoles et naturels. On y trouve des souches telles que P. syringae pv. syringae, pathogène 

suƌ uŶe tƌğs laƌge gaŵŵe d’hôtes, aiŶsi Ƌue P. syringae pv. aptata, et P. syringae pv. 

atrofaciens, responsables de la bactériose du melon et du blé. Les phylogroupes 7 et 8 sont 

très proches génétiquement et renferment essentiellement des souches de P. viridiflava, 

pathogğŶes suƌ uŶe laƌge gaŵŵe d’hôte et se distiŶgueŶt des autƌes P. syringae par leur 

capacité à induire la pourriture molle sur pomme de terre. 

 

II.1. Mode de vie épiphyte de P. syringae 

 

En 1959, Crosse révèle pour la première fois le mode de vie épiphyte de P. syringae (Crosse, 

1959). Dans ses travaux P. syringae pv. morsprunorum, agent responsable du chancre et de 

tâches nécrotiques sur arbres fruitiers à noyaux, est isolé à plusieurs reprises à partir de 

feuilles et tiges de Đeƌisieƌs asǇŵptoŵatiƋues. “uite à Đette dĠĐouǀeƌte, d’autƌes Ġtudes 

mettent à leur tour en évidence la présence épiphyte de P. syringae sur les feuilles, fruits et 

tiges de pġĐheƌs, d’aŵaŶdieƌs, d’oƌaŶgeƌs, et de ĐitƌoŶŶieƌs, aiŶsi Ƌue suƌ des plaŶtes 

adventices présentes dans les vergers (English and Davis, 1960; Panagopoulos, 1966). Ces 

découvertes amènent à l’ĠlaďoƌatioŶ d’uŶ Ŷouǀeau ĐoŶĐept, seloŶ leƋuel les ďaĐtĠƌies 

phytopathogènes possèderaient un stade de vie épiphyte au cours duquel elles se 

multiplieraient à la surface de plantes asymptomatiques, et lors de conditions 

environnementales favorables elles seƌaieŶt à l’oƌigiŶe de l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies ;LeďeŶ, 

1965). Par la suite la présence épiphyte de P. syringae est établie sur un grand nombre  
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Figure 6. Effet de l’iŵpaĐt des gouttes de pluies suƌ la taille des populatioŶs épiphytes de P. 

syringae. ModifiĐatioŶ du ŵiĐƌoĐliŵat à l’aide d’aďƌis eŶ polǇĠthǇlğŶe et d’ĠĐƌaŶ eŶ fiďƌe de 
verre (A). Les abris sont utilisés pour protéger les plants de haricots de la pluie, et les écrans 

eŶ fiďƌe de ǀeƌƌe soŶt utilisĠs pouƌ ƌĠduiƌe l’iŵpaĐt des gouttes de pluie loƌsƋu’elles toŵďeŶt 
sur les plants de haricots. Taille des populations de P. syringae sur plants de haricots exposés 

à la pluie (Control), protégés par des arbis (Shelter), et sous des écrans de fibre de verre 

(Screen) (B). Pour chaque date les abondances moyennes et erreurs standards sont données 

en log CFU, basées sur trois répétitions de 10 échantillons par traitement. Figure réimprimée 

par Hirano et Upper (2000) à partir de Hirano et al. (1996). 
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d’espğĐes de plaŶtes diffĠƌeŶtes ;GaigŶaƌd aŶd Luisetti, ϭϵϵϯͿ. Il seŵďleƌait Ƌu’au Đouƌs de 

son mode de vie épiphyte, P. syringae utilise les cavités stomatiques pour la multiplication 

cellulaire. Lorsque les conditions environnementales sont favorables, d’iŵpoƌtaŶtes ƋuaŶtitĠs 

de cellules émergent de ces cavités et colonisent la surface des feuilles puis les autres organes 

(Young, 1978; Roos and Hattingh, 1983). 

Paƌŵi les faĐteuƌs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ, la pluie est Đelui Ƌui a le plus d’iŵpaĐt suƌ la dǇŶaŵiƋue 

des populations épiphytes de P. syringae (Hirano et al., ϭϵϵϲͿ. Loƌs d’Ġpisodes pluǀieuǆ la taille 

des populations épiphytes de P. syringae diŵiŶue gĠŶĠƌaleŵeŶt d’uŶ faĐteuƌ ϭϬ à ϭϬϬ 

(Lindemann and Upper, 1985), puis augmente à nouveau dans les 24h suivantes (Hirano and 

Upper, 1989; Hirano et al., 1996). Cette diminution de la taille des populations est très 

pƌoďaďleŵeŶt le ƌĠsultat du lessiǀage des ďaĐtĠƌies ĠpiphǇtes paƌ l’eau de pluie ;LiŶdeŵaŶŶ 

and Upper, 1985; Constantinidou et al., 1990; Hirano and Upper, 1991; Hirano et al., 1994; 

Hirano et al., ϭϵϵϱͿ. L’eau appoƌtĠe paƌ la ďƌuŵe, la ƌosĠe, ou les sǇstğŵes d’aƌƌosage, fouƌŶit 

également des conditions favorables aux populations épiphytes de P. syringae (Foulkes and 

Lloyd, 1980; Latorre et al., 1985). Cependant, il a été montré Ƌue Đ’est l’iŵpaĐt des gouttes de 

pluie qui est le facteur déclenchant de la multiplication de P. syringae, pouvant aboutir à 

l’augŵeŶtatioŶ des populatioŶs d’uŶ faĐteuƌ ϭϬϬϬ. EffeĐtiǀeŵeŶt, loƌsƋue les plaŶtes soŶt 

protégées par un filet amortissant les gouttes, ou une bâche ne laissant pas passer la pluie, 

Đette ŵultipliĐatioŶ ŵassiǀe Ŷ’est pas oďseƌǀĠe ;Hiƌano et al., 1996)(Figure 6). De plus, compte 

teŶu de l’assoĐiatioŶ de l’histoiƌe de ǀie de P. syringae au ĐǇĐle de l’eau ;Moƌƌis et al., 2007; 

Morris et al., 2008; Morris et al., 2010 ; Morris et al. 2013), la pluie représente également une 

souƌĐe d’iŶoĐulum et de dispersion à grande échelle (Figure 7). 

La dispoŶiďilitĠ des ŶutƌiŵeŶts est l’uŶ des faĐteuƌs dĠteƌŵiŶaŶts de la ǀie ĠpiphǇte. Des 

sucres simples, tels que le glucose, fructose, et le sucrose, sont libérés de façon naturelle à la  
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Figure 7. Histoire de vie de P. syringae assoĐiĠe au ĐǇĐle de l’eau. Figure extraite de Morris 

et al. (2013). 
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surface des feuilles des végétaux et disponibles pour la croissance des microorganismes. Par 

exemple sur une feuille de haricot on peut avoir entre 0.2 à 10 µg de sucre, quantité suffisante 

pour assurer la croissance de 107 à 108 cellules microbiennes (Lindow and Brandl, 2003). 

De plus, les microorganisŵes ĠpiphǇtes doiǀeŶt ĠgaleŵeŶt s’adapteƌ auǆ ƌaǇoŶŶeŵeŶts UV 

auxquels ils sont soumis. Chez P. syringae, il a été démontré que la tolérance aux UV est 

associée à un gène plasmidique rulAB induit par les UV, lui conférant la capacité de réparer 

son ADN (Sundin and Bender, 1996; Kim and Sundin, 2000, 2001; Sundin, 2002a; Sundin, 

2002b). P. syringae est également capable de modifier son environnement en sécrétant 

diverses molécules agissant soit comme bouclier protecteur contre la dessiccation, les 

rayonnements UV, et les radicaux libres, soit comme bio-surfactants. La production de la 

toxine syringomycine est observée chez un très grand nombre de souches de P. syringae, y 

compris chez des souches non pathogènes. Celle-ci agit comme bio-surfactant, en favorisant 

l’huŵidifiĐatioŶ et eŶ ŵodifiaŶt le foŶĐtioŶŶeŵeŶt des ĐaŶauǆ ioŶiƋues pƌĠseŶts à la suƌfaĐe 

des feuilles, aboutissant ainsi à l’eǆsudation de nutriments essentiels à la multiplication 

bactérienne (Quigley and Gross, 1994; Hutchison et al., 1995). L’eǆsudatioŶ des ŶutƌiŵeŶts 

peut également être stimulée paƌ la sǇŶthğse de ƌĠgulateuƌs de ĐƌoissaŶĐe tels Ƌue l’aĐide 

indole-3-acétique (IAA) (Lindow and Brandl, 2003).  La production de polysaccharides 

eǆtƌaĐellulaiƌes ;EP“Ϳ, peƌŵet d’agƌĠgeƌ les Đellules bactériennes et les protéger contre la 

dessiccation, les rayonnements UV, ainsi que les radicaux libres (Costerton et al., 1995; Kiraly 

et al., 1997). Chez P. syringae la sǇŶthğse d’algiŶates est stiŵulĠe paƌ les stƌess hǇdƌiƋues, et 

la pƌĠseŶĐe d’H2O2 (Singh et al., 1992; Keith and Bender, 1999; Yu et al., 1999). La cohésion et 

l’agƌĠgatioŶ des ďaĐtĠƌies au seiŶ des ďiofilŵs d’EP“ faǀoƌise le quorum-sensing, qui passe par 

la production de n-aĐǇl hoŵoseƌiŶe laĐtoŶe et est ƌespoŶsaďle du ĐoŶtƌôle de l’eǆpƌession de 

gènes densité-dépendants (Cha et al., 1998; Dumenyo et al., 1998; Pierson et al., 1998) 



49 

 

 

Figure 8. Représentation schématique des différentes modifications hypothétiques de la 

phyllosphère par les bactéries épiphytes. Exsudation de nutriments par les cellules végétales 

et de la dispeƌsioŶ des Đellules ďaĐtĠƌieŶŶes sous l’effet de la sǇƌiŶgoŵǇĐiŶe, agissaŶt Đoŵŵe 
toxine et bio-suƌfaĐtaŶt ;AͿ, eǆsudatioŶ de saĐĐhaƌides paƌ les Đellules ǀĠgĠtales sous l’effet 
d’auǆiŶes secrétées par les bactéries (B), et protection des populations bactériennes contre 

les ƌaǇoŶŶeŵeŶts UV, la dessiĐĐatioŶ et les ƌadiĐauǆ liďƌes paƌ la pƌoduĐtioŶ d’EP“ ;CͿ. Figuƌe 
extraite de Lindow and Brandl (2003). 
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(Figure 8). Et enfin, il a également été dĠŵoŶtƌĠ Ƌue la ĐapaĐitĠ d’adhĠsioŶ de P. syringae à la 

suƌfaĐe des plaŶtes Ġtait assoĐiĠe à la pƌĠseŶĐe d’uŶ pilus ;HiƌaŶo aŶd Uppeƌ, ϮϬϬϬͿ. Paƌ 

exemple chez la tomate, des souches de P. syringae pv. tomato DC3000 mutantes, déficientes 

du pilus de type IV, Ŷ’aƌƌiǀeŶt pas à établir des populations aussi abondantes que celles des 

souches non mutantes (Roine et al., 1998). 

 

II.2. Pouvoir pathogène de P. syringae 

 

Après colonisation des parties aériennes des arbres, P. syringae pénétre dans les espaces 

iŶteƌĐellulaiƌes ǀia les stoŵates, hǇdathodes et ďlessuƌes. UŶe fois à l’iŶtĠƌieuƌ P. syringae 

produit des EPS, des enzymes extracellulaires telles que des pectinases et cellulases, des 

phytotoxines comme par exemple la syringomycine, la mangotoxine, persicomycine, 

phaseolotoxine, syringopeptine, tabtoxine, tagetitoxine et la coronatine, des phytohormones 

telles Ƌue l’aĐide iŶdole ϯ-acétique (AIA) et des cytokinines (CK), ainsi que des protéines 

effectrices (facteurs de virulence) qui sont sĠĐƌĠtĠes à l’iŶtĠƌieuƌ des cellules des plantes hôtes 

via un système de sécrétion. Ces éléments provoquent l’iŵďiďitioŶ d’eau et la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

d’ĠlĠŵeŶts Ŷutƌitifs dans la zone infectée, dégradent les composants des parois cellulaires 

végétales, et modulent des fonctions biologiques et le système immunitaire des plantes 

(Gaignard and Luisetti, 1993; Bender et al., 1999; Kennelly et al., 2007). 

Chez les plantes il eǆiste deuǆ tǇpes d’iŵŵuŶitĠ. Le premier détecte la présence de 

pathogènes grâce à des récepteurs de reconnaissance transmembranaire (PRRs, pour 

transmembrane Pattern Recognition Receptors) spécifiques de certains motifs moléculaires 

faiblement évolutifs appelés MAMPs ou PAMPs pour Microbial/Pathogen-Associated 

Molecular Patterns, comme par exeŵple la flagelliŶe. Il s’agit de l’iŵŵuŶitĠ ďasale, ĠgaleŵeŶt 
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appelée PTI pour PAMP Triggered Immunity. La seconde agit au niveau intracellulaire, en 

faisant intervenir des protéines NB-LRR (Nucleotide-Binding site plus Leucine-Rich Repeat), 

codées par les gğŶes de ƌĠsistaŶĐe R. IĐi oŶ paƌle d’ETI pouƌ EffeĐtoƌ Tƌiggeƌed IŵŵuŶitǇ. Elle 

est ƌespoŶsaďle de la ƌĠaĐtioŶ d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ ;HRͿ Ƌui ĐoƌƌespoŶd à la ŵoƌt pƌogƌaŵŵĠe 

des tissus iŶfeĐtĠs daŶs les Ϯϰh suiǀaŶt l’aƌƌiǀĠe du pathogğŶe, effiĐaĐe ĐoŶtƌe les pathogènes 

ďiotƌophes et hĠŵiďiotƌophes, Đ’est-à-dire qui se développent sur des hôtes vivants, mais pas 

ĐoŶtƌe les ŶĠĐƌotƌophes. L’iŵŵuŶitĠ ďasale peut ġtƌe ĐoŶtouƌŶĠe paƌ les pathogğŶes ǀia la 

sĠĐƌĠtioŶ d’effeĐteuƌs iŶteƌfĠƌaŶt aǀeĐ Đe sǇstğŵe et aďoutissant à une susceptibilité de la 

plante, aussi appelée ETS pour Effector-Triggered Susceptibility. Ces effecteurs peuvent être 

reconnus par les protéines NB-LRR aboutissant à une résistance des plantes face aux 

pathogènes, cependant grâce à la sélection naturelle, les pathogènes peuvent acquérir de 

Ŷouǀeauǆ effeĐteuƌs peƌŵettaŶt l’iŶfeĐtioŶ des plaŶtes ƌĠsistaŶtes, jusƋu’à Đe Ƌue Đelles-ci 

acquièrent à leur tour de nouvelles protéines NB-LRR capables de reconnaitre les nouveaux 

effecteurs (Dangl and Jones, 2001; Jones and Dangl, 2006). 

Chez P. syringae, l’iŶjeĐtioŶ des effeĐteuƌs daŶs les Đellules ǀĠgĠtales se fait via un système de 

sécrétion de type III (T3SS, pour Type 3 Secretion System)(Jin et al., 2003). Le T3SS est codé 

par les gènes hrp, initialement découverts chez P. syringae pv. phaseolicola (Lindgren et al., 

1986). Les gènes hrp, pour hypersensitive reaction and pathogenicity, localisés dans des 

Đlusteƌs d’eŶǀiƌoŶ Ϯϱ kď, soŶt ŶĠĐessaiƌes pouƌ pouǀoiƌ iŶduiƌe la ŵaladie Đhez les plaŶtes 

hôtes et des ƌĠaĐtioŶs d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ Đhez des plaŶtes ŶoŶ hôtes ou hôtes ƌĠsistaŶtes. Ils 

codent pour des protéines impliquées dans la régulation de transcriptions, des composants 

du système de sécrétion, ainsi que des protéines effectrices. Chez toutes les souches de P. 

syringae, le locus hrp est constitué de 27 ORFs (Open Reading Frames) organisés en six 

opérons. Au total on distingue trois classes de gènes : (i) des gènes codant pour les 
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composants de base du T3SS, incluant huit gènes hrc qui sont très conservés entre pathogènes 

animaux et végétaux, (ii) des gènes codant pour des protéines régulatrices (HrpL, HrpR, HrpS 

et HƌpVͿ ƌespoŶsaďles de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes assoĐiĠs au Tϯ““, et eŶfiŶ ;iiiͿ des gğŶes 

codant pour des protéines effectrices (Jin et al., ϮϬϬϯͿ. D’autƌes gğŶes ĐodaŶt pouƌ des 

pƌotĠiŶes effeĐtƌiĐes putatiǀes soŶt situĠs de paƌt et d’autƌe du loĐus hrp (Alfano et al., 2000). 

Chez P. syringae, les gènes hrp sont peu exprimés en dehors des plantes, cependant 

l’eǆpƌessioŶ dĠďute loƌs de l’aƌƌiǀĠe dans l’apoplaste. L’eǆpƌessioŶ des gğŶes ǀa peƌŵettƌe la 

ĐoŶstƌuĐtioŶ du sǇstğŵe de sĠĐƌĠtioŶ Ƌui s’appaƌeŶte à un flagelle. Ce système de sécrétion 

est ĐoŶstituĠ de deuǆ paƌties, d’uŶe ďase aŶŶulaiƌe et d’uŶe aiguille ;Kuďoƌi et al., 1998). Chez 

les pathogènes animaux cette aiguille fait environ 100 nm de longueur pour un diamètre 

d’eŶǀiƌoŶ ϴ Ŷŵ. Chez les bactéries phytopathogènes uŶe telle aiguille Ŷ’a jaŵais ĠtĠ isolĠe, eŶ 

ƌeǀaŶĐhe uŶe stƌuĐtuƌe siŵilaiƌe, plus loŶgue de l’oƌdƌe de ƋuelƋues ŵiĐƌoŵğtƌes, appelée 

pilus Hrp a été isolée chez P. syringae et de nombreuses autres bactéries phytopathogènes 

(Roine et al., 1997; Van Gijsegem et al., 2000; Jin et al., 2001). La sous unité la plus importante 

de ce pilus Hrp est la protéine HrpA, puisque des P. syringae mutants de hrpA ne produisent 

plus le pilus Hƌp, soŶt iŶĐapaďles d’iŶduiƌe la ŵaladie Đhez la plaŶte hôte, et Ŷ’ĠliĐiteŶt plus 

de ƌĠpoŶse d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ Đhez les plaŶtes ŶoŶ hôtes ;RoiŶe et al., 1997). Un inventaire 

complet de l’eŶseŵďle des effecteurs de P. syringae semble difficile à faire compte tenu de la 

grande variabilité génétique existante au sein de cette espèce, ĐepeŶdaŶt l’Ġtude du gĠŶoŵe 

de P. syringae pv. tomato DCϯϬϬϬ a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe plus d’uŶe tƌeŶtaiŶe de 

gènes codant pour des protéines effectrices (Guttman et al., 2002; Petnicki-Ocwieja et al., 

2002).  

CoŶĐeƌŶaŶt l’iŶteƌǀeŶtioŶ de Đes effeĐteuƌs daŶs la pathogĠŶiĐitĠ de P. syringae il y a deux 

possiďilitĠs, l’uŶe est Ƌue Đes effeĐteuƌs ĠliĐiteŶt l’eǆsudatioŶ d’eau et de nutriments des 
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Đellules ǀĠgĠtales daŶs l’apoplaste, et l’autƌe est Ƌu’elles peƌŵetteŶt la suppƌessioŶ de la 

ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe de l’hôte. Les effeĐteuƌs peuǀeŶt ġtƌe soit eǆtƌa- soit intra-cellulaires. 

Les effecteurs extracellulaires, appelés harpines, codés principalement par les gènes hrpZ et 

hrpW, peuvent induire une réaction d’hǇpeƌseŶsiďilitĠ loƌsƋu’ils soŶt iŶjeĐtĠs dans les espaces 

intercellulaires (He et al., 1993; Charkowski et al., 1998). Les effecteurs intracellulaires 

contiennent entre autres des pƌotĠiŶes d’aǀiƌuleŶĐe ;AǀƌͿ iŵpliƋuĠes daŶs la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe 

gène-pour-gğŶe et l’iŶduĐtioŶ de ŵĠĐaŶisŵes de dĠfeŶse Đhez les plaŶtes. 

 

II.3. Pouvoir glaçogène de P. syringae 

 

L’eau eǆtƌa-puƌe peut ƌesteƌ eŶ suƌfusioŶ jusƋu’à des teŵpĠƌatuƌes de l’oƌdƌe de -40 °C. Dans 

la Ŷatuƌe l’Ġtat de suƌfusioŶ de l’eau est ƌoŵpu paƌ des ŶoǇauǆ glaçogènes à des températures 

négatives avoisinant 0 °C. Ces noyaux glaçogènes peuvent être des particules inorganiques 

telles que des poussières minérales ou métalliques, cependant elles ne sont effiĐaĐes Ƌu’à des 

températures inférieures à -10 °C, ou des particules organiques, telles que des acides aminés, 

protéines et terpènes, qui quant à elles peuvent induire la formation de glace à des 

températures plus élevées avoisinant les -5 °C (Gaignard and Luisetti, 1993). Dès la fin des 

années 1950 l’eǆisteŶĐe de paƌtiĐules ďiologiƋues pouǀaŶt iŶduire la formation de glace à des 

températures situées entre -2 et -4 °C est soupçonnée, mais il faudra attendre le début des 

aŶŶĠes ϳϬ pouƌ eŶ aǀoiƌ la pƌeuǀe et l’ideŶtifiĐatioŶ de P. syringae comme noyau glaçogène 

(Maki et al., ϭϵϳϰͿ. Paƌ la suite l’aĐtiǀitĠ glaçogğŶe a ĠtĠ ideŶtifiĠe Đhez d’autƌes espğĐes 

bactériennes telles que Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas viridiflava, Erwinia herbicola 

et Xanthomonas translucens (Gaignard and Luisetti, 1993).  

L’aĐtiǀitĠ glaçogğŶe est ǀaƌiaďle au seiŶ d’uŶe espğĐe, et daŶs le Đas de P. syringae la capacité  
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Figure 9. SpeĐtƌe d’aĐtivitĠ glaçogğŶe d’uŶe souĐhe de P. syringae. Les cellules de P. syringae 

soŶt ŵise eŶ suspeŶsioŶ daŶs du taŵpoŶ phosphate ;Ϭ.ϭ M, pH ϳͿ à ƌaisoŶ d’eŶǀiƌoŶ ϭϬ8 CFU 

ml-1. Une série de dilutions de facteur dix a été réalisée à partir de cette suspension. Des 

gouttelettes de ĐhaƋue dilutioŶ, aiŶsi Ƌue de la suspeŶsioŶ d’oƌigiŶe, oŶt ĠtĠ dĠposĠes suƌ uŶ 
ďloĐ d’aluŵiŶiuŵ. Le ďloĐ a eŶsuite ĠtĠ ƌefƌoidi, et la température de prise en glace de chaque 

goutte a été enregistƌĠe. ChaƋue poiŶt ƌepƌĠseŶte l’aĐtiǀitĠ glaçogğŶe des diffĠƌeŶts 
échantillons provenant des dilutions précédemment préparées. La concentration de noyaux 

glaçogène (Ice Nuclei, N) à la température T [N(T)] de chaque suspension a été calculée selon 

la méthode de Vali (1995). La fréquence de nucléation (Nucleation Frequency) correspond au 

nombre de noyaux glaçogène par rapport au nombre de cellules bactériennes. Figure extraite 

de Hirano and Upper (2000). 
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à ƌoŵpƌe l’Ġtat de suƌfusioŶ de l’eau Ŷ’est pas identique pour toutes les souches, ni pour 

toutes les Đellules d’uŶe ŵġŵe souĐhe. De plus la fƌaĐtioŶ de Đellules se ĐoŵpoƌtaŶt eŶ taŶt 

que noyaux glaçogènes augmente avec la diminution de la température au-delà de -1 °C 

(Figure 9). 

Le gène responsable de cette activité glaçogène, appelé gène ina pour ice nucleation activity, 

a été identifié et séquencé à partir de souches de P. syringae (Green and Warren, 1985), mais 

ĠgaleŵeŶt d’autƌes espğĐes ďaĐtĠƌieŶŶes ;WaƌƌeŶ et al., 1986; Warren and Corotto, 1989; 

)hao aŶd Oƌseƌ, ϭϵϵϬͿ. DaŶs tous les Đas il s’agit d’uŶ Đadƌe de leĐtuƌe ouǀeƌte ;ORFͿ d’eŶǀiƌoŶ 

4000 pb avec une partie centrale contenant des motifs répétés de 24, 48, et 144 nucléotides. 

Des analyses comparatives des séquences du gène ina des différentes espèces bactériennes a 

peƌŵis d’Ġŵettƌe l’hǇpothğse Ƌue Đes gğŶes soieŶt tous issus d’uŶ ŵġŵe aŶĐġtƌe ĐoŵŵuŶ, 

et Ƌu’ils auƌaieŶt ĠtĠ aĐƋuis ǀia des tƌaŶsfeƌts hoƌizoŶtauǆ au seiŶ de populatioŶs ĠpiphǇtes 

(Wolber and Warren, 1991). 

Cette activité glaçogène peut jouer un rôle important dans les processus infectieux des 

souches de P. syringae qui en sont dotées eŶ ĐƌĠaŶt des poƌtes d’iŶfeĐtioŶ. EŶ l’aďseŶĐe de 

bactéries glaçogènes oŶ peut oďseƌǀeƌ de l’eau sous foƌŵe liƋuide suƌ les plaŶtes jusƋu’à des 

températures avoisinant les -5 °C. Cependant en présence de bactéries glaçogènes telles que 

P. syringae, la formation de glace peut avoir lieu à températures allant de 0 à -2 °C, 

s’aĐĐoŵpagŶaŶt paƌfois de dĠgâts de gel qui sont le résultat de la destruction des tissus par 

formation de glace intracellulaire. De plus, l’alteƌŶaŶĐe de phases de gel et de dĠgel est uŶ 

faĐteuƌ faǀoƌisaŶt l’eŶtƌĠe et la pƌopagatioŶ de P. syringae dans les espaces intercellulaires via 

des phénomènes d’aspiƌatioŶ de l’eau, et est tƌğs souǀeŶt assoĐiĠe à l’appaƌitioŶ de ĐhaŶĐƌes 

et à la propagation de chancres existants (Klement et al., 1984; Vigouroux, 1999). Le lien entre 

l’aďoŶdaŶĐe des bactéries glaçogènes et le nombre de dégâts observés sur plantes a été 
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démontré, et différents travaux ont mis en évidence la diminution des dégâts de gel par 

pulvérisation de souches mutantes ina-, Ƌui diŵiŶuaieŶt l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs iŶa+ par 

des phénomènes de compétitions intra-spécifiques (Lindow, 1990, 1995). 

 

II.4. Epidémiologie des maladies provoquées par P. syringae chez les arbres fruitiers 

 

II.4.1. Chancre bactérien des arbres fruitiers à noyaux 

 

Depuis le début du XXIème siècle, P. syringae a ĠtĠ ƌeĐoŶŶu Đoupaďle de l’ĠŵeƌgeŶĐe de 

ŵaladies suƌ plus d’uŶe ǀiŶgtaiŶe de plaŶtes ligŶeuses daŶs Ϯϱ paǇs. Les dĠgâts ĐausĠs ĐhaƋue 

année par P. syringae se chiffrent en centaines de millions de dollars. Par exemple, les pertes 

annuelles au niveau de la production de fruits à noyaux en Afrique du Sud se chiffrent à plus 

de ϭϬ ŵillioŶs de dollaƌs, et eŶ ϮϬϭϮ la destƌuĐtioŶ de plusieuƌs ŵillieƌs d’heĐtaƌes de ǀeƌgeƌs 

de kiwis en Nouvelle Zélande a engendré des pertes estimées à plus de 70 millions de dollars 

(Lamichhane et al., 2014). 

Généralement le cycle de la maladie du chancre bactérien des arbres fruitiers causé par P. 

syringae débute au printemps par la colonisation et le développement de populations 

épiphytes importantes au niveau des bourgeons des arbres. Les arbres sont généralement 

ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe la souƌĐe d’iŶoĐuluŵ pƌiŶĐipale, ĐepeŶdaŶt les Đouǀƌe-sols, compte tenu 

de leur capacité à héberger des populations importantes de P. syringae, semblent également 

pouvoir contribuer à cet inoculum initial. AiŶsi au pƌiŶteŵps il est possiďle d’oďseƌǀeƌ des 

populatioŶs aǇaŶt des aďoŶdaŶĐes de l’oƌdƌe de ϭϬ4 à 106 CFU g-1 de tissu végétal au niveau 

des ďouƌgeoŶs. UŶ foƌt tauǆ d’huŵiditĠ et des teŵpĠƌatuƌes ŶĠgatiǀes faǀoƌiseŶt l’appaƌitioŶ 

de la maladie.  
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Figure 10. Illustration du cycle du chancre bactérien des arbres fruitiers à noyaux causé par 

P. syringae. Ajout du couvre-sol ǀĠgĠtal Đoŵŵe ƌĠseƌǀoiƌ et souƌĐe hǇpothĠtiƋue d’iŶoĐuluŵ 
de P. syringae pour les arbres fruitiers. 
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L’alteƌŶaŶĐe de phases de gel et de dĠgel faǀoƌise l’eŶtƌĠe de la ďaĐtĠƌie daŶs les tissus par 

des phĠŶoŵğŶes d’aspiƌatioŶ d’eau. Loƌs du gel il Ǉ a peƌte d’eau paƌ les Đellules ǀĠgĠtales et 

formation de glace dans les espaces intercellulaires. Ce phĠŶoŵğŶe est d’autaŶt plus 

pƌoŶoŶĐĠ Ƌue la teŶeuƌ iŶitiale eŶ eau des aƌďƌes est ĠleǀĠe. Puis loƌs du dĠgel, l’aspiƌatioŶ de 

l’eau paƌ les Đellules ǀĠgĠtales eŶtƌaiŶe uŶ fluǆ eŵpoƌtaŶt les ďaĐtĠƌies ĠpiphǇtes daŶs les 

espaces intercellulaires sur des distances plus ou moins importantes selon la teneur en eau 

des arbres (Vigouroux, 1999). Les blessures issues de la taille des arbres fournissent également 

des ǀoies d’eŶtƌĠes pouƌ la ďaĐtĠƌie. De Đe fait les tailles hiǀeƌŶales Ŷe soŶt pas 

recommandées, car celles-ci aboutissent généralement des infections accrues des arbres liées 

aux températures négatives (Weaver, 1978; Vigouroux, 1989; Sobiczewski and Jones, 1992). 

DuƌaŶt l’ĠtĠ il est possiďle d’oďseƌǀeƌ l’appaƌitioŶ de tâĐhes foliaiƌes ŶĠĐƌotiƋues eŶtouƌĠes 

d’uŶ halo ĐhloƌotiƋue jauŶe, ŵais aussi des populations épiphytes survivant sur des feuilles et 

autƌes tissus asǇŵptoŵatiƋues. GĠŶĠƌaleŵeŶt eŶ ĠtĠ, l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs de P. 

syringae diminue à des niveaux indétectables, et celles-ci ne réaugmentent Ƌu’à l’automne 

avec la diminution des températures et la recrudescence des épisodes pluvieux (Crosse, 1957, 

1966; Sundin et al., ϭϵϴϴͿ. A l’autoŵŶe, les lĠsioŶs gĠŶĠƌĠes paƌ la Đhute des feuilles 

fouƌŶisseŶt de Ŷouǀelles poƌtes d’eŶtƌĠes pouƌ la ďaĐtĠƌie. Les P. syringae épiphytes vont 

ŵigƌeƌ ǀeƌs Đes ďlessuƌes et il est possiďle d’oďseƌǀeƌ uŶe ĐoloŶisatioŶ sǇstĠŵiƋue, 

aďoutissaŶt à l’eŶǀahisseŵeŶt des ďouƌgeoŶs doƌŵaŶts ;Cƌosse, ϭϵϱϲ; Roos aŶd HattiŶgh, 

1986a; Sundin et al., 1988). Ces bourgeons maintiennent généralement une apparence saine 

et participent à l’iŶfestatioŶ des arbres au printemps suivant. La figure 10 reprend les 

principales étapes du cycle de la maladie des arbres fruitiers à noyaux, et autres arbres 

fruitiers, causée par P. syringae. Compte tenu de la présence d’iŵpoƌtaŶtes populatioŶs de P. 

syringae sur les plantes couvre-sol et adventices, celles-ci ont été rajoutées comme source  
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Figure 11. Illustrations des symptômes liés à une infection par P. syringae (i). Dépérissement 

de jeunes pousses de merisier (Prunus avium) (A), de poirier (Pyrus communis) (B et C), et de 

prunier (Prunus domestica) (D). Illustrations extraites de Kennelly et al. (2007). 

 

Figure 12. Illustrations des symptômes liés à une infection par P. syringae (ii). Lésions sur 

fruits (A) et tâches nécrotiques sur feuilles (B) de merisier (Prunus avium). Illustrations 

extraites de Kennelly et al. (2007). 
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hypothétiques d’iŶoĐuluŵ de P. syringae pathogènes des arbres fruitiers dans le schéma du 

cycle épidémiologique. 

Les sǇŵptôŵes ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ P. syringae sont illustrés dans les figures 

11 à 13. Ces sǇŵptôŵes soŶt siŵilaiƌes pouƌ l’eŶseŵďle des aƌďƌes fƌuitieƌs à ŶoǇauǆ. 

 

II.4.2. Chancre bactérien du kiwi, causé par P. syringae pv. actinidiae (Psa) 

 

Depuis uŶ peu ŵoiŶs d’uŶe dizaiŶe d’aŶŶĠes P. syringae pv. actinidiae (Psa), agent du chancre 

bactérien du kiwi, est devenu la menace principale des régions productrices de kiwis à chaire 

verte (Actinidia deliciosa) et jaune (A. chinensisͿ daŶs le ŵoŶde. L’iŵpaĐt ĠĐoŶoŵiƋue pouƌ 

les aƌďoƌiĐulteuƌs est estiŵĠ eŶtƌe ϭϱϬϬϬ à ϱϬϬϬϬ € ha-1 an-1 (Donati et al., 2014). En France 

oŶ estiŵe Ƌu’eŶǀiƌoŶ ϭϬ % de la suƌfaĐe de pƌoduĐtioŶ de kiwi serait atteinte par le Psa, soit 

plus de 370 ha sur les 4300 ha cultivés (Fritsch et al., 2012). 

Au cours des quatre dernières décennies plusieurs émergences de Psa ont été signalées dans 

le monde. La première émergence remonte au début des années 1980 au Japon, en Chine, en 

Corée et en Italie (Serizawa et al., 1989; Takikawa et al., 1989; Fang et al., 1990; Wang et al., 

1992; Zhu et al., 1993; Koh et al., 1994; Scortichini, 1994; Cheng et al., 1995; Liang et al., 2000; 

Han et al., 2003; Lee et al., 2005).  

Depuis 2008 une nouvelle souche de Psa plus agressive a émergé et s’est ƌapideŵeŶt 

ƌĠpaŶdue à l’eŶseŵďle des zoŶes pƌoduĐtƌiĐes de kiǁis daŶs le ŵoŶde. L’ĠŵeƌgeŶĐe a 

débutée en Italie (Balestra et al., 2009b; Balestra et al., 2009a; Balestra et al., 2013), puis Psa 

s’est pƌopagĠ eŶ FƌaŶĐe ;VaŶŶeste et al., 2011c), en Espagne (Abelleira et al., 2011; Balestra 

et al., 2011), en Suisse (EPPO, 2011d), au Portugal (Balestra et al., 2010), en Turquie (Bastas 

and Karakaya, 2012), en Allemagne (EPPO, 2011a), et en Slovénie (Dreo et al., 2014). Cette  
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Figure 13. Illustrations des symptômes liés à une infection par P. syringae (iii). Chancre sur 

tƌoŶĐ de ŵeƌisieƌ ;AͿ, ĐhaŶĐƌe se pƌopageaŶt d’uŶe tige ǀeƌs uŶe ĐhaƌpeŶtiğƌe et appaƌition 

de poiŶts de goŵŵe ;BͿ, ĐhaŶĐƌe au Ŷiǀeau d’uŶe plaie de taille ;iŶdiƋuĠe paƌ la flğĐhe ƌougeͿ 
(C), chancre entrainant la mort de jeunes pousses (indiquées par des flèches rouges) (D), 

diminution de la vigueur et du nombre de fleurs des arbres infectés (E), un jeune merisier mort 

à la suite d’uŶe iŶfeĐtioŶ sǇstĠŵiƋue ;FͿ. IllustƌatioŶs eǆtƌaites de KeŶŶellǇ et al. (2007). 
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Ŷouǀelle souĐhe est ĠgaleŵeŶt ƌetƌouǀĠe eŶ Asie de l’est et eŶ ChiŶe ;Tu et al., 2011; Zhao et 

al., 2012; Zhao et al., 2013), au Japon (Sawada et al., 2014), en Corée du sud (Koh et al., 2010; 

Koh et al., 2012), en Océanie et Nouvelle Zélande (Everett et al., 2011; Vanneste et al., 2011a), 

en Australie (EPPO, 2011c), et au Chili (EPPO, 2011b). 

