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1 Introduction générale

1.1 Les légumineuses a graines, ressources agronomiques d’intérét

Les légumineuses a graines (« pulses» selon la FAO) constituent un sous-groupe
appartenant a la famille des légumineuses dont les graines une fois seches et matures, sont
utilisées par la suite pour la nutrition animale et humaine. La classification de la FAO (1994)
répertorie ainsi plus de 20 especes, les plus importantes étant le haricot commun (Phaseolus
vulgaris L.), le haricot mungo (Vigna radiata [L.] Hepper), le pois chiche (Cicer arietinum L.),
le niébé (Vigna unguiculata [L.] Walp.), la lentille (Lens culinaris Medik.), le pois cajan
(Cajanus cajan [L.] Huth) et le pois protéagineux (Pisum sativum L.).

Les légumineuses a graines ont pendant longtemps constitué une part essentielle de
I’alimentation humaine. Par la suite, leurs bienfaits nutritionnels et agronomiques ont été sous-
estimés voire méme oubliés. L’intérét de ces cultures en Agriculture est aujourd’hui pourtant
largement souligné (Calles, 2016). En reconnaissance des contributions majeures pour le bien-
étre humain et pour I’environnement, 1’Assemblée Générale des Nations Unis a ainsi déclaré
I’année 2016 comme année internationale des légumineuses a graines (résolution 68/231), sous
I’égide conjointe de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations). Ces
cultures, par leurs caractéristiques, sont ainsi reconnues comme indubitablement et étroitement
reliées aux notions de sécurité alimentaire, de santé humaine, d’agriculture durable et
d’adaptation aux changements climatiques (Calles et al., 2019). Malgré les nombreux
bénéfices, leur production n’a pourtant pas suivi un accroissement semblable a celui des
céréales (Alexandratos and Bruinsma, 2012). Dans le but de surmonter cet écart, différentes
politiques ont été mises en place ces derniéres années dans le but de promouvoir ces cultures,
d’encourager les parties prenantes a augmenter les surfaces cultivées, d’améliorer la
productivité et d’augmenter le potentiel d’investissement pour la recherche et le développement
(Calles, 2016). Par exemple, en France, le déclin des surfaces dediées a la culture de
protéagineux, depuis le début des années 2000, a conduit a I’instauration du Plan Protéines
végetales (2014-2020). Ce plan a pour enjeux de sécuriser voire d’augmenter les rendements,
d’intégrer de plus en plus de cultures riches en protéines dans les assolements, en particulier les
légumineuses a graines, de sécuriser les débouchés actuels voire d’en développer d’autres et
d’améliorer la concertation et la coopération entre les différents acteurs de la filiere. L’objectif
a terme est de viser I’indépendance protéique a la fois pour 1’alimentation humaine mais aussi

animale.
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1.2  Le pois protéagineux en France

Le pois cultivé Pisum sativum L. présente deux débouchés principaux en France :

- L’alimentation humaine, assurée par la culture de pois potager ou petits pois, en production
de plein champ ou en maraichage. La récolte étant effectuée avant la pleine maturité des graines,
le petit pois n’est pas considéré comme une légumineuse a graine a part entiére.

- L’alimentation animale, assurée par les pois fourragers généralement récoltés en vert a la
floraison et les pois protéagineux, dont les graines sont récoltées lorsqu’elles sont seches
(appartenant donc au sous-groupe des légumineuses a graines). Ces derniers sont cultivés en
plein champ. Deux types de variétés sont déployés par les agriculteurs : les pois de printemps
et les pois d’hiver. Le pois d’hiver posséde une tolérance hivernale plus ou moins forte cultivar-
dépendant (Source : Terres Inovia, Guide 2019 de culture du pois).