Les souches de Psa issues des premières observations au Japon et en Italie au début des 

années 1980 sont très proches, elles se distinguent des souches de Psa coréennes, ainsi que 

de Đelles ƌespoŶsaďles de l’ĠŵeƌgeŶĐe de ϮϬϬϴ. Ces souĐhes ĐoŶstitueŶt tƌois ligŶĠes 

génétiques différentes, celle de 2008 est considérée comme plus agressive que les deux 

précédentes et a été renommée Psa-V, V pour virulent. Ces souches Psa-V possèdent les gènes 

ĐodaŶt pouƌ le Tϯ““ tel Ƌu’il a ĠtĠ dĠĐƌit pouƌ les autƌes souĐhes pathogğŶes de P. syringae, 

mais Ŷe possğdeŶt pas les gğŶes ŶĠĐessaiƌes à l’eǆpƌessioŶ de la phaseolotoxine et la 

coronatine (Marcelletti et al., 2011; Scortichini et al., 2012). Une analyse génomique plus 

ƌĠĐeŶte, de plusieuƌs gĠŶoŵes de Psa, ĐoŵďiŶĠe à l’histoƌiƋue d’ĠŵeƌgeŶĐe de la maladie 

semblent indiquer une origine chinoise des souches de Psa-V italiennes, néo-zélandaises, et 

chiliennes (Butler et al., 2013). 

Psa infecte les plantes par les stomates, les lésions qui apparaissent lors de la chute des fruits 

et des feuilles, ainsi celles engendrées lors de la taille des plants de kiwi (Spinelli et al., 2011; 

Spinelli et al., 2013b). Des études ont montrés que Psa était capable de survivre sur le pollen 

des fleurs mâles, et que celui-Đi pouǀait, loƌs du dĠpôt suƌ des fleuƌs feŵelles, ġtƌe à l’oƌigiŶe 

de contaminations systémiques (Chapman et al., 2011; Vanneste et al., 2011b; Spinelli et al., 

2013a).  

Les sǇŵptôŵes tǇpiƋues oďseƌǀaďles loƌs d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ Psa soŶt l’appaƌitioŶ de tâĐhes 

ŶĠĐƌotiƋues aŶgulaiƌes suƌ les feuilles, uŶe dĠĐoloƌatioŶ ƌougeâtƌe ǀisiďle sous l’ĠĐoƌĐe, la 

pƌoduĐtioŶ d’uŶ eǆsudat Đouleuƌ ƌouille, la ŶĠĐƌose des ďouƌgeoŶs, le flĠtƌisseŵeŶt des  
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Figure 14. Illustrations des symptômes liés à une infection par P. syringae pv. actinidiae 

(Psa). TâĐhes ŶĠĐƌotiƋues eŶtouƌĠes d’uŶ halo ĐhloƌotiƋue jauŶâtƌe ;AͿ, dĠpĠƌisseŵeŶt d’uŶe 
jeune pousse (B), nécrose florale (C), retard du développement des bourgeons (D), exsudats 

visibles sur une canne infectée (E), coloration rouge des lenticelles (F), chancre bactérien avec 

eǆsudats à la suƌfaĐe d’uŶe ĐhaƌpeŶtiğƌe ;GͿ, dĠĐoloƌatioŶ ƌougeâtƌe ǀisiďle sous l’ĠĐoƌĐe au 
Ŷiǀeau des ĐhaŶĐƌes ;HͿ. DaŶs le Đas pƌĠseŶt il s’agit de plants de kiwis (Actinidia deliciosa) de 

la ǀaƌiĠtĠ HaǇǁaƌd, ĐepeŶdaŶt les sǇŵptôŵes d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ Psa soŶt siŵilaiƌes suƌ les 
autres variétés et espèces de kiwis. Illustrations extraites de Donati et al. (2014). 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

feuilles, une coloration rouge des lenticelles, la chute de fruits, ainsi que le dépérissement de 

ĐaŶŶes et de ĐhaƌpeŶtiğƌes eŶ ƌaisoŶ de l’oďstƌuĐtioŶ du sǇstğŵe ǀasĐulaiƌe paƌ la ďaĐtĠƌie 

(Donati et al., 2014). Les différents symptômes sont illustrés dans la Figure 14. 

Le cycle de la maladie du chancre bactérien du kiwi causé par Psa est similaire à celui décrit 

précédemment pour les arbres fruitiers à noyaux. Durant le printemps Psa va infecter les 

feuilles, fleurs et bourgeons, se disséminer via le pollen, et se vasculariser (Serizawa and 

Ichikawa, 1993c; Spinelli et al., ϮϬϭϭͿ. Il est possiďle d’oďseƌǀeƌ uŶ ƌetaƌd daŶs le 

développement des bourgeons, des chancres, des exsudats, des tâches foliaires, ainsi que le 

flétrissement des feuilles. Les exsudats ĐoŶstitueŶt uŶe iŵpoƌtaŶte souƌĐe d’iŶoĐuluŵ Ƌui ǀa 

être dispersée par la pluie et le vent (Serizawa et al., 1989; Serizawa and Ichikawa, 1993a). En 

été, lorsque les températures dépassent les 25 °C, le développement bactérien est ralenti, 

cependant il est possiďle d’oďseƌǀeƌ des populatioŶs ĠpiphǇtes de Psa suƌ les feuilles ;“tefaŶi 

and Giovanardi, 2011), parfois associées à la présence de tâches foliaires, mais aussi le 

dĠpĠƌisseŵeŶt de plaŶts de kiǁi doŶt l’eŶseŵďle du sǇstğŵe ǀasĐulaiƌe a ĠtĠ ĐoloŶisĠ par la 

bactérie (Serizawa and Ichikawa, 1993b; Spinelli et al., ϮϬϭϭͿ. A l’autoŵŶe, oŶ oďseƌǀe paƌfois 

le dépérissement de certaines cannes, et Psa infecte ou réinfecte les plants de kiwi via les 

lenticelles, les bourgeons, ainsi que les blessures dues à la chute des feuilles, la récolte des 

fruits, et de la taille des vignes (Serizawa et al., 1994). Il a également été démontré que Psa 

était capable de survivre dans la litière constituée par les feuilles et les débris de taille 

(Marcelletti et al., 2011; Tyson et al., 2012). Cependant le rôle de cette litière dans le cycle de 

la ŵaladie Ŷ’est pas eŶĐoƌe ĠluĐidé. Et enfin en hiver, la bactérie se multiplie au sein des tissus 

et il est possiďle d’oďseƌǀeƌ l’appaƌitioŶ de ĐhaŶĐƌes, aiŶsi Ƌue l’eǆteŶsioŶ de ĐhaŶĐƌes 

pƌĠeǆistaŶts. Les souĐhes de Psa de l’ĠpidĠŵie aĐtuelle Ŷe possğdeŶt pas d’aĐtiǀitĠ glaçogğŶe, 

cependant la formation des chancres et la migration bactérienne au sein des tissus sont
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Figure 15. Illustrations des symptômes causés par Psa sur feuilles de kiwi et trois espèces végétales associées aux vergers de kiwis. 

Comparaison des symptômes observés en verger sur feuille de kiwi atteint par Psa, présentant les tâches nécrotiques angulaires typiques d’uŶe 
infection par Psa (a), sur feuilles de Setaria viridis poussant sous des plants de kiwi infectés par Psa, sur lesquelles on observe des tâches 

iƌƌĠguliğƌes eŶtouƌĠes d’uŶ halo ƌougeâtƌe ;ďͿ, suƌ feuilles d’Alternanthera philoxeroides situées à proximité de vergers de kiwis infectés par Psa, 

suƌ lesƋuelles oŶ oďseƌǀe des tâĐhes ŶĠĐƌotiƋues ĐiƌĐulaiƌes eŶtouƌĠes d’uŶ halo jauŶâtƌe (c), et sur feuilles de Paulownia tomentosa également 

situées à proximité de vergers de kiwis infectés par Psa, sur lesquelles on observe des tâches nécrotiques brunes entourées d’uŶ halo jauŶâtƌe 
(d). Illustrations extraites de Liu et al. (2016). 
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faǀoƌisĠes paƌ l’alteƌŶaŶĐe de phases de gel et de dĠgel ;FeƌƌaŶte aŶd “ĐoƌtiĐhiŶi, ϮϬϭϰͿ. 

Récemment il a été montré que certaines espèces végétales fréquemment retrouvées parmi 

les plantes couvre-sol des vergers de kiwis, Setaria viridis, Alternanthera philoxeroides et 

Paulownia tomentosa, pouǀaieŶt se Đoŵpoƌteƌ eŶ taŶt Ƌu’hôtes alternatifs de Psa (Liu et al., 

2016). Ces plantes présentent sur leurs feuilles des tâches nécrotiques similaires à celles 

observées sur celles de plants de kiwis atteints par Psa (Figure 15). Des isolements bactériens 

oŶt peƌŵis d’ideŶtifieƌ Psa, et la ƌepƌoduĐtiďilitĠ des sǇŵptôŵes a ĠtĠ testĠe aǀeĐ suĐĐğs eŶ 

ĐoŶditioŶs ĐoŶtƌôlĠes. Il s’agit de la pƌeŵiğƌe Ġtude à dĠŵoŶtƌeƌ la suƌǀie de Psa eŶ dehoƌs de 

son hôte associé à la présence de symptômes foliaires similaires à ceux de plants de kiwis 

iŶfeĐtĠs. AupaƌaǀaŶt seule l’Ġtude de VaŶŶeste et al. ;ϮϬϭϮͿ aǀait teŶtĠe d’Ġǀalueƌ la suƌǀie 

de Psa sur une espèce non hôte, Cryptomeria japonica, utilisée comme brise vent dans les 

vergers de kiwis néo-zélandais. La présence épiphyte de Psa a été démontrée, cependant les 

populatioŶs dĠĐƌoisseŶt au Đouƌs du teŵps et dispaƌaisseŶt totaleŵeŶt au ďout d’uŶe dizaiŶe 

de jouƌs, Ǉ Đoŵpƌis loƌs d’iŶoĐulatioŶs aƌtifiĐielles ;VaŶŶeste et al., 2012). Compte tenu des 

nombreux microorganismes pathogènes présents sur les plantes couvre-sol et adventices des 

vergers, cette découverte supplémentaire renouvelle la question du rôle de ces plantes dans 

les cycles épidémiologiques des microorgaŶisŵes pathogğŶes, aiŶsi Ƌue daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe des 

maladies des arbres fruitiers. 

 

II.5. Moyens de lutte actuels 

 

Les méthodes actuelles visent à réduire les populations épiphytes de P. syringae, constituants 

l’uŶe des souƌĐes pƌiŶĐipales d’iŶoĐuluŵ des aƌďƌes fƌuitieƌs. Il s’agit esseŶtielleŵeŶt de lutte 

chimique, mais également de lutte biologique par utilisation de microorganismes 
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antagonistes, ainsi que de mesures prophylactiques tels Ƌu’uŶe taille hors des saisons de 

vulnérabilité des arbres et la désinfection systématique des outils de travail, ou encore la 

plantation de variétés résistantes (levier génétique). 

La lutte chimique est essentiellement réalisée avec des sels de cuivre et des antibiotiques 

(Cameron, 1962; Ercolani, 1967; Matthee and Erskine, 1971; Prunier et al., 1985). 

L’utilisatioŶ des aŶtiďiotiƋues Ŷ’est autoƌisĠe Ƌu’eǆĐeptioŶŶelleŵeŶt eŶ Euƌope. L’utilisatioŶ 

des antibiotiques tels que la tétracycline, la streptomycine, et la gentamicine est interdite. 

Effectivement, le daŶgeƌ de l’utilisatioŶ d’aŶtiďiotiƋues est l’appaƌitioŶ de souĐhes 

ŵiĐƌoďieŶŶes ƌĠsistaŶtes, d’autaŶt plus si la ƌĠsistaŶĐe est plasŵidiƋue du fait de la possiďle 

tƌaŶsŵissioŶ des plasŵides ǀia siŵple ĐoŶjugaisoŶ ďaĐtĠƌieŶŶe. L’appaƌitioŶ de souĐhes de P. 

syringae résistaŶtes s’est dĠǀeloppĠe depuis la fiŶ des aŶŶĠes ϭϵϴϬ aǀeĐ l’autoƌisatioŶ de 

l’utilisatioŶ de la stƌeptoŵǇĐiŶe eŶ Asie et Nouǀelle )ĠlaŶde ;Goto, ϭϵϵϭ; “oďiĐzeǁski et al., 

1991; Koh et al., 1996; Nakajima et al., 2002; Lee et al., 2005; Vanneste et al., 2011b). Des  

gènes de résistance à la streptomycine ont été détectés chez des souches de Psa au Japon 

(Nakajima et al., 2002) soulevant la question de la chronologie de leur apparition par rapport 

à l’utilisatioŶ de la stƌeptoŵǇĐiŶe eŶ Đultuƌe de kiǁi.   

En Europe, les traitements constitués de composés cupriques restent la base de la lutte face 

au chancre bactérien causé par P. syringae et sont autorisés en agriculture biologique 

(Vanneste et al., 2003; Li et al., 2004; Vanneste et al., 2010). En France, plusieurs formulations 

cupriques sont fréquement utilisées : le sulfate de Đuiǀƌe, l’hǇdƌoǆǇde de Đuiǀƌe, le chélate de 

cuivre et l’oǆǇde Đuiǀƌeuǆ (e.g. Nordox) (Gaignard and Luisetti, 1992; Luisetti et al., 1992). 

Cependant comme pour les antibiotiques, oŶ peut oďseƌǀeƌ de la phǇtotoǆiĐitĠ, l’appaƌitioŶ 

de souches résistantes et des dépôts résiduels dans les fruits. Des souches de Psa résistantes 

au cuivre ont été isolées au Japon (Nakajima et al., 2002; Goto et al., 2004), mais dans aucune 



68 

 

des souches isolées depuis 2008 en Italie (Ferrante and Scortichini, 2010). Les gènes copA et 

copB, induisant une résistance partielle au cuivre, ont été détectés chez quelques souches de 

la lignée génétique responsable de la pandémie actuelle du chancre bactérien du kiwi. 

Cependant aucune de ces souches de Psa ne renfermait les gènes copS et copR, responsables 

d’uŶe ƌĠsistaŶĐe ŵaǆiŵale au Đuiǀƌe ;CookseǇ, ϭϵϵϰ; MaƌĐelletti et al., 2011). 

La lutte biologique quant à elle, ĐoŶsiste eŶ l’utilisatioŶ de souĐhes ŵiĐƌoďieŶŶes aŶtagoŶistes 

des P. syringae pathogènes. Différentes études ont montrées Ƌu’il Ġtait possiďle de réduire 

les populations de P. syringae pathogğŶes d’uŶ faĐteuƌ ϭϬ à ϱϬϬ et pƌotĠgeƌ les plaŶtes ĐoŶtƌe 

les dégâts de gel en utilisant diverses souches bactériennes antagonistes telles que P. 

fluorescens, P. putida, Erwinia carotovora, et E. herbicola (Lindow, 1982; Cody et al., 1987; 

Sobiczewski, 1987; Kim et al., ϭϵϴϵͿ. La pƌeŵiğƌe eǆpĠƌieŶĐe d’utilisatioŶ d’uŶ microorganisme 

génétiquement modifié dans le cadre de la lutte biologique a été proposée par Lindow avec 

une souche de P. syringae non glaçogène par mutation de son gène ina. La pulvérisation de 

cette souche mutante sur les plantes a permis de réduire de façon significative les populations 

de P. syringae glaçogène et ainsi les dégâts de gel (Lindow, 1986, 1988, 1990). 

L’effiĐaĐitĠ des ŵoǇeŶs de lutte aĐtuels ƌeste liŵitĠe et Đoŵpte teŶu de la pƌise de ĐoŶsĐieŶĐe 

de l’iŵpoƌtaŶĐe de la pƌĠseƌǀatioŶ de l’eŶǀironnement par les consommateurs et les 

producteurs, les méthodes de Đultuƌes aĐtuelles oŶt teŶdaŶĐe à s’oƌieŶteƌ de plus en plus vers 

uŶe agƌiĐultuƌe duƌaďle. L’aŵĠlioƌatioŶ des ĐoŶŶaissaŶĐes ĐoŶcernant les différents facteurs 

environnementaux impliqués dans les cycles épidémiologiques des maladies des arbres 

fruitiers, mais également des autres cultures, pourraient aboutir à la mise au point de 

nouvelles méthodes d’agƌoĠĐologie et d’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue peƌŵettaŶt l’aŵĠlioƌatioŶ de 

la santé des cultures. 
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Figure 16. LoĐalisatioŶs des tƌois ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs ; ), P1, P2 et P3, ainsi que des quatre 

vergers de kiwis ( ), K1, K2, K3 et K4. La gestion du couvre-sol est indiquée pour chaque 

verger : enherbement de la totalité de la surface du verger ( ), inter-rangs enherbés et rangs 

désherbés par herbicides ( ), et enfin inter-rangs et rangs désherbés par herbicides associés 

à un travail mécanique du sol ( ).  
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Contexte 

 

Les travaux présentés ci-après ont pour objectifs d’aŵĠlioƌeƌ les ĐoŶŶaissaŶĐes ĐoŶĐeƌŶaŶt les 

ƌĠseƌǀoiƌs d’iŶoĐuluŵ, et eŶ paƌtiĐulieƌ les couvre-sols végétaux des vergers, de P. syringae 

qui est impliqué dans l’ĠŵeƌgeŶĐe de maladies des arbres fruitiers, et d’ideŶtifieƌ de 

potentielles méthodes de lutte utilisaŶt les pƌiŶĐipes de l’agƌoĠĐologie et de l’iŶgĠŶieƌie 

écologique. 

La réalisation de ces travaux a ŶĠĐessitĠ, daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, la ĐƌĠatioŶ d’outils 

permettant une identification rapide et peu coûteuse de P. syringae et une caractérisation de 

sa diǀeƌsitĠ gĠŶĠtiƋue pƌoǀeŶaŶt d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶŶage suffisaŵŵeŶt gƌaŶd pouƌ ďƌasseƌ uŶe 

diversité de contextes de vergers de kiwis et de les comparer avec les vergeƌs d’aďƌiĐotieƌs de 

la Drôme. Nous avons réalisé un échantillonnage exhaustif des communautés microbiennes 

des couvre-sols et aƌďƌes de tƌois ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs de la ǀaƌiĠtĠ BeƌgeƌoŶ ;Prunus 

armeniaca) greffée sur Myrobolan (Prunus cerasifera), appelés P1, P2 et P3, ainsi que quatre 

vergers de kiwis (Actinidia deliciosa) composés de plants femelles de la variété Hayward et de 

plants mâles des variétés Tomuri et Matua, appelés K1, K2, K3 et K4, localisés dans le 

département de la Drôme (Sud-Est de la France)(Figures 16 et 17). La campagne 

d’ĠĐhaŶtilloŶŶage a aďouti à la ĐolleĐte de plus de ϰϬ0 échantillons de tissu végétal et la mise 

en collection de plus de 5000 isolats putatifs P. syringae. 

Les vergers P2, P3, K1 et K2 ont été choisis pour leur enherbement sur les inter-rangs et le 

désherbage à l’aide d’heƌďiĐides suƌ les ƌaŶgs des arbres. Les vergers K3 et K4 ont été choisis 

pour leur enherbement suƌ l’eŶseŵďle de la suƌfaĐe du ǀeƌgeƌ, et eŶfiŶ le ǀeƌgeƌ Pϭ était le 

seul à Ŷ’aǀoiƌ auĐuŶ Đouǀeƌt ǀĠgĠtal et soŶ sol était maintenu nu en combinant travail 

ŵĠĐaŶiƋue et usage d’heƌďiĐides. 
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Figure 17. Iŵages satellites, oďteŶues ǀia Google Eaƌth, et loĐalisatioŶs des ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs 
(A et B) et de kiwis (C et D) les uns par rapport aux autres. 

A 

B 

C 

D 
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Les quatre vergers de kiwis étaient irrigués par un système de micro-aspersion suspendu, alors 

Ƌue les ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs PϮ et Pϯ étaient irrigués par un système de goutte-à-goutte au 

pied des arbres. Le verger P1 quant à lui Ŷ’Ġtait pas irrigué. La paƌtiĐulaƌitĠ de l’iƌƌigatioŶ du 

ǀeƌgeƌ PϮ est Ƌue l’eau provenait d’uŶ ƌĠseƌǀoiƌ aliŵeŶtĠ eŶ paƌtie paƌ les eauǆ de 

ruissellement des vergers alentours (Figure 17A).  

Loƌs de l’Ġtude, les aďƌiĐotieƌs des ǀeƌgeƌs Pϭ, PϮ et Pϯ pƌĠseŶtaieŶt de Ŷoŵďƌeuǆ sǇŵptôŵes 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ P. syringae, tels que des chancres sur tiges, charpentières 

et tƌoŶĐs, aiŶsi Ƌu’uŶ foƌt tauǆ de ŵoƌtalitĠ ;jusƋu’à ϰϬ % d’aƌďƌes ƌeplaŶtĠsͿ. Les ǀeƌgeƌs de 

kiwis K1 et K3 ne présentaient aucun symptôme et ont été considérés comme des vergers 

saiŶs. Le ǀeƌgeƌ KϮ, situĠ à ĐôtĠ d’uŶe paƌĐelle de kiǁis foƌteŵeŶt ĐoŶtaŵiŶĠe et aƌƌaĐhĠe eŶ 

automne 2013, renfermait quelques plants de kiwis présentant des symptômes 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ P. syringae, tels que des tâches foliaires nécrotiques, des 

chancres sur cannes, charpentières et troncs, ainsi que des exsudats couleur rouille. Et enfin 

le ǀeƌgeƌ Kϰ, situĠ le plus au Noƌd daŶs l’uŶe des zoŶes d’ĠŵeƌgeŶĐe de la ďaĐtĠƌiose du kiǁi 

causée par Psa en France, préseŶtait des sǇŵptôŵes tǇpiƋues suƌ l’eŶseŵďle des plaŶts de 

kiwis. 

Initialement la thèse était construite autour de quatre grandes hypothèses :  

(i) que les couvre-sols des vergers hébergent des populations de P. syringae 

ĐoŶstituĠes d’uŶ asseŵďlage des diffĠƌeŶtes lignées génétiques qui composent 

l’espğĐe P. syringae, et aux abondances similaires aux populations hébergées par 

les prairies naturelles 

(ii) Ƌue la stƌuĐtuƌe et l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs de P. syringae sont fonction de 

l’espğĐe fruitière cultivée, ainsi que de la composition des communautés de 

plantes couvre-sol qui les hébergent 
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Quel est le ƌôle des Đouvƌe-sols 
vĠgĠtauǆ des veƌgeƌs daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe 
des ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs 
ĐausĠes paƌ P. syringae ? 

Chapitre 1 : Mise au point d’une technique moléculaire 

permettant l’identification des principales lignées génétiques 

de P. syringae 

Chapitre 2 : Etude des effets de la saison, de l’espèce 

fruitière cultivée, ainsi que de la composition des 

communautés végétales sur les populations de P. 

syringae associées aux couvre-sols végétaux 

Chapitre 3 : Etude de l’effet de la gestion du couvert 

végétal sur les populations de P. syringae associées 

aux arbres fruitiers, et des liens entre les 

populations de P. syringae des plantes couvre-sol et 

celles des arbres fruitiers 

Chapitre 4 : Tentative d’ingénierie écologique 

appliquée aux communautés végétales d’un couvre-sol 

expérimental dans un objectif de réduction de 

l’abondance des P. syringae 

Figure 18. “ĐhĠŵa gĠŶĠƌal d’oƌgaŶisatioŶ des travaux de recherche de la thèse 
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(iii) que les populations de P. syringae peuvent être modifiées de façon prévisible et 

significative par certaines pratiques de gestion des couvre-sols 

(iv) que les couvre-sols ǀĠgĠtauǆ soŶt uŶe souƌĐe iŶitiale d’iŶoĐuluŵ des ŵaladies des 

arbres fruitiers causées par P. syringae 

 

Les résultats des travaux de recherche menés afin de répondre à ces hypothèses sont 

présentés en quatre chapitres (Figure 18). Le premier chapitre est dédié à la mise au point 

d’uŶe ŵĠthode ŵolĠĐulaiƌe peƌŵettaŶt l’affilitatioŶ phylogénétique à 9 des 13 phylogroupes 

du complexe P. syringae décris par les travaux de Berge et al. (2014). Le second chapitre est 

l’Ġtude des populatioŶs de P. syringae des couvre-sols eŶ foŶĐtioŶ de la saisoŶ, de l’espğĐe 

fruitière cultivée, ainsi que de la composition des communautés végétales des couvre-sols. Le 

tƌoisiğŵe Đhapitƌe ĐoŶĐeƌŶe l’Ġtude des populatioŶs de P. syringae des arbres fruitiers et 

l’iŶflueŶĐe de la gestioŶ de l’eŶheƌďeŵeŶt suƌ Đelles-ci. Et enfin le quatrième chapitre est la 

desĐƌiptioŶ d’uŶe teŶtatiǀe d’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue en parcelle expérimentale reproduisant 

un couvre-sol tǇpiƋue de ǀeƌgeƌ et iŶtƌoduĐtioŶ d’uŶe espğĐe ǀĠgĠtale ideŶtifiĠe Đoŵŵe ĠtaŶt 

capable de moduler les communautés microbiennes. Il s’agit d’uŶe espğĐe ideŶtifiĠe au Đouƌs 

des travaux réalisés dans le chapitre 2, et l’oďjeĐtif est de ǀoiƌ s’il est possible de reproduire 

les effets oďseƌǀĠs suƌ le teƌƌaiŶ, Đ’est-à-diƌe uŶe ƌĠduĐtioŶ de l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs 

de P. syringae du couvre-sol et doŶĐ uŶe ƌĠduĐtioŶ de la pƌessioŶ d’iŶoĐuluŵ de Đe Đouǀƌe-sol 

envers les arbres. 
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Chapitre 1 

 

Mise au poiŶt d’uŶe teĐhŶiƋue ŵolĠĐulaiƌe peƌŵettaŶt 

l’ideŶtifiĐatioŶ des principales lignées génétiques de P. 

syringae 
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I. Contexte 

 

La classification actuelle du complexe P. syringae identifie 23 clades répartis en 13 

phylogroupes (Berge et al. ϮϬϭϰͿ. L’isoleŵeŶt de P. syringae à paƌtiƌ d’ĠĐhaŶtilloŶs Ŷatuƌels se 

fait sur milieu semi-sélectif (KBC) (Mohan and Schaad, 1987), qui correspond à un milieu B de 

King modifié (King et al., 1954). JusƋu’à ƌĠĐeŵŵeŶt, l’ideŶtifiĐatioŶ des ďaĐtĠƌies putatiǀes P. 

syringae se faisait en observant les caractéristiques morphologiques et phénotypiques des 

ĐoloŶies. DĠsoƌŵais uŶe paiƌe d’aŵoƌĐes ŵolĠĐulaiƌes peƌŵet d’ideŶtifieƌ P. syringae avec 

une grande sensibilité et spécificité (Guilbaud et al., ϮϬϭϲͿ. CepeŶdaŶt, l’affiliatioŶ des souĐhes 

à l’uŶ des ϭϯ phǇlogƌoupes ĐoŶŶus ŶĠĐessite le ƌeĐouƌs au sĠƋueŶçage d’uŶ ou plusieuƌs gğŶes 

de ménage. Coŵpte teŶu des pƌĠƌeƋuis ŶĠĐessaiƌe au sĠƋueŶçage, Đ’est-à-dire purification 

des souches et amplification PCR de la séquence cible, la caractérisation génétique de 

plusieuƌs ĐeŶtaiŶes à ŵillieƌs de souĐhes issues d’ĠĐhaŶtilloŶs Ŷatuƌels daŶs le Đadƌe d’uŶe 

étude des communautés reste très fastidieuse et couteuse. 

 

II. Objectif 

 

L’oďjeĐtif de Đe pƌeŵieƌ tƌaǀail est la ŵise au poiŶt de ŵaƌƋueuƌs ŵolĠĐulaiƌes peƌŵettaŶt 

une affiliation spécifique aux phylogroupes les plus fréquemment rencontrés dans les 

ĠĐhaŶtilloŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ à l’aide d’uŶe teĐhŶiƋue ŵolĠĐulaiƌe faĐile à ŵettƌe eŶ œuǀƌe 

et peƌŵettaŶt le tƌaiteŵeŶt siŵultaŶĠ de Ŷoŵďƌeuǆ ĠĐhaŶtilloŶs. L’étude des génomes 

complets d’uŶ eŶseŵďle de souĐhes de P. syringae représentatives de la diversité génétique  
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Figure 1. Exemple de résultat obtenu en utilisant les deux PCRs multiplex, permettant 

l’ideŶtifiĐatioŶ des phǇlogƌoupes ϭ ;ϯϮϭ pďͿ, ϯ ;ϴϯϳ pďͿ et ϵ ;ϯϴϵ pďͿ, aiŶsi Ƌue Ϯ ;ϯϰϭ pďͿ, ϰ 

(845 pb) et 13 (582 pb), respectivement. Le marqueur « psy » (144 pb) correspond au 

marqueur spécifique de P. syringae développé par Guilbaud et al. (2016).  



78 

 

du complexe sert à identifier des gènes uniques ou des polymorphismes nucléotidiques 

utilisables pouƌ la ŵise au poiŶt d’aŵoƌĐes ŵolĠĐulaiƌes spĠĐifiƋues aux différents 

phylogroupes. 

 

III. Résultats principaux 

 

L’Ġtude des gĠŶoŵes Đoŵplets de ϱϰ souĐhes de P. syringae a peƌŵis d’ideŶtifieƌ des gğŶes 

et des zones de polymorphismes nucléotidiques specifiques pour 7 des 13 phylogroupes de la 

classification actuelle et la mise au point de marqueurs moléculaires pour les phylogroupes 1, 

2, 3, 4, 9, 10 et 13. Une étude antérieure à celle-Đi a ŵis au poiŶt uŶe paiƌe d’aŵoƌĐes 

spécifiques des souches appartenant aux phylogroupes 7 et 8, génétiquement très proches 

(Bartoli et al., 2014). Afin de réduire au minimum le Ŷoŵďƌe d’Ġtapes de PCR nécessaires, les 

amorces ont été combinées entre elles en tenant compte de la taille des amplicons. Toujours 

dans un ďut d’optiŵisatioŶ, la paiƌe d’aŵoƌĐes spĠĐifiƋues de l’espğĐe P. syringae a également 

été intégrée dans le protocole (Guilbaud et al., 2016). Ainsi on peut désormais tester des 

souĐhes pouƌ l’appaƌteŶaŶĐe à l’espğĐe P. syringae et 9 des 13 phylogroupes en deux PCRs 

multiplex et deux PCRs simplex (Figure 1). 
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Abstract 

 

Aims: The aim of this study was to propose a rapid PCR-based method for the specific 

detection of individual phylogroups of the Pseudomonas syringae complex. 

 

Methods and Results: Seven primer pairs were developed by analyzing whole genomes of 54 

P. syringae strains. The specificity and sensitivity of these primer pairs were assessed on 236 

strains from a large and comprehensive P. syringae collection. The method was also validated 

by characterizing the phylogenetic diversity of 174 putative P. syringae isolates from kiwifruit 

and apricot orchards of southeastern France. 

 

Conclusion: Our PCR-based method allows for the detection and characterization of 9 of the 

13 P. syringae phylogroups (phylogroups 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10 and 13). 

 

Significance and Impact of the Study: To date, phylogenetic affiliation within the P. syringae 

complex was only possible by sequencing housekeeping genes. Here we propose a rapid PCR-

based method for the detection of specific phylogroups of the P. syringae complex. 

Furthermore, for the first time we reveal the presence of P. syringae strains belonging to 

phylogroups 10 and 13 as epiphytes on plants whereas they had previously only been 

observed in aquatic habitats. 

 

Keywords 

Plant pathogen, microbial ecology, pathobiome, multiplex PCR, orchards 
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Introduction 

 

In plant pathology, competitive or synergistic interactions among microorganisms have been 

disregarded in disease etiology. The emerging pathobiome concept pointed out that 

etiological agents can work in concert with indigenous microflora to induce disease (Vayssier-

Taussat et al. 2014). The impact on disease of infra-specific diversity of microorganisms in 

individual hosts has been ignored. In the case of plant pathogenic bacteria, analyses of the 

structure of the pathogenic populations generally concern the metapopulation/population at 

large in a region (Scortichini 2005), but rarely addresses the structure of pathogen populations 

in individual plants. Phenomena of gain of fitness, as well as synergistic interactions, are not 

uncommon within strains of different genetic lines belonging to the same bacterial species 

and could enhance diseases (Kamoun and Kado 1990; Hirano et al. 1999; Scortichini 2005; 

Lamichhane and Venturi 2015). On the other hand, competition between strains of the same 

ecological niche could attenuate disease symptoms (Kerr and Htay 1974; Moss et al. 2007; 

Kawaguchi et al. 2014). In spite of these observations, conventional diagnosis of plant diseases 

has focused on the characterization of the dominant organisms in infected tissue. To address 

the issue of microbial complexes responsible for disease occurrence, detection methods that 

facilitate the assessment of the population structure in individual plants are needed. In 

addition, metagenomics approaches are in part unable to characterize the structure of 

different microbial communities at species level (Handelsman 2004; Walker et al. 2014; Barret 

et al. 2015). In light of these facts, we have developed a set of PCRs to rapidly identify the 

phylogenetic structure of the plant pathogenic bacterium Pseudomonas syringae (Berge et al. 

2014). This method requires strain isolation, thereby allowing subsequent evaluation of the 

pathogenicity of the isolated strains. P. syringae is a common environmental bacterium that 
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is ubiquitous in both aquatic and agricultural habitats where it can have both saprophytic and 

pathogenic behavior. P. syringae is also an important plant pathogen causing diseases such as 

kiwifruit canker reported in all kiwi-producing regions: Australasia, Europe and South America 

(Hirano and Upper 1990; Gaignard and Luisetti 1993; Vanneste 2013; Donati et al. 2014). Since 

the beginning of the 20th century, 55 cases of bacterial diseases in 25 countries and on 25 

species of trees of agronomic importance were declared as being caused by this bacterium 

(Lamichhane et al. 2014). Likewise, in this same period P. syringae has been identified as the 

cause of nearly 70 new disease outbreaks affecting over 40 annual crop species (Lamichhane 

et al. 2015).  

P. syringae is now recognized as a complex of at least 13 phylogroups (Berge et al. 2014). Each 

phylogroup displays unique phenotypes and it can be distinguished according to the sequence 

of one (for example citrate synthase) or a few (Multilocus Sequence Typing) housekeeping 

genes (Berge et al. 2014). Studies on the non-agricultural habitats (water, litter, wild plants, 

etc) showed that multiple P. syringae phylogroups can co-exist in the same sample (Morris et 

al. 2007; Monteil et al. 2013). However, there is a paucity of information about such co-

existence in crops and about the possible role of co-existing strains in disease occurrence. In 

light of the current well-defined P. syringae classification and the numerous whole genome 

sequences that are available (Berge et al. 2014), we have sought to develop PCR primers that 

target as many of the phylogroups as possible to facilitate analysis of the P. syringae 

populations associated with diseased plants as well as with a range of environmental 

substrates. These molecular markers are more encompassing than those that have been 

developed to detect genetic lines that have pathovar names such as P. syringae pv. 

phaseolicola (Mosqueda-Cano and Herrera-Estrella 1997), P. syringae pv. tomato (Zaccardelli 

et al. 2005), P. syringae pv. aesculi (Green et al. 2009) and P. syringae pv. actinidiae (Sawada 
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et al. 1997; Sawada et al. 1999; Koh and Nou 2002; Rees-George et al. 2010; Gallelli et al. 

2011; Balestra et al. 2013; Gallelli et al. 2014; Loreti et al. 2014). Pathovar-specific markers 

could nevertheless be used in conjunction with phylogroup markers and also with the 

"universal" marker of all members of the P. syringae complex (Guilbaud et al., 2016). This 

latter primer pair, called "Psy", allows for the identification of strains in the P. syringae 

complex with over 97% accuracy. This allows a real gain in time when identifying strains of P. 

syringae. However, this latter method does not identify the phylogroup affiliation of P. 

syringae.  

Here, we propose a set of molecular markers identifying each of 9 major P. syringae 

phylogroups based on the current phylogenetic classification and the genomes of P. syringae 

accessible in public databases. We also describe a method to deploy these markers in a 

multiplex-PCR with the Psy primer set as a universal control for reliable detection and 

identification of P. syringae phylogroups. An example of the use of this method to characterize 

communities of P. syringae associated with kiwifruit and apricot plant samples from 

southeastern France is also reported. 

 

Materials and Methods 

 

Strains and criteria used for primer design 

 

During this study 439 strains were used for 3 different objectives: i) to develop the primer 

paiƌs, iiͿ to ǀalidate the desigŶed pƌiŵeƌs ;speĐifiĐitǇ/seŶsitiǀitǇͿ, aŶd iiiͿ to peƌfoƌŵ a ͞ďliŶd 

test͟ foƌ the ŵultipleǆ-PCR method on putative P. syringae isolates obtained from kiwifruit 

and apricot orchards from southeastern France. For primer development, DNA sequences 

were identified in whole genomes of 54 P. syringae strains (Table S1) available on the Joint 
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Genome Institute (JGI) platform (http://jgi.doe.gov/). The distribution of the corresponding 

strains within the various phylogroups is uneven and reflects the availability of the sequences. 

To evaluate the specificity and sensitivity of the primer pairs, 236 strains whose phylogroups 

were previously determined by citrate synthase (cts) gene sequencing, were used (Table S1). 

These 236 strains are part of the P. syringae collection of the Plant Pathology research Unit of 

the INRA PACA Avignon center. This collection is composed by over 7000 P. syringae strains 

isolated from crops and non-agricultural habitats.  

Strains were maintained at -80°C in phosphate buffer containing 20% glycerol and were 

Đultuƌed oŶ KiŶg’s B ŵediuŵ ;KiŶg et al. 1954) and incubated at 25°C for 48 hours prior each 

analysis. The strains used for primer development and for the specificity and sensitivity tests 

were pure culture strains. 

Putative P. syringae isolates, Ŷot puƌe Đultuƌe stƌaiŶs, ǁeƌe used foƌ the ͞ďliŶd test͟ desĐƌiďed 

below. These putative P. syringae isolates came from field sampling aiming to characterize P. 

syringae populations associated with kiwifruit and apricot orchards in southeastern France 

(Drôme county). Overall 174 putative P. syringae isolates were used. These isolates were 

collected from different substrates including leaves, buds, twigs, ground-cover, soil and 

irrigation waters (Table S1). For bacterial isolation, leaf, bud, twig and ground cover samples 

were homogenized with a stomacher in a phosphate buffer solution for 4 minutes. Soil 

samples were directly suspended with sterilized distilled water. Bacterial isolation from water 

samples was carried out according to the method previously described (Morris et al. 2010). 

For all the obtained suspensions, we performed dilution-platiŶg oŶ a ŵodified KiŶg’s B 

medium (KBC) (Mohan and Schaad 1987). KBC as used in this study was composed of 9 

ǀoluŵes of KiŶg’s B ŵediuŵ ǁith a sŵalleƌ ƋuaŶtitǇ of pƌoteose peptoŶe thaŶ the oƌigiŶal 

recipe (1.5g K2HPO4, 1.5g MgSO4 7H2O, 15g proteose-peptone, 10 ml glycerol and 16g agar in 

http://jgi.doe.gov/
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Table 1. Genes used for primer development. 

 

 

* Range of the gene that was used to design the primer pairs. 

Ώ Phylogroup in which the gene was present as single copy. 

ΐ The given gene was used to develop specific primers for the phylogroups listed in the table. 

§ SNP localization refers to those genes that were present in more than one phylogroup. 

Strain 
Genome 

Accession Number 
Gene ID 

Genomic 

Range (bp) 

* 

Gene 

length (bp) 
Protein Annotation 

Presence in 

phylogroups Ώ 

Target 

Phylogroups 

ΐ 

Forward 

primer 

localization 

(bp) 

Reverse primer 

localization 

(bp) 

SNP localisation (bp), 

Fw primer § 

SNP localisation (bp), 

Rv primer § 

NCPPB 

1108 
GCA_000177495.1  648421386 1935-4352 2418 

DNA gyrase/topoisomerase IV, 

subunit B 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13 

1 387-410 732-754 
387, 390, 391, 393, 394, 

397, 399, 400, 405, 408 

732, 733, 735, 738, 

741, 744, 747, 750, 

751, 753 

CC1458 GCA_000452805.2  2506895564 4542-4985 444 
Protein of unknown function. 

DUF421 domain 
2 2 21-43 385-404 na na 

NCPPB 

3335 
GCA_000164015.2  648877554 

38103-

39338 
1236 

Protein of unknown function. 

DUF1835 domain 
1, 3, 7, 9, 10 3 61-80 918-937 

66, 69, 72, 73, 74, 75, 

78, 79 

918, 919, 920, 921, 

922, 923, 924, 926, 

927, 928, 929, 930, 

931, 933, 934, 935, 936 

CC1513 GCA_000452765.2  2506907413 8421-11348 2928 Lysyl-tRNA synthetase, class I 4 4 605-624 1470-1489 na na 

CC1417 GCA_000452825.2  2506965122 7504-8115 612 Chemotaxis like protein 9 9 41-60 450-469 na na 

CC1466 GCA_000452785.2  2506901715 
17733-

18980 
1248 

Protein of unknown function. 

DUF2599 domain 
1, 10 10 435-458 780-799 

435, 443, 447, 448, 456, 

458 
780, 786, 795, 798 

UB246 GCA_000452865.1  2507270264 7514-9898 2385 
Alpha-glucosidase, glycosyl 

hydrolase family GH31 
13 13 599-618 1201-1220 na na 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000177495.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000452805.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000164015.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000452765.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000452825.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000452785.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000452865.1
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900 ml distilled water), and 1 volume of boric acid (1.5g H3BO3 in 100 ml distilled water), and 

contains cycloheximide (200 mg l-1) and cephalexin (80 mg l-1). The plates were incubated at 

25°C for 48-72 hours. Putative P. syringae isolates were identified by the morphology of the 

colony (size, color, reflectance of light and roughness of the colony border). These isolates 

were stored in a phosphate buffer. No previous data about their phylogroup affiliation were 

available for these isolates. Phylogroup affiliation of these isolates was verified by sequencing 

the cts gene of the corresponding purified strain of each isolate. The resulting cts sequences 

were aligned with the cts sequences of the strains from the P. syringae collection described 

above (1 or 2 representatives per phylogroup) by using clustalW2 software. A phylogenetic 

tree was constructed with the Neighbor Joining Model and 3000 bootstrap replicates by using 

MEGA6 software (Tamura et al. 2013).  

 

Fifty-Four P. syringae whole genomes available on the JGI platform and representative of 10 

phylogroups were used to identify genes specific for each phylogroup with the IMG/M system 

(http://img.jgi.doe.gov). The Abundance Profile Overview tool was used in order to identify 

unique genes specific for each phylogroup. This tool provides an overview of the relative 

abundance of protein families (COGs and Pfams) across the 54 selected genomes used in this 

study. Genes selected for primer designing are listed in Table 1. All gene sequences used in 

this study are available in Table S2. For Phylogroups 1, 3 and 10 no unique open reading frames 

or unique DNA sequences were observed. For these phylogroups, DNA regions of some genes 

(Table 1) were used to design primers based on single nucleotide polymorphisms (SNPs). The 

SNP containing region was chosen based on a high G/C content. The size of the SNPs on the 

forward (Fw) and reverse (Rv) primers varied from 4 to 17 bp as reported in Table 1.  

 

http://img.jgi.doe.gov/
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Table 2. Primers and PCR conditions used for identification of Pseudomonas syringae 

phylogroups. 
 

Simplex PCR 

Primer Pairs Annealing temperatures (°C) 

Expected size 

(bp) References 

Psy generic P. syringae primers 

61 144 Guilbaud et al. 2016 

Fcb43 ATG ATC GGA GCG GAC AAG 

Rcb43 GCT CTT GAG GCA AGC ACT 

PG1 

63 321 This study 

PG1-Fw AGA ACT TCT GTT GCT GAC AGT ACG 

PG1-Rv CAA TAC CGT CAT CGC GCT GGA CA 

PG2 

60 341 This study 

PG2-Fw AGC AGC GAT TTA TTT TGT CTT GA 

PG2-Rv ATG ATC GCG TAC CTG ATG TC 

PG3 

61 837 This study 

PG3-Fw AAG CGT GCC AAA GAG CTT CT 

PG3-Rv CTT GGC CGA AGG TCA TTG AC 

PG4 

60 845 This study 

PG4-Fw CAC CTG ACT TAC TGA TCA AT 

PG4-Rv ACA GGC ACG CAT ATA TCG TT 

PG7 and 8 (shcF) 

54 850 Bartoli et al. 2014 

shcF-Fw CGA CCT GCT TTC GAT CA 

shcF-Rv TCA ATA CTC TGG AGA TCA G 

PG9 

58 389 This study 

PG9-Fw CAT TGC AGG AAC TGA TGA AC 

PG9-Rv GGT TCA ACT CTT CGA GAC AA 

PG10 

60 324 This study 

PG10-Fw CAC GAC GAC CTA TAT TGA AAA AAC  

PG10-Rv CAG GGA CCC ATT TGC CGG TC 

PG13 

60 582 This study 

PG13-Fw GGA TGT TCT ACG ACA ACC TG 

PG13-Rv AGC TGC GAG GTG ACG TTT GA 

Multiplex PCR 

Multiplex 1 and 2* 61 see above This study 

 

*The multiplex 1 PCR contains primers for PG1, PG3 and PG9, while multiplex 2 PCR contains 

primers for PG2, PG4 and PG13. The two multiplex PCR primer sets included the Psy primers 

for the detection of the whole P. syringae complex. The amplicon sizes for multiplex PCRs are 

described in the single PCR table section. 
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PCR conditions and analysis of the amplicons for detection of P. syringae phylogroups  

 

All primer pairs were tested individually. After verification of the specificity and the size of the 

amplicons, primer pairs were combined in multiplex PCRs in order to reduce the number of 

PCRs required to identify the phylogroups. Reaction mixes for the individual PCR were 

composed of 5.0 µl of GoTaq green 5X PCR buffer (Promega, France), 1.5 µl of a solution of 25 

mmol l-1 MgCl2, 0.2 µl of a mix of 25 mmol l-1 dNTPs, 2 µl of a mix of primers consisting of 10 

mmol l-1 Fw and Rv primers, 0.13 µl of GoTaq G2 DNA polymerase (Promega, France) with 5 

units µl-1, and 2.0 µl of bacterial suspension at 108 cells ml-1. The final volume of the PCR 

reaction was 25 µl and milliQ water was used to mix dilution. All PCR amplifications were 

performed for 30 cycles; primer sequences and PCR conditions are listed in Table 2. Reaction 

mixes for the multiplex PCRs were composed of 6.25 µl of 2X QIAGEN Multiplex PCR Master 

Mix (Qiagen® Multiplex PCR kit), 1.25 µl of primer mix with a final concentration of 2 mmol l-1 

per primer, 1.25 µl of Q solution, 2.75 µl of milliQ water and 2.0 µl of bacterial suspension at 

108 cells ml-1. The final volume reaction for the multiplex PCR was 11.5 µl. Taking into account 

the amplicon sizes (Table 2), two multiplex PCR reactions were developed: "Multiplex 1" 

containing the universal primer pair Psy and the primers specific for phylogroup 1 (PG1), 

phylogroup 3 (PG3) and phylogroup 9 (PG9) and "Multiplex 2" containing the primer pair Psy 

and those specific for phylogroup 2 (PG2), phylogroup 4 (PG4) and phylogroup 13 (PG13). 

Amplification was performed for 30 cycles and denaturation and elongation temperatures 

were 95°C and 72°C, respectively for all reactions. Annealing temperatures are reported in 

Table 2. PCR products were migrated at 80V in a 1.5% agarose gel containing ethidium 

bromide (BET) (Euromedex, EU0070) at a concentration of Ϭ.ϱ μg ŵl-1. Migration times varied 
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depending on the size of PCR amplicons. After migration, PCR products were visualized under 

ultraviolet light (320 nm). 

 

Sensitivity and performance criteria 

 

To test the sensitivity of the multiplex PCR, different bacterial concentrations were used 

during PCR amplifications. These concentrations varied from 108 to 104 bacterial cells ml-1. 

To test the performance of the PCRs we used criteria described in previous studies (EPPO 

2010; 2014; Loreti et al. 2014). These performance criteria are derived from those used in the 

development of a PCR based detection method for P. syringae pv. actinidiae (Loreti et al. 

2014). Briefly, these criteria include i) relative accuracy (A) which corresponds to the similarity 

of the observed results compared to expected results, ii) diagnostic sensitivity (SE) which is 

the ability of the method to detect the target strain in a contaminated reference sample, and 

iii) diagnostic specificity (SP) which corresponds to the capacity of the method to not yield a 

positive result in an uncontaminated sample reference. 

 

Results 

 

Eight primer pairs are sufficient to identify nine P. syringae phylogroups  

 

In this work, we developed primer pairs for the identification of 9 P. syringae phylogroups (1, 

2, 3, 4, 9, 10 and 13). A primer pair for the detection of the P. syringae phylogroups 7 and 8 

was developed and evaluated previously (Bartoli et al, 2014). 

To detect PG1, a primer pair was developed based on the inter-phylogroup variability found  
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in the gyrase B (gyrB) housekeeping gene. The primer pair and the SNPs used to discriminate 

the PG1 strains among all the rest of the P. syringae phylogroups are reported in Table 1 and 

2.  Except for this primer pair all other primers were designed on non - housekeeping genes. 

The primer pair for PG1 (Table 2) was designed in the 387-754 bp region of the gyrB gene and 

amplify a fragment of 321 bp. The corresponding SNP localizations are reported in Table 1. 

For PG2, a unique gene candidate (DUF421) was found in the 16 genomes used during this 

study. This gene codes for a protein of unknown function, according to the database of 

conserved protein domain families (Pfam04239). The PG2 primer pair (Table 2) was designed 

on the 21-404 bp region of the gene, and amplifies a fragment of 341 bp. 

For PG3, a gene coding for a DUF1835 domain was found in all the available PG3 genomes and 

in some strains belonging to the phylogroups 1, 7, 9 and 10. This gene codes for a protein of 

unknown function and its domain is classed under the number pfam08874. Gene sequences 

for these four P. syringae phylogroups displayed a high degree of polymorphism. This 

polymorphism was used to design a specific primer pair that amplifies only PG3. The 

localizations of the SNPs used to design the specific PG3 primers are reported in Table 1. PG3 

specific primer pair (Table 2) was developed on the 61-937 bp region of the gene and amplifies 

a fragment of 837 bp.  

For PG4 one unique gene was found, coding for a lysine-tRNA ligase (pfam01921). The domain 

of this protein was only found in this P. syringae phylogroup. The sequences of the primer pair 

(Table 2) developed on the 605-1489 bp region of the gene amplify a fragment of 845 bp.  

For PG9 a gene involved in bacterial chemotaxis (pfam04509) was found to be specific for all 

the strains in this phylogroup. The primer pair (Table 2) for this P. syringae phylogroup was 

developed on the 41-469 bp region of the gene and amplifies a fragment of 389 bp.  

For PG10 strains we did not identify a specific candidate gene. Therefore, we selected a gene 
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Table 3. Specificity and sensitivity of the primers tested with individual primer pairs. 

 

Target 

Phylogroups 

Number of strains 

tested 
PA PD ND NA 

Relative 

accuracy, A (%) 

Diagnostic 

sensitivity, SE (%) 

Diagnostic 

specificity, SP (%) 

PG 1 131 24 0 1 106 99 96 100 

PG 2 157 38 1 0 119 99 100 99 

PG 3 132 17 0 0 115 100 100 100 

PG 4 167 7 0 1 159 99 87 100 

PG 9 138 14 0 0 124 100 100 100 

PG 10 131 8 0 10 113 92 44 100 

PG 13 191 34 1 0 157 99 100 99 

 

PA= positive agreement, or the number of positive results obtained with a sample containing 

the targeted phylogroup 

PD = positive deviation (false positive), or the number of positive results obtained with a 

sample that did not contain the targeted phylogroup 

ND = negative deviation (false negative), or the number of negative results obtained with a 

sample that contained the targeted phylogroup 

NA = negative agreement, or the number of negative results obtained with a sample that did 

not contain the targeted phylogroup 

A = 100% * [(PA + NA) / (PA + PD + ND + NA)] 

SE = 100% [PA / (PA + ND)] 

SP = 100% * [NA / (NA + PD)] 
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coding for a DUF2599 domain (pfam10783) present in the genome of the 3 genomes available 

for the PG10 as well in one strain of the P. syringae PG1. The PG10 specific primer pair (Table 

2) was developed on the 435-799 bp region of the gene and amplifies a fragment of 324 bp. 

Localizations of the SNPs that were used to discriminate between the two phylogroups (PG10 

and PG1) are reported in Table 1. 

For PG13 several specific genes were found in the one available genome of a strain belonging 

to this phylogroup. The most accurate and specific primer pair targeted a gene encoding an 

alpha-glucosidase (pfam01055). The primer pair (Table 2) developed on the 599-1220 bp 

region of the gene amplifies a fragment of 582 bp.  

 

The primer pairs for the nine P. syringae phylogroups detection are specific with a high 

sensitivity level 

 

Results for the performance criteria demonstrated that the primer pairs we developed here 

for the detection of the nine P. syringae phylogroups are highly specific and sensitive (Table 

3). In fact, we reported that SP is higher than 99% for all the primer pairs, indicating a high 

specificity level. Only one false positive PCR result was reported with the PG2 and PG13 primer 

pairs. All PCR results are available in Table S1. A 100% SE was obtained for the phylogroups 2, 

3, 9 and 13 primer pairs, indicating a good diagnostic sensitivity. Only 1 false negative PCR 

result was observed for the PG1 and PG4 primer pairs. The lowest diagnostic sensitivity was 

observed for the PG10 primer pair, only 8 of the 18 PG10 strains were amplified. 

Concerning sensitivity, i.e. the number of bacterial cells ml-1 needed for positive PCR 

detection, clear bands were obtained in single and multiplex PCR on suspensions with at least  

106 bacterial cells ml-1, which corresponds to 2.103 cells in the 2µl used for PCR reaction. Weak  
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Figure 1. Relative proportion of Pseudomonas syringae phylogroups (PG1 , PG2 , PG3

, PG7 , PG8 , PG7/8 , PG9 , PG10 , PG13  ) in kiwifruit and apricot samples from 

Southeastern France. Results based on the PCR primers described in this work (a) were 

compared with those obtained by phylogenetic analysis based on sequences of the cts gene 

(b). For some isolates the phylogroup could not be determined (Ni  ) or they were assigned 

to multiple phylogroups because they were composed of several strains (Mi  ). Some of the 

isolates tested didŶ’t ďeloŶg to the P. syringae species (NP  ). 

 

a

b
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bands were obtained for bacterial suspensions at 105 bacterial cells ml-1. 

 

A blind test on putative P. syringae isolates from kiwifruit and apricot orchards showed the 

efficiency of the primer pairs in identifying PGs in natural samples 

 

Phylogroup affiliation of 174 putative P. syringae isolates from kiwifruit and apricot orchards 

was determined in parallel by cts sequencing and with the PCR method. Results based on the 

primer pair detection method showed the following phylogroup affiliation: i) 31% of the 

isolates were in P. syringae PG1, ii) 14% of the isolates clustered with strains of PG2, iii) 8% of 

the isolates were located in PG7 and 8, iv) 29% and 7% of the isolates clustered in PG13 and 

with different bacterial species respectively (Figure 1a). Furthermore for 5% of the isolates the 

phylogroup affiliation could not be determined (Ni) and in 6% of cases a multiple phylogroup 

identification (Mi) occurred (identification of 2 or more phylogroups for a same isolate) (Figure 

1a). Through cts sequencing similar results were observed: i) 34% of the isolates were in the 

P. syringae PG1, ii) 14% of the isolates clustered with strains of PG2, iii) 1% of the isolates were 

in PG3, iv) 7% and 1% of the isolates were in PG7 and 8 respectively, v) 2% of the isolates were 

in PG9, vi) 4% of the isolates were in PG 10, vii) 29% and 7% of the isolates clustered with PG13 

and with different bacterial species respectively, and viii) 1% of the isolates remain without 

phylogroup identification (Figure 1b). For the isolates whose results did not match between 

the primer pair detection method and the cts sequencing, the cts sequences revealed that 4%, 

2%, 3% and 2% of the strains for PG1, PG2, PG7 and PG13 respectively, were misidentified. 

None of the 7 isolates of PG10 were detected by the PCR method, they were misidentified as 

belonging to PG7-8 or to PG1. PCR characterization of 10 isolates revealed that they contained 

mixtures of 2 or more phylogroups. Purification led to the isolation of the predicted 



95 

 

components of the mixture. Among the 9 isolates that could not be identified with PCR, based 

on the cts sequence of the purified strains six represented PG1, two represented PG9 and one 

could not be identified with the current phylogenetic classification. Twelve isolates did not 

belong to the species P. syringae according to the PCR results, and this was confirmed by 

sequencing the cts gene.  

 

Discussion 

 

The PCR markers developed in this study allow rapid classification and identification of the 

infra-specific diversity for at least 8 P. syringae phylogroups (PG1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 and 13) with 

a high level of accuracy and for some of the strains in PG10. By coupling phylogroup-specific 

primer pairs to the P. syringae species-specific primer pair (Guilbaud et al. 2016) and to a 

sensitive selective medium (Mohan and Schaad 1987), the structure of P. syringae populations 

associated with plants and other substrates can be quantified. Quantification can be easily 

performed by counting the number of colonies present on the P. syringae selective medium. 

From the bacterial isolates obtained by plating, classification of the strains into the 

corresponding P. syringae phylogroups is then possible by using the primer sets proposed 

here.  

Identifying phylogroups, with a sequencing-free molecular technique, will lead to more 

efficient sequencing that targets only strains for which phylogroup affiliation is not possible. 

Targeted sequencing could therefore be focused on the more rare phylogroups such as the 

phylogroup 5, 6, 11 and 12 as well as any currently unknown phylogroups that occurred in the 

samples. Understanding phylogroup affiliation of isolates is an important step for the 

identification of P. syringae lines implicated in a range of diseases. The method proposed here 
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could be then employed for epidemiological studies aiming at characterizing P. syringae 

diversity associated with diseased plants. To date, the kiwifruit epidemic is known to be 

caused by strains of the P. syringae complex that belong to PG1 (Bartoli et al. 2015). By using 

the primers developed here, one can attempt to detect strains in the P. syringae PG1 

associated with disease on kiwifruit plants and then to confirm with more specific primers 

their identity with the current quasi-clonal epidemic line. In this way association of other P. 

syringae phylogroups as an important factor for disease occurrence on kiwifruit could be 

revealed. For example, here we revealed the presence of strains belonging to PG10 and 13 as 

epiphytes on ground cover plants and in buds of apricot and kiwifruit orchards. Previously 

these phylogroups were only observed in water and other non-plant substrates associated 

with the water cycle (Berge et al. 2014). The potential synergistic or antagonistic roles of these 

phylogroups in symptom manifestation is unknown and can now be explored. 

Furthermore, the molecular technique described here leads to considerable time savings in 

light of the effort required for strain purification and preparation of DNA for sequencing. In 

fact, when the method is applied to isolates that have not been purified it is possible to identify 

mixtures of several phylogroups. However, it is not possible to determine the number of 

isolates of each phylogroup constituting these mixtures nor to identify mixtures of several 

strains of the same phylogroup.  

The cases of misallocation of the phylogroups by PCR can be explained by the extreme genetic 

variability that exists within the P. syringae complex (Berge et al. 2014). Indeed, some strains 

can lose or gain genes as a result of mutation, deletion or insertion. Developing primers to 

identify species of the same genus or genera sharing the same functions can sometimes be 

difficult, and differentiating strains within a bacterial species is often even more difficult 

(Romero et al. 1995; Wang et al. 1997; Hallin and Lindgren 1999; Kidd et al. 2009; Rees-George 
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et al. 2010; Gallelli et al. 2014). The primer pairs described here should be used in two separate 

PCR protocols: two multiplexes - one to identify PG1, 3 and 9 and the second for identification 

of PG2, 4 and 13 - and two independent single PCRs. The first single PCRs will allow for the 

identification of strains in PG 7 and 8 with the specific primer pair (shcF) previously described 

(Bartoli et al. 2014). The primer pair shcF could not be incorporated into the multiplex due to 

incompatibility of the annealing temperatures. The second single PCR will allow the 

identification of strains in PG10.  It was not possible to couple this last primer pair because 

the size of the amplicon, 324 bp, is similar to amplicons obtained for PG1 (321bp) and PG2 

(341 bp). 

The method described here will facilitate exploration of population structures of P. syringae 

assemblages and in particular in samples where different genetic lines co-exist and potentially 

interact. It will also contribute to the discovery and characterization of unknown P. syringae 

phylogroups in natural samples. With the increase in the number of available P. syringae 

genomes, improving molecular markers for P. syringae phylogroup detection is facilitated. The 

approach proposed here will open new perspectives on the importance of assemblages of 

genotypes of this bacterium in its survival, fitness and pathogenicity. 
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Chapitre 2 

 

Etude des effets de la saisoŶ, de l’espğĐe fƌuitiğƌe ĐultivĠe, 

ainsi que de la composition des communautés végétales sur 

les populations de P. syringae associées aux couvre-sols 

végétaux 
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I. Contexte 

 

Les couvre-sols végétaux sont très utilisés dans les systèmes agricoles pérennes, tels que les 

vergers, notamment pour les différents services rendus tels que la facilitation du passage des 

ŵaĐhiŶes agƌiĐoles, la pƌĠǀeŶtioŶ de l’ĠƌosioŶ du sol, l’iŶfiltƌatioŶ de l’eau etĐ. De Ŷoŵďƌeuses 

études relatent des effets bénéfiques de ĐeƌtaiŶes espğĐes ou asseŵďlages d’espğĐes 

végétales dans la lutte contre les ravageurs des cultures, tels que des arthropodes herbivores. 

CepeŶdaŶt, il Ŷ’eǆiste pas d’Ġtudes ĐoŶĐeƌŶaŶt l’usage de Đouǀƌe-sols végétaux dans la lutte 

contre les maladies causées par les microorganismes.  

Le département de la Drôme, située dans le sud-est de la France, abrite de nombreux vergers 

d’aďƌiĐotieƌs de de kiwis dont beaucoup sont confrontés au problème de la bactériose causée 

par P. syringae. Les pratiques de gestion de ces vergers sont très variables entre vergers et 

producteurs. DaŶs le Đadƌe de l’Ġtude, deuǆ veƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs ŶoŵŵĠs P2 et P3, ainsi que 

quatre vergers de kiwis nommés K1, K2, K3, et K4, ont été sélectionnés. Les vergers P2, P3, K1 

et K2 ont un couvre-sol sur les inter-rangs, ŵais soŶt dĠsheƌďĠs à l’aide d’heƌďiĐides suƌ les 

rangs des arbres. Les vergers K3 et K4 possèdent un couvre-sol intégral, sur les inter-rangs et 

rangs des arbres. Les vergers P2, P3, et K4 présentaient de nombreux symptômes typiques 

d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ P. syringae. Dans le cas du verger K2, des chancres et tâches foliaires 

tǇpiƋues d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ P. syringae étaient visibles sur certains plants de kiwis, laissant 

supposer une potentielle émergence de la maladie. Enfin, les vergers K1 et K3 ne présentaient 

aucun symptôme et paraissaient sains lors de la réalisation de cette étude.    
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II. Objectif 

 

Ce second chapitre vise à évaluer la structure des populations de P. syringae associées aux 

plantes couvre-sol de deux types de vergers différents et à différents moments de l’année, en 

utilisant la technique de détection moléculaire mise au point dans le chapitre 1, aiŶsi Ƌu’à 

étudier les liens existants entre la composition des communautés de plantes couvre-sol et les 

populations de P. syringae qui y sont associées. 

 

III. Résultats principaux 

 

Les couvre-sols étudiés sont ĐoŵposĠs d’uŶe ĐeŶtaiŶe d’espğĐes de plantes appartenant à 

trente familles différentes. Ceux-ci abritent des populations de P. syringae ayant des 

abondances allant de 104 à 107 UFC g-1 de matière fraîche, et représentent entre 3 et 30 % de 

la communauté baĐtĠƌieŶŶe totale. L’aďoŶdaŶĐe aďsolue de P. syringae augmente de mars à 

novembre, alors que son abondance relative (proportion de P. syringae par rapport à la 

communauté bactérienne totale) diminue sur la même période. La structure des populations 

de P. syringae est foŶĐtioŶ de la saisoŶ, de l’espğĐe ĐultiǀĠe, et des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues des 

communautés végétales telles que la densité de recouvrement, la richesse spécifique et la 

présence de certaines plantes. La présence de Prunella vulgaris est corrélée avec une 

diŵiŶutioŶ de l’aďoŶdaŶĐe aďsolue et uŶe ŵodifiĐatioŶ de la stƌuĐtuƌe des populations de P. 

syringae. Les résultats de cette étude laissent supposer que la gestion des couverts végétaux 

des vergers par ajout ou retrait de certaines espèces de plantes puisse être un levier pour 

moduler les communautés bactériennes qui y sont associées en augmentant le taux de 

bactéries non pathogènes et réduisant celui des souches pathogènes des arbres fruitiers. 
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Abstract 

 

It is known that orchard ground covers can host Pseudomonas syringae, including strains 

pathogenic to fruit trees. However, it is not yet clear how the P. syringae populations are 

structured, nor how the immediate environment can affect its structure. Abundance and 

structure of P. syringae populations on ground covers in four kiwifruit (Actinidia deliciosa) and 

two apricot (Prunus armeniaca) orchards with bacterial cankers in Southeastern France were 

quantified from March to November 2014. Plant community composition in orchard ground 

covers was also determined revealing the presence of ca. 100 plant species. P. syringae 

populations presented highly heterogeneous structures. The average bacterial density on 

ground cover represented about 1010 P. syringae cells per kiwifruit or apricot tree and, more 

specifically, 108 P. syringae pv. actinidiae per kiwifruit tree. Absolute abundance of P. syringae 

on ground covers increased over time, whereas the opposite trend was observed for its 

relative abundance. P. syringae population structure was correlated to season, fruit tree type 

and ground cover characteristics, viz. total plant percent cover, species richness and the 

presence of certain plants. The presence of Prunella vulgaris and of plants from the Poaceae 

family were correlated to notable modifications of P. syringae abundances and population 

structure. The results suggest that managing orchard ground covers by influencing plant 

community composition could be a means to alter the associated microbial populations 

leading to an enhanced frequency of non-pathogenic bacteria and a concomitant reduced 

frequency of P. syringae pathogenic for fruit tree crops.  

 

Keywords: Pseudomonas syringae, community structure, PCR, plant community, orchard, 

ground covers 
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Introduction 

 

Ground covers, widely used in perennial agricultural systems such as orchards, render 

numerous services including helping mobility of agricultural machinery when the soil is wet, 

preventing soil erosion by wind and water (Langdale et al. 1991), retaining and increasing soil 

nitrogen content, producing organic matter, and promoting water infiltration by avoiding soil 

compaction (Stewart et al. 1985). In addition to these various benefits, ground covers and wild 

vegetation bordering orchards and crops can be hosts of beneficial arthropods that enhance 

the potential for natural pest control (Thomas et al. 1991). However, ground covers can also 

host inoculum of various plant pathogenic microorganisms such as Xanthomonas campestris 

and Pseudomonas syringae (Ercolani et al. 1974; Kishun and Sohi 1979; Morris and Knox-

Davies 1980; Schaad and Dianese 1981; Kuan et al. 1986; Mabagala and Saettler 1992). 

Drôme county (southeastern France), the site of this study, is home to many apricot and 

kiwifruit orchards, covering 6200 and 220 ha, respectively according to the Ministry of 

Agriculture, Food and Forestry (http://www.agreste.agriculture.gouv.fr/). Almost all apricot 

orchards have been or are currently facing bacterial canker, caused mainly by several P. 

syringae strains (Prunier and Cotta 1987), that belong to phylogroups 1, 2, 7 and 8 as defined 

by Berge et al. (Berge et al. 2014). In addition, it is also one of the regions of emergence of 

bacterial canker of kiwifruit in France caused by P. syringae (P. syringae pv. actinidiae (Psa), 

phylogroup 1) (Scortichini et al. 2012; Berge et al. 2014; Vanneste et al. 2014). 

P. syringae is a ubiquitous environmental bacterium, found in aquatic, agricultural and non-

agricultural habitats, where it can have both saprophytic and pathogenic behavior (Hirano and 

Upper 1990; Gaignard and Luisetti 1993; Morris et al. 2007; Morris et al. 2008; Monteil et al. 

2012; Monteil et al. 2013), and whose strains have been, at present, classified into 23 clades 

http://www.agreste.agriculture.gouv.fr/
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within 13 phylogroups (Berge et al. 2014). P. syringae population sizes tend to increase during 

the spring, and may be associated with visual symptoms on trees (e.g. leaf spots, wood canker, 

ďud ŶeĐƌosis…Ϳ, deĐƌease duƌiŶg the summer until reaching undetectable levels, then increase 

again with lower temperatures and rain events in autumn (Crosse 1957, 1966; Sundin et al. 

1988). Through the winter, P. syringae can be found in dormant buds of certain tree species 

(Crosse 1956; Burr and Katz 1984; Roos and Hattingh 1986a; Bedford et al. 1988; Sundin et al. 

1988). Likewise, P. syringae populations of buds and twigs from lilac, linden, magnolia, 

dogwood, aspen, Japanese pear and maple, decreased to undetectable levels during the 

winter months and increased again in the spring in orchards and nurseries in the Pacific 

Northwestern part of the US (Baca and Moore 1987a). 

In addition to the low-level or undetectable populations of P. syringae within tree tissue, 

inoculum sources external to the tissues of the trees are likely to contribute to the dynamics 

of P. syringae populations early in spring. Among these external sources are orchard ground 

covers and weeds. Previous studies have identified herbaceous species as hosts of P. syringae 

(English and Davis 1960; Davis and English 1969) and demonstrated the presence of P. 

syringae on ground covers and weed species from orchards throughout the different seasons 

(Latorre and Jones 1979; Roos and Hattingh 1986b; Baca and Moore 1987b; Malvick and 

Moore 1988a, b). Moreover, more than half of the P. syringae isolates collected from ground 

covers in pear and maple plantations were pathogenic on seedlings of the respective tree 

species in controlled conditions. Furthermore, vertical bacterial flow between ground covers 

and trees was shown to be possible, corroborating the hypothesis that ground covers can be 

a source of inoculum for fruit trees (Malvick and Moore 1988a, b). 

Despite the potential role of orchard ground covers as reservoirs of pathogenic bacteria, there 

is no clear understanding of the environmental drivers of bacterial abundance and community 
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structure on these orchard ground covers. Specifically, how the characteristics of the plant 

communities that constitute ground covers might affect the population abundance and 

structure of P. syringae populations associated with ground covers is unknown. Ecological 

engineering of species composition of orchard ground covers is already used to control various 

arthropod pests (Bugg 1991, 1992; Liang and Huang 1994; Douglas et al. 2000; Simon et al. 

2010; Mitsch 2012). However, the question of controlling plant pathogenic microorganisms 

via the management of the plant composition of ground covers has generally been 

overlooked. The average abundance of P. syringae is known to vary across plants (Hirano and 

Upper 2000) and some plants have demonstrated bactericidal activity (Deans and Ritchie 

1987; Nychas 1995), and could potentially influence the microbial populations in their 

immediate environment. The role of plant community characteristics; in particular host 

abundance, diversity and host community composition; on parasite abundance, has been the 

focus of many investigations and debate (Tilman 1997; Keesing et al. 2010; Randolph and 

DoďsoŶ ϮϬϭϮ; VouƌĐ’h et al. 2012; Johnson et al. 2015), and in some cases, concern natural 

unmanaged plant systems in particular (Knops et al. 1999; Mitchell et al. 2002; Haas et al. 

2011; Lacroix et al. 2015). Deciphering the role of plant community characteristics of ground 

covers on P. syringae population size and structure could yield important insights into 

potential means for managing these bacterial populations in orchards. 