La culture du pois représente aujourd’hui la culture protéagineuse principale en France
(Figure 1), suivi par le soja, la féverole et le lupin. La France est le 1°" producteur et exportateur
de pois en Europe. Les surfaces dédiées a cette culture couvraient 173 000 ha en 2019 (Source :
Agreste, Ministere de 1’ Agriculture et de I’ Alimentation). Le rendement du pois protéagineux
se situe en moyenne entre 45 et 60 quintaux / ha pour les cultivars de pois d’hiver et 30 et 60
quintaux / ha pour ceux du pois de printemps, (source : Terres Inovia, campagne 2019). Les
zones de production sont surtout localisées dans la moitié nord de le France : Haut de France,
Bretagne, Centre-Val de Loire, Bourgogne-Franche Comté, Normandie, ou les conditions
climatiques relativement tempérées sont les plus favorables (Figure 2). Face aux codts liés aux
importations de soja, apport protéique majoritaire a I’heure actuelle au sein des rations
alimentaires animales, et a la dépendance vis-a-vis des pays producteurs, la culture du pois
protéagineux représente une solution pour se diriger vers I’autonomie en protéines végétales en
France. De nombreuses mesures incitatives ont été instaurées pour promouvoir le
développement des surfaces agricoles dédiées a cette culture. Cependant, malgre ces aides, les
surfaces dédiées aux cultures de pois protéagineux n’augmentent pas de fagon conséquente. De
nombreux facteurs peuvent en effet rendre difficile la conduite de cette culture : évolution
réglementaire menant a des diminutions des aides de la PAC (Politique Agricole Commune),
cours fluctuant du marché des cultures, les contraintes agronomiques importantes telles que la
diminution des rendements, le changement climatique et surtout les risques phytopathogénes
(Doré and Varoquaux, 2006).






1.3  Quels sont les enjeux de la culture du pois protéagineux ?

1.3.1 Enjeux agronomiques

Une des caractéristiques principales du pois est sa capacit¢ a fixer 1’azote
atmosphérique. En effet, le pois, comme toute plante de la famille des Iégumineuses, entre en
symbiose avec certaines bactéries de la rhizosphére, permettant une conversion de 1’azote
atmosphérique en composes azotés utilisables par la plante (Maroti and Kondorosi, 2014;
Schneider and Huyghe, 2015; Calles, 2016; Stagnari et al., 2017). Cette symbiose permet une
autonomie totale de la plante pour sa nutrition azotée. La culture de pois va permettre une
restitution d’azote dans les sols, améliorant de fait sa fertilité (Schneider and Huyghe, 2015;
Stagnari et al., 2017). La culture de pois constitue donc un excellent précédent pour une culture
suivante exigeante en azote (Abras et al., 2017). L’utilisation moindre d’intrants couplée a la
restitution en azote dans les sols constitue les deux atouts agronomiques majeurs du pois. Outre
ce role, la culture de pois apporte d’autres services écologiques favorables a 1’équilibre, la
résilience et la durabilité des agrosystémes (Calles, 2016; Powers and Thavarajah, 2019). La
présence de pois dans les agrosystemes va avoir un effet positif sur la fertilité des sols a travers
une augmentation de la quantité de carbone organique mais aussi d’humus (Hajduk et al., 2015;
Stagnari et al., 2017) ainsi que sur la structure méme du sol (Abberton, 2010; Preissel et al.,
2015; Calles, 2016).

De plus, la culture du pois va jouer un réle important sur la structuration et la diversité
des communautés microbiennes telluriques et leurs fonctions associées, que ce soit au cours de
son développement (Sharma et al., 2004, 2005 ; Yu et al., 2012 ;Turner et al., 2013;) ou lors de
la dégradation des résidus post culture (Schutter and Dick, 2001 ; Biederbeck et al., 2005;
Piotrowska-Dtugosz and Wilczewski, 2014). L’introduction du pois au sein de la rotation peut
aider a réduire les pressions pathogénes parce qu’elle créée une rupture des cycles d’infection.
En effet, cette espéce végétale n’est généralement pas sensible aux mémes nuisibles et
pathogenes, en particulier telluriques, que les ceréales (Zander et al., 2016). De méme, le pois
peut contribuer au contréle du développement ou tout du moins a la stabilisation de la
composition des adventices (Barberi, 2002 ; Seymour et al., 2012 ; Preissel et al., 2015).