To assess the potential effects of plant ground cover diversity on P. syringae populations size 

and structure, we assessed P. syringae populations associated with ground covers of two 

apricot (Prunus armeniaca) and four kiwifruit (Actinidia deliciosa) orchards in Drôme county 

during the 2014 growing season. P. syringae population size and structure were compared to 

the composition of the ground cover plant communities to identify potential effects of certain 

plant species or assemblages of plant species on the structure of P. syringae populations. 
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Materials and Methods 

 

Location and description of the orchards 

 

All orchards surveyed in this study were located in Drôme county, southeastern France. They 

will be referred to as K1, K2, K3, K4, P2 and P3 for the four kiwifruit and two apricot orchards, 

respectively. 

Orchards K1, K2, P2 and P3, had a ground cover between tree rows and were chemically 

weeded in tree rows. Orchards K3 and K4 had a ground cover both in and between tree rows. 

Kiwifruit orchard ground covers were mowed one to three times a year, resulting in very high 

and dense ground covers during the summer months. Apricot orchard ground covers were 

kept short throughout the year by regular mowing, with a height rarely exceeding a dozen 

centimeters. 

Sprinkler irrigation was abundant, regular and localized in kiwifruit orchards, whereas in 

apricot orchards irrigation was irregular and less abundant. Furthermore, kiwifruit vines were 

intermingled in and between rows and ended up touching the ground cover in summer. This 

configuration led to high hygrometry under the kiwifruit canopy. 

All the orchards were visually inspected for development of symptoms characteristic of P. 

syringae. Kiwifruit orchards K1 and K3 were healthy, i.e. there was absence of visible 

symptoms on stems and leaves at the time of this study. In orchard K2, cankers and angular 

leaf spots, indicative of canker caused by Psa, were visible on some kiwifruit vines,  
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Table 1. Summary of sampling dates for microbial characterization in kiwifruit and apricot 

orchards. 

 

Cultivated species Date of sampling for microbial 

characterization 

Time 

code 

Plant 

community 

composition 
    

Kiwifruit 

1 and 2 April 2014 T1 No 

24 May 2014 T2 Yes 

24 November 2014 T3 No 
 

   

Apricot 

10 and 11 March 2014 T1 No 

2 and 3 June 2014 T2 No 

23 October 2014 T3 No 

2 June 2015 T4 Yes 
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foreshadowing a possible serious emergence of bacterial canker in this orchard. Orchard K4 

was severely affected by bacterial canker, with presence of mild to advanced symptoms on all 

kiwifruit vines. Both apricot orchards were seriously affected by bacterial canker and many 

trees had symptoms, i.e. cankers on stems and branches, and a non-negligible rate of 

mortality. Mortality mainly affected young trees, especially in orchard P2 during the first year 

of planting 

 

Quantitative isolation of P. syringae from ground covers 

 

Multiple samples were taken over the growing season. The dates of sampling for microbial 

characterization are reported in Table 1. 

P. syringae was isolated from ground cover in replicate sites in each orchard, and 5 and 9 

replicate sites in each kiwifruit and apricot orchard, respectively. Each site was next to a 

randomly chosen tree and was marked so that, over time, samples could be collected from 

the same sites. Bulk ground cover samples were collected by using scissors sterilized with 

alcohol between each sample. A ground cover sample comprised about 10 g of leaves 

randomly cut from the different plant species at the sampling point. The exact weight was 

determined in the laboratory during sample processing. The weighed samples were 

stomached for 4 minutes in 50 ml sterile phosphate buffer. The washing buffer and 10-fold 

dilutions were then plated on two culture media: 10 % TSA with cycloheximide (3 g tryptone 

soy broth and 15 g of agar in 1 L of distilled water, 50 mg L-1 cycloheximide) used to assess the 

size of the total culturable bacterial community, aŶd ŵodified KiŶg’s B ŵediuŵ ;KBCͿ foƌ the 

specific isolation of P. syringae (King et al. 1954; Mohan and Schaad 1987). KBC as used in this 

studǇ ǁas Đoŵposed of ϵ ǀoluŵes of KiŶg’s B medium (KB) with a smaller quantity of proteose 
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peptone than the original recipe (1.5 g K2HPO4, 1.5 g MgSO4 7H2O, 15 g proteose-peptone, 10 

mL glycerol and 15 g agar in 900 mL distilled water), and 1 volume of boric acid (1.5 g H3BO3 

in 100 mL distilled water), and contained cycloheximide (50 mg L-1) and cephalexin (80 mg L-

1). The culture media were incubated at 25°C for 48 - 72 hours. For each sample 30 putative P. 

syringae colonies based on morphological criteria of the colonies such as size, color, reflection 

of light, and roughness of the edge of the colonies were sub-cultured on KB medium. These 

colonies were further characterized as described below. This procedure has been adopted to 

take into account the polymorphism of colonies that we have observed in other work (Berge 

et al. 2014) and to avoid underestimating P. syringae population sizes. Oxidase tests were 

performed after 24 hours of growth at 25°C, only colonies that were oxidase negative were 

considered as putative P. syringae. One isolate of each oxidase negative colony was stored in 

phosphate buffer and kept at 4°C. Due to the absence of purification (not needed for the 

following steps of characterization) the isolates could not be considered as pure culture 

strains, and may contain mixtures of P. syringae strains.  

 

Phylogenetic affiliation of putative P. syringae isolates 

 

Phylogenetic affiliation of isolates was performed by PCR as described by Borschinger et al. 

(Borschinger et al. 2016). In some cases, when phylogenetic affiliation was not possible by 

PCR, assignement was performed by sequencing the housekeeping gene encoding for the 

citrate synthase (cts) as recommended by Berge et al. (2014). Prior to sequencing each of the 

isolates was purified on KB medium, and incubated at 25°C for 24 - 48 hours. The cts sequences 

obtained were aligned with cts sequences (1-2 representatives per phylogroup) from the P. 

syringae research collection of the laboratory as described by Berge et al. (2014) using Muscle 
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software available on http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ (Edgar 2004). Phylogenetic 

trees were created with MEGA6 software (Tamura et al. 2013), using the Neighbor Joining 

method and 3000 bootstrap replicates as described in Berge et al. (2014). 

 

Identification of P. syringae pv. Actinidiae (Psa) 

 

The kiwifruit pathogen Psa belongs to phylogroup 1 (Berge et al. 2014). Therefore, all isolates 

from kiwifruit and apricot orchard ground covers affiliated to phylogroup 1 on the basis of 

phylogroup-specific PCR were tested in an additional PCR to determine if they were Psa with 

specific primers (Rees-George et al. 2010). 

 

Plant community composition in ground covers 

 

Along with the second microbial sampling (T2) in kiwifruit and the fourth sampling (T4) in 

apricot orchards, i.e. between late May and early June when the plants were developed 

enough to be identifiable, we also estimated the percentage of the area (thereafter referred 

to as percent cover) covered by leaf litter, bare ground and by each plant species in multiple 

1 m² squares. Percent cover of each plant species was estimated independently, so that total 

summed cover exceeds 100 % in quadrats that have multilayer canopies. In light of the 

apparent species diversity in the orchards, 10 and 20 replicate squares were analyzed in the 

apricot and kiwifruit orchards, respectively. The different quadrats were randomly positioned 

nearby the area of the ground cover sampled for P. syringae quantification. 

 

Statistical analysis 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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All statistical analyses were performed using R version 3.2.2 (R Foundation for Statistical 

Computing Vienna, Austria) (Team 2013). 

We tested the effect of various environmental factors on changes in i) the absolute abundance 

of P. syringae (expressed as log10 CFU per gram of fresh plant material) using linear mixed-

effect models (thereafter referred to as lme) in the R nlme library, ii) the proportion of P. 

syringae relative to the abundance of the total culturable bacteria community using 

generalized linear mixed-effect models (thereafter referred to as glmer) and a logistic 

regression in the R lme4 library and iii) the structure of P. syringae populations using 

Permutational Multivariate Analysis of Variance (PerMANOVA) using the adonis function in 

the R vegan library (McCullagh and Nelder 1989; Pinheiro and Bates 2000). The structure of P. 

syringae was analyzed as a matrix that included for each sample the abundance of bacterial 

isolates from each phylogroup (log10 CFU per gram of fresh plant material) that was calculated 

relative to the absolute abundance of P. syringae. PerMANOVA is similar to MANOVA and 

redundancy analyses (Legendre and Anderson 1999; Anderson 2001; McArdle and Anderson 

2001) and is an analysis of variance that compares distance matrices in which significance is 

deteƌŵiŶed usiŶg a peƌŵutatioŶ test. Heƌe, ǁe used ϵϵϵ peƌŵutatioŶs aŶd JaĐĐaƌd’s distaŶĐe 

matrices. All linear and generalized linear mixed-effect models included orchard identification 

(ID) as a random effect to control for variation among orchards. In PerMANOVA tests, we 

tested models with permutations left unconstrained and models with permutations 

constrained to occur within orchards (i.e. orchard ID was treated as strata in the adonis 

function). 

First, we evaluated the differences in the absolute abundance, the proportion and population 

structure of P. syringae overall in kiwifruit vs. apricot orchards, as well as across sampling time 

in each type of orchard. Secondly, we evaluated the effect of plant community characteristics  
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Table 2. List of plant species identified during plant community composition study (1/2). 

Genus Species Family Life cycle (A = annual, B = biennial, P = perennial) 

Agrimonia eupatoria Rosaceae P 

Alliaria petiolata Brassicaceae A 

Alnus sp. Betulaceae P 

Alyssum simplex Brassicaceae A 

Ambrosia artemisiifolia Asteraceae A 

Anagallis arvensis Primulaceae A 

Arctium minus Asteraceae B 

Arenaria serpyllifolia Caryophyllaceae A 

Artemisia  verlotiorum Asteraceae P 

Atriplex sp. Amaranthaceae A 

Avena barbata Poaceae A 

Bellis  perennis Asteraceae P 

Bromus catharticus Poaceae A/P 

Bromus hordeaceus Poaceae A 

Bromus madritensis Poaceae A 

Bromus sterilis Poaceae A 

Calamintha nepeta Lamiaceae P 

Calystegia sepium Convolvulaceae P 

Capsella bursa-pastoris Brassicaceae A 

Cardamine hirsuta Brassicaceae A/B 

Carex divulsa Cyperaceae P 

Catapodium rigidum Poaceae A 

Cerastium fontanum Caryophyllaceae B/P 

Cerastium glomeratum Caryophyllaceae A 

Chenopodium album Amaranthaceae A 

Chondrilla juncea Asteraceae P 

Cirsium arvense Asteraceae P 

Convolvulus arvensis Convolvulaceae P 

Conyza canadensis Asteraceae A/B 

Conyza sumatrensis Asteraceae A 

Crepis bursifolia Asteraceae P 

Crepis foetida Asteraceae B/P 

Crepis sp. Asteraceae na 

Cupressus sp. Cupressaceae P 

Cynodon dactylon Poaceae P 

Dactylis glomerata Poaceae P 

Daucus carota Apiaceae B 

Echinops ritro Asteraceae P 

Elytrigia campestre Poaceae P 

Epilobium hirsutum Onagraceae P 

Erodium cicutarium Geraniaceae A/B 

Euphorbia peplus Euphorbiaceae A 

Euphorbia sp. Euphorbiaceae na 

Festuca arundinacea Poaceae P 

Festuca sp. Poaceae na 

Fraxinus sp. Oleaceae P 

Galium aparine Rubiaceae A 

Geranium dissectum Geraniaceae A/B 

Geranium molle Geraniaceae A/B/P 
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in ground covers (recorded from late May to early June) in kiwifruit and apricot orchards on 

P. syringae population size and structure from samplings done at the same time. Specifically, 

for each response variable and type of orchard (i.e. kiwifruit and apricot), we assessed 

differences in P. syringae populations according to species richness, total plant percent cover 

and to the percent cover of leaf litter and bare ground within the same models. Then, we 

tested for changes in P. syringae population sizes and structure according to the percent cover 

of each of the most dominant plant species, and for plant families that included both annual 

and perennial plant species in each type of orchard, we tested for differences in P. syringae 

populations and abundance according to plant life history. Resulting p-values are summarized 

in Supporting Information Table 1. In all analyzes, a p-value < 0.05 was considered statistically 

significant. Significant results were verified by graphic visualization: results were not retained 

when significance was due to outliers. 

 

Results 

 

The 3012 putative P. syringae isolates collected during this study, related information and PCR 

results are described in Supporting Information Table 2. About 20 % (639) of the 3012 isolates 

that were considered as putative P. syringae at the time of isolation were in fact not members 

of this species according to PCR results with the psy primers. Furthermore, 650 isolates that 

were not fluorescent on KB medium and that might have otherwise been rejected as putative 

P. syringae if this phenotype was considered as in previous studies (Morris et al. 2007; Morris 

et al. 2010) were in fact P. syringae. These non-fluorescent isolates were affiliated to 

phylogroups 1 (87 isolates), 2 (106 isolates), 7-8 (250 isolates), 9 (4 isolates), 13 (37 isolates), 

or to none of the phylogroups targeted by the multiplex primers (189 isolates)  
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Table 2. List of plant species identified during plant community composition study (2/2). 

Genus Species Family Life cycle (A = annual, B = biennial, P = perennial) 

Geum urbanum Rosaceae P 

Hedera helix Araliaceae P 

Hordeum murinum Poaceae A 

Hypochaeris radicata Asteraceae P 

Lactuca serriola Asteraceae A/B 

Lolium perenne Poaceae A/P 

Malva sylvestris Malvaceae A/B/P 

Medicago arabica Fabaceae A 

Medicago orbicularis Fabaceae A 

Medicago polymorpha Fabaceae A/P 

Medicago rigidula Fabaceae A 

Myosotis arvensis Boraginaceae A 

Oxalis corniculata Oxalidaceae A/P 

Papaver rhoeas Papaveraceae A 

Petrorhagia prolifera Caryophyllaceae A 

Phleum pratense Poaceae P 

Picris echioides Asteraceae A 

Plantago lanceolata Plantaginaceae A/B/P 

Plantago major Plantaginaceae P 

Poa annua Poaceae A 

Poa trivialis Poaceae P 

Polygonum aviculare Polygonaceae A/P 

Polygonum persicaria Polygonaceae A/P 

Potentilla reptans Rosaceae P 

Prunella vulgaris Lamiaceae P 

Quercus pubescens Fagaceae P 

Rostraria cristata Poaceae A 

Rubus ulmifolius Rosaceae P 

Rumex crispus Polygonaceae P 

Rumex pulcher Polygonaceae P 

Scorzonera laciniata Asteraceae P 

Senecio sp. Asteraceae na 

Senecio vulgaris Asteraceae A/B 

Setaria sp. Poaceae A 

Silene alba Caryophyllaceae B/P 

Sison amomum Apiaceae B 

Sonchus asper Asteraceae A 

Stellaria media Caryophyllaceae A/P 

Symphyotrichum squamatum Asteraceae A 

Taraxacum officinale Asteraceae P 

Torilis arvensis Apiaceae A 

Torilis nodosa Apiaceae A 

Trifolium pratense Fabaceae B/P 

Trifolium repens Fabaceae P 

Urtica dioica Urticaceae P 

Verbena officinalis Verbenaceae P 

Veronica arvensis Plantaginaceae A 

Veronica persica Plantaginaceae A 

Vicia sativa Fabaceae A 

Viola sp. Violaceae P 

Vulpia ciliata Poaceae A 

Vulpia myuros Poaceae A 
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with 18 of them containing mixed cultures of two or three phylogroups. Among the 75 and 

298 phylogroup 1 isolates from kiwifruit and apricot orchard ground covers, respectively, 4 

were identified as Psa: three in orchard K3 and one in orchard K4. No isolates corresponding 

to Psa were found on the ground cover of apricot orchards. 

The cts gene was partially sequenced from 36 P. syringae isolates randomly selected among 

isolates whose phylogroup could not be identified with our PCR protocol, coming from the 

third sampling date in kiwifruit orchard K4 (presenting the highest rate of unidentified P. 

syringae isolates). These sequences are presented in Supporting Information Table 2. These 

isolates were affiliated to phylogroups 1 (1), 8 (1), 9 (31), 10 (1), and to none of the current 

known phylogroups (2). About 25 % (576) of the P. syringae isolates still remain unidentified 

aŶd ǁill ďe ƌefeƌƌed to as ͞ǁithout phǇlogeŶetiĐ affiliation͟ iŶ the figuƌes. 

Overall, a total of 101 plant species, representing 30 families, were identified in the ground 

covers in kiwifruit and apricot orchards. More specifically, 82 plant species were observed in 

kiwifruit orchards vs. 44 in apricot orchards. All plant species identified in all orchards are 

listed in Table 2. Percent cover estimations for each plant species for all orchards are 

presented in Supporting Information Table 3. 

 

The absolute abundance of P. syringae increases on orchard ground covers whereas its 

relative abundance decreases over the growing season 

 

P. syringae population sizes ranged from 104 to 107 CFU g-1 and constituted from 3 to 30 % of 

the total bacterial community on kiwifruit and apricot orchard ground covers depending on 

the sampling date. Absolute abundance of P. syringae was significantly different across 

seasons, tending to increase over the growing season (Figure 1A). The absolute abundance of  
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Figure 1. P. syringae absolute (1A) and relative (1B) abundances (means and standard errors) 

on ground covers in kiwifruit ( ) and apricot ( ) orchards in Drôme county (southeastern 

France). T1 = 10-11 March (apricot) and 1-2 April 2014 (kiwifruit), T2 = 24 May (kiwifruit) and 

2-3 June 2014 (apricot), T3 = 23 October (apricot) and 24 November 2014 (kiwifruit) and T4 = 

2 June 2015 (apricot). 
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P. syringae populations on kiwifruit orchard ground covers was marginally yet significantly 

higher during the second sampling (T2) (lme, p-value = 0.05) and third sampling in the late 

season (T3) (lme, p-value = 0.004) compared to the first sampling (T1) (Figure 1A). The P. 

syringae populations from apricot orchard ground covers were of similar size during the first 

two samplings (T1, T2) (lme, p-value > 0.05), and significantly higher during the third sampling 

(T3) compared to the first one (T1) (lme, p-value = 0.01) (Figure 1A). On the other hand, 

relative abundance of P. syringae in the total bacterial community had the opposite trend, 

decreasing over the growing season (Figure 1B). Nevertheless, the effect of time on relative 

abundance was only significant for the third sampling (T3) during the late season relative to 

the first one (T1) on kiwifruit orchard ground covers (glmer, p-value = 0.01). 

There was no significant difference in absolute, nor in relative P. syringae population sizes 

(lme, p-value > 0.05, and glmer, p-value > 0.05) overall on ground covers in kiwifruit vs. apricot 

orchards. 

 

P. syringae population structure on ground covers differs across season, among orchard 

type (kiwifruit vs. apricot) and between orchards of the same crop species 

 

P. syringae population structure was different on ground covers overall in kiwifruit (Figure 2A) 

vs. apricot (Figure 2B) orchards (permanova, p-value = 0.001) and across time within each type 

of orchard (permanova, p-value = 0.001) in permanova tests in which permutations were left 

unconstrained. These differences in P. syringae population structure remained significant 

when permutations were constrained to occur within orchards (permanova, p-value = 0.001 

and p-value = 0.001, respectively).
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Figure 2. Size and structure of P. syringae populations on ground covers in kiwifruit (2A) and apricot (2B) orchards in Drôme county (southeastern 

France). The heights of the bars represent the log10 CFU g-1 of fresh matter for the entire P. syringae population. Population structure is indicated 

for each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population.  = Phylogroup 1,  = Phylogroup 2,  = Phylogroup 3,  = 

Phylogroup 7 and 8,  = Phylogroup 9,  = Phylogroup 10,  = Phylogroup 13 and  = Without phylogenetic affiliation. T1 = 10-11 March 

(apricot) and 1-2 April 2014 (kiwifruit), T2 = 24 May (kiwifruit) and 2-3 June 2014 (apricot), T3 = 23 October (apricot) and 24 November 2014 

(kiwifruit) and T4 = 2 June 2015 (apricot). 
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Overall, in kiwifruit orchards phylogroups 1 and 2 were less abundant and phylogroups 7, 8, 9 

and 13 were more abundant than in apricot orchards. P. syringae isolates that could not be 

attributed to a phylogroup with PCR analyses were also more abundant in kiwifruit orchards, 

especially at sampling date T3 (Figure 2A). As mentioned above, through phylogenetic analysis 

of partial sequences of the cts gene, we determined the identity of 36 isolates that could not 

be affiliated with our PCR analyses. About 85 % (31) of these isolates belonged to phylogroup 

9. Additionally, one P. syringae phylogroup 10 and one P. syringae phylogroup 3 were isolated 

during this study; from kiwifruit orchard K4 at sampling date T3 and from apricot orchard P3 

at sampling date T4, respectively.  

 

P. syringae relative abundance and population structure were correlated to total percent 

plant cover and species richness 

 

The absolute abundance of P. syringae as measured during plant community composition 

study was not correlated to total percent plant cover, to plant species richness, nor to the 

percent cover of leaf litter and bare ground. This lack of relationship between traits describing 

the density and diversity of plant ground cover and P. syringae abundance was observed both 

in kiwifruit and in apricot orchards (lme, p-values > 0.05). 

On the other hand, some trends were observed for the relative abundance of P. syringae. On 

kiwifruit and apricot orchard ground covers, a slight but insignificant increase of P. syringae 

relative abundance was observed with increasing total percent plant cover (glmer, p-values > 

0.05). Moreover, P. syringae relative abundance on apricot (glmer, p-value = 0.001) but not 

on kiwifruit (p-value > 0.05) orchard ground covers significantly and slightly increased with 

higher species richness. However, total percent plant cover was positively correlated with  
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Figure 3. Size and structure of P. syringae populations on ground covers in apricot orchards 

according to total plant percent cover, percentage exceeds 100 % due to multilayer canopies. 

The heights of the bars represent the log10 CFU g-1 of fresh matter for the entire P. syringae 

population. Population structure is indicated for each phylogroup as a percentage of the entire 

P. syringae population.  = Phylogroup 1,  = Phylogroup 2,  = Phylogroup 3,  = 

Phylogroup 7 and 8,  = Phylogroup 13 and  = Without phylogenetic affiliation. 
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plant species richness (lm, p-value = 0.001), and the relationship between P. syringae relative 

abundance and plant species richness on apricot orchard ground covers was not robust when 

we controlled for variation in total percent cover (lme, p-value > 0.05). 

Furthermore, on apricot orchard ground covers, P. syringae population structure differed 

marginally according to total plant percent cover (permanova, p-value = 0.05). In particular, 

the abundance of P. syringae phylogroup 2 increased with increasing total plant percent cover 

(Figure 3). No similar effect was observed on kiwifruit orchard ground covers (permanova, p-

value > 0.05). On the other hand, on kiwifruit orchard ground covers, P. syringae population 

structure was affected by plant species richness (permanova, p-value = 0.01). In particular, 

increasing species richness was correlated with a decrease of phylogroup 2 and an increase of 

phylogroups 7 and 8 (Figure 4). This effect was not found on apricot orchard ground covers 

(permanova, p-value > 0.05). 

 

P. syringae relative abundance and population structure are correlated to Poaceae plant 

percent cover 

 

In apricot orchards (lme, p-value = 0.04, glmer, p-value = 0.01), but not in kiwifruit orchards 

(lme and glmer, p-values > 0.05), the absolute and relative abundances of P. syringae 

increased significantly with the total percent cover of plants from the Poaceae family. 

However, Poaceae plant percent cover was also positively correlated with total percent plant 

cover (lm, p-value = 0.04). 

Separately, we tested for the effect of annual and perennial plants in the Poaceae family 

(glmer, p-value = 0.0004 and p-value > 0.05, respectively), revealing a positive correlation 

between annual Poaceae percent cover and the relative abundance of P. syringae  
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Figure 4. Size and structure of P. syringae populations on ground covers in kiwifruit orchards 

according to species richness. The heights of the bars represent the log10 CFU g-1 of fresh 

matter for the entire P. syringae population. Population structure is indicated for each 

phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population.  = Phylogroup 1,  = 

Phylogroup 2,  = Phylogroup 7 and 8,  = Phylogroup 9,  = Phylogroup 13 and  = 

Without phylogenetic affiliation. 
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on apricot orchard ground covers (Figure 5). The percent cover of annual plants from the 

Poaceae family also had a significant effect on the population structure of P. syringae on 

apricot orchard ground covers (permanova, p-value = 0.01). In particular, the abundance of P. 

syringae phylogroup 2 increased with increasing annual Poaceae percent cover (Figure 6). 

 

P. syringae absolute abundance decreases and its population structure is modified with 

increasing abundance of Prunella vulgaris in ground covers in kiwifruit orchards 

 

Prunella vulgaris, a perennial species of the Lamiaceae family, was present in three kiwifruit 

orchards: K1, K2 and K3, and its percent cover was as high as 13 % (Supporting Information 

Table 2). At sampling time T2, there was a significant negative correlation between P. vulgaris 

percent cover and the absolute (lme, p-value = 0.03), but not the relative (lme, p-value > 0.05), 

abundance of P. syringae on kiwifruit orchard ground covers. P. vulgaris percent cover had 

also a significant effect on P. syringae population structure (permanova, p-value = 0.01). These 

trends are illustrated in Figure 7 where the absolute abundance of P. syringae and specifically 

of the size of the population represented by phylogroup 2 decreased with increasing P. 

vulgaris percent cover. P. vulgaris was only present in kiwifruit orchard ground covers, so this 

effect could not be verified in apricot orchards. 

 

Discussion 

 

Our results show that plant community composition can significantly impact P. syringae 

population size and structure on orchard ground covers. In particular, the relative abundance 

of P. syringae in the total bacterial flora on plants in ground covers and the structure of the P.  
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Figure 5. Relative abundance of P. syringae on apricot orchard ground covers in Drôme county 

(southeastern France) according to annual Poaceae percent cover. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



128 

 

syringae population in terms of the relative abundance of the different phylogroups was 

correlated to the total percent plant cover and the plant species richness of the ground cover. 

We also found that the absolute abundance and the structure of P. syringae populations on 

ground covers were also correlated to the percent cover of some of the most abundant plant 

families and species typical of ground covers in orchards in southeastern France. These results 

suggest that management of P. syringae populations on ground covers could be achieved by 

changing the botanical diversity and overall density of these ground covers. If the populations 

of P. syringae on ground covers serve as sources of inoculum in orchards, such management 

practices could contribute to reduce the inoculum pressure. 

On kiwifruit orchard ground covers, P. syringae absolute abundance decreased with increasing 

percent cover of the plant species P. vulgaris (Lamiaceae family). Various plant species of the 

Lamiaceae family, including P. vulgaris, are known for their antimicrobial properties (Psotova 

et al. 2003; Sarac and Ugur 2007; Kirbag et al. 2009). Thus, P. vulgaris could directly influence 

microbial communities on ground covers by releasing antimicrobial compounds in their 

immediate surroundings and perhaps especially when the ground covers are mowed. The 

abundance of P. vulgaris could also differentially alter the abundance of strains of particular 

phylogroups. Kiwifruit orchard ground covers were dominated by phylogroups 2, 7 and 8 

whereas phylogroups 9, 13 and unidentified strains were more abundant than on apricot 

orchard ground covers. Both higher species richness and P. vulgaris percent cover in kiwifruit 

orchard ground covers altered P. syringae population structure, and correlated with a 

decrease in the abundance of phylogroup 2 strains and in an increase in phylogroups 7 and 8 

strains. Nevertheless, it is not totally clear if plant species richness and percent cover of P. 

vulgaris both have an independent and similar effect on P. syringae abundance, or if one is 

correlated with the other (e.g. the higher the species richness, the  
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Figure 6. Size and structure of P. syringae populations on ground covers in apricot orchards 

according to annual Poaceae percent cover. The heights of the bars represent the log10 CFU g-

1 of fresh matter for the entire P. syringae population. Population structure is indicated for 

each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population.  = Phylogroup 1,  

= Phylogroup 2,  = Phylogroup 3,  = Phylogroup 7 and 8,  = Phylogroup 13 and  = 

Without phylogenetic affiliation. 
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higher the abundance of P. vulgaris; and - if P. vulgaris has a direct negative effect on P. 

syringae - then the lower the P. syringae abundance). It would be interesting to study the 

reproducibility of this result in an experimental field trial to confirm this hypothesis. 

Disentangling the effect of total species richness and the effect of single species would require 

both additional samplings in more orchards and experimental field trials, but would constitute 

a fruitful avenue for research. Furthermore, the effect of the cultivated tree species on 

differences in population structure of P. syringae on ground covers will need to be examined. 

In apricot orchard ground covers, increased annual Poaceae plant percent cover was 

correlated with increased P. syringae relative abundance. This phenomenon was not observed 

in kiwifruit orchard ground covers. Poaceae was the most abundant family in both kiwifruit 

and apricot orchard ground covers. Therefore, a hypothesis to explain the contrasting effects 

of Poaceae could be that its impact on P. syringae relative abundance depends on both the 

total percent plant cover and on other plant species that were present in ground covers. 

Apricot orchard ground covers were not really dense, so a slight increase in Poaceae content 

could have a more notable effect on P. syringae populations that could be masked when 

Poaceae are present in a high background density of other plants species. Furthermore, in 

kiwifruit orchard ground covers species richness was higher, with nearly twice as many plant 

species as the apricot orchard ground covers (82 vs. 44 plant species, respectively), and 

species composition was different.  This could modulate the effect of Poaceae on P. syringae 

by altering, for example, the local transmission of P. syringae. This higher species richness 

could be due to different soil types, cultural practices, naturally occurring plant species from 

the surrounding environment, as well as orchard ages. Furthermore, in kiwifruit orchards, 

abundant irrigation associated with very low and dense kiwifruit canopy promotes high 

hygrometric conditions which facilitate establishment and development of ground cover  
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Figure 7. Size and structure of P. syringae populations on ground covers in kiwifruit orchards 

according to Prunella vulgaris percent cover. The heights of the bars represent the log10 CFU 

g-1 of fresh matter for the entire P. syringae population. Population structure is indicated for 

each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population.  = Phylogroup 1,  

= Phylogroup 2,  = Phylogroup 7 and 8,  = Phylogroup 9,  = Phylogroup 13 and  = 

Without phylogenetic affiliation. 

 

 

 

 

 



132 

 

plants. Overall, P. syringae populations on apricot orchard ground covers were largely 

dominated by phylogroups 1 and 2. However, both total plant percent cover and annual 

Poaceae plant percent cover altered P. syringae population structure, and correlated with an 

increase in the abundance of phylogroup 2 strains. As for P. vulgaris, at present it is not totally 

clear if total plant percent cover and annual Poaceae plant percent cover have both an 

independent and similar effect on P. syringae population structure, or if one is correlated with 

the other. 

Overall, P. syringae populations on kiwifruit and apricot orchard ground covers ranged from 

104 to 107 CFU g-1 of fresh matter and represented between 3 and 30 % of the total microbial 

community. These observations are similar to those made in previous studies with P. syringae 

population ranging from 104 to 109 CFU g-1 of fresh matter (Ercolani et al. 1974; Baca and 

Moore 1987a; Malvick and Moore 1988a). P. syringae absolute population size increased over 

the growing season, probably to a lower degree than other bacterial species that constituted 

the total bacterial community on ground covers, which could explain the decrease of P. 

syringae relative abundance over the growing season. Hypotheses to explain this could be 

lower competitiveness for resources, or lower survival rate of P. syringae with increasing 

temperatures during the summer months compared to other bacterial species present on 

ground cover plants. P. syringae population sizes were overall not different according to 

orchard type, i.e. kiwifruit or apricot. This result is similar to the observations made by Malvick 

and Moore with P. syringae populations of similar sizes either on maple or pear orchard 

ground covers (Malvick and Moore 1988a).  

P. syringae strains known to be pathogenic on kiwifruit include Psa (phylogroup 1), P. syringae 

pv. syringae (Pss, phylogroup 2), and P. viridiflava strains (phylogroups 7 and 8), the latter two 

are also known to be pathogenic on apricot (Wilkie et al. 1973; Prunier and Cotta 1987; Young 
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et al. 1988; Gaignard and Luisetti 1992, 1993; Everett and Henshall 1994; Balestra and Varvaro 

1997; Rossetti and Balestra 2008; Bartoli et al. 2014; Berge et al. 2014). Psa, the causal agent 

of bacterial canker on kiwifruit, was detected for the first time in France in 2010 (Vanneste et 

al. 2014). No Psa was detected on apricot orchard ground covers, however four phylogroup 1 

isolates from kiwifruit orchard ground covers were identified as Psa, representing about 5 % 

of the total phylogroup 1 population on these kiwifruit orchard ground covers and 1% of the 

total P. syringae population. The presence of pathogenic strains such as Psa on ground cover 

plants could be a threat if they spread to kiwifruit vines. However, the low frequency of Psa 

among the P. syringae populations on ground cover plants could indicate low competitiveness 

outside its host. Prior to our work two studies investigated the role of non-kiwifruit plants as 

reservoirs of Psa. Vanneste and colleagues showed that Cryptomeria japonica, plant species 

used as a shelter belt between blocks of kiwifruit in New Zealand, did not support Psa 

multiplication (Vanneste et al. 2012). Liu and colleagues reported that Psa survived and 

induced symptoms on non-kiwifruit plants surrounding the orchards (Liu et al. 2016). Although 

in our study Psa had a relatively low abundance on kiwifruit orchard ground covers, the 

population sizes we detected might be perceived in another light if we consider what they 

represent on the scale of an orchard. With an average ground cover biomass of 625 g fresh 

matter per m2 during summer months (data not shown), 700 kiwifruit vines per hectare, and 

an average of 3.9 x 106 P. syringae per gram of fresh matter, a one hectare kiwifruit orchard 

ground cover hosts up to 2.4 x 1013 P. syringae of which up to 1% can be Psa. This represents 

an inoculum pressure of 3.5 x 1010 cells of P. syringae across all phylogroups and 3.5 x 108 Psa 

per kiwifruit plant.  For apricot orchards, the mass of ground cover per ha is at most about 

25% of that in kiwi orchards because of regular mowing, but trees are planted less densely (ca. 

465 apricot trees / ha). Therefore, given that the abundance of P. syringae per gram of ground 
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cover is similar in apricot and kiwi orchards, the inoculum pressure of P. syringae per tree 

would still be of the same order of magnitude in both types of orchards. In this light, the 

epidemiological importance of weeds and ground covers as reservoirs of P. syringae, and of 

Psa in particular, needs to be clarified. 

Our work provides insight that could be used for managing ground covers to reduce their 

importance as reservoirs of P. syringae pathogenic to fruit tree crops. One obvious 

management strategy would be to eliminate ground covers from orchards. However, this 

would also eliminate the multiple services that ground covers render for the production of 

orchard crops. Therefore, it is necessary to have criteria for choosing the appropriate plant 

species. In light of our results, plant species could be chosen that influence the abundance and 

diversity of the associated P. syringae populations. Plant species identified for antimicrobial 

properties or microbial population modulating effects could be used to modify ground cover 

plant communities to reduce either the abundance of P. syringae overall and/or the 

abundance of strains of certain pathogenic phylogroups. Furthermore, identification of plant 

species that enhance microbial abundance could be targeted and eliminated from ground 

covers. Although, this would require more knowledge on relative effects of species richness, 

total percent plant cover, effects of single plant species, and pathogenicity of strains from the 

various phylogroups in addition to how these effects are modulated by mowing, fertilizing and 

irrigation. 
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Chapitre 3 

 

Etude de l’effet de la gestioŶ du Đouveƌt vĠgĠtal suƌ les 

populations de P. syringae associées aux arbres fruitiers, et 

des liens entre les populations de P. syringae des plantes 

couvre-sol et celles des arbres fruitiers 
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I. Contexte 

 

On sait que les plantes, et les conditions environnementales, influent sur les communautés 

bactériennes Ƌu’elles hĠďeƌgeŶt. Cette variabilité est très étudiée au niveau de la phyllosphère 

et ƌhizosphğƌe, ĐepeŶdaŶt tƌğs peu d’iŶfoƌŵatioŶs eǆisteŶt concernant les communautés 

bactériennes associées aux autres organes des plantes, plus particulièrement chez les plantes 

ligŶeuses. OŶ sait Ƌue les aƌďƌes ŵoduleŶt les ĐoŵŵuŶautĠs ďaĐtĠƌieŶŶes Ƌu’ils hĠďeƌgeŶt et 

que le genre Pseudomonas représente généralement une fraction importante de la 

communauté bactérienne. 

P. syringae est ƌespoŶsaďle de l’ĠŵeƌgeŶĐe de Ŷouǀelles ŵaladies suƌ plus d’uŶe ǀiŶgtaiŶe 

d’espğĐes d’aƌďƌes fƌuitieƌs depuis le dĠďut du XXIème siğĐle, doŶt l’ĠpidĠŵie ƌĠĐeŶte du 

chancre bactérien du kiwi, causée par P. syringae pv. actinidiae (Psa), qui a débutée en Italie 

eŶ ϮϬϬϴ et Ƌui s’est eŶsuite pƌopagĠe à l’eŶseŵďle des ƌĠgioŶs pƌoduĐtƌiĐes de kiǁis daŶs le 

monde. Des populations de P. syringae abondantes sont présentes sur les plantes couvre-sol 

des ǀeƌgeƌs tout au loŶg de l’année, et renferment des souches génétiquement proches de 

lignées génétiques pathogènes, laissant supposer une potentielle implication de ces couverts 

végétaux dans l’ĠŵeƌgeŶĐe des ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs ;ƌĠseƌǀoiƌs et souƌĐes 

d’iŶoĐuluŵ) (voir chapitre 2). 

Les sites d’Ġtude soŶt les ŵġŵes Ƌue Đeuǆ du Đhapitƌe Ϯ, il s’agit des deuǆ ǀeƌgeƌs 

d’aďƌiĐotieƌs, P2 et P3, ainsi que des quatre vergers de kiwis, K1, K2, K3 et K4. Enfin, un 

tƌoisiğŵe ǀeƌgeƌ d’aďƌiĐotieƌ, ŶoŵŵĠ Pϭ, est ajouté. Celui-ci est totalement dépourvu de 

couvre-sol et présente uŶ Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt de sǇŵptôŵes ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d’uŶe iŶfeĐtioŶ 

par P. syringae. 

 



141 

 

II. Objectif 

 

Compte tenu de la complexité des facteurs intervenant dans la structuration des 

ĐoŵŵuŶautĠs ďaĐtĠƌieŶŶes des aƌďƌes, Đe Đhapitƌe foĐalise suƌ l’Ġtude des populations de P. 

syringae associées aux abricotiers et aux kiwis, à l’aide des ŵaƌƋueuƌs ŵolĠĐulaiƌes 

développés dans le chapitre 1, et la comparaison de ces populations à celles des couvre-sols 

du Đhapitƌe Ϯ. L’oďjeĐtif est iĐi de dĠteƌŵiŶeƌ s’il eǆiste des ƌelatioŶs eŶtƌe les populations de 

P. syringae des arbres et celles des couvre-sols végétaux, mais également si des pratiques de 

gestion différentes des couvre-sols influent sur les populations de P. syringae des arbres 

fruitiers. 

 

III. Résultats principaux 

 

A Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe il s’agit de la pƌeŵiğre étude focalisant sur la quantification de la 

structure génétique des populations de P. syringae dans des vergers. Au total plus de 1700 

isolats putatifs de P. syringae oŶt ĠtĠ ĐolleĐtĠs à paƌtiƌ d’ĠĐhaŶtilloŶs d’aďƌiĐotieƌs et de kiǁis. 

Les résultats montrent une très grande diversité de structure des populations de P. syringae 

entre arbres, vergers et espèces cultivées. DaŶs les ǀeƌgeƌs de kiǁis, la pƌĠseŶĐe d’uŶ Đouǀert 

végétal sur le rang des arbres est corrélée aves des populations de P. syringae plus abondantes 

sur les plants de kiwis. Dans les deux types de vergers, des P. syringae génétiquement proches 

sont présents simultanément sur les arbres et les plantes couvre-sol iŶdiƋuaŶt l’eǆisteŶĐe 

d’ĠĐhaŶges ǀeƌtiĐauǆ eŶtƌe Đes deuǆ ĐoŵpaƌtiŵeŶts. Sur les kiwis, Psa coexiste toujours en 

pƌĠseŶĐe d’autƌes P. syringae ce qui soulève la question des interactions pouvant avoir lieu 

entre Psa et ces autres souches de P. syringae, et le rôle de ces potentielles interactions dans 
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l’ĠŵeƌgeŶĐe de la ŵaladie. EŶfiŶ, uŶ hypothétique antagonisme entre les phylogroupes 1 et 2 

est observé dans les deux types de vergers. 
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Abstract 

 

To our knowledge this is the first quantitative assessment of the genetic structure of P. 

syringae populations under natural conditions in orchards. This study was conducted in three 

apricot (Prunus armeniaca) and four kiwifruit (Actinidia deliciosa) orchards located in the 

Drôme county, southeastern France. Various apricot and kiwifruit plant tissues were collected 

along the growing season 2014 taking into account phenological stages of the plants. Over 

1700 putative P. syringae isolates were collected on the apricot and kiwifruit plants, and 

phylogenetic affiliation was carried out by multiplex PCR. Analyses were conducted in order 

to evaluate the effect of cultivated plant species and ground cover management practices on 

P. syringae population structures and abundances. Furthermore, P. syringae population 

structures and abundances on apricot and kiwifruit plants were compared to those of the 

ground covers characterized in a previous study in these same orchards. Finally, the presence 

of P. syringae pv. actinidiae (Psa), pathogen responsible of bacterial canker of kiwifruit, was 

tested with a specific PCR. Results show that in kiwifruit orchards the presence of ground cover 

on kiwifruit plant rows enhance P. syringae abundances on buds compared to chemically 

weeded kiwifruit plant rows. Furthermore, co-occurrences of genetically similar P. syringae on 

the apricot and kiwifruit plants and the ground covers testify vertical exchanges between 

these two compartments. When present on kiwifruit plants, Psa was associated with other 

genetically different P. syringae, claiming the question of the role of P. syringae strains co-

existing with Psa in disease outcome. However, in light of these results the exact role of P. 

syringae population structures and abundances on the plants in the outbreak of disease, and 

the directions of the exchanges between trees and grounds cover, remain unclear. 
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Introduction 

 

The contribution of plants (genotype, phenological stage, etc.) and the environment to the 

variability of the microbial flora among plants is well known. This has been observed for the 

rhizosphere (Hartmann et al., 2009) and phyllosphere microflora of diverse plant species 

(Lindow and Brandl, 2003; Redford et al., 2010; Humphrey et al., 2014). Bacterial communities 

associated with the phyllosphere have been particularly well documented in terms of their 

size and dominant components (Lindow and Brandl, 2003; Vorholt, 2012), but knowledge of 

the community structures and the inter- and intra-specific variability on other organs, 

especially for trees, is limited (Meaden et al., 2016). Tree species can have an important effect 

on associated bacterial communities, and this effect can be even greater than that of 

geographic distance (Redford et al., 2010; Lambais et al., 2014). Moreover, the bacterial 

communities of the phyllosphere and dermosphere from several tropical tree species were 

composed by up to 40 % of bacteria genetically related to the genus Pseudomonas (Lambais 

et al., 2014). 

Pseudomonas syringae is a ubiquitous bacterium, found in aquatic, agricultural and non-

agricultural habitats, where it can have both saprophytic and pathogenic behavior (Hirano and 

Upper, 1990; Gaignard and Luisetti, 1993; Morris et al., 2007; Morris et al., 2008; Monteil et 

al., 2012; Monteil et al., 2013), and whose strains have been, at present, classified into 23 

clades within 13 phylogroups (Berge et al., 2014). Well known to be pathogenic to various fruit 

tree species, P. syringae has been responsible for new diseases emergence on more than 20 

species of woody plants during this century (Lamichhane et al., 2014). Moreover, the recent 

global kiwifruit canker epidemic caused by P. syringae pv. actinidiae in Italy in 2008 (Balestra 

et al., 2009), and its subsequent spread to the rest of the kiwifruit producing areas of the world  
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Figure 1. Relative location of the three apricot ( ) and four kiwifruit ( ) orchards in Drôme 

county (southeastern France) with different ground cover management practices (  bare 

ground,  chemically weeded rows,  full ground cover). 
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including southeastern of France in 2010 (Vanneste et al., 2014), raises concern about the rate 

of emergence of this disease. P. syringae are permanent residents of orchard ground covers 

all along fruit tree growing seasons, and the structures of its populations are highly variable 

(Latorre and Jones, 1979; Baca and Moore, 1987; Malvick and Moore, 1988a; Borschinger et 

al., in prep., refer to chapter 2). Furthermore, P. syringae genetically related to the current 

epidemic strain of Psa were isolated from wild plants and ground covers nearby and within 

kiwifruit orchards (Liu et al., 2016; Borschinger et al., in prep., refer to chapter 2), reinforcing 

the idea that weeds and orchard ground covers can be reservoirs and potential sources of 

inoculum of P. syringae pathogenic to the fruit trees. 

In light of the complex factors underlying the diversity of P. syringae associated with trees and 

orchards, we assessed the structures and sizes of P. syringae populations from apricot (Prunus 

armeniaca) and kiwifruit (Actinidia deliciosa) plants in orchards located in the Drôme county, 

southeastern France and compared them to those of their respective ground covers from a 

previous study (Borschinger et al., in prep., refer to chapter 2). Our objective was to determine 

if the structure and diversity of P. syringae populations associated with trees was correlated 

with the type of tree (apricot or kiwifruit), with presence of ground covers and with the 

structure and diversity of the microflora harbored by the ground cover.  

 

Materials and methods 

 

Location and description of the orchards 

 

The orchards surveyed in this study were located in Drôme county, southeastern France. As in 

a previous study investigating the P. syringae population structures on ground covers in the
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Table 1. Summary of information related to each of the studied orchards. 

Orchard Location Cultivated species Cultivar Estimate orchard area (ha) Health status Ground cover management 

P1 
Propriac-les-bains, 

Drôme, France 
Prunus armeniaca Bergeron 0,25 Diseased Bare ground 

P2 
Propriac-les-bains, 

Drôme, France 
Prunus armeniaca Bergeron 0,27 Diseased No ground cover on row 

P3 
Larnage, Drôme, 

France 
Prunus armeniaca Bergeron 0,21 Diseased No ground cover on row 

K1 
Loriol sur Drôme, 

Drôme, France 
Actinidia deliciosa Hayward 0,44 Healthy No ground cover on row 

K2 
Loriol sur Drôme, 

Drôme, France 
Actinidia deliciosa Hayward 0,4 

Disease 

emergence 
No ground cover on row 

K3 
Cliousclat, Drôme, 

France 
Actinidia deliciosa Hayward 0,8 Healthy Full ground cover 

K4 
Châteauneuf sur Isère, 

Drôme, France 
Actinidia deliciosa Hayward 0,42 Diseased Full ground cover 
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same orchards (Borschinger et al., in prep., refer to chapter 2), they will be referred to as K1, 

K2, K3, K4, P1, P2 and P3, respectively for the four kiwifruit and three apricot orchards (Figure 

1). Orchards K1, K2, P2 and P3, had a ground cover between tree rows and were chemically 

weeded in tree rows. Orchard P1 presented a bare ground, ground cover was removed by 

combining mechanical and chemical weeding. Orchards K3 and K4 had a ground cover both in 

and between tree rows. Apricot and kiwifruit plants were supplied with water by drip irrigation 

and micro sprinkler systems, respectively. Furthermore, kiwifruit vines were intermingled in 

and between rows and ended up touching the ground cover in summer. This configuration led 

to high hygrometry under the kiwifruit canopy. 

All the orchards were visually inspected for development of symptoms characteristic of P. 

syringae. Kiwifruit orchards K1 and K3 were apparently healthy, i.e. there were no visible 

symptoms on stems, leaves or buds at the time of this study. In orchard K2, cankers, angular 

leaf spots and bud necrosis, typical of P. syringae, were visible on some kiwifruit vines, 

foreshadowing a possible serious emergence of bacterial canker in this orchard. Orchard K4 

was severely affected by bacterial canker, with presence of mild to advanced symptoms on all 

kiwifruit vines. Apricot orchards were seriously affected by bacterial canker and many trees 

had symptoms, i.e. cankers on stems and branches, and a non-negligible rate of mortality. 

Mortality mainly affected young trees, especially in orchards P1 and P2 during the first year of 

planting. More detailed information about each orchard is summarized in Table 1. 

 

Quantitative isolation of P. syringae 

 

For microbial quantification, samples were collected in each orchard in 2014 in early spring 

(T1:  11 March for apricot and 1 April for kiwifruit), in late spring (T2: 30 April for kiwifruit and 
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2 June for apricot) and in autumn after harvest (T3: 20 October for apricot and 24 November 

for kiwifruit) and from different tissues depending on the phenological stage of the tree (Table 

S1).  At T1 floral and vegetative buds were collected. A bulk of 10 buds was collected from 

each of 5 kiwifruit trees and 50 buds from each of 9 apricot trees in each orchard.  At T2 

kiwifruit trees still had floral and vegetative buds whereas no buds were present on apricot 

trees. Therefore, in kiwifruit orchards samples consisted of bulks of 10 buds from each of 5 

trees and in apricot orchards they consisted of 50 leaves from each of 9 trees.  At T3, after 

fruit harvest, most of the leaves from the apricot and kiwifruit plants had fallen therefore twigs 

were collected. Samples consisted of a bulk of several g of internal tissue excised from 10 twigs 

per each of 5 kiwifruit and 9 apricot trees per orchard as described below. Sampling focused 

on buds and leaves because they emerge annually and are considered to be ports of entry of 

P. syringae for subsequent infection of tissue. The tissues sampled and the amount taken were 

also adjusted to do the least damage to trees during the production season. Therefore, twigs 

were only sampled at the end of the season when no green tissues were available because 

numerous twigs were needed to detect P. syringae and we were careful to avoid pruning trees 

outside of the normal calendar of pruning by the growers. P. syringae was isolated 

simultaneously from apricot and kiwifruit plants and their corresponding ground covers in 

replicate sites in each orchard. Description of this process for ground cover samples is 

described in the study from Borschinger and colleagues (Borschinger et al., in prep., refer to 

chapter 2). Apricot and kiwifruit bud, leaf and twig bulk samples were collected by using 

scissors, scalpel and tweezers sterilized with 70 % alcohol between each sample. Buds and 

leaves were put directly into sterile phosphate buffer for bacterial isolation. However, apricot 

and kiwifruit twigs were surface sterilized with a flame, the bark was peeled off with a sterile 

scalpel and only the internal tissue was kept for bacterial isolation. About 100 - 200 mg of 
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internal tissue was collected from each twig to make a bulk sample of 1 - 2 g per tree. The 

exact weight of each sample was determined before processing (Table S1). The samples were 

stomached for 4 minutes in sterile phosphate buffer (8.75 g K2HPO4 and 6.75 g KH2PO4 in 1 L 

distilled water). Phosphate buffer volumes were adjusted according to substrate and sample 

size such that the ratio of buffer (vol) to tissue (g) was 5:1 (Table S1). 

Ten-fold dilutions of washings were then plated on two culture media: 10 % TSA with 

cycloheximide (3 g tryptone soy broth and 15 g of agar in 1 L of distilled water, 50 mg L-1 

cycloheximide) to assess the size of the total culturable bacterial community, and modified 

KiŶg’s B ŵediuŵ ;KBCͿ foƌ the speĐifiĐ isolatioŶ of P. syringae (Mohan and Schaad, 1987). KBC 

as used iŶ this studǇ ǁas Đoŵposed of ϵ ǀoluŵes of KiŶg’s B ŵediuŵ ;KBͿ ;KiŶg et al., 1954) 

with a smaller quantity of proteose peptone than the original recipe (1.5 g K2HPO4, 1.5 g 

MgSO4 7H2O, 15 g proteose-peptone, 10 mL glycerol and 15 g agar in 900 mL distilled water), 

and 1 volume of boric acid (1.5 g H3BO3 in 100 mL distilled water), and contains cycloheximide 

(50 mg L-1) and cephalexin (80 mg L-1). The culture media were incubated at 25°C for 48 - 72 

hours. For each sample 30 putative P. syringae colonies based on morphological criteria of the 

colonies such as size, color, reflection of light, and roughness of the edge of the colonies were 

sub-cultured on KB medium. These colonies were further characterized as described below. 

This procedure has been adopted to take into account the polymorphism of colonies that we 

have observed in other work (Berge et al., 2014) and to avoid underestimating P. syringae 

population sizes. Oxidase tests were performed after 24 hours of growth at 25°C, only colonies 

that were oxidase negative were considered to be putative P. syringae. One isolate of each 

oxidase negative colony was stored in phosphate buffer and kept at 4°C. Due to the absence 

of a purification step (not needed for the following steps of characterization) the isolates were 
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not considered as pure culture strains, and could have contained mixtures of P. syringae 

strains. 

 

Phylogenetic affiliation of putative P. syringae isolates 

 

Phylogenetic affiliation of isolates according to phylogroups was performed by PCR as 

described by Borschinger and colleagues (Borschinger et al., 2016). In some cases, affiliation 

was validated by sequencing the housekeeping gene encoding for the citrate synthase (cts) as 

recommended by Berge and colleagues (Berge et al., 2014). Prior to sequencing, each of the 

isolates was purified on KB medium, and incubated at 25°C for 24 - 48 hours. The cts sequences 

obtained were aligned with cts sequences (1-2 representatives per phylogroup) from the P. 

syringae research collection of the laboratory using Muscle software available online 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ (Edgar, 2004). The reference cts sequences are 

summarized in Table S1. Phylogenetic trees were created with MEGA6 software (Tamura et 

al., 2013), using the Neighbor Joining method and 3000 bootstrap replicates. 

 

Identification of P. syringae pv. actinidiae 

 

The kiwifruit pathogen Psa belongs to phylogroup 1 (Berge et al., 2014). Thereby, all isolates 

from kiwifruit and apricot plants affiliated to phylogroup 1 on the basis of PCR tests indicated 

above were tested in a specific PCR to determine if they were Psa. The primers used for this 

detection were those developed by Rees-George and colleagues (Rees-George et al., 2010). 

Ground cover phylogroup 1 isolates had already been screened for Psa previously (Borschinger 

et al., in prep., refer to chapter 2). 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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Statistical analysis 

 

All statistical analyses were performed using R version 3.2.2 (R Core Team, 2016). We 

compared the P. syringae populations recovered from apricot and kiwifruit plants to those 

from their corresponding ground covers. We compared i) the absolute abundances of P. 

syringae (log10 CFU g-1 of fresh plant material) using generalized linear models and a log linear 

regression, ii) the relative abundances of P. syringae, i.e. proportion of P. syringae relative to 

the abundance of the total culturable bacterial community, using generalized linear models 

and a logistic regression, and iii) the structure of P. syringae populations using Permutational 

Multivariate Analysis of Variance (PerMANOVA) using the adonis function in the R vegan 

library (McCullagh and Nelder, 1989; Pinheiro and Bates., 2000). The structure of P. syringae 

was analyzed as a matrix that included for each sample the abundance of bacterial isolates 

from each phylogroup (log10 CFU g-1 of fresh plant material) PerMANOVA is similar to 

MANOVA and redundancy analyses (Legendre and Anderson, 1999; Anderson, 2001; McArdle 

and Anderson, 2001) and is an analysis of variance that compares distance matrices in which 

significance is determined using a permutation test. Here, we used 999 permutations and 

JaĐĐaƌd’s distance matrices. In PerMANOVA tests, we tested models with permutations left 

unconstrained and models with permutations constrained to occur within orchards, i.e. 

orchard identification was treated as strata in the adonis function. 

P. syringae population structures on orchard ground covers and on apricot and kiwifruit plants 

were also analyzed with a principal component analysis (PCA) using the Pearson correlation 

coefficient to visually explore potential correlations in the abundances of the different 

phylogroups present in collected samples (Joliffe and Morgan, 1992). 

In all analyzes, a p-value < 0.05 was considered statistically significant. Significant results were  
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Figure 2A 
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verified by graphic visualization: when outliers were observed, statistical tests were 

performed again without the outliers in order to determine their influence on the significance 

of the results. 

 

Results 

 

Phylogenetic characteristics of P. syringae isolates 

 

Overall 4167 putative P. syringae isolates, 2100 from apricot and 2067 from kiwifruit orchards, 

were used in this study. Among these 4167 isolates, 2459 were collected on ground covers 

and had been characterized previously (Borschinger et al., in prep., refer to chapter 2), the 

remaining 1708 isolates were collected from apricot and kiwifruit plants and reported for the 

first time in this study (856 and 852 from apricot and kiwifruit plants, respectively). All isolates 

are summarized in Table S1. 

In addition to the 36 cts sequences obtained previously (Borschinger et al., in prep., refer to 

chapter 2), 156 cts sequences were added to confirm the identity of some isolates: 110 from 

kiwifruit and 82 from apricot orchards (Table S1). They were affiliated to phylogroups 1 (55), 

2 (22), 3 (1), 7 and 8 (11), 9 (36), 10 (8), 13 (51), and to none of the current known phylogroups 

(7). One isolate was not P. syringae. These results confirmed the phylogenetic assignements 

obtained by multiplex PCR. 

Among the 1708 isolates from apricot and kiwifruit plants, the results obtained with the P. 

syringae specific primers showed that about 11 % (188) of those considered as putative P. 

syringae at the time of isolation were in fact not members of this species. For those that were 

P. syringae according to the specific primers, phylogenetic affiliation could not be
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Figure 2. Phylogenetic trees, constructed with MEGA6 software by using cts gene sequences, 

neighbor joining method and 3000 bootstrap replicates, showing the genetic diversity among 

54 phylogroup 1 (A) and 18 phylogroup 2 (B) strains. Strains from apricot and kiwifruit 

orchards are highlighted in orange and green, respectively. The first two digits indicate the 

orchard identification, the second two digits the sampling date (01 for T1, 02 for T2 and 03 for 

T3), the next three digits the sampling location within the orchards (from 1 to 5 in kiwifruit 

orchards and from 1 to 9 in apricot orchards) and the type of substrate (A and B for buds, C 

for twigs and E for ground covers), and the last two digits are the strain number. Ground cover 

strains were highlighted by a green star ( ).

Figure 2B 
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determined with the phylogroup-specific primers for 17 % (299) of the isolates. On orchard 

ground covers, phylogenetic affiliation could not be determined for about 25 % of the isolates, 

and about 20 % of the original isolates were found to not belong to P. syringae (Borschinger 

et al., in prep., refer to chapter 2). 

Phylogroups 1 and 2 were the dominant parts of the P. syringae populations on apricot and 

kiwifruit plants. Phylogroup 1 represented about 64 and 33 %, and phylogroup 2 about 10 and 

21 %, of the P. syringae populations on apricot and kiwifruit plants, respectively. Genetic 

diversity of 72 strains in phylogroups 1 and 2 (48 from trees and 24 from ground cover for 

comparison) for which the cts gene was sequenced, is shown in Figure 2. Furthermore, 

phylogroups 7 and 8 represented about 2 and 4 % of the P. syringae populations on apricot 

and kiwifruit plants, respectively. Phylogroup 13 was only isolated on kiwifruit plants, and 

represented about 3% of the P. syringae populations. Finally, at first sampling 7 isolates 

belonging to phylogroup 10 and one isolate belonging to phylogroup 3 were isolated from P3 

apricot buds and K4 kiwifruit buds, respectively, representing less than 1 % of the P. syringae 

populations. For comparison, apricot orchard ground cover P. syringae populations were 

dominated by phylogroups 1 and 2, representing 24 and 41 % of the P. syringae populations, 

respectively. The kiwifruit orchard ground cover P. syringae populations were dominated by 

phylogroups 2, 7 and 8, representing 11 and 25 % of the P. syringae populations, respectively. 

Among the 4167 isolates from trees and ground covers, those belonging to phylogroup 1 were 

tested with PCR primers for identification as Psa-like (Rees-George et al., 2010). Of the 828 

phylogroup 1 isolates from apricot and kiwifruit buds, leaves and twigs that could be sub-

cultured for PCR, about 30% (217 isolates) were identified as Psa-like according to this test: 

166 from K4 buds and twigs, 2 from K2 buds, and 1 from K3 buds. Interestingly, 32 were from 

P3 apricot buds (Table S1). The identity of a few randomly selected Psa-like strains was further  
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Figure 3. Phylogenetic tree, constructed with MEGA6 software by using cts gene sequences, 

neighbor joining method and 3000 bootstrap replicates, showing the affiliation to the 

phylogroups 1a and 1b of a sub-sample of P. syringae strains identified as Psa-like by specific 

PCR from apricot buds and kiwifruit twigs, respectively. Strains from apricot buds and kiwifruit 

twigs are highlighted in orange and green, respectively. Current epidemic Psa bv. 3 strain 

(CFBP7286) belongs to phylogroup 1b. The figure shows that apricot bud strains are neither 

related to the current epidemic Psa strain, nor to the same phylogenetic clade (1a vs. 1b), 

whereas kiwifruit twig strains are related to the current epidemic Psa strain (clonal on the 

basis of the cts sequence). 
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determined by sequencing the cts housekeeping gene. The sequences of the 5 and 9 randomly 

chosen strains from apricot buds and kiwifruit twigs, respectively, showed that those from 

kiwifruit twigs were related to the current epidemic strain of Psa bv. 3 belonging to phylogroup 

1b, while the isolates from apricot buds were related to P. syringae strains from phylogroup 

1a and not to the current epidemic strain (Figure 3).  In light of these results, all Psa-like 

isolates are currently being characterized more fully. 

 

P. syringae abundance on apricot and kiwifruit trees decreases over the growing season, but 

P. syringae constitutes higher fractions of the total bacterial community on trees than on 

ground cover plants. 

 

On both apricot and kiwifruit plants, P. syringae absolute and relative abundances had the 

same decreasing trend (Figure 4). P. syringae absolute abundance on apricot and kiwifruit 

plants was similar when comparing first and second sampling times (p-value = 0.356 and 

0.143, respectively), and lower at the third sampling time compared to first and second 

sampling (p-value = 0.003 and 0.009 for apricot trees, p-value = 2 x 10-6 and 0.001 for kiwifruit 

vines). Same results were observed for relative abundance: there was no significant difference 

between the two first samplings (p-value = 0.337 and 0.895, respectively), but there were 

higher relative abundances at the first and second samplings than at the third one (p-value = 

0.031 and 0.014 for apricot trees, p-value = 0.004 and 0.004 for kiwifruit vines, respectively). 

Overall, absolute abundance at T1 and T2 was higher on kiwifruit than on apricot plants (p-

value = 0.007 and 0.006, respectively). However, at T3, no significant difference was observed 

between P. syringae absolute abundance on apricot and kiwifruit plants (p-value =  
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Figure 4. P. syringae absolute (A) and relative (B) abundances (means and standard errors) on 

kiwifruit ( ) and apricot ( ) plants and their corresponding ground covers (  = kiwifruit,  

= apricot) in Drôme county (southeastern France). T1 = 11 March (apricot) and 1 April 

(kiwifruit) 2014, T2 = 30 April (kiwifruit) and 2 June (apricot) 2014, T3 = 20 October (apricot) 

and 24 November (kiwifruit) 2014. 
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0.274) (Figure 4A). By comparing the P. syringae absolute abundances from kiwifruit buds and 

ground covers, no significant difference was observed at T1 (p-value = 0.85), whereas at T2 

and T3 absolute abundances were significantly higher on ground covers than on buds and 

twigs (p-value = 2 x 10-6 and 4 x 10-6, respectively). However, individual analyzes showed that 

at T1 in orchard K2 P. syringae absolute abundance was lower on buds than on ground cover 

per gram of plant tissue (p-value = 0.003) but in orchard K4 the opposite trend was observed: 

P. syringae absolute abundance was higher on buds than on ground cover (p-value = 0.0002). 

And at T2 in orchard K4, buds and ground cover had similar P. syringae absolute abundances 

(p-value = 0.224). At T1 in apricot orchard P2 P. syringae could only be isolated on buds from 

one tree, and at T2 and T3 no P. syringae were recovered - neither from leaves nor from twigs. 

At T1 in orchard P2, the P. syringae absolute abundance was higher on ground cover than on 

the buds from this one apricot tree. In orchard P3, where P. syringae could be isolated from 

the apricot trees at all three sampling times, no significant difference was observed between 

P. syringae absolute abundances on buds and ground cover at T1, but at T2 and T3 P. syringae 

absolute abundances were significantly higher on ground cover than on leaves and twigs (p-

value = 0.861, 2 x 10-5 and 6 x 10-9, respectively).  

Concerning P. syringae relative abundances, at T1 and T2 they were significantly higher on 

kiwifruit buds than on ground covers (p-value = 0.002 and 0.0003, respectively). Similar result 

was observed in apricot orchard P3 with significantly higher relative abundances on buds and 

leaves than on ground cover (p-value = 0.018 and 2 x 10-6, respectively). At T3 in orchard K4 

relative abundance was still higher on kiwifruit twigs than on ground cover (p-value = 0.028), 

whereas at T3 in orchard P3 no significant difference was observed between relative 

abundances of apricot buds and ground cover (p-value = 0.107) (Figure 4B). 
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Figure 5. P. syringae absolute (A) and relative (B) abundances (means and standard errors) on 

kiwifruit buds from orchards located in Drôme county (southeastern France), with either 

chemically weeded rows ( , K1 and K2) or ground cover on the rows ( , K3 and K4). 

 

Figure 6. Size and structure of P. syringae populations on kiwifruit buds from orchards located 

in Drôme county (southeastern France), with either chemically weeded rows (CW, mean of K1 

and K2) or ground cover on the rows (GC, mean of K3 and K4) at T1 and T2. The heights of the 

bars represent the log10 CFU g-1 of fresh matter for the entire P. syringae population. 

Population structure is indicated for each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae 

population.   = Phylogroup 1,  = Phylogroup 2,  = Phylogroup 3,  = Phylogroups 7 

and 8,  = Phylogroup 13 and  = Without phylogenetic affiliation. T1 = 1 April 2014, T2 = 

30 April 2014. 
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P. syringae abundances and population structure associated with kiwifruit buds are 

correlated to row ground cover management 

 

The buds of kiwifruit in orchards with ground cover on their plant rows (K3 and K4) had higher 

absolute abundances of P. syringae than those of kiwifruit in orchards with chemically weeded 

plant rows (K1 and K2) (Figure 5A). These differences were significantly different for a p-value 

of 10 % at T1 (p-value = 0.076) and 5% at T2 (p-value = 0.024). Moreover, the P. syringae 

relative abundances were also significantly higher on kiwifruit buds at T1 and T2 (p-value = 

0.001 and 0.001, respectively) in the orchards with ground cover on the plant rows compared 

to those with chemically weeded rows (Figure 5B). Furthermore, permanova analyses indicate 

that P. syringae population structure was correlated to row ground cover management (p-

value = 0.001). The presence of ground cover on the plant row was correlated to an increase 

of phylogroup 2, however orchards K3 and K4 presented highly dissimilar population 

structures and other specific trends could not be identified (Figure 6). At T3, P. syringae was 

only detected in twigs in one kiwifruit orchard: in K4 where there was no chemical weeding 

and ground cover was present both in and between rows. 

For apricot orchards, it was difficult to identify a trend due to ground cover because of the 

high variability of P. syringae abundance among orchards. Firstly, abundances in P2 and P3, 

both chemically weeded in the rows, were markedly different. At T1 P. syringae was detected 

on buds on all 9 trees in P3 at an average density of 1.48 x 107 CFU g-1 whereas in P2 P. syringae 

was only detected on buds on 1 of 9 trees at an abundance of 5.97 x 106 CFU g-1. At T2, P. 

syringae was detected again on leaves of all 9 trees in P3 (1.69 x 104 CFU g-1 on average) 

whereas it was not detected on leaves of any of the trees in P2. At T3, twigs of 3 trees in P3 

harbored P. syringae (2.76 x 102 CFU g-1 on average for the 3 trees) but the bacterium was not  
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Figures 7A to 7L 
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detected in any of the 9 trees in P2. Interestingly, P3 was situated near K4 (17 km apart) but 

about 110 km from P2 and there were marked climate and soil type differences between these 

regions thereby raising questions about the importance of local conditions in the similarity of 

P3 and K4 and the dissimilarity of P3 and P2. We had the unique opportunity to compare P2 

and P3 with the unusual situation of an apricot orchard where ground cover was completely 

absent from both the rows and between rows (P1). In P1, the detection of P. syringae was rare 

(on one tree at T1, on no trees at T2 and on two trees at T3 with abundances between about 

102 and 103 CFU g-1 when the bacterium was present). However, P1 was near to P2 (< 1 km) 

and therefore the effect is likely due to location. The low rates of occurrence of P. syringae in 

P1 and P2 precluded pertinent statistical tests of any differences. 

 

P. syringae population structures analyses highlighted similarities between trees and 

ground covers 

 

We looked for correlations in the structures of P. syringae populations on trees and the 

presence or abundance of the different phylogroups of P. syringae on the ground cover next 

to each tree. These correlations were sought in the context of a high amount of spatial and 

temporal variability in structures of P. syringae populations in trees and on ground cover. 

Overall, in kiwifruit orchards P. syringae population structures from buds were significantly 

different between orchards at the first (p-value = 0.005) and second samplings (p-value = 

0.001) (Figures 7A-7H). At the third sampling P. syringae was isolated only from twigs in 

orchard K4 (Figure 7I). Within orchards K1, K2, K3, K4 and P3 (Figures 8A-8C), P. syringae 

population structures from kiwifruit and apricot plants were significantly different among 

sampling dates (p-value = 0.002, 0.004, 0.006, 0.002 and 0.001, for orchards K1, K2, K3, K4 and  
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P3, respectively). Furthermore, P. syringae population structures were significantly different 

between kiwifruit vines and their corresponding ground covers at all three sampling dates (p-

value = 0.013, 0.001 and 0.001, respectively for T1, T2 and T3. At T3 only K4 was tested), either 

with permutation constraints within orchards or no permutation constraints. Similar results 

were obtained for apricot orchard P3 (p-value = 0.024, 0.001 and 0.002, for T1, T2 and T3, 

respectively). 

Co-occurrences of P. syringae belonging to the same phylogroups simultaneously on kiwifruit 

or apricot plants and their corresponding ground covers were observed in all orchards. The 

co-occurrences were frequent in orchards K1, K2 and K3, with 60, 63 and 67 % of co-

occurrences, respectively, but less frequent in orchards K4 and P3 with 24 and 44 % of co-

occurrences, respectively.  

The structure of P. syringae populations also revealed that phylogroups 1 and 2 rarely co-exist 

on apricot or kiwifruit plants. This was revealed in PCA where axes describing variability due 

to PG1 and to PG2 were frequently in opposite directions (Figs. 9-12). Pairwise comparisons 

of abundances of PG1 and PG2 more specifically revealed a negative correlation over all data 

for trees and ground covers (Fig. 13). 

 

When present on kiwifruit plants, Psa-like isolates always co-occur with other genetic lines 

of P. syringae  

 

In kiwifruit orchard K4, Psa-like isolates were recovered from buds at T1, simultaneously from 

buds and ground covers at T2 (Borschinger et al., in prep., refer to chapter 2), and from twigs 

at T3. At first sampling, about 20 % of the total P. syringae population of the kiwifruit buds 

was Psa-like, which represents about 1.27 x 106 CFU g-1 of fresh matter. At second sampling,  
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Figure 7. Size and structure of P. syringae populations from five kiwifruit plant-ground cover 

pairs from orchards K1 (A-C), K2 (D-F), K3 (G-I) and K4 (J-L), located in Drôme county 

(southeastern France). The heights of the bars represent the log10 CFU g-1 of fresh matter for 

the entire P. syringae population. Population structure is indicated for each phylogroup as a 

percentage of the entire P. syringae population.  = Phylogroup 1,  = Phylogroup 2,  = 

Phylogroup 3,  = Phylogroups 7 and 8,  = Phylogroup 9,  = Phylogroup 10,  = 

Phylogroup 13 and  = Without phylogenetic affiliation. T1 = 1 April 2014, T2 = 30 April 2014, 

T3 = 24 November 2014. 
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about 87 % of the total P. syringae population of the kiwifruit buds was Psa-like, which 

represents about 2.68 x 105 CFU g-1 of fresh matter. At the third sampling, about 73 % of the 

total P. syringae population from kiwifruit twigs was Psa-like, which represents about 1.29 x 

105 CFU g-1 of fresh matter. 

In kiwifruit orchard K1 no Psa-like isolates were recovered from buds, nor from twigs, and no 

Psa-like isolates were recovered from ground covers (Borschinger et al., in prep, refer to 

chapter 2). However, Psa-like isolates were recovered from K2 and K3 buds at T1. 

Furthermore, Psa-like isolates were recovered from K3 ground covers at T1 and T3 

(Borschinger et al., in prep., refer to chapter 2). These Psa-like isolates represent about 2 % of 

the total P. syringae population from the kiwifruit buds, which represents about 104 CFU g-1 

of fresh matter. 