Plus globalement, I’introduction du pois dans les paysages va permettre une
diversification des systémes et des paysages, conduisant a une meilleure utilisation a 1’échelle

du territoire des ressources et une augmentation générale des rendements (Calles, 2016).



(a) Agronomic benefits (b) Cost reduction potential

Improved soil structure ﬁ Supports reduced tillage w

Increased

.

Pest and disease break > Biocide savings > .
| I gross margins
Phosphorus mobilization *

. | I . » . (d) Economic
Nitrogen provision ﬁ Fertilizer savings %

balance

(c) Increased revenue

Increased yield

= Increased quality

Figure 3 : Bénéfices apportés par un précédent de type Iégumineuse dans un systeme de culture.

La taille des fléches indique la pertinence économique de 1’effet (Preissel et al., 2015).



1.3.2 Enjeux économiques

L’intérét économique de la culture de pois est directement en lien avec Ses avantages
agronomiques (Figure 3). La valeur ajoutée se percoit a 1’échelle de la rotation sur la base
principalement des gains apportés par effet de précédent: économie d’apport d’azote,
augmentation des rendements de la céréale suivant le pois [par exemple +8 gx / ha de blé,
source : Arvalis 2012 ; + 9 gx / ha, Evans et al., 1991 ; + 4.5 gx ha, Seymour et al., 2012],
réduction de I'utilisation de produits phytosanitaires, réduction des pratiques de labour et des
besoins en machinismes ; pour au final une meilleure robustesse et productivité des
agrosystemes (Preissel et al., 2015). De plus la culture du pois en elle-méme entraine des
charges opérationnelles (colt des engrais, des semences et des produits phytosanitaires
nécessaires) moindres que celles des cultures de blé ou de colza, car non soumise au cours du
marché des engrais azotés. Enfin, cette culture bénéficie d’un dispositif d’aides spécifiques,
modulées en fonction des surfaces cultivées (PAC, Ministére de 1’Agriculture et de

I’ Alimentation).

1.3.3 Enjeux environnementaux

Parmi les nombreux bénéfices apportés par la culture du pois protéagineux, leur role dans
’atténuation des changements climatiques est de plus en plus souligné via la limitation les
émissions de gaz a effet de serre (CO2, NO2). En effet leur capacite a fixer des quantités
importantes d’azote atmosphérique permet de limiter les besoins en fertilisation minérale, dont
la synthese est fortement génératrice de CO> (Reckling et al., 2014). De plus la réduction des
besoins d’application d’engrais azotés sur les sols va permettre de limiter les processus
conduisant & la production de NOz. Pour chaque application de 100 kg de fertilisant azoté,
environ 1 kg d’azote est émis sous forme de NO2 (Jensen et al., 2012). La culture du pois peut
aussi étre un contributeur important pour la séquestration du carbone dans les sols,
principalement a travers une augmentation de la biomasse (Abberton, 2010). Par ailleurs, les
légumineuses a graines présentent aussi des capacités d’adaptation au changement climatique.
Les Iégumineuses a graines favorisent une accumulation plus importante de carbone dans les
sols que les ceréales par exemple (Jensen et al., 2012), ainsi qu’une redistribution de celui-Ci
dans les couches les plus profondes, et donc moins susceptible a la décomposition (Batjes and
Sombroek, 1997; Venkatesh et al., 2013). Enfin, I’introduction du pois protéagineux dans les

systemes de culture, grace a la réduction des interventions nécessaires au cours de la culture
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ainsi que lors des cultures suivantes, permet une réduction de 1’utilisation d’énergic fossile
(Stagnari et al., 2017). Par ailleurs, les léegumineuses a graines présentent aussi des capacités
d’adaptation au changement climatique. Leur forte diversité génétique représente un atout
certain, a la base du développement de variétés plus résilientes et adaptées aux différents
scénarios possibles, et contribue ainsi a la durabilité des agrosystéemes (Considine et al., 2017).
La PAC considere donc le pois protéagineux comme une culture dont la surface dediée est une

SIE, surface d’intérét écologique.