 

Discussion 

 

To our knowledge this is the first quantitative assessment of the genetic structure of P. 

syringae populations under natural conditions in orchards. We have assessed this population 

structure for kiwifruit and apricot trees and for the associated ground covers.  For kiwifruit 

orchards, we have shown that P. syringae population structures and abundances on buds are 

correlated to ground cover management practices with, in particular, absolute and relative 

abundances of P. syringae in bacterial populations on buds in orchards with ground cover in 

plant rows being higher than in orchards with chemically weeded plant rows. The mechanism 

underlying this difference is not clear. Possible explanations might be that the in-row ground 

cover provides enough additional bacterial inoculum to influence populations on trees and/or 

that mowing or other activities in rows generate aerosol particles containing P. syringae that  
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Figures 8A - 8I 
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settle onto the exposed parts of fruit trees, i.e. buds, leaves or dermosphere from stem and 

twigs. This phenomenon could permit the installation of P. syringae on these tissues, or 

contribute additional cells to already-present P. syringae populations, explaining thus the 

higher abundances compared to orchards with chemically weeded plant rows.  

One difficulty in elucidating the link between P. syringae populations on ground covers and on 

trees is the high diversity of P. syringae populations on tree tissues and the important 

variability in this diversity among trees in a same orchard and among orchards. Likewise, the 

structure of the P. syringae populations varied among ground cover samples in a same site 

and among sites. P. syringae populations from apricot and kiwifruit buds, leaves and twigs and 

from ground covers were composed of an assembly of different genetic lineages belonging to 

phylogroups 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 13 and other unidentified phylogroups with up to four of these 

groups found together in samples from the same trees or in the same bulk samples of ground 

cover. This variability gave the impression of random associations among phylogroups. 

Nevertheless, we revealed a negative correlation between the abundances of P. syringae from 

phylogroups 1 and 2 in populations on tree tissues and on ground covers. In other words, 

when phylogroup 1 was dominant in a sample, phylogroup 2 was rare and vice versa. 

Interestingly, these two phylogroups were the only ones that frequently achieved dominance 

in populations on tree tissue and on ground covers. Phylogroup 7 was frequently dominant on 

ground covers but not on bud, leaf or twig tissues from trees. From this observation, it is 

tempting to suggest that methods to favor the abundance of phylogroup 2 in kiwifruit plants 

might be a means to attenuate the risk of disease caused by Psa to kiwifruit. Phylogroup 2 was 

more abundant on ground covers in orchards without chemical weeding in the rows based on 

a global analysis of all orchards. But the lack of correlation between P. syringae population 

structures on ground covers, and that on tree tissues and bacterial canker severity within  
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individual kiwifruit orchards prohibit us from suggesting how ground cover could be used to 

influence phylogroup 2 populations and plant health. In apricot orchards, some of the 

phylogroup 1 isolates obtained from buds in P2 and P3 and from corresponding ground covers 

in these orchards had identical partial cts sequences. This supports the presence of vertical 

exchanges between the trees and their ground covers. Nevertheless, direction of these 

exchanges, i.e. upward, downward or in both directions, is unclear. 

In our previous work (Borschinger et al, in prep., refer to chapter 2) we demonstrated that the 

diversity of P. syringae on ground covers in kiwifruit orchards was different from that in apricot 

orchards. In kiwifruit orchards phylogroups 1 and 2 were less abundant and phylogroups 7, 8, 

9, 13 and those without a phylogroup attribution according to our PCR scheme were more 

abundant than in apricot orchards. This difference in ground cover populations seemed to be 

reflected in the population structures on bud, leaf and twig tissues of trees. Phylogroup 1 

alone or phylogroups 1 and 2 were in every apricot tissue sample when P. syringae was 

detected, there was only 1 case where phylogroups 7 and 8 were detected and phylogroup 13 

was never detected on apricot tissues. On kiwifruit tissues, phylogroups 7, 8 and 13 were 

frequently detected and there were numerous examples where phylogroups 1 and 2 were not 

detected. These results might suggest that the P. syringae populations on ground covers in 

fact reflect those on the trees. However, we detected Psa-like bacteria on the ground cover in 

kiwifruit orchard K3, an apparently healthy orchard in which Psa-like bacteria were detected 

only once on buds from one kiwifruit plant at T1.  

The capacity for kiwifruit to harbor very diverse populations of P. syringae is further illustrated 

by diseased orchards such as K4 where the P. syringae communities from the kiwifruit plants 

were not composed by only one pathogenic clonal strain. Although buds and twigs from K4 

were colonized by Psa-like isolates, constituting up to 87 % of the total P. syringae population,  
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Figure 8. Size and structure of P. syringae populations from nine apricot tree-ground cover 

pairs from orchards P1 (A-C), P2 (D-F) and P3 (G-I), located in Drôme county (southeastern 

France). The heights of the bars represent the log10 CFU g-1 of fresh matter for the entire P. 

syringae population. Population structure is indicated for each phylogroup as a percentage of 

the entire P. syringae population.  = Phylogroup 1,  = Phylogroup 2,  = Phylogroups 7 

and 8,  = Phylogroup 9,  = Phylogroup 10,  = Phylogroup 13 and  = Without 

phylogenetic affiliation. T1 = 11 March 2014, T2 = 2 June 2014, T3 = 20 October 2014. 
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other genetic lines of P. syringae were present. These results confirm the interest of the co-

inoculation experiments and the observations of co-existence of Psa and environmental P. 

syringae strains within kiwifruit plants made by Bartoli and colleagues (Bartoli et al., 2015). 

This result begs the question of the role of strains co-existing with Psa in disease outcome. It 

also highlights the importance of quantitative isolations in disease diagnosis.  

In light of our results, it appears clearly that even in absence of related population structures 

some exchanges happen between the apricot and kiwifruit plants and their ground covers. 

The presence of co-existing phylogroups and genetically related P. syringae on buds and 

ground covers attest these exchanges. It is yet not clear in which direction these exchanges 

happened. Ground cover management practices, at least plant row ground cover 

management, is correlated to P. syringae abundances on kiwifruit plants. Tree rows with plant 

ground cover enhance P. syringae abundance on the trees but it is yet not clear if high 

abundances on trees are correlated or not to disease outbreak. Orchards such as K3 with high 

P. syringae abundances on the plants did not present any symptoms and presented good 

yields (data not shown). Further investigation is needed to clarify the best ground cover 

management practices taking into account orchard geographic locations and disease pressure. 
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Figure 9. Schematic representation of coordinates of initial variables (Phylogroup abundances expressed as log10 CFU g-1 of fresh matter. 

Abundances are calculated for each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population) and of associated observations (bud, leave 

and twig samples at T1 , T2  and T3  respectively, from apricot orchards P1  , P2  and P3 ) on the axes calculated by a principal 

component analysis (PCA). The graph axes are constituted by the first three PCA components (Dim. 1, 2 and 3) which illustrate 40.2 %, 26.05 %, 

and 17.06 % of the data set variability, respectively
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Figure 10. Schematic representation of coordinates of initial variables (Phylogroup abundances expressed as log10 CFU g-1 of fresh matter. 

Abundances are calculated for each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population) and of associated observations (ground 

cover samples at T1 , T2  and T3 , from apricot orchards P2  and P3 ) on the axes calculated by a principal component analysis (PCA). 

The graph axes are constituted by the first three PCA components (Dim. 1, 2 and 3) which illustrate 29.35 %, 21.62 %, and 17.82 % of the data 

set variability, respectively.
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Figure 11. Schematic representation of coordinates of initial variables (Phylogroup abundances expressed as log10 CFU g-1 of fresh matter. 

Abundances are calculated for each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population) and of associated observations (bud samples 

at T1  and T2 , and twig samples at T3  respectively, from kiwifruit orchards K1  , K2 , K3  and K4 ) on the axes calculated by a 

principal component analysis (PCA). The graph axes are constituted by the first three PCA components (Dim. 1, 2 and 3) which illustrate 27.05 %, 

20.69 %, and 17.58 % of the data set variability, respectively. 
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Figure 12. Schematic representation of coordinates of initial variables (Phylogroup abundances expressed as log10 CFU g-1 of fresh matter. 

Abundances are calculated for each phylogroup as a percentage of the entire P. syringae population) and of associated observations (ground 

cover samples at T1 , T2  and T3 , from kiwifruit orchards K1  , K2 , K3  and K4 ) on the axes calculated by a principal component 

analysis (PCA). The graph axes are constituted by the first three PCA components (Dim. 1, 2 and 3) which illustrate 22.31 %, 19.04 %, and 16.71 

% of the data set variability, respectively



182 

 

 

Figure 13. Pairwise comparisons of phylogroups 1 (PG1) and 2 (PG2) abundances over all data 

for trees and ground covers from apricot and kiwifruit orchards. Phylogroup abundances are 

expressed in log10 CFU g-1 of fresh matter. 

 

Table S1. Summary of the putative P. syringae isolates used during this study, related 

information and PCR results (Tab1), and cts reference sequences used for phylogenetic trees 

(Tab2). 
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Chapitre 4 

 

TeŶtative d’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue appliƋuĠe auǆ ĐoŵŵuŶautĠs 

végétales du couvre-sol dans un objectif de réduction de 

l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae 
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I. Contexte 

 

Les ƌĠsultats oďteŶus daŶs le Đadƌe de l’Ġtude des populations de P. syringae associées aux 

plantes couvre-sol du chapitre 2 ont permis de montrer l’eǆisteŶĐe d’uŶ lieŶ eŶtƌe la stƌuĐtuƌe 

des populations de P. syringae et la ĐoŵpositioŶ des ĐoŵŵuŶautĠs de plaŶtes. L’uŶ des 

principaux résultats est la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe d’uŶe diŵiŶutioŶ de l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae 

en présence de Prunella vulgaris, une plaŶte de la faŵille des LaŵiaĐeae. Il s’agit d’uŶe espğĐe 

pour laquelle l’eǆisteŶĐe d’un pouvoir antimicrobien a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ loƌs d’essais in vitro 

(Psotova et al., 2003 ; Sarac and Ugur, 2007 ; Kirbag et al., 2009). Cependant, aucune 

iŶfoƌŵatioŶ Ŷ’est dispoŶiďle ƋuaŶt à l’effet de P. vulgaris sur des communautés microbiennes 

in situ. 

 

II. Objectif 

 

L’oďjeĐtif pƌiŶĐipal de ce quatrième chapitre est de voir s’il est possible de reproduire le 

résultat observé à partir des échantillons de terrain du chapitre 2, Đ’est-à-dire une réduction 

de l’aďoŶdaŶĐe de P. syringae en présence de P. vulgaris. Une parcelle expérimentale 

renfermant un couvre-sol végétal, constitué d’uŶ ŵĠlaŶge de Festuca arundinacea, Lolium 

perenne et Trifolium repens, a été semée à l’autoŵŶe ϮϬϭϱ. Cette paƌĐelle a été randomisée 

en cinq blocs renfermant chacun quatre sous-parcelles de 2 x 2 mètres au sein desquelles ont 

été transplantées 0, 5, 15 ou 30 % de plantes de P. vulgaris. De plus, dans le cadre de cette 

étude on vérifie si un potentiel effet inhibiteur de P. vulgaris, par libération de composés 

antimicrobiens lors du traitement des échantillons, auƌait pu ġtƌe à l’oƌigiŶe des 

dénombrements bactériens plus faibles observés dans le cadre du chapitre 2. Enfin, le nombre 
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de bactéries pouvant potentiellement immigrer sur les plantes couvre-sols, et donc aussi sur 

les arbres fruitiers, via les particules aérosols pƌĠseŶtes daŶs l’aiƌ au-dessus de la parcelle est 

ĠǀaluĠ à l’aide de dĠŶoŵďƌeŵeŶts ďaĐtĠƌieŶs suƌ ďoites de pĠtƌi exposées au-dessus de la 

canopée des plantes couvre-sol. 

 

III. Résultats principaux 

 

La présence de P. vulgaris, Ǉ Đoŵpƌis loƌsƋu’elle ƌepƌĠseŶte uŶe paƌt iŵpoƌtaŶte de la 

communauté des plantes couvre-sol, Ŷe diŵiŶue pas de façoŶ sigŶifiĐatiǀe l’aďoŶdaŶĐe des 

populations de P. syringae. Le couvre-sol eǆpĠƌiŵeŶtal est iŵplaŶtĠ depuis ŵoiŶs d’uŶe aŶŶĠe 

et il est possible que la maturation des plantes ne soit pas terminée et que les communautés 

ďaĐtĠƌieŶŶes Ŷe se soieŶt pas eŶĐoƌe staďilisĠes. Il s’agit de ƌĠsultats pƌĠliŵiŶaiƌes d’uŶ pƌojet 

pensé sur le long terme. Effectivement les couvre-sols des vergers sont généralement 

implantés depuis plusieurs années et tondus à intervalles réguliers. A la fin de ma thèse, le 

suivi de l’aďoŶdaŶĐe des populations de P. syringae sera reconduit par les membres de mon 

équipe d'accueil afin d’Ġǀalueƌ si oui ou non P. vulgaris peut diŵiŶueƌ l’aďoŶdaŶĐe de P. 

syringae apƌğs uŶe phase d’iŶstallatioŶ et de ŵatuƌation. De plus, les résultats montrent que 

les abondances de P. syringae d’ĠĐhaŶtilloŶs de plantes couvre-sol broyées séparément ou en 

présence de P. vulgaris sont similaires, ce qui indique que les abondances de P. syringae plus 

faibles observées dans le chapitre 2 ne sont donc pas un biais de traitement des échantillons. 

Enfin, les captures aériennes indiquent Ƌu’eŶǀiƌoŶ ϭϬ7 P. syringae par hectare et par heure 

peuvent immigrer sur les plantes couvre-sol et les arbres fruitiers via des particules aérosols. 
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Résultats pƌĠliŵiŶaiƌes d’uŶ pƌojet eŶ Đouƌs 

 

 

An ecological engineering trial applied to ground cover plant communities in 

an effort to reduce the abundance of Pseudomonas syringae 

 

Introduction 

 

EĐologiĐal eŶgiŶeeƌiŶg, ͞the desigŶ of sustaiŶaďle eĐosǇsteŵs that iŶtegƌate huŵaŶ soĐietǇ 

ǁith its Ŷatuƌal eŶǀiƌoŶŵeŶt foƌ the ďeŶefit of ďoth͟ (Mitsch, 2012), is widely used to enhance 

orchard pest control. For example, it is possible to modulate populations of herbivores, 

disease vectors, pollinators, predatory and parasitoid arthropods by changing the orchard 

ground cover plant communities (Simon et al., 2010).  Applying the principles of ecological 

engineering to ground cover plant communities could also potentially be a means to control 

microbial communities responsible for crop diseases by enhancing antagonistic microbes or 

using plant species that are unfavorable for the establishment of certain species of pathogens. 

Indeed, some plant species have antimicrobial properties (Deans and Ritchie, 1987; Nychas, 

1995), and one might assume that they could potentially influence the microbial community 

in their immediate environment. Work presented in chapter 2 in this thesis has shown that 

the abundance and structure of P. syringae populations are correlated to ground cover plant 

communities, and that percent cover of some plant families and species are correlated to 

changes in these parameters of P. syringae populations. For example, it was shown that 

increasing percent cover of Prunella vulgaris, a plant species in the Lamiaceae family, is 
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correlated to a decrease in P. syringae abundances (Borschinger et al., in prep., refer to 

chapter 2). Furthermore, previous studies have demonstrated that P. vulgaris contains 

antimicrobial compounds that could slow down and/or inhibit the growth of some bacterial 

species including P. aeruginosa (Psotova et al., 2003; Sarac and Ugur, 2007; Kirbag et al., 

2009), thereby the negative correlation between P. vulgaris percent cover and P. syringae 

abundances could be a direct causal effect. However, the reproducibility of this effect must 

be investigated, for example by assessing P. syringae abundances in experimental ground 

cover plots with and without P. vulgaris in their plant community. 

Here I describe results of experiments to introduce P. vulgaris in a typical orchard ground 

cover composed by a mixture of Festuca arundinacea, Lolium perenne and Trifolium repens, 

and in particular the effect on the abundances of total bacterial and P. syringae populations. 

This experiment could help to better understand if the negative correlation between P. 

vulgaris percent cover and P. syringae abundance observed previously is reproducible, or if 

other not yet known factors are involved in the decrease of P. syringae population 

abundances. Furthermore, as P. vulgaris contains antimicrobial compounds it is possible that 

processing ground cover plant samples along with P. vulgaris result in lower P. syringae counts 

on culture media compared to samples processed without P. vulgaris because of the 

antimicrobials released during maceration of plant tissue. This could be easily assessed by 

comparing P. syringae abundances from single plant species with those from plant species 

processed along with P. vulgaris. Finally, such a field experiment could also allow 

quantification of the number of P. syringae bacterial cells present in the air masses above 

ground covers and representing a potential immigration and inoculum source for fruit trees. 
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Figure 1. Map of experimental field map with localization of the 0, 5, 15 and 30 % P. vulgaris 

percent cover plots within the five blocks. 
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Materials and methods 

 

Location and setup of the experimental ground cover plots 

 

The ground cover plots were installed in an experimental field at the Plant Pathology research 

unit of the INRA PACA center in Montfavet. 

Taking into account the surroundings of the experimental field that could potentially alter 

ground cover plant growth and associated bacterial communities, i.e. the presence of 

greenhouses, a pathway and a cypress hedge, the field was set up for a randomized complete 

block design by subdividing the field into five blocks of 4 m² ground cover plots delimited by 

plastiĐ stakes. The plots ǁeƌe Ϯ ǆ Ϯ ŵ aŶd ǁeƌe sepaƌated fƌoŵ eaĐh otheƌ’s by border rows 

that were 1 m wide. The edges of the experimental fields were 3 m apart at both ends, and 1 

m at each side, from the ground cover plots. 

Prior to ground cover seeding, the experimental field was irrigated and plowed several times 

in order to foster and speed up weed seed germination and ease weed removal. 

Ground cover consisting of a mixture of F. arundinacea, L. perenne, and T. repens at about 

360, 530 and 190 seeds per m², respectively, was sown on the whole surface of the field at 

the beginning of September 2015. In three randomly chosen plots per block P. vulgaris seeds 

were added in order to obtain P. vulgaris plants that would cover about 5, 15 or 30 % of the 

plot area. Plots without P. vulgaris (referred to as 0 % plots) were used as control plots. 

Irrigation was carried out by rotary sprinklers located along the corridor between the second 

and third blocks (Figure 1). Previous germination tests conducted in greenhouse showed that 

P. vulgaris had a germination rate of about 50 %, thereby twice of the initially planned amount 

of P. vulgaris seeds were sown in the different plots described previously, i.e. about 110, 330 
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and 660 P. vulgaris seeds per m², respectively for the 5, 15 and 30 % plots. However, after a 

few weeks it appeared that P. vulgaris plants grew very slowly in comparison with the three 

other plant species, and that competition was too high to obtain P. vulgaris plants that cover 

up to 30 % of the plot areas. For this reason, P. vulgaris plants were grown in greenhouse in 

winter 2015, and plants were transplanted in the 5, 15 and 30 % plots at the end of February 

2016. After a few weeks, these transplanted P. vulgaris plants were well established and could 

compete with the other ground cover plant species. Pictures of the whole implementation 

process of the experimental field are visible in Supplementary Data. 

 

Assessment of the impact of P. vulgaris on bacterial community abundances 

 

For bacterial quantification, three samples (called A, B and C) were collected in each plot a 

first time on 7 and 8 April 2016, and a second time on 15 June 2016. Ground cover plots were 

mowed once between the two sampling dates, as it is the standard ground cover management 

in orchards. The samples consisted of bulks of about 6 g ground cover plants collected while 

avoiding to collect P. vulgaris plant tissues. P. vulgaris was avoided in order to assess its 

specific effect on bacterial populations, as described further below. The samples were 

collected by using scissors and gloves that were sterilized with 70 % alcohol between each 

sample. Along with ground cover sample collection, the exact percent cover of the three sown 

plant species, P. vulgaris, other plant species, litter and bare ground were evaluated in three 

1 m² squares in each plot, corresponding to the locations where samples were collected. The 

samples were stomached for four minutes in 25 mL sterile phosphate buffer (8.75 g K2HPO4 

and 6.75 g KH2PO4 in 1 L distilled water). Ten-fold dilutions of washings were then plated on 

two culture media: 20µL onto 10 % TSA with cycloheximide (3 g tryptone soy  
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Figure 2. Device used for bacterial immigration rate assessments: petri dishes containing TSA 

or KBC medium exposed at ground cover canopy height within the 0 and 30 % P. vulgaris plots. 
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broth and 15 g of agar in 1 L of distilled water, 50 mg L-1 cycloheximide) to assess the size of 

the total Đultuƌaďle ďaĐteƌial ĐoŵŵuŶitǇ, aŶd ϭϬϬ µL oŶto ŵodified KiŶg’s B ŵediuŵ ;KBCͿ foƌ 

the specific isolation of P. syringae (Mohan and Schaad, 1987). KBC as used in this study was 

Đoŵposed of ϵ ǀoluŵes of KiŶg’s B ŵediuŵ ;KBͿ ;KiŶg et al., 1954) with a smaller quantity of 

proteose peptone than the original recipe (1.5 g K2HPO4, 1.5 g MgSO4 7H2O, 15 g proteose-

peptone, 10 mL glycerol and 15 g agar in 900 mL distilled water), and 1 volume of boric acid 

(1.5 g H3BO3 in 100 mL distilled water), and contains cycloheximide (50 mg L-1) and cephalexin 

(80 mg L-1). The culture media were incubated at 25°C for 48 - 72 hours. After incubation, total 

bacterial and P. syringae abundances were assessed, and for each sample 30 putative P. 

syringae colonies based on morphological criteria of the colonies such as size, color, reflection 

of light, and roughness of the edge of the colonies were stored in sterile phosphate buffer 

containing 20 % of glycerol and were kept at -20 °C. 

 

Investigation of the number of bacterial immigrants on ground cover plants arriving via 

aerosol particles 

 

To quantify the number of bacterial immigrants that could deposit on ground cover plants via 

aerosol particles two experiments were conducted in addition to the quantification of the 

bacterial populations on ground cover plants. The quantifications were carried out on sunny 

days, with wind speed not exceeding 3 m s-1, over an eight-hour period from 11 am to 7 pm. 

Immigration rates were assessed by the number of colonies that were deposited on the 

surface of solid culture medium in petri dishes exposed at plant canopy height, i.e. about 30 

cm above the ground, in the five 0 and 30 % plots (Figure 2). Colonies forming on these plates 

would represent bacteria that deposit on leaves via deposition. Each hour the petri dishes 
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were renewed to avoid desiccation. The first immigration rate assessments were done on 14 

April 2016. During this first experiment, only the immigration rates of putative P. syringae 

were carried out by using 60.8 cm² KBC petri dishes. The petri dishes consisted of a bottom 

layer of about 20 mL of water agar and a top layer of about 20 mL KBC as described previously. 

This two-layer method was used to fill plates so as to minimize disruption of airflow by the 

edges of the petri dishes. Two replicates were carried out each hour in each plot. The second 

immigration rate assessments were carried out on 24 June 2016, and total bacterial 

immigration rates were also investigated, by using TSA medium, in addition to those of 

putative P. syringae. Two replicates were carried out each hour, in each plot and for each 

medium. 

Petri dishes were incubated at room temperature (about 25 °C) for 48 - 72 hours before 

counting bacterial colonies. 

 

Testing the effect of the presence of P. vulgaris in samples during sample processing on 

bacterial abundances 

 

On 4 July 2016, F. arundinacea, L. perenne, T. repens and P. vulgaris plant tissue samples were 

collected in each of the 30 % plots, i.e. plots 4, 5, 10, 15 and 18 (Figure 1), in order to assess 

the effect of stomaching P. vulgaris with other plant species on microbial abundances. In each 

plot, bacterial abundances were assessed in two replicates for each individual plant species 

and mixtures of each plant species with P. vulgaris tissues. Samples were stomached in 25 mL 

sterile phosphate buffer for 4 min, and ten-fold dilutions of washings were plated on the two 

previously described culture  
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media, i.e. 20 µL on TSA and 100 µL on KBC. The culture media were incubated at room 

temperature (about 25 °C) for 48 - 72 hours before counting bacterial colonies. 

 

Statistical analysis 

 

All statistical analyses were performed using R version 3.2.2 (R Foundation for Statistical 

Computing Vienna, Austria) (R Core Team, 2016). 

First, we tested the effect of the abundance (i.e. percent cover) of the different plant species 

on changes in i) the absolute abundances of total bacterial community and P. syringae 

population (expressed as log10 CFU per gram of fresh plant material) using linear mixed-effect 

models in the R nlme library, and ii) the proportion of P. syringae relative to the abundance of 

the total culturable bacterial community (i.e. relative abundance) using generalized linear 

mixed-effect models and a logistic regression in the R lme4 library. All linear mixed-effect and 

generalized linear mixed-effect models included plot identification as a random effect to 

control for variation among plots.  

Second, we tested the effect of processing plant tissue samples along with P. vulgaris tissues 

on changes in P. syringae abundances by using linear models, and generalized linear models, 

respectively for absolute and relative abundances. 

In all analyzes, a p-value < 0.05 was considered statistically significant. Significant results were 

verified by graphic visualization: when outliers were observed, statistical tests were 

performed again without the outliers in order to determine their influence on the significance 

of the results. 
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Figure 3. Total bacterial and putative P. syringae abundances (means 

and standard errors) according to F. arundinacea percent cover in 

April and June 2016. 

 

 

Figure 4. Total bacterial and putative P. syringae abundances (means 

and standard errors) according to other plant species percent cover 

in April and June 2016. 
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Results 

 

P. vulgaris abundance is not correlated to a decrease of P. syringae abundances 

 

Overall at both ground cover sampling dates, absolute abundances of total bacterial 

community and P. syringae population were about 106 to 108 and 104 to 107, respectively, and 

P. syringae never exceeded 12 % of the total bacterial community (Table 1). Percent cover of 

the three sown plant species, P. vulgaris, volunteer weed species, bare ground and litter are 

summarized in Table 2. The three sown plant species, and P. vulgaris in the 5, 15 and 30 % 

plots, represented the dominant part of the ground cover plant community. At first sampling 

date, another Trifolium species represented a dominant part of the plant community. This 

Trifolium species was referred to as local Trifolium. At the second sampling date the local 

Trifolium almost completely disappeared due to the presence of some herbivore insect 

species. Other plant species and bare ground rarely exceeded 10 % cover. According to low 

percent cover and species identification difficulties, these other plant species were grouped 

uŶdeƌ ͞otheƌ͟ iŶ Table 2 and figures. Furthermore, litter was only present at the second 

sampling due to plot mowing a few weeks earlier, but rarely exceeded 5 % coverage. 

At the first sampling in April, the increase of F. arundinacea percent cover was correlated to 

an increase of total bacterial and P. syringae absolute abundances (p-value = 0.015 and 0.012, 

respectively, Figure 3). Moreover, the increase of unidentified plant species percent cover was 

correlated to an increase of P. syringae absolute abundance (p-value = 0.001, Figure 4).
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Figure 5. Total bacterial and putative P. syringae abundances (means 

and standard errors) according to L. perenne percent cover in April 

and June 2016. 

 

 

Figure 6. Total bacterial and putative P. syringae abundances (means 

and standard errors) according to T. repens percent cover in April and 

June 2016. 
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At the second sampling in June, the increase of L. perenne percent cover was correlated to an 

increase of the total bacterial abundance (p-value = 0.001, Figure 5). Moreover, the increase 

of F. arundinacea percent cover was correlated to an increase of P. syringae relative 

abundance (p-value = 0.034, Figure 3), whereas the increase of T. repens percent cover was 

correlated to a decrease of P. syringae absolute abundance (p-value = 0.016, Figure 6). 

P. vulgaris percent cover was correlated to an increase of total bacterial abundance (p-value 

= 0.027, Figure 7) at the second sampling, but was not correlated to a decrease of P. syringae 

abundances, as expected, at the first nor at the second sampling (p-values > 0.05, Figure 7). 

In all other cases, no correlation was found between percent cover and total bacterial and P. 

syringae abundances (p-values > 0.05). 

 

Processing plant tissues along with P. vulgaris tissues does not affect total bacterial nor P. 

syringae abundances 

 

Overall, total bacterial and P. syringae absolute abundances from F. arundinacea, L. perenne, 

T. repens, and mixtures of these species along with P. vulgaris vary about 106 to 108 and 104 

to 107, respectively, and P. syringae never exceeded 10 % of the total bacterial abundance 

(Figure 8, Table 3). Statistical analyzes show that simultaneously processing plant tissue 

samples along with P. vulgaris tissues had no effect on total bacterial and P. syringae 

abundances (p-values > 0.05). 
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Figure 7. Total bacterial and putative P. syringae abundances (means 

and standard errors) according to P. vulgaris percent cover in April 

and June 2016. 

 

 

Figure 8. Total bacterial and putative P. syringae abundances (means 

and standard errors) on P. vulgaris, F. arundinacea, a mixture of P. 

vulgaris and F. arundinacea, L. perenne, a mixture of P. vulgaris and 

L. perenne, T. repens and a mixture of P. vulgaris and T. repens.
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About 107 P. syringae ha-1 h-1 immigrate to ground cover plants via aerosol particles 

 

The first sampling in April showed that on average less than two putative P. syringae bacterial 

cells were deposited on the KBC petri dishes per hour. This represent an immigration rate 

about 106 putative P. syringae bacterial cells ha-1 h-1 (Table 4). This estimate of immigration 

rate does not take into account the further destiny of the immigrants which likely would be 

different on a leaf than on medium in a Petri dish. 

The second sampling in June showed that about 60 to 150 bacterial cells were deposited on 

the TSA petri dishes each hour representing about 108 bacterial cells ha-1 h-1, and about 2 to 6 

putative P. syringae bacterial cells were deposited on KBC petri dishes each hour representing 

about 106 to 107 putative P. syringae cells ha-1 h-1 (Table 4). Overall, putative P. syringae 

bacterial cell immigration rates were higher in June compared to those of April, and no effect 

between putative P. syringae bacterial cell immigration rates and P. vulgaris percent cover 

could be demonstrated. Putative P. syringae bacterial cell immigration rates were represented 

according to P. vulgaris percent cover (Figure 9).  

 

Discussion 

 

To our knowledge this is the first attempt of ecological engineering applied to ground cover 

plant communities to control their associated bacterial communities. As shown previously by 

Borschinger et al. (in prep., refer to chapter 2) total bacterial and P. syringae abundances are 

correlated to ground cover plant community density and composition, nonetheless no 

consistent tendencies could be revealed across samplings indicating the involvement of other 

not yet known factors. Because of our observations in commercial orchards we expected an 

effect of P. vulgaris on P. syringae populations. However, no significant differences could be 



201 

 

 

Figure 9. Putative P. syringae immigrant bacterial cells (means and standard errors) arriving 

on a 60.8 cm² petri dish per hour according to P. vulgaris percent cover on April ( ) and June 

( ) 2016. 
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observed between P. syringae abundances in plots with P. vulgaris and those from plots 

without P. vulgaris. Even if P. vulgaris contains antimicrobial compounds they seem not able 

to influence the bacterial communities from their immediate surroundings. However, other 

possibilities are that these P. vulgaris plants are not enough mature to release antimicrobial 

compounds in sufficient quantities to impact surrounding bacterial communities, or that 

regular mowing and P. vulgaris tissue break down are involved in the release of antimicrobial 

compounds. At the time of first sampling the P. vulgaris plants had been established for less 

than two months, and somewhat more than three months at the second sampling. 

Furthermore, plots were mowed only once between the two samplings resulting in a small 

amount of decaying plant litter. Maybe, P. syringae abundances should be investigated over 

a longer period of time after ground cover establishment, and several mowings, to ensure 

more similar conditions to that from orchard ground covers. The plots we established will be 

maintained so that the effect of time can be assessed in future work. 

Furthermore, in the previous study by Borschinger et al. (in prep., refer to chapter 2) the 

ground cover samples consisted of bulks of several grams of plant leaves among which P. 

vulgaris leaves were present. We assessed the hypothesis that processing ground cover plant 

samples along with P. vulgaris may be responsible for the release of antimicrobial compounds 

and thus for reduced bacterial growth on culture media, resulting in lower bacterial colony 

counts. However, here we show that P. syringae abundances from single plant species are 

similar to those from mixtures of these plant species processed along with P. vulgaris, thereby 

the previous observations made by Borschinger et al. (in prep., refer to chapter 2) were not 

biased by sample processing. 

Ecological engineering of ground cover plant communities seems to be a possible leverage to 

control bacterial population behaviors, i.e. abundances and structures. However, the current 
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results show contrasting trends that could not be explained simply by the presence or absence 

of certain plant species. The observed fluctuations in total bacterial and P. syringae 

abundances are probably the result of complex interactions among plants, the physico-

chemical properties of the soils, environmental conditions such as temperature and humidity, 

surrounding plant species and ground cover management practices (mowing frequencies, 

mowing height, etc.). Further investigations are needed to identify the plant species that are 

correlated to bacterial abundance modifications and under which environmental conditions 

these modifications occurs. Identifying plant species, ground cover management practices and 

environmental conditions that affect significantly bacterial communities could lead to new 

ecological engineering practices applicable to orchards and other crops in interactions with 

ground covers and weeds hosting pathogenic bacterial communities.   
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Table 1. Bacterial abundances on 7 April and 15 June 2016. At both dates, three bulk ground 

cover samples were collected, without including P. vulgaris, in each plot. 

Sampling 

date 
Plot Rep 

Total bacterial abundance 

Log10 CFU g-1 

Putative P. syringae abundance Log10 

CFU g-1 

07/04/2016 1 A 7,36 5,44 

07/04/2016 1 B 8,02 6,42 

07/04/2016 1 C 7,20 5,43 

07/04/2016 2 A 7,44 5,13 

07/04/2016 2 B 7,29 5,55 

07/04/2016 2 C 7,52 5,98 

07/04/2016 3 A 8,28 5,61 

07/04/2016 3 B 7,44 5,41 

07/04/2016 3 C 7,40 5,56 

07/04/2016 4 A 7,57 5,95 

07/04/2016 4 B 7,00 5,56 

07/04/2016 4 C 7,11 5,35 

07/04/2016 5 A 8,06 6,42 

07/04/2016 5 B 8,15 6,32 

07/04/2016 5 C 8,15 6,41 

07/04/2016 6 A 7,29 5,32 

07/04/2016 6 B 7,03 5,63 

07/04/2016 6 C 7,12 5,35 

07/04/2016 7 A 8,08 6,32 

07/04/2016 7 B 7,16 5,89 

07/04/2016 7 C 7,14 5,36 

07/04/2016 8 A 6,32 4,66 

07/04/2016 8 B 7,41 7,55 

07/04/2016 8 C 8,21 6,24 

07/04/2016 9 A 7,14 5,29 

07/04/2016 9 B 7,22 5,79 

07/04/2016 9 C 7,36 5,50 

07/04/2016 10 A 7,30 5,64 

07/04/2016 10 B 6,97 4,87 
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Sampling 

date 
Plot Rep 

Total bacterial abundance 

Log10 CFU g-1 

Putative P. syringae abundance Log10 

CFU g-1 

07/04/2016 10 C 6,15 4,45 

07/04/2016 11 A 7,90 5,91 

07/04/2016 11 B 6,89 5,25 

07/04/2016 11 C 7,74 6,60 

07/04/2016 12 A 6,99 5,33 

07/04/2016 12 B 6,86 4,88 

07/04/2016 12 C 7,18 6,47 

07/04/2016 13 A 8,06 6,43 

07/04/2016 13 B 8,25 6,36 

07/04/2016 13 C 7,37 5,76 

07/04/2016 14 A 6,84 4,58 

07/04/2016 14 B 6,64 4,93 

07/04/2016 14 C 7,21 5,35 

07/04/2016 15 A 7,24 5,12 

07/04/2016 15 B 7,26 6,07 

07/04/2016 15 C 7,59 5,68 

07/04/2016 16 A 6,86 4,69 

07/04/2016 16 B 7,31 5,29 

07/04/2016 16 C 7,41 5,36 

07/04/2016 17 A 8,44 7,22 

07/04/2016 17 B 8,21 6,81 

07/04/2016 17 C 7,94 6,29 

07/04/2016 18 A 6,37 4,41 

07/04/2016 18 B 6,60 5,07 

07/04/2016 18 C 6,99 5,28 

07/04/2016 19 A 7,23 5,34 

07/04/2016 19 B 7,38 6,11 

07/04/2016 19 C 7,93 6,53 

07/04/2016 20 A 7,79 6,29 

07/04/2016 20 B 7,49 6,16 

07/04/2016 20 C 6,77 4,74 

15/06/2016 1 A 7,96 5,61 

15/06/2016 1 B 6,00 4,23 

15/06/2016 1 C 7,37 4,90 

15/06/2016 2 A 7,46 5,47 

15/06/2016 2 B 7,74 5,40 

15/06/2016 2 C 7,25 4,77 

15/06/2016 3 A 7,02 4,95 

15/06/2016 3 B 6,83 4,28 

15/06/2016 3 C 7,24 4,59 

15/06/2016 4 A 6,96 4,09 

15/06/2016 4 B 7,00 6,02 

15/06/2016 4 C 6,91 4,62 
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Sampling 

date 
Plot Rep 

Total bacterial abundance 

Log10 CFU g-1 

Putative P. syringae abundance Log10 

CFU g-1 

15/06/2016 5 A 7,34 5,78 

15/06/2016 5 B 7,24 6,56 

15/06/2016 5 C 7,26 5,59 

15/06/2016 6 A 7,53 5,55 

15/06/2016 6 B 7,25 6,28 

15/06/2016 6 C 6,62 5,18 

15/06/2016 7 A 8,04 6,44 

15/06/2016 7 B 7,12 5,32 

15/06/2016 7 C 7,31 6,04 

15/06/2016 8 A 7,51 5,92 

15/06/2016 8 B 6,49 3,45 

15/06/2016 8 C 6,62 3,87 

15/06/2016 9 A 7,39 6,24 

15/06/2016 9 B 7,43 5,93 

15/06/2016 9 C 7,33 4,89 

15/06/2016 10 A 8,06 5,97 

15/06/2016 10 B 7,51 5,96 

15/06/2016 10 C 6,98 4,10 

15/06/2016 11 A 6,94 5,04 

15/06/2016 11 B 7,24 5,03 

15/06/2016 11 C 6,98 4,72 

15/06/2016 12 A 7,61 5,93 

15/06/2016 12 B 7,12 5,01 

15/06/2016 12 C 6,78 4,76 

15/06/2016 13 A 8,19 6,79 

15/06/2016 13 B 7,44 5,92 

15/06/2016 13 C 7,36 4,93 

15/06/2016 14 A 6,97 5,35 

15/06/2016 14 B 6,98 5,87 

15/06/2016 14 C 7,03 5,44 

15/06/2016 15 A 7,73 5,62 

15/06/2016 15 B 7,22 6,03 

15/06/2016 15 C 7,27 5,21 

15/06/2016 16 A 7,22 6,10 

15/06/2016 16 B 7,09 5,73 

15/06/2016 16 C 7,17 5,76 

15/06/2016 17 A 7,53 6,17 

15/06/2016 17 B 8,25 6,22 

15/06/2016 17 C 7,12 5,39 

15/06/2016 18 A 8,17 5,57 

15/06/2016 18 B 7,48 5,83 

15/06/2016 18 C 7,21 5,12 

15/06/2016 19 A 7,56 6,20 
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Sampling 

date 
Plot Rep 

Total bacterial abundance 

Log10 CFU g-1 

Putative P. syringae abundance Log10 

CFU g-1 

15/06/2016 19 B 7,62 5,88 

15/06/2016 19 C 6,35 4,24 

15/06/2016 20 A 7,55 6,06 

15/06/2016 20 B 7,88 5,42 

15/06/2016 20 C 8,04 5,55 

 

 

Table 2. Bacterial abundances from samples of the three sown ground cover plants, i.e. F. 

arundinacea, L. perenne and T. repens, and mixtures of these plants with P. vulgaris. 

Sampling 

Date 
Plot Sample Species 

Total bacterial 

abundance Log10 CFU g-1 

Putative P. syringae 

abundance Log10 CFU g-1 

04/07/2016 4 P1 P. vulgaris 7,57 6,89 

04/07/2016 4 P2 P. vulgaris 7,89 6,06 

04/07/2016 4 L1 L. perenne 8,87 7,77 

04/07/2016 4 L2 L. perenne 8,78 7,59 

04/07/2016 4 F1 F. arundinacea 7,92 6,60 

04/07/2016 4 F2 F. arundinacea 7,18 5,41 

04/07/2016 4 T1 T. repens 6,96 5,59 

04/07/2016 4 T2 T. repens 6,67 4,87 

04/07/2016 4 PL1 P. vulgaris + L. perenne 8,47 7,20 

04/07/2016 4 PL2 P. vulgaris + L. perenne 8,70 7,38 

04/07/2016 4 PF1 P. vulgaris + F. arundinacea 7,48 6,80 

04/07/2016 4 PF2 P. vulgaris + F. arundinacea 7,28 6,01 

04/07/2016 4 PT1 P. vulgaris + T. repens 7,91 6,75 

04/07/2016 4 PT2 P. vulgaris + T. repens 7,99 6,62 

04/07/2016 5 P1 P. vulgaris 7,85 6,37 

04/07/2016 5 P2 P. vulgaris 7,56 6,32 

04/07/2016 5 L1 L. perenne 8,64 7,30 

04/07/2016 5 L2 L. perenne 8,67 7,51 

04/07/2016 5 F1 F. arundinacea 7,89 6,23 

04/07/2016 5 F2 F. arundinacea 6,06 4,65 

04/07/2016 5 T1 T. repens 7,08 5,41 

04/07/2016 5 T2 T. repens 6,89 5,45 

04/07/2016 5 PL1 P. vulgaris + L. perenne 8,53 6,73 

04/07/2016 5 PL2 P. vulgaris + L. perenne 8,43 7,23 

04/07/2016 5 PF1 P. vulgaris + F. arundinacea 6,94 5,84 

04/07/2016 5 PF2 P. vulgaris + F. arundinacea 7,04 4,77 

04/07/2016 5 PT1 P. vulgaris + T. repens 7,12 5,28 

04/07/2016 5 PT2 P. vulgaris + T. repens 6,87 5,06 

04/07/2016 10 P1 P. vulgaris 7,22 5,82 

04/07/2016 10 P2 P. vulgaris 7,35 6,02 

04/07/2016 10 L1 L. perenne 8,78 6,80 

04/07/2016 10 L2 L. perenne 8,48 6,98 

04/07/2016 10 F1 F. arundinacea 7,60 5,99 

04/07/2016 10 F2 F. arundinacea 7,81 5,87 

04/07/2016 10 T1 T. repens 6,35 5,02 
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Sampling 

Date 
Plot Sample Species 

Total bacterial 

abundance Log10 CFU g-1 

Putative P. syringae 

abundance Log10 CFU g-1 

04/07/2016 10 T2 T. repens 7,59 5,71 

04/07/2016 10 PL1 P. vulgaris + L. perenne 8,21 6,62 

04/07/2016 10 PL2 P. vulgaris + L. perenne 8,27 6,62 

04/07/2016 10 PF1 P. vulgaris + F. arundinacea 7,03 5,78 

04/07/2016 10 PF2 P. vulgaris + F. arundinacea 7,90 6,45 

04/07/2016 10 PT1 P. vulgaris + T. repens 6,89 4,33 

04/07/2016 10 PT2 P. vulgaris + T. repens 7,36 5,60 

04/07/2016 15 P1 P. vulgaris 8,15 6,98 

04/07/2016 15 P2 P. vulgaris 7,92 5,92 

04/07/2016 15 L1 L. perenne 8,85 7,51 

04/07/2016 15 L2 L. perenne 8,55 6,19 

04/07/2016 15 F1 F. arundinacea 6,07 4,87 

04/07/2016 15 F2 F. arundinacea 7,23 5,71 

04/07/2016 15 T1 T. repens 8,12 7,38 

04/07/2016 15 T2 T. repens 7,99 6,72 

04/07/2016 15 PL1 P. vulgaris + L. perenne 8,66 7,59 

04/07/2016 15 PL2 P. vulgaris + L. perenne 8,34 5,85 

04/07/2016 15 PF1 P. vulgaris + F. arundinacea 6,91 4,39 

04/07/2016 15 PF2 P. vulgaris + F. arundinacea 7,22 5,36 

04/07/2016 15 PT1 P. vulgaris + T. repens 6,94 5,58 

04/07/2016 15 PT2 P. vulgaris + T. repens 7,50 6,36 

04/07/2016 18 P1 P. vulgaris 8,22 6,93 

04/07/2016 18 P2 P. vulgaris 8,28 6,50 

04/07/2016 18 L1 L. perenne 8,63 7,12 

04/07/2016 18 L2 L. perenne 8,23 6,28 

04/07/2016 18 F1 F. arundinacea 6,92 4,83 

04/07/2016 18 F2 F. arundinacea 5,64 5,46 

04/07/2016 18 T1 T. repens 6,50 4,03 

04/07/2016 18 T2 T. repens 6,79 4,54 

04/07/2016 18 PL1 P. vulgaris + L. perenne 8,63 6,78 

04/07/2016 18 PL2 P. vulgaris + L. perenne 8,09 6,27 

04/07/2016 18 PF1 P. vulgaris + F. arundinacea 7,48 5,65 

04/07/2016 18 PF2 P. vulgaris + F. arundinacea 7,38 6,40 

04/07/2016 18 PT1 P. vulgaris + T. repens 7,16 4,80 

04/07/2016 18 PT2 P. vulgaris + T. repens 6,80 4,67 

 

Table 3. Percent cover of F. arundinacea, L. perenne, T. repens, local Trifolium, P. vulgaris, 

other unidentified plant species, litter and bare ground. Percent cover was estimated in 

three 1 m² quadrats in each plot. 

Sampling 

date 
Plot Rep 

Festuca 

arundinacea 

Lolium 

perenne 

Trifolium 

repens 

Local 

Trifolium 

Prunella 

vulgaris 

Other 

unidentified 

plant species 

Litter 
Bare 

soil 

07/04/2016 1 A 8 15 15 5 8 25 0 10 

07/04/2016 1 B 10 15 40 5 5 15 0 5 

07/04/2016 1 C 8 20 35 2 5 30 0 5 

07/04/2016 2 A 10 25 30 2 25 5 0 2 

07/04/2016 2 B 15 15 45 5 20 10 0 2 
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Sampling 

date 
Plot Rep 

Festuca 

arundinacea 

Lolium 

perenne 

Trifolium 

repens 

Local 

Trifolium 

Prunella 

vulgaris 

Other 

unidentified 

plant species 

Litter 
Bare 

soil 

07/04/2016 2 C 20 20 25 5 15 10 0 15 

07/04/2016 3 A 10 10 35 25 0 30 0 2 

07/04/2016 3 B 5 20 30 10 0 10 0 5 

07/04/2016 3 C 10 20 35 15 0 20 0 10 

07/04/2016 4 A 10 20 8 5 25 15 0 15 

07/04/2016 4 B 8 15 15 8 25 8 0 8 

07/04/2016 4 C 5 15 15 8 25 8 0 15 

07/04/2016 5 A 10 35 30 25 35 10 0 5 

07/04/2016 5 B 15 30 20 10 45 15 0 10 

07/04/2016 5 C 15 25 30 5 45 10 0 5 

07/04/2016 6 A 10 30 15 15 8 5 0 10 

07/04/2016 6 B 10 25 15 10 8 8 0 15 

07/04/2016 6 C 15 15 35 10 8 5 0 15 

07/04/2016 7 A 10 15 5 20 15 15 0 15 

07/04/2016 7 B 10 15 15 8 10 20 0 8 

07/04/2016 7 C 10 20 15 8 10 25 0 15 

07/04/2016 8 A 5 15 35 8 0 8 0 2 

07/04/2016 8 B 8 15 15 8 0 50 0 5 

07/04/2016 8 C 5 20 8 5 0 8 0 15 

07/04/2016 9 A 20 20 15 35 0 5 0 5 

07/04/2016 9 B 20 30 10 30 0 15 0 5 

07/04/2016 9 C 15 25 15 30 0 10 0 10 

07/04/2016 10 A 5 25 2 25 25 5 0 5 

07/04/2016 10 B 5 35 5 35 25 2 0 2 

07/04/2016 10 C 5 35 8 35 25 2 0 2 

07/04/2016 11 A 10 15 5 25 5 5 0 5 

07/04/2016 11 B 5 5 10 60 2 5 0 0 

07/04/2016 11 C 5 5 25 25 5 5 0 2 

07/04/2016 12 A 8 15 3 25 15 8 0 25 

07/04/2016 12 B 8 20 2 30 10 5 0 0 

07/04/2016 12 C 5 15 5 60 8 3 0 0 

07/04/2016 13 A 20 35 10 10 15 5 0 30 

07/04/2016 13 B 20 35 5 10 15 5 0 30 

07/04/2016 13 C 15 20 15 5 20 10 0 10 

07/04/2016 14 A 5 10 5 40 0 2 0 5 

07/04/2016 14 B 5 10 8 40 0 2 0 5 

07/04/2016 14 C 5 15 5 25 0 5 0 8 

07/04/2016 15 A 5 15 5 25 15 5 0 5 

07/04/2016 15 B 5 10 5 50 15 5 0 2 

07/04/2016 15 C 5 25 5 25 20 5 0 5 

07/04/2016 16 A 5 10 2 35 5 2 0 2 

07/04/2016 16 B 8 15 3 25 3 5 0 15 

07/04/2016 16 C 8 15 2 35 3 5 0 5 

07/04/2016 17 A 10 20 5 10 5 15 0 20 

07/04/2016 17 B 15 40 15 30 10 15 0 3 

07/04/2016 17 C 10 20 3 15 5 15 0 35 

07/04/2016 18 A 5 10 8 35 30 2 0 15 

07/04/2016 18 B 5 25 5 25 20 10 0 15 

07/04/2016 18 C 5 15 2 20 25 5 0 30 

07/04/2016 19 A 5 15 2 10 15 5 0 5 

07/04/2016 19 B 5 35 2 5 15 5 0 10 

07/04/2016 19 C 5 15 2 10 8 5 0 10 

07/04/2016 20 A 10 15 10 15 0 5 0 30 

07/04/2016 20 B 5 15 5 35 0 5 0 10 

07/04/2016 20 C 2 15 5 20 0 5 0 15 
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Sampling 

date 
Plot Rep 

Festuca 

arundinacea 

Lolium 

perenne 

Trifolium 

repens 

Local 

Trifolium 

Prunella 

vulgaris 

Other 

unidentified 

plant species 

Litter 
Bare 

soil 

15/06/2016 1 A 8 32 24 0 8 1 4 4 

15/06/2016 1 B 16 32 22 0 6 1 4 4 

15/06/2016 1 C 2 32 28 0 6 6 10 6 

15/06/2016 2 A 28 40 52 0 32 2 2 1 

15/06/2016 2 B 8 24 80 0 32 2 2 2 

15/06/2016 2 C 20 24 52 0 16 2 6 2 

15/06/2016 3 A 10 5 85 0 0 1 0 0 

15/06/2016 3 B 6 8 85 0 0 3 0 0 

15/06/2016 3 C 5 14 50 0 0 8 2 1 

15/06/2016 4 A 16 16 50 0 25 4 2 0 

15/06/2016 4 B 12 8 70 0 20 6 2 0 

15/06/2016 4 C 16 16 60 1 22 3 2 0 

15/06/2016 5 A 24 32 32 0 40 2 2 1 

15/06/2016 5 B 24 20 56 0 36 4 1 1 

15/06/2016 5 C 12 24 36 0 56 1 2 2 

15/06/2016 6 A 24 28 64 0 12 2 0 0 

15/06/2016 6 B 24 18 32 0 12 12 0 0 

15/06/2016 6 C 28 14 56 0 12 1 2 0 

15/06/2016 7 A 20 20 44 0 28 3 1 0 

15/06/2016 7 B 24 16 60 0 10 4 0 0 

15/06/2016 7 C 8 10 76 0 16 2 2 4 

15/06/2016 8 A 16 30 40 0 0 4 12 0 

15/06/2016 8 B 12 8 65 0 0 1 2 2 

15/06/2016 8 C 8 4 70 0 0 4 2 0 

15/06/2016 9 A 32 46 40 0 0 4 2 2 

15/06/2016 9 B 20 32 40 0 0 8 4 2 

15/06/2016 9 C 24 24 48 0 0 6 3 2 

15/06/2016 10 A 20 24 28 1 40 0 2 2 

15/06/2016 10 B 20 35 32 0 40 3 2 2 

15/06/2016 10 C 16 20 40 0 32 0 2 1 

15/06/2016 11 A 12 40 40 2 8 4 3 0 

15/06/2016 11 B 12 48 48 4 4 4 1 0 

15/06/2016 11 C 16 20 60 1 6 2 1 0 

15/06/2016 12 A 20 24 16 3 20 4 8 2 

15/06/2016 12 B 24 24 20 4 12 6 10 8 

15/06/2016 12 C 20 16 44 2 16 2 8 0 

15/06/2016 13 A 20 45 28 1 20 3 0 6 

15/06/2016 13 B 20 60 60 0 16 1 2 3 

15/06/2016 13 C 20 32 60 1 20 2 0 2 

15/06/2016 14 A 16 40 32 0 2 1 2 2 

15/06/2016 14 B 24 24 44 0 0 2 2 2 

15/06/2016 14 C 40 16 56 0 0 2 14 0 

15/06/2016 15 A 20 35 40 2 24 2 8 1 

15/06/2016 15 B 12 25 36 2 22 2 6 2 

15/06/2016 15 C 25 50 40 4 20 2 3 0 

15/06/2016 16 A 20 24 12 2 5 2 4 4 

15/06/2016 16 B 20 16 20 2 6 4 16 0 

15/06/2016 16 C 16 20 36 2 4 4 12 0 

15/06/2016 17 A 25 50 20 0 8 4 15 16 

15/06/2016 17 B 20 36 24 0 12 2 20 20 

15/06/2016 17 C 16 28 20 2 8 2 10 16 

15/06/2016 18 A 8 30 16 1 32 2 16 4 

15/06/2016 18 B 8 35 20 1 24 1 16 2 

15/06/2016 18 C 6 35 36 1 24 2 16 4 

15/06/2016 19 A 16 36 32 1 16 2 8 4 
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Sampling 

date 
Plot Rep 

Festuca 

arundinacea 

Lolium 

perenne 

Trifolium 

repens 

Local 

Trifolium 

Prunella 

vulgaris 

Other 

unidentified 

plant species 

Litter 
Bare 

soil 

15/06/2016 19 B 12 40 20 2 18 2 8 6 

15/06/2016 19 C 24 30 40 1 24 8 18 4 

15/06/2016 20 A 8 20 10 2 0 16 32 10 

15/06/2016 20 B 8 40 8 2 0 20 56 8 

15/06/2016 20 C 12 40 16 4 0 12 48 8 

 

 

Table 4. Results of immigrating bacterial cell counts carried out on 18 April and 24 June 2016 

from 11 am to 7 pm in the five 0 and 30 % plots, results are expressed as Log10 immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1. Two replicates, called A and B, were renewed each hour in order to 

avoid desiccation. Total immigrating bacterial cell counts (TSA) were only done on 24 June 

2016. 

Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

18/04/2016 3 11 A na 0,00 

18/04/2016 3 11 B na 6,92 

18/04/2016 3 12 A na 6,22 

18/04/2016 3 12 B na 0,00 

18/04/2016 3 13 A na 0,00 

18/04/2016 3 13 B na 6,22 

18/04/2016 3 14 A na 0,00 

18/04/2016 3 14 B na 0,00 

18/04/2016 3 15 A na 6,22 

18/04/2016 3 15 B na 6,22 

18/04/2016 3 16 A na 0,00 

18/04/2016 3 16 B na 0,00 

18/04/2016 3 17 A na 6,22 

18/04/2016 3 17 B na 0,00 

18/04/2016 3 18 A na 0,00 

18/04/2016 3 18 B na 6,52 

18/04/2016 4 11 A na 6,22 

18/04/2016 4 11 B na 6,22 

18/04/2016 4 12 A na 6,69 

18/04/2016 4 12 B na 0,00 

18/04/2016 4 13 A na 0,00 

18/04/2016 4 13 B na 6,52 

18/04/2016 4 14 A na 0,00 

18/04/2016 4 14 B na 0,00 

18/04/2016 4 15 A na 0,00 

18/04/2016 4 15 B na 0,00 

18/04/2016 4 16 A na 0,00 

18/04/2016 4 16 B na 0,00 

18/04/2016 4 17 A na 0,00 

18/04/2016 4 17 B na 0,00 

18/04/2016 4 18 A na 6,52 

18/04/2016 4 18 B na 6,22 

18/04/2016 5 11 A na 6,22 

18/04/2016 5 11 B na 6,22 

18/04/2016 5 12 A na 0,00 
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Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

18/04/2016 5 12 B na 0,00 

18/04/2016 5 13 A na 0,00 

18/04/2016 5 13 B na 0,00 

18/04/2016 5 14 A na 0,00 

18/04/2016 5 14 B na 6,52 

18/04/2016 5 15 A na 0,00 

18/04/2016 5 15 B na 0,00 

18/04/2016 5 16 A na 0,00 

18/04/2016 5 16 B na 0,00 

18/04/2016 5 17 A na 6,22 

18/04/2016 5 17 B na 6,22 

18/04/2016 5 18 A na 0,00 

18/04/2016 5 18 B na 0,00 

18/04/2016 8 11 A na 0,00 

18/04/2016 8 11 B na 0,00 

18/04/2016 8 12 A na 0,00 

18/04/2016 8 12 B na 0,00 

18/04/2016 8 13 A na 6,22 

18/04/2016 8 13 B na 0,00 

18/04/2016 8 14 A na 6,22 

18/04/2016 8 14 B na 0,00 

18/04/2016 8 15 A na 0,00 

18/04/2016 8 15 B na 0,00 

18/04/2016 8 16 A na 0,00 

18/04/2016 8 16 B na 0,00 

18/04/2016 8 17 A na 0,00 

18/04/2016 8 17 B na 0,00 

18/04/2016 8 18 A na 6,22 

18/04/2016 8 18 B na 0,00 

18/04/2016 9 11 A na 0,00 

18/04/2016 9 11 B na 0,00 

18/04/2016 9 12 A na 0,00 

18/04/2016 9 12 B na 0,00 

18/04/2016 9 13 A na 0,00 

18/04/2016 9 13 B na 0,00 

18/04/2016 9 14 A na 0,00 

18/04/2016 9 14 B na 0,00 

18/04/2016 9 15 A na 0,00 

18/04/2016 9 15 B na 7,17 

18/04/2016 9 16 A na 0,00 

18/04/2016 9 16 B na 0,00 

18/04/2016 9 17 A na 0,00 

18/04/2016 9 17 B na 0,00 

18/04/2016 9 18 A na 0,00 

18/04/2016 9 18 B na 6,22 

18/04/2016 10 11 A na 0,00 

18/04/2016 10 11 B na 0,00 

18/04/2016 10 12 A na 0,00 

18/04/2016 10 12 B na 0,00 

18/04/2016 10 13 A na 6,22 

18/04/2016 10 13 B na 0,00 

18/04/2016 10 14 A na 0,00 

18/04/2016 10 14 B na 0,00 

18/04/2016 10 15 A na 0,00 

18/04/2016 10 15 B na 0,00 

18/04/2016 10 16 A na 0,00 
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Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

18/04/2016 10 16 B na 0,00 

18/04/2016 10 17 A na 0,00 

18/04/2016 10 17 B na 0,00 

18/04/2016 10 18 A na 0,00 

18/04/2016 10 18 B na 6,22 

18/04/2016 14 11 A na 0,00 

18/04/2016 14 11 B na 0,00 

18/04/2016 14 12 A na 6,22 

18/04/2016 14 12 B na 0,00 

18/04/2016 14 13 A na 0,00 

18/04/2016 14 13 B na 0,00 

18/04/2016 14 14 A na 0,00 

18/04/2016 14 14 B na 0,00 

18/04/2016 14 15 A na 6,69 

18/04/2016 14 15 B na 0,00 

18/04/2016 14 16 A na 0,00 

18/04/2016 14 16 B na 0,00 

18/04/2016 14 17 A na 0,00 

18/04/2016 14 17 B na 0,00 

18/04/2016 14 18 A na 6,69 

18/04/2016 14 18 B na 0,00 

18/04/2016 15 11 A na 0,00 

18/04/2016 15 11 B na 0,00 

18/04/2016 15 12 A na 0,00 

18/04/2016 15 12 B na 0,00 

18/04/2016 15 13 A na 0,00 

18/04/2016 15 13 B na 0,00 

18/04/2016 15 14 A na 0,00 

18/04/2016 15 14 B na 0,00 

18/04/2016 15 15 A na 0,00 

18/04/2016 15 15 B na 0,00 

18/04/2016 15 16 A na 0,00 

18/04/2016 15 16 B na 0,00 

18/04/2016 15 17 A na 6,22 

18/04/2016 15 17 B na 0,00 

18/04/2016 15 18 A na 6,22 

18/04/2016 15 18 B na 0,00 

18/04/2016 18 11 A na 0,00 

18/04/2016 18 11 B na 0,00 

18/04/2016 18 12 A na 0,00 

18/04/2016 18 12 B na 0,00 

18/04/2016 18 13 A na 0,00 

18/04/2016 18 13 B na 6,52 

18/04/2016 18 14 A na 0,00 

18/04/2016 18 14 B na 0,00 

18/04/2016 18 15 A na 0,00 

18/04/2016 18 15 B na 0,00 

18/04/2016 18 16 A na 0,00 

18/04/2016 18 16 B na 0,00 

18/04/2016 18 17 A na 0,00 

18/04/2016 18 17 B na 0,00 

18/04/2016 18 18 A na 6,22 

18/04/2016 18 18 B na 6,52 

18/04/2016 20 11 A na 0,00 

18/04/2016 20 11 B na 0,00 

18/04/2016 20 12 A na 0,00 
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Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

18/04/2016 20 12 B na 6,22 

18/04/2016 20 13 A na 0,00 

18/04/2016 20 13 B na 0,00 

18/04/2016 20 14 A na 0,00 

18/04/2016 20 14 B na 0,00 

18/04/2016 20 15 A na 0,00 

18/04/2016 20 15 B na 0,00 

18/04/2016 20 16 A na 0,00 

18/04/2016 20 16 B na 0,00 

18/04/2016 20 17 A na 0,00 

18/04/2016 20 17 B na 0,00 

18/04/2016 20 18 A na 0,00 

18/04/2016 20 18 B na 0,00 

24/06/2016 3 11 A 8,14 7,06 

24/06/2016 3 11 B 7,96 6,22 

24/06/2016 3 12 A 7,96 6,22 

24/06/2016 3 12 B 7,92 6,52 

24/06/2016 3 13 A 8,01 6,69 

24/06/2016 3 13 B 8,12 6,22 

24/06/2016 3 14 A 8,11 0,00 

24/06/2016 3 14 B 8,18 0,00 

24/06/2016 3 15 A 8,19 6,69 

24/06/2016 3 15 B 8,05 6,69 

24/06/2016 3 16 A 8,15 6,22 

24/06/2016 3 16 B 8,06 6,82 

24/06/2016 3 17 A 8,63 7,06 

24/06/2016 3 17 B 8,51 7,06 

24/06/2016 3 18 A 7,96 0,00 

24/06/2016 3 18 B 7,99 6,92 

24/06/2016 4 11 A 8,15 6,99 

24/06/2016 4 11 B 7,65 6,22 

24/06/2016 4 12 A 8,02 0,00 

24/06/2016 4 12 B 7,86 6,22 

24/06/2016 4 13 A 7,47 0,00 

24/06/2016 4 13 B 7,90 6,22 

24/06/2016 4 14 A 7,91 6,22 

24/06/2016 4 14 B 8,06 6,22 

24/06/2016 4 15 A 7,92 6,82 

24/06/2016 4 15 B 8,01 6,52 

24/06/2016 4 16 A 7,98 6,22 

24/06/2016 4 16 B 7,94 6,69 

24/06/2016 4 17 A 8,32 6,92 

24/06/2016 4 17 B 8,26 7,12 

24/06/2016 4 18 A 8,02 6,52 

24/06/2016 4 18 B 7,98 6,22 

24/06/2016 5 11 A 8,16 6,92 

24/06/2016 5 11 B 8,14 0,00 

24/06/2016 5 12 A 8,56 7,26 

24/06/2016 5 12 B 8,54 7,56 

24/06/2016 5 13 A 7,69 6,92 

24/06/2016 5 13 B 8,02 6,22 

24/06/2016 5 14 A 8,57 7,06 

24/06/2016 5 14 B 8,45 7,30 

24/06/2016 5 15 A 8,33 6,92 

24/06/2016 5 15 B 8,39 6,82 

24/06/2016 5 16 A 8,07 7,17 
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Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

24/06/2016 5 16 B 7,92 6,22 

24/06/2016 5 17 A 8,16 6,69 

24/06/2016 5 17 B 8,43 6,22 

24/06/2016 5 18 A 8,27 6,82 

24/06/2016 5 18 B 8,11 6,82 

24/06/2016 8 11 A 7,75 6,22 

24/06/2016 8 11 B 7,80 6,22 

24/06/2016 8 12 A 7,93 6,52 

24/06/2016 8 12 B 7,97 6,52 

24/06/2016 8 13 A 7,33 0,00 

24/06/2016 8 13 B 7,52 0,00 

24/06/2016 8 14 A 8,92 6,22 

24/06/2016 8 14 B 7,82 6,22 

24/06/2016 8 15 A 7,91 0,00 

24/06/2016 8 15 B 8,22 6,52 

24/06/2016 8 16 A 8,28 6,69 

24/06/2016 8 16 B 7,98 6,69 

24/06/2016 8 17 A 8,47 7,17 

24/06/2016 8 17 B 8,35 7,42 

24/06/2016 8 18 A 7,95 6,22 

24/06/2016 8 18 B 7,99 0,00 

24/06/2016 9 11 A 8,23 6,69 

24/06/2016 9 11 B 8,49 6,82 

24/06/2016 9 12 A 8,55 7,30 

24/06/2016 9 12 B 8,49 7,22 

24/06/2016 9 13 A 7,95 0,00 

24/06/2016 9 13 B 7,69 6,52 

24/06/2016 9 14 A 8,20 6,52 

24/06/2016 9 14 B 8,09 6,52 

24/06/2016 9 15 A 8,32 6,82 

24/06/2016 9 15 B 8,15 6,92 

24/06/2016 9 16 A 8,15 6,22 

24/06/2016 9 16 B 8,59 6,82 

24/06/2016 9 17 A 8,22 6,22 

24/06/2016 9 17 B 8,05 6,92 

24/06/2016 9 18 A 8,42 6,92 

24/06/2016 9 18 B 8,30 6,92 

24/06/2016 10 11 A 8,28 6,22 

24/06/2016 10 11 B 8,04 0,00 

24/06/2016 10 12 A 8,08 7,12 

24/06/2016 10 12 B 8,11 6,69 

24/06/2016 10 13 A 7,76 0,00 

24/06/2016 10 13 B 7,63 0,00 

24/06/2016 10 14 A 8,59 7,12 

24/06/2016 10 14 B 8,44 6,52 

24/06/2016 10 15 A 8,15 6,69 

24/06/2016 10 15 B 8,41 6,22 

24/06/2016 10 16 A 8,30 6,22 

24/06/2016 10 16 B 8,35 6,52 

24/06/2016 10 17 A 8,04 0,00 

24/06/2016 10 17 B 7,94 6,22 

24/06/2016 10 18 A 8,25 6,82 

24/06/2016 10 18 B 8,20 6,92 

24/06/2016 14 11 A 8,33 6,69 

24/06/2016 14 11 B 8,41 7,17 

24/06/2016 14 12 A 8,05 0,00 
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Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

24/06/2016 14 12 B 8,04 6,22 

24/06/2016 14 13 A 8,21 6,92 

24/06/2016 14 13 B 8,04 6,82 

24/06/2016 14 14 A 8,57 6,92 

24/06/2016 14 14 B 8,56 6,82 

24/06/2016 14 15 A 8,68 7,47 

24/06/2016 14 15 B 8,66 6,69 

24/06/2016 14 16 A 8,32 6,92 

24/06/2016 14 16 B 8,29 0,00 

24/06/2016 14 17 A 8,25 6,52 

24/06/2016 14 17 B 8,34 6,99 

24/06/2016 14 18 A 8,32 6,69 

24/06/2016 14 18 B 8,38 6,22 

24/06/2016 15 11 A 7,90 0,00 

24/06/2016 15 11 B 7,81 6,22 

24/06/2016 15 12 A 8,10 6,22 

24/06/2016 15 12 B 8,15 6,22 

24/06/2016 15 13 A 7,54 6,22 

24/06/2016 15 13 B 7,76 6,22 

24/06/2016 15 14 A 8,15 6,82 

24/06/2016 15 14 B 8,25 6,22 

24/06/2016 15 15 A 8,41 6,22 

24/06/2016 15 15 B 8,48 6,69 

24/06/2016 15 16 A 8,28 6,99 

24/06/2016 15 16 B 8,70 7,22 

24/06/2016 15 17 A 8,18 0,00 

24/06/2016 15 17 B 8,41 6,52 

24/06/2016 15 18 A 8,32 6,52 

24/06/2016 15 18 B 8,40 6,52 

24/06/2016 18 11 A 8,24 6,99 

24/06/2016 18 11 B 8,49 6,92 

24/06/2016 18 12 A 8,10 6,22 

24/06/2016 18 12 B 8,09 0,00 

24/06/2016 18 13 A 7,85 0,00 

24/06/2016 18 13 B 7,66 0,00 

24/06/2016 18 14 A 8,34 6,22 

24/06/2016 18 14 B 7,90 6,52 

24/06/2016 18 15 A 8,71 7,12 

24/06/2016 18 15 B 8,51 6,92 

24/06/2016 18 16 A 8,44 6,69 

24/06/2016 18 16 B 8,21 6,69 

24/06/2016 18 17 A 8,30 0,00 

24/06/2016 18 17 B 8,26 6,52 

24/06/2016 18 18 A 8,22 6,52 

24/06/2016 18 18 B 8,41 6,92 

24/06/2016 20 11 A 7,73 6,69 

24/06/2016 20 11 B 7,76 6,69 

24/06/2016 20 12 A 8,12 6,99 

24/06/2016 20 12 B 8,35 6,22 

24/06/2016 20 13 A 8,04 6,69 

24/06/2016 20 13 B 7,58 0,00 

24/06/2016 20 14 A 7,49 6,22 

24/06/2016 20 14 B 7,90 6,69 

24/06/2016 20 15 A 7,88 6,52 

24/06/2016 20 15 B 7,73 6,22 

24/06/2016 20 16 A 8,32 6,69 
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Sampling date Plot 
Sampling 

time 
Rep 

Log10 total immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

Log10 putative P. syringae immigrating 

bacterial cells ha-1 h-1 

24/06/2016 20 16 B 8,10 7,36 

24/06/2016 20 17 A 8,11 0,00 

24/06/2016 20 17 B 8,14 6,22 

24/06/2016 20 18 A 8,40 6,69 

24/06/2016 20 18 B 8,50 6,22 

 

 

Supplementary Data 

 

Experimental field setup: remnant weed removal by plowing and irrigating the soil during  

autumn 2015 (Pictures 1 and 2), seed germination rate tests conducted in greenhouse for the 

four species used during this experiment, i.e. F. arundinacea, L. perenne, T. repens and P. 

vulgaris (Picture 3), P. vulgaris sowed in the 5, 15 and 30 % plots (Pictures 4, 5 and 6), P. 

vulgaris plants growing in greenhouse during winter 2015 (Pictures 7 and 8), and experimental 

field in spring 2016 before and after plot mowing (Pictures 9 and 10). 

 

Picture 1.  
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Picture 2. 

 

 

 

 

Picture 3. 
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Picture 4. 

 

 

 

 

Picture 5. 
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Picture 6. 

 

 

 

 

Picture 7. 
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Picture 8. 