1.3.4 Enjeux alimentaires

Les cultivars de pois protéagineux ont été sélectionnés sur la base de leurs graines
particulierement riches en protéines (environ 21 % du poids de la matiere seche) et en amidon
(45 %) (Figure 4), sans tannin qui peut étre préjudiciable a la qualit¢ de I’aliment. La
composition reste proche de celle des céréales, a 1’exception d’une teneur plus importante en
lysine, acide aminé essentiel dans 1’alimentation (Schneider and Huyghe, 2015). Les graines
sont aussi riches en minéraux (fer, magnésium, potassium, phosphore, zinc) et en vitamine B
(thiamine, riboflavine, niacine, B6 et folate) (Calles, 2016). Ces graines sont historiqguement et
principalement destinées a I’alimentation animale (Figure 5). Par exemple, gréce a sa teneur
élevée en lysine, le pois associé au tourteau de colza (plus pauvre en lysine) peut se substituer
au tourteau de soja (Figure 6). Toutefois la proportion en protéagineux des rations alimentaires
pour animaux, au plus haut dans les années 1990, a fortement chuté ses derniéres années au
profit du soja, majoritaire aujourd’hui. Il s’agit de retrouver une attractivité pour ces espéces
végétales afin de mieux approvisionner les secteurs de 1’alimentation animale mais aussi de
développer et de valoriser la consommation de ces protéines végétales dans 1’alimentation
humaine. En effet, la consommation de Iégumineuses a graines peut contribuer a réduire les
risques de maladies cardiovasculaires et de cancers (a travers la présence de métabolites
secondaires comme les isoflavonoides) (Dixon and Sumner, 2003), a prévenir le diabéte (grace

a leur faible index glycémique) et a lutter contre 1’obésité (Campos-Vega et al., 2010).

Fort de la nécessité d’acquérir une autonomie face a la demande croissante en protéines
veégétales, en particulier pour [’alimentation animale, de nombreuses politiques sont
entreprises aujourd hui pour promouvoir la culture des légumineuses a graines comme le pois
protéagineux et la valorisation de ces débouchés. L augmentation des pressions économiques

et environnementales sur les agro-écosystémes font émerger le rdle majeur de ces cultures,
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dont les bénéfices agronomiques, économiques, environnementaux et alimentaires sont
largement reconnus, dans les futurs systemes de culture. Dans un contexte d’Agriculture
durable, I’atout essentiel que constitue la culture du pois protéagineux s ’accompagne de
questionnements scientifiques et d 'opportunité de recherche importants. Il s’agit de construire
les systemes de culture et les filieres a la lumiére des bénéfices a tirer sans oublier pour autant
les limites actuelles & surmonter. Ainsi le développement de la culture de pois protéagineux
passe par une meilleure compréhension des systémes et surtout des multiples interactions entre
la plante et son environnement, entre les cultivars et les systemes de culture, pour une

sécurisation a la fois des rendements mais aussi des avantages apportés a l’écosysteme.
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Selim et al., 2017
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2 Syntheése bibliographique
2.1 Le pois, Pisum sativum L.
2.1.1 Histoire et classification

Le pois (Pisum sativum), classé parmi la division des Magniolophyta, fait partie de la
famille des Fabacées (Genre : Pisum, sous-famille : Faboideae, tribu : Fabeae). Le pois est une
des espéces cultivées domestiquées les plus anciennes, des I’ Antiquité (Smykal et al., 2011;
Zohary et al., 2012). Son aire d’origine et de domestication initiale se situerait dans la zone
Méditerranéenne, probablement au Moyen Orient (Singh and Jauhar, 2005; Smykal et al.,
2012). Par la suite, cette culture s’est répandue en Europe et est aujourd’hui cultivée dans des
zones tempérées (Smykal et al., 2011). Les graines de pois sec ont constitué pendant longtemps
une ressource alimentaire de base tres importante depuis le Moyen Age (Pitrat and Faury, 2003).
Cette espéce constitue un des modeéles végétaux les plus célébres, car a la base des découvertes
fondamentales de Mendel, dont I’analyse de 1’hérédité des morphotypes chez cette espece
végétale a permis d’élucider les lois de la génétique (Smykal et al., 2012). Carl Von Linné lui
attribue en 1753 sa dénomination binomiale encore actuelle de Pisum sativum dans son ouvrage
Species Plantarum. La classification au sein du genre Pisum, sur la base des différences
morphologiques et au niveau des caryotypes, n’a cessé d’évoluer et de se modifier, de 5 espéces
jusqu’a une seule espece possible. La classification taxonomique la plus récente et la plus
utilisée distingue 3 espéces (Maxted and Bennett, 2001) : Pisum sativum L., avec les sous
especes sativum (var. sativum et var. arvense) et elatius Aschers & Graebn (var. elatius, var.
brevipedunculatum et avr. pumilio) ; Pisum fulvum Sibth & Sm. et Pisum abyssinicum A. Br.
L’histoire évolutive du genre Pisum reste malgré tout encore soumise a de nombreuses
hypothéses (Smykal et al., 2011). Pisum sativum est une plante annuelle et autogame. Les
variétés cultivées appartiennent plus particulierement au type « afila» porteuses du gene
récessif afila (af) qui provoque la transformation des folioles en vrilles, augmentant ainsi leur

résistance a la verse et facilitant les récoltes (Mishra et al., 2009).
2.1.2 Génétique du pois et variétés de pois protéagineux
Le pois est une plante diploide (2n = 14 chromosomes) dont la taille du génome est estimée
a4,45 Gbp (Dolezel et al., 1998; 2010; Smykal et al., 2012). Depuis 2000, de nombreux travaux

se focalisent sur la construction de cartes génétiques de P. sativum (Bordat et al., 2011). Jusqu’a
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Tableau 1: Caracteristiques genérales du génome assemblé du pois (Kreplak et al., 2019).

Values
Length of genome assembly (bp) 3,920,161,095
Total length of scaffolds? (bp) 3,919,096,294
Number of scaffolds 24,623
NSO of scaffolds (bp) 415,940
Number of anchored scaffolds 10,357
Total length of contigs (bp) 3,159,358,344
Mumber of contigs 218,010
N50 of contigs (bp) 37931
GC content (%) 376
Total length of pseudomolecules (bp) 3,234,741,624
Total length of unanchored scaffolds (bp) 685,419,471
Number of unanchored scaffolds 14,266

Total length of retrotransposons (Class |, bp) 2,457,319,695

Total length of transposons (Class Il, bp) 171,953,356
Total length of genes (bp) 124,595,921
Number of genes 44756
Average gene length (bp) 2784
Mumber of mRNA 57835
Number of exons 193,576
Average exon length (bp) 308.5
Average exon number 433
Average 3’ UTR length (bp) 4433
Average 5’ UTR length (bp) 2619
Number of annotated genes 30,687

*5caffolds include super-scaffolds.

Figure 7 : Représentation schématique de pois protéagineux : systéme racinaire d’environ 20
cm, systeéme aérien d’environ 1 metre, tige principale constituée de plusieurs étages foliaires

(stipules) et gousses.
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présent, les travaux de sélection ont engendrés une banque de ressources génétiques tres
conséquentes réparties dans différents centres de recherche (Smykal et al., 2012). Au sein de
cette large collection de lignées, les cultivars retenus sont ceux présentant des caractéristiques
morphologiques d’intérét, en particulier concernant les gousses et les graines. Toutefois, malgré
I’existence de ces multiples collections fournies, une certaine érosion génétique est souvent
notée, due principalement a la faible représentativité des pois sauvages, pourtant riche en
diversité génétique (Smykal et al., 2012). En 2019, une premiere annotation compléte du
génome assemblé du pois (variété Caméor, 7 chromosomes) a été publiée (Kreplak et al., 2019).
Comparé¢ aux génomes d’autres Iégumineuses, celui du pois montre une forte dynamique des
génes (translocations, transpositions, réarrangements, présence de nombreux transposons et
rétrotransposons) (Tableau 1), tres probablement associée a une expansion de la taille du
génome lors de la divergence de la tribu Fabeae des autres tribus. L’étude du génome ouvre la
voie a des possibilités de sélection variétale assistée pour une amélioration ciblée des variétés.
Contrairement a certaines cultures d’hiver qui ont besoin d’une période d’hivernage, appelée
vernalisation dans le cycle de leur développement (par exemple, pour initier la floraison comme
chez le colza (Murphy and Scarth, 1994), les variétés d’hiver sont décrites en tant que telles
uniquement en raison de leur capacité a résister au gel. Des recherches concernant ce caractere
ont été mises en ceuvre pour le déploiement de nouvelles variétés par sélection variétale (Singh
and Jauhar, 2005).

2.1.3 Morphologie et croissance du pois

Pisum sativum posséde un systéme racinaire composé d’une racine principale dite « pivot »
sur lequel se forment des racines latérales primaires, secondaires voire tertiaires (Figure 7). Les
nodosités, siege des interactions symbiotiques avec les bactéries fixatrices d’azote, sont
localisées principalement sur les racines latérales. P. sativum possede un systéme foliaire tres
développé mais peu ramifié pouvant mesurer jusqu’a plus d’un meétre de hauteur. La partie
aérienne est constituée d’une succession de structures particulieres appelées phytomeres,
composés d’un segment de tige et d’un neeud portant les feuilles (Figure 7). L’organisation des
feuilles est complexe. Les variétés feuillues présentent une paire de stipules a la base des
feuilles, puis 1 a 3 paires de folioles ainsi qu’une vrille alors que les variétés afila ont des vrilles
supplémentaires observees a la place des folioles. Les gousses contenant les graines se forment
a partir d’un certain nombre d’étages foliaires, en fonction des variétés mais aussi des

conditions environnementales. Plusieurs stades clés sont considérés chez le pois (Figure 8) : la
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Figure 8 : Photographies de pois protéagineux et pois fourrager. A gauche, du pois protéagineux
a fleurs blanches, a droite du pois fourrager a fleurs roses-violettes. (Source, Terre-Univia et

Arvalis).

semis

Figure 9 : Principales étapes du cycle de la culture du pois protéagineux (Boyeldieu, 1991)
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germination (sans période de dormance) suivie du stade 2-3 feuilles puis 6 feuilles, le début
puis la pleine floraison (fleurs et gousses plates, de couleur blanche car pauvres en tanin chez
le pois protéagineux, roses a violettes contenant du tanin chez le pois fourrager (Figure 8)), la
fin floraison (grossissement des gousses) et la maturité (maturation des graines) (Figure 9).
Les dates de semis des variétés d’hiver vont de septembre pour les plus précoces a
novembre pour les plus tardives (en fonction des conditions climatiques). Les variétés de
printemps se sement en février-mars, et la date de récolte de toutes ces variétés sont aux
alentours de fin mai a fin juillet. La croissance des variétés d’hiver est donc plus lente, puisque
ralentie durant la période de froid de I’hiver. La levée des semis de pois nécessite une
température supérieure a 0°C. Passé ce stade trés sensible, les températures supportées peuvent
étre plus basses, en particulier pour les variétés de pois d’hiver. Par la suite, les cultures de pois
sont sensibles au stress hydrique surtout pendant le stade de floraison-nouaison ou les besoins
en eau sont a leur maximum dus a une production végétative importante. La croissance et le
développement des plantes sont fortement dépendants des facteurs abiotiques du sol, tels que
la quantité et la qualité des éléments nutritifs, mais aussi les conditions pédoclimatiques
(Tableau 2). La croissance des racines des plantes est, plus particuliérement, sous la contrainte
forte des propriétés des sols (Gregory, 2006). Par exemple, une compaction importante du sol
va ralentir la croissance des racines. Un faible pH du sol ainsi qu’une forte salinité vont de la
méme fagon agir négativement sur le développement racinaire. La présence de différents
métaux tels que I’aluminium, le manganése ou le molybdéne vont induire une inhibition de la
croissance des racines latérales (Gregory, 2006). Les teneurs en eau et en nutriments vont
également exercer une influence importante sur le développement des racines (Gregory