 

 

 

 

Picture 9. 
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Picture 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



223 

 

Synthèse des travaux de recherche et perspectives 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



224 

 

Depuis plus d’uŶe ǀiŶgtaiŶe d’aŶŶĠes, la pƌise de ĐoŶsĐieŶĐe de l’iŵpaĐt des aĐtiǀitĠs 

huŵaiŶes suƌ l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt a pƌofoŶdĠŵeŶt ŵodifié la perception de ce dernier par la 

soĐiĠtĠ. L’iŶteŶsifiĐatioŶ de l’agƌiĐultuƌe a ŵeŶĠ à la mise en place de systèmes monoculturaux 

et à l’utilisatioŶ ŵassiǀe d’iŶtƌaŶts ĐhiŵiƋues, tels Ƌue les pestiĐides, heƌďiĐides et feƌtilisaŶts, 

aboutissant à la réduction de la biodiversité au sein des cultures. La réduction de la 

ďiodiǀeƌsitĠ faǀoƌise l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies, la pƌopagatioŶ de Đelles-ci, et rend les cultures 

plus seŶsiďles à l’attaƋue et l’eŶǀahisseŵeŶt paƌ des espğĐes Ŷuisiďles. Ces phĠŶoŵğŶes soŶt 

le résultat de la proximité et densité des individus hôtes cultivés, favorisant le contact, le 

tƌaŶsfeƌt et le ŵaiŶtieŶ d’iŵpoƌtaŶtes populatioŶs de microorganismes pathogènes, ainsi que 

la destruction des habitats et ressources des prédateurs et/ou parasitoïdes naturels des 

espèces nuisibles. Dans le cas des vergers, systèmes culturaux pérennes, les populations de 

microorganismes pathogènes et celles d’espğĐes Ŷuisiďles peuǀeŶt atteiŶdƌe des tailles tƌğs 

iŵpoƌtaŶtes et le seul ŵoǇeŶ de lutte eŶ agƌiĐultuƌe ĐoŶǀeŶtioŶŶelle est l’utilisatioŶ 

d’iŵpoƌtaŶtes ƋuaŶtitĠs de pestiĐides. De Đe fait, les sǇstğŵes Đultuƌauǆ pĠƌeŶŶes soŶt Đeuǆ 

qui subissent le plus de tƌaiteŵeŶts ĐhiŵiƋues, oŶ peut Điteƌ l’eǆeŵple des ǀeƌgeƌs de 

pommiers et leurs 36 applications annuelles de pesticides en moyenne au niveau français. 

DaŶs le Đadƌe de la pƌise de ĐoŶsĐieŶĐe de la ŶĠĐessitĠ de la pƌĠseƌǀatioŶ de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, 

une part croissante de consommateurs recherche des produits impliquant une agriculture plus 

ƌespoŶsaďle. De Đe fait, de Ŷoŵďƌeuǆ pƌoduĐteuƌs s’oƌieŶteŶt ǀeƌs des pƌoĐĠdĠs agƌiĐoles 

duƌaďles et ĐheƌĐheŶt à ŵiŶiŵiseƌ l’utilisatioŶ d’iŶtƌaŶts ĐhiŵiƋues afiŶ d’augmenter la valeur 

ĐoŵŵeƌĐiale de leuƌs pƌoduits. DaŶs le ĐoŶteǆte du dĠǀeloppeŵeŶt de l’agƌoĠĐologie, 

l’utilisatioŶ de l’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue, Đ’est-à-diƌe la ŵise au poiŶt d’ĠĐosǇstğŵes ďĠŶĠfiƋues 

à la fois à la soĐiĠtĠ huŵaiŶe et à l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, a fait ses preuves dans divers systèmes 
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culturaux (Simon et al., 2010 ; Prokopy, 1994 ; Bugg and Waddington, 1994 ; Wan et al., 2014 ; 

Hammermeister, 2016 ; Guerra and Steenwerth, 2012). 

DaŶs les sǇstğŵes pĠƌeŶŶes, l’augŵeŶtatioŶ de la ďiodiǀeƌsitĠ peut ġtƌe oďtenue en 

manipulant la composition des communautés végétales des couvre-sols. Cela permet de 

recréer les habitats et les ressources nécessaires au retour des prédateurs naturels de 

nombreuses espèces nuisibles, comme par exemple les arthropodes herbivores. En revanche 

la lutte ĐoŶtƌe les ŵiĐƌooƌgaŶisŵes pathogğŶes ƌepose suƌ l’utilisatioŶ de foŶgiĐides et 

ďaĐtĠƌiĐides. EŶ FƌaŶĐe il s’agit esseŶtielleŵeŶt de tƌaiteŵeŶts ĐupƌiƋues doŶt l’effiĐaĐitĠ est 

ǀaƌiaďle et Ŷ’eŶdigue pas totaleŵeŶt la pƌopagatioŶ de Đertaines maladies émergentes, 

comme par exemple le chancre bactérien du kiwi causé par P. syringae pv. actinidiae (Psa). 

L’utilisatioŶ de pƌoĐĠdĠs d’iŶgĠŶieƌie ĠĐologiƋue pouƌƌait ġtƌe uŶe solutioŶ alteƌŶatiǀe et 

durable afin de réduire les populations de microorganismes phytopathogènes. Les couvre-sols 

végétaux et plantes adventices des vergers hébergent des communautés de microorganismes 

pathogğŶes ƌespoŶsaďles des ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs. CepeŶdaŶt, l’iŶflueŶĐe de la 

composition et de la gestion des ĐoŵŵuŶautĠs ǀĠgĠtales suƌ l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies des 

cultures reste méconnue. 

“oŶ iŵpliĐatioŶ daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies suƌ plus d’uŶe ǀiŶgtaiŶe d’espğĐes ligŶeuses 

depuis le début du XXIème siècle, ainsi que son ubiquité dans les différents compartiments 

environnementaux, font que P. syringae ƌepƌĠseŶte uŶ eǆĐelleŶt ŵodğle d’Ġtude pouƌ 

aŵĠlioƌeƌ la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des faĐteuƌs iŵpliƋuĠs daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe des ŵaladies des 

végétaux. Ainsi, les travaux de recherche menés ces trois dernières années dans le cadre de 

ma thèse ont focalisé suƌ l’appƌofoŶdisseŵeŶt des ĐoŶŶaissaŶĐes ĐoŶĐeƌŶaŶt les effets de la 

composition et de la gestion des communautés végétales des couvre-sols sur les populations 

de P. syringae qui y sont associées, ainsi que celles des arbres fruitiers. 
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I. Mise au poiŶt de ŵaƌƋueuƌs ŵolĠĐulaiƌes iŶŶovaŶts pouƌ l’ideŶtifiĐatioŶ et l’affiliatioŶ 

phylogénétique au sein du complexe P. syringae 

  

DaŶs le Đadƌe des tƌaǀauǆ de ƌeĐheƌĐhe effeĐtuĠs aǀaŶt Đette thğse, l’ideŶtifiĐatioŶ de P. 

syringae reposait sur des critères morphologiques et phénotypiques (Morris et al., 2007; 

Morris et al., 2008; Morris et al., 2010; Monteil et al., 2012; Monteil et al., 2013a,b; Monteil 

et al., ϮϬϭϰͿ, et l’affiliatioŶ phǇlogĠŶĠtiƋue Ġtait ƌĠalisĠe paƌ sĠƋueŶçage d’uŶ ou plusieuƌs 

gènes de ménage tel que décrit par Berge et al. (2014).  

Compte tenu des connaissances actuelles, ces techniques sont partiellement remises en 

question en raison de la très grande variabilité génétique et phénotypique présente au sein 

du complexe P. syringae. Ces techniques sont mal adaptées à des échantillons de grande taille, 

car elles impliquent la culture des bactéries sur différents milieuǆ, aiŶsi Ƌu’uŶe à plusieuƌs 

étapes de purification des souches précédant l’aŵplifiĐatioŶ PCR des gğŶes destiŶĠs au 

séquençage. De plus, certains critères de discrimination morphologique et/ou phénotypique 

peuǀeŶt ĐoŶduiƌe à des Đhoiǆ diffĠƌeŶtiels seloŶ l’opĠƌateuƌ ƌĠalisaŶt l’ideŶtifiĐatioŶ. La ŵise 

au poiŶt de la paiƌe d’aŵoƌĐes ŵolĠĐulaiƌes peƌŵettaŶt l’ideŶtifiĐatioŶ spĠĐifiƋue de P. 

syringae paƌ PCR a peƌŵis l’aĐĐĠlĠƌatioŶ du pƌoĐessus d’ideŶtifiĐation des souches de P. 

syringae (Guilbaud et al., ϮϬϭϲͿ. AiŶsi loƌs du tƌaiteŵeŶt d’ĠĐhaŶtilloŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ il 

devient possible de passer outre les étapes de discrimination morphologique et 

phénotypique. L’ideŶtifiĐatioŶ paƌ PCR peƌŵet de Đƌiďleƌ uŶ tƌğs grand nombre de souches 

putatives P. syringae eŶ tƌğs peu de teŵps. CepeŶdaŶt, l’affiliatioŶ phǇlogĠŶĠtiƋue des 

souches passe tout de même par la purification de celles-Đi et le sĠƋueŶçage d’uŶ ou plusieuƌs 

gènes de ménage. Malgré cette avancée technique, la caractérisation de communautés 

entières de P. syringae constituées de plusieurs centaines à plusieurs milliers de souches 
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issues d’ĠĐhaŶtilloŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ ƌeste tƌğs ĐhƌoŶophage et eŶgeŶdƌe des Đoûts 

importants (purification, amplification, séqueŶçageͿ. AiŶsi daŶs l’optiƋue de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ des 

populations entières de P. syringae associées aux plantes couvre-sol et arbres fruitiers, le 

pƌeŵieƌ oďjeĐtif a ĠtĠ la ŵise au poiŶt d’uŶe teĐhŶiƋue peƌŵettaŶt à la fois d’ideŶtifieƌ de 

façon spécifique les bactéries appartenant au complexe P. syringae, ainsi que déterminer leur 

affiliatioŶ à l’uŶe des ligŶĠes gĠŶĠtiƋues paƌŵi Đelles les plus fƌĠƋueŵŵeŶt ƌeŶĐoŶtƌĠes daŶs 

les échantillons environnementaux. 

 

I.1. Affiliation phylogénétique spécifique à 9 des 13 phylogroupes actuels de P. syringae par 

PCR multiplex 

 

L’aŶalyse de 54 génomes de P. syringae a peƌŵis d’ideŶtifieƌ ϳ gğŶes ĐaŶdidats pouƌ la ŵise 

au point de marqueurs pour les phylogroupes 1, 2, 3, 4, 9, 10 et 13. La spécificité et la 

sensibilité de ces marqueurs, en partie développées en se basant sur le polymorphisme 

nucléotidique des séquences, ont été validés sur plus de 200 souches de P. syringae 

représentatives de la variabilité génétique du complexe. A ceux-Đi s’ajouteŶt les ŵaƌƋueuƌs 

spécifiques des phylogroupes 7 et 8, renfermant des souches de P. syringae et P. viridiflava 

très proches génétiquement, mis au point précédemment (Bartoli et al., 2014). Afin 

d’aŵĠlioƌeƌ les ƌeŶdeŵeŶts d’affiliatioŶ, les marqueurs phylogénétiques ont été combinés, 

daŶs la ŵesuƌe du possiďle Đoŵpte teŶu de la taille des pƌoduits d’aŵplifiĐatioŶs, au ŵaƌƋueuƌ 

spécifique de P. syringae. Ainsi actuellement il est possible grâce à 2 PCR multiplex et 2 PCR 

siŵpleǆ d’ideŶtifieƌ jusƋu’à ϵ des ϭϯ phǇlogƌoupes dĠĐƌits paƌ Beƌge et al. (2014). Les 

phǇlogƌoupes ŶoŶ ĐiďlĠs aǀeĐ Đette ŵĠthode, Đ’est-à-dire les phylogroupes 5, 6, 11 et 12, 
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représentent généralement une fraction minoritaire des populations de P. syringae issues 

d’ĠĐhaŶtillons environnementaux. 

Cette teĐhŶiƋue a peƌŵis de passeƌ outƌe les Ġtapes d’ideŶtifiĐatioŶ ďasĠes suƌ des Đƌitğƌes 

morphologiques et phénotypiques, très souvent interprétés de façon différentielle selon 

l’opĠƌateuƌ eŶ Đhaƌge de la tâĐhe, et de Đƌiďleƌ diƌeĐteŵeŶt soit l’eŶseŵďle, soit uŶe fƌaĐtioŶ 

représentative des souches putatives de P. syringae isolĠes à paƌtiƌ d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ. 

Désormais nous déployons le séquençage principalement pour les souches pour lesquelles 

l’affiliatioŶ phǇlogĠŶĠtiƋue Ŷ’a pas pu être établie par PCR. 

 

I.Ϯ. PeƌspeĐtives d’ĠvolutioŶ des teĐhŶiƋues de ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ des populations de P. 

syringae  

 

Avec le nombre croissant de génomes de P. syringae disponibles sur les bases de données 

publiques il serait possible d’affiŶeƌ l’affiliatioŶ gĠŶĠtiƋue auǆ diffĠƌeŶts sous-groupes 

pƌĠseŶts au seiŶ des ϭϯ phǇlogƌoupes. L’adaptatioŶ de Đes ŵaƌƋueuƌs à la ƋPCR peƌŵettƌait 

d’eŶǀisageƌ des ƋuaŶtifiĐatioŶs tƌğs pƌĠĐises des diffĠƌeŶtes ligŶĠes gĠŶĠtiƋues pƌĠseŶtes 

dans un échantillon sans avoir à cultiver les bactéries. Enfin, actuellement les membres de 

mon équipe d'accueil, aiŶsi Ƌue plusieuƌs ĐheƌĐheuƌs de l’uŶiǀeƌsitĠ des sĐieŶĐes appliƋuĠes 

de Zurich (ZHAW), tƌaǀailleŶt suƌ l’adaptatioŶ de Đes ŵaƌƋueuƌs à la teĐhŶiƋue d’aŵplification 

génique appelée LAMP pour « loop-mediated isothermal amplification », ou technique 

d'amplification isotherme de l'ADN facilitée par boucle (Notomi et al., 2000; Ruinelli et al., 

2016). Cette technique LAMP est une alternative à la PCR classique Ƌui peƌŵet d’aŵplifieƌ la 

sĠƋueŶĐe d’ADN Điďle aǀeĐ uŶe haute seŶsiďilitĠ et spĠĐifiĐitĠ, le tout daŶs des ĐoŶditioŶs 
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isothermes et en une heure environ, et qui ne nécessite ni matériel ni personnel spécifique 

(Parida et al., 2008). 

 

I.3. Identification de nouveaux réservoirs pour les phylogroupes 10 et 13 

 

Loƌs de l’Ġtape de ǀalidatioŶ des ŵaƌƋueuƌs, ŵeŶĠe suƌ uŶ eŶseŵďle de souĐhes putatiǀes P. 

syringae isolĠes eŶ ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs et de kiǁis, Đeuǆ-ci ont permis de détecter pour la 

première fois la présence de P. syringae appartenant aux phylogroupes 10 et 13 sur des 

plantes couvre-sol, aiŶsi Ƌue des plaŶts d’aďƌiĐotieƌs et de kiǁis. AupaƌaǀaŶt, Đes 

phylogroupes avaient été isolés à de nombreuses reprises en dehors de systèmes agricoles à 

partir de substrats non végétaux (Berge et al., 2014). La découverte de ces phylogroupes sur 

des plantes couvre-sol, des abricotiers et des kiwis amène des questions concernant leur rôle 

et leuƌ poteŶtielle iŵpliĐatioŶ daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies. Elle soulğǀe aussi des questions 

sur les adaptations des souches de ces phylogroupes qui favorisent leur survive dans les 

habitats non agricoles et aquatiques par rapport aux habitats agricoles. 

 

II. Révélation de la diversité des populations de P. syringae associées aux vergers 

 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse sont les premiers à caractériser la structure 

génétique des populations de P. syringae associées aux plantes couvre-sol et arbres fruitiers. 

On sait que les plantes couvre-sol et adventices des vergers, et autres cultures, hébergent de 

nombreux microorganismes pathogènes dont P. syringae (Wisler and Norris, 2005). 

CepeŶdaŶt, le ƌôle eǆaĐt de Đes plaŶtes daŶs l’ĠŵeƌgeŶĐe des ŵaladies ƌeste iŶĐoŵpƌis. 
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JusƋu’à pƌĠseŶt, les Ġtudes ĐoŶsisteŶt esseŶtielleŵeŶt eŶ l’isoleŵeŶt et l’ideŶtifiĐatioŶ des 

souches connues pour leur pouvoir pathogène, en ignorant le reste de la communauté 

bactérienne. Cette recherche ciblée de souches pathogènes vient du concept « un microbe, 

une maladie », et ne tient absolument pas compte des autres microorganismes présents 

pouvant potentiellement également être impliqués dans le développement de la maladie. 

Actuellement le terme de pathobiome commence à être de plus en plus utilisé et accepté par 

la communauté scientifiƋue. La ŶotioŶ de pathoďioŵe suppose Ƌue l’eǆpƌessioŶ de la ŵaladie 

Đhez uŶ hôte peut ġtƌe le ƌĠsultat d’iŶteƌaĐtioŶs Đoŵpleǆes eŶtƌe plusieuƌs ŵiĐƌooƌgaŶisŵes 

d’uŶe ŵġŵe espğĐe, ou d’espğĐes diffĠƌeŶtes, Ƌui se ĐoŵplĠŵeŶteŶt paƌ la sĠĐƌĠtioŶ 

d’eŶzǇŵes, de molécules diverses, de facteurs de croissance et/ou de virulence requis pour 

induire la maladie (Vayssier-Taussat et al., 2014). Les études démontrant de telles interactions 

sont peu nombreuses et concernent généralement des interactions entre microorganismes 

appartenant à la même espèce. On peut citer par exemple le cas de X. campestris pv. 

campestris et de P. syringae pv. syringae, dont la croissance réduite des mutants hrp dans 

l’hôte peut ġtƌe ƌĠtaďlie paƌ la Đo-inoculation avec les souches sauvages non mutantes 

(Kamoun and Kado, 1990; Hirano et al., 1999). Un effet inverse peut également être observé, 

Đ’est-à-dire que la présence simultanée de plusieurs souches peut conduire à une réduction 

de la fitŶess de l’uŶe d’eŶtƌe elles. C’est le Đas de Psa biovar 3, souche épidémique responsable 

du ĐhaŶĐƌe ďaĐtĠƌieŶ du kiǁi, loƌsƋu’elle est Đo-inoculée avec des souches de P. syringae 

appartenant à la même lignée génétique (Bartoli et al., 2015). 

IĐi, l’Ġtude des populations de P. syringae associées aux vergeƌs d’aďƌiĐotieƌs et de kiǁis a 

permis de mettre en évidence la grande diversité de celles-ci. Les couvre-sols hébergent des 

populations aďoŶdaŶtes de l’oƌdƌe de ϭϬ4 à 107 P. syringae par gramme de matière fraîche 

tout au loŶg de l’aŶŶĠe, Ŷ’eǆĐĠdaŶt eŶ ƌeǀanche jamais plus de 30 % de la communauté 
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bactérienne totale. Dans le cas des arbres fruitiers des différences notables ont été observées. 

Chez le kiwi, des P. syringae épiphytes ont pu être isolés à partir des bourgeons des quatre 

vergers. Cependant, des P. syringae eŶdophǇtes Ŷ’oŶt ĠtĠ isolĠs Ƌu’à paƌtiƌ d’ĠĐhaŶtilloŶs de 

vignes de kiwi du ǀeƌgeƌ Kϰ foƌteŵeŶt atteiŶt paƌ la ŵaladie. Chez l’aďƌiĐotieƌ la pƌĠseŶĐe de 

P. syringae est plus iƌƌĠguliğƌe. DaŶs le Đas de deuǆ ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs ;Pϭ et PϮͿ, pƌĠseŶtaŶt 

de nombreux symptômes et un fort taux de mortalité, des P. syringae épi- et eŶdophǇtes Ŷ’oŶt 

pu ġtƌe isolĠs Ƌu’à paƌtiƌ de ƋuelƋues-uns des arbres échantillonnés. En revanche, la quasi-

totalitĠ des aƌďƌes du tƌoisiğŵe ǀeƌgeƌ d’aďƌiĐotieƌs étudié (P3) hébergent des populations de 

P. syringae épi- et endophytes. 

La coexistence de souches de P. syringae appartenant aux différentes lignées génétiques 

soulève la question des interactions entre ces souches et la possible existence d’uŶ 

pathobiome tel que décrit précédemment. 

 

II.1. Les populations de P. syringae en lien avec les communautés des plantes couvre-sol 

 

Le couplage des isolements bactériens sur milieux de cultures non sélectifs et semi-sélectifs 

des P. syringae avec les marqueurs moléculaires spécifiques développés dans le chapitre 1, 

ont permis une quantification de la structure des populations de P. syringae en termes des 

phylogroupes. Les résultats indiquent que les plantes couvre-sol hébergent des populations 

de P. syringae constituées de souches appartenant à une diversité de groupes 

phylogénétiques. De plus, les analyses ont mis en évidence une influence de la composition 

des communautés de plantes couvre-sol sur celles des P. syringae qui y sont associées. La 

stƌuĐtuƌe et l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs de P. syringae diffèrent en fonction de la densité et 

la richesse spécifique du couvert végétal, ainsi que la présence de certaines familles ou 
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espğĐes ǀĠgĠtales. UŶe ĐoƌƌĠlatioŶ ŶĠgatiǀe sigŶifiĐatiǀe eŶtƌe l’aďoŶdaŶĐe de Prunella 

vulgaris, une espèce de la famille des Lamiaceae, et l’aďoŶdaŶĐe de P. syringae a pu être mise 

eŶ ĠǀideŶĐe daŶs les ǀeƌgeƌs de kiǁis où Đette plaŶte Ġtait pƌĠseŶte. Coŵpte teŶu de l’aĐtiǀitĠ 

antimicrobienne in vitro de certaines molécules produites par P. vulgaris (Psotova et al., 2003; 

Sarac and Ugur, 2007; Kirbag et al., ϮϬϬϵͿ, Đette oďseƌǀatioŶ suggğƌe Ƌu’il seƌait possiďle 

d’utiliseƌ P. vulgaris comme levier pour moduler les populations de P. syringae des couvre-

sols et aiŶsi ƌĠduiƌe la pƌessioŶ d’iŶoĐuluŵ ǀis-à-vis des arbres fruitiers. De ce fait, cette 

hypothèse a été investigué eŶ paƌĐelle eǆpĠƌiŵeŶtale aǀeĐ ƌepƌoduĐtioŶ d’uŶ Đouǀƌe-sol dans 

leƋuel l’aďoŶdaŶĐe des populatioŶs de P. syringae a été évaluée après introduction de P. 

vulgaris. 

 

II.2. Influence de la gestion de la couverture végétale sur les populations de P. syringae des 

arbres fruitiers 

 

L’Ġtude siŵultaŶĠe des populations de P. syringae des plantes couvre-sol et des arbres 

fruitiers a mis en évidence la coexistence de souches appartenant aux mêmes lignées 

génétiques au niveau de ces deux compartiments. Les séquences cts indiquent que certaines 

de ces souches sont très proches, et donc que des échanges ont lieu entre les populations de 

P. syringae associées aux couverts végétaux et celles des arbres fruitiers. De plus, les résultats 

ŵetteŶt eŶ ĠǀideŶĐe Ƌue la gestioŶ de l’eŶheƌďeŵeŶt du ƌaŶg iŶflue suƌ les ĐoŵŵuŶautĠs de 

P. syringae associées aux arbres fruitiers. Les populations de P. syringae des bourgeons de 

kiwis sont plus abondantes lorsque les rangs sur lesquels sont plantées les vignes sont 

enherbés. Il est possible que la tonte des couverts végétaux situés sous les arbres entraine la 

formation de particules aérosols renfermant des P. syringae. Celles-ci vont se déposer sur les 
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oƌgaŶes aĠƌieŶs des aƌďƌes et aiŶsi paƌtiĐipeƌ à l’ĠtaďlisseŵeŶt, ou au ƌeŶfoƌĐeŵeŶt de 

l’effeĐtif, de populatioŶs de P. syringae sur ceux-ci. Néanmoins, on ne sait pas dans quelle 

ŵesuƌe l’aďoŶdaŶĐe des populations de P. syringae iŶflue suƌ l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies 

puisƋu’uŶ des ǀeƌgeƌs de kiǁis de l’Ġtude ;KϯͿ, eŶheƌďĠ suƌ les ƌaŶgs, pƌĠseŶte des populations 

de P. syringae tƌğs aďoŶdaŶtes ŵais est dĠpouƌǀu de sǇŵptôŵes, et Ƌu’uŶ des ǀeƌgeƌs 

d’aďƌiĐotieƌs ;PϭͿ, dĠpourvu de couvert végétal, présente un taux de mortalité des arbres très 

élevé. La pluie contribue très certainement au lessivage des populations de P. syringae des 

arbres vers les couverts végétaux. Cependant, il est possible que les éclaboussures en 

provenance des couvre-sols puisseŶt pƌeŶdƌe paƌt eŶ ƌetouƌ à l’iŶoĐulatioŶ des aƌďƌes, suƌtout 

lorsque ceux-ci possèdent une canopée très basse en contact avec les plantes couvre-sol tel 

Ƌue Ŷous l’aǀoŶs oďseƌǀĠ daŶs les ǀeƌgeƌs de kiǁis. 

Enfin, un possible antagonisme est observé entre les souches de P. syringae des phylogroupes 

ϭ et Ϯ. CepeŶdaŶt, Đet aŶtagoŶisŵe ƌeste hǇpothĠtiƋue du fait Ƌu’il pouƌƌait s’agiƌ du ƌĠsultat 

de l’iŶteƌǀeŶtioŶ d’autƌes faĐteuƌs tels Ƌue les ĐoŶditioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales. Paƌ eǆeŵple, 

seloŶ les ĐoŶditioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales Đe seƌait l’uŶ ou l’autƌe des deuǆ phǇlogƌoupes Ƌui 

seƌait aǀaŶtagĠ, doŶŶaŶt uŶe iŵpƌessioŶ d’aŶtagoŶisŵe. 

 

II.ϯ. TeŶtative de ƌĠduĐtioŶ de la pƌessioŶ d’iŶoĐuluŵ eǆeƌĐĠe paƌ les Đouvƌe-sols par gestion 

de la composition de leur communauté végétale 

 

UŶe paƌĐelle eǆpĠƌiŵeŶtale a ĠtĠ ŵise eŶ plaĐe à l’autoŵŶe ϮϬϭϱ afiŶ de ǀĠƌifieƌ s’il Ġtait 

effeĐtiǀeŵeŶt possiďle de diŵiŶueƌ l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae d’uŶ Đouǀƌe-sol expérimental 

en y introduisant P. vulgaris, tels que le suggèrent les résultats du chapitre 2. Deux 

prélèvements ont été effectués, un premier en avril et un second en juin 2016. Cependant, les 
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résultats préliminaires indiquent que la présence de P. vulgaris ne semble pas diminuer 

l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae. 

EŶ paƌallğle il a ĠtĠ ǀĠƌifiĠ Ƌue les ƌĠsultats issus à paƌtiƌ des ĠĐhaŶtilloŶs de teƌƌaiŶ Ŷ’ĠtaieŶt 

pas le fait d’uŶ ďiais de ŵaŶipulatioŶ. EffeĐtiǀeŵeŶt, Đoŵpte teŶu de la pƌoduĐtioŶ de 

molécules aux propriétés antimicrobiennes par P. vulgaris, les dénombrements bactériens 

plus faiďles auƌaieŶt pu ġtƌe le ƌĠsultat de l’ĠtaleŵeŶt de Đes ŵolĠĐules suƌ les ŵilieuǆ de 

cultures après traitement des échantillons. Les dénombrements bactériens obtenus à partir 

d’ĠĐhaŶtilloŶs des tƌois espğĐes de plaŶtes Đouvre-sol utilisées, F. arundinacea, L. perenne et 

T. repens, étaient similaires à ceux de mélanges de celles-ci avec P. vulgaris. Les résultats 

observés à partir des échantillons de terrain ne sont donc pas un biais de traitement. 

MalgƌĠ l’aďseŶĐe de diŵiŶutioŶ de l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae en présence de P. vulgaris lors 

des deux prélèvements, des effets variables de la composition des communautés de plantes 

couvre-sol ont tout de même été observés. Tout comme pour ceux observés à partir des 

ĠĐhaŶtilloŶs de teƌƌaiŶ, Đes effets Ŷe soŶt pas ĐoŶstaŶts et d’autƌes paƌaŵğtƌes iŶĐoŶŶus à 

l’heuƌe aĐtuelle seŵďleŶt ĠgaleŵeŶt eŶtƌeƌ eŶ jeu. Il est tƌğs pƌoďaďle Ƌue les paƌaŵğtƌes 

physico-ĐhiŵiƋues du sol, l’huŵiditĠ, la teŵpĠƌatuƌe, l’âge et la gestion des couvre-sols font 

partie des paramètres intervenant dans les effets observés. Le couvre-sol expérimental utilisé 

pouƌ ǀĠƌifieƌ la ƌepƌoduĐtiďilitĠ des oďseƌǀatioŶs de teƌƌaiŶ est iŵplaŶtĠ depuis ŵoiŶs d’uŶe 

année. Les communautés bactériennes ĐhaŶgeŶt aǀeĐ l’âge des plaŶtes ;HiƌaŶo aŶd Uppeƌ, 

ϭϵϵϭͿ, et il est possiďle Ƌu’elles Ŷe soieŶt pas eŶĐoƌe totaleŵeŶt staďilisĠes. UŶ suiǀi plus loŶg 

de l’aďoŶdaŶĐe des P. syringae au sein de cette parcelle permettrait de vérifier si la maturation 

des plants de P. vulgaris soit ƌeliĠe à uŶe diŵiŶutioŶ de l’aďoŶdaŶĐe de P. syringae. En plus 

d’ġtƌe iŶstallĠs depuis plusieuƌs aŶŶĠes, les Đouǀƌe-sols des vergers subissent plusieurs tontes 

annuelles. La dégradation de la litière issue de ces tontes pourrait être impliquée dans des 
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modifications des populations de P. syringae, mais également de la communauté bactérienne 

dans son ensemble. Les modifications des populations de P. syringae pourraient aussi être le 

résultat de réponses à des composés volatils ou solubles issus de la décomposition de la litière 

des plantes couvre-sol, ou eŶĐoƌe à l’iŶstallatioŶ de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes aŶtagoŶistes faǀoƌisĠe 

par certaines espèces végétales ou pratiques culturales. Effectivement, des effets ce type sont 

observés chez les communautés microbiennes du sol. Ces communautés sont modulées par 

les exsudats racinaires des plantes couvre-sol. Selon les espèces de plantes couvre-sol 

utilisĠes, Đela peut faǀoƌiseƌ l’iŶstallatioŶ de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes ďĠŶĠfiƋues pouƌ la saŶtĠ des 

plantes par leur action antagoniste vis-à-vis de certains pathogènes ou encore la sécrétion de 

composés utiles aux plantes (Vukicevich et al., 2016). 

 

III. Perspectives de recherche 

 

Les résultats obtenus au cours des trois dernières années indiquent que les couvre-sols 

végétaux sont impliqués dans des échanges microbiens avec les arbres fruitiers. Etant donné 

les observations faites, il semblerait que le désherbage du rang permette de diminuer la 

pƌessioŶ d’iŶoĐuluŵ eǆeƌĐĠe suƌ les aƌďƌes fƌuitieƌs et aiŶsi ƌĠduiƌe l’aďoŶdaŶĐe des 

populations de P. syringae qui y sont associées. Les résultats indiquent également que la 

composition des communautés de plantes couvre-sol influe les populations de P. syringae qui 

Ǉ soŶt assoĐiĠes, Đe Ƌui laisse eŶǀisageƌ Ƌu’uŶe gestioŶ spécifique de la pousse et de la 

composition des communautés de plantes couvre-sol puisse servir de levier pour contrôler les 

populations de P. syringae des ǀeƌgeƌs. NĠaŶŵoiŶs, ŵalgƌĠ l’ideŶtifiĐatioŶ d’uŶe espğĐe 

végétale, Prunella vulgaris, pouvant potentiellement être utilisée pour réduire les abondances 

de P. syringae des couvre-sols, la tentative en parcelle eǆpĠƌiŵeŶtale Ŷ’a pas doŶŶĠ les 
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résultats escomptés. Compte tenu des différences de maturité entre ce couvre-sol 

expérimental et ceux des vergers, il seƌait iŶtĠƌessaŶt de pouƌsuiǀƌe l’ĠǀaluatioŶ de 

l’aďoŶdaŶĐe des populations de P. syringae suƌ uŶe duƌĠe plus loŶgue. L’usage de P. vulgaris 

seŵďlait pƌoŵetteuƌ Đoŵpte teŶu de la pƌĠseŶĐe d’Ġtudes iŶ ǀitƌo dĠŵoŶtƌaŶt l’aĐtiǀitĠ 

antimicrobienne de P. vulgaris suƌ uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d’espğĐes dont des souches du genre 

Pseudomonas. CepeŶdaŶt, oŶ Ŷe sait pas si Đette aĐtiǀitĠ aŶtiŵiĐƌoďieŶŶe s’eǆpƌiŵe 

également in situ, et si oui au ďout de ĐoŵďieŶ de teŵps. A l’aǀeŶiƌ il s’agiƌa de teŶteƌ 

d’ideŶtifieƌ d’autres espèces végétales, aux propriétés antimicrobiennes connues ou non, 

ayant une influence sur les populations de P. syringae. Il faudra également identifier les 

conditions environnementales dans lesquelles ces effets sont observés car il est possible que 

ceux-Đi soieŶt le ƌĠsultat d’iŶteƌaĐtioŶs sǇŶeƌgiƋues eŶtƌe deuǆ ou plusieuƌs espğĐes ǀĠgĠtales. 

L’eǆploƌatioŶ du ƌeste de la ĐoŵŵuŶautĠ ŵiĐƌoďieŶŶe pouƌƌait poteŶtielleŵeŶt aŵeŶeƌ à 

l’ideŶtifiĐatioŶ d’espğĐes aŶtagoŶistes des pathogğŶes des aƌďƌes fƌuitiers. 

Malgré la présence de populations de P. syringae très abondantes sur les couvre-sols, cela ne 

seŵďle pas ġtƌe le faĐteuƌ pƌiŶĐipal de l’ĠŵeƌgeŶĐe de ŵaladies des aƌďƌes fƌuitieƌs : on peut 

Điteƌ deuǆ Đas de figuƌe, le ǀeƌgeƌ d’aďƌiĐotieƌs Pϭ saŶs Đouvert végétal et dont les arbres 

présentent de nombreux symptômes et au taux de mortalité très élevé, et le verger de kiwis 

K3 intégralement enherbé et totalement dépourvu de symptômes. 

Coŵpte teŶu de l’uďiƋuitĠ de P. syringae et de la présence de populations très abondantes au 

seiŶ de ǀeƌgeƌs saiŶs et dĠpouƌǀus de sǇŵptôŵes, l’ĠŵeƌgeŶĐe des ŵaladies est tƌğs 

pƌoďaďleŵeŶt le ƌĠsultat de l’appaƌitioŶ d’uŶ dĠsĠƋuiliďƌe daŶs les populations de P. syringae 

suite à uŶe peƌtuƌďatioŶ de l’ĠĐosǇstğŵe, faǀoƌisaŶt l’iŶstallatioŶ d’uŶe ĐoŵŵuŶautĠ 

dominée par une lignée pathogène. Les traitements cupriques répétés peuvent faire partie de 

Đes peƌtuƌďatioŶs. CepeŶdaŶt, d’autƌes faĐteuƌs tels Ƌue des tailles ŵal pƌogƌaŵŵĠes, uŶe 
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mauvaise gestion du couvert végétal et des déďƌis de tailles, l’appoƌt eǆogğŶe de souĐhes 

pathogènes via du matériel végétal ou agricole contaminé, ou encore des conditions 

environnementales fragilisant les arbres et favorisant leur colonisation par les agents 

pathogènes, semblent également propice au déséquilibre des communautés de P. syringae 

des vergers. 

Enfin, pour les années à venir le suivi de la parcelle expérimentale sera assuré par les membres 

de ŵoŶ ĠƋuipe d’aĐĐueil ;MI“TRALͿ. L’oďjeĐtif à loŶg teƌŵe ĠtaŶt de ǀoiƌ si la ŵatuƌatioŶ du 

couvre-sol et des plants de Prunella vulgaris influent sur les communautés de P. syringae. De 

plus les effets de la tonte et de la dégradation de la litière seront également pris en compte, 

et de Ŷouǀeauǆ pƌotoĐoles peƌŵettaŶt d’ideŶtifieƌ la diƌeĐtioŶ doŵiŶaŶte des échanges 

microbiens entre les couvre-sols et les arbres, ainsi que les conditions favorisant ces échanges, 

seƌoŶt testĠs. Le suiǀi des ǀeƌgeƌs d’aďƌiĐotieƌs et de kiǁis seƌa ĠgaleŵeŶt ƌeĐoŶduit paƌ ŵes 

Đollğgues dğs l’aŶŶĠe pƌoĐhaiŶe, et de Ŷouǀeauǆ pƌojets soŶt eŶ Đouƌs d’ĠlaďoƌatioŶ afiŶ 

d’ĠteŶdƌe la zoŶe de pƌospeĐtioŶ et ŵettƌe au poiŶt des ĐollaďoƌatioŶs aǀeĐ des 

pƌofessioŶŶels de l’aƌďoƌiĐultuƌe pouƌ les aŶŶĠes à ǀeŶiƌ. 
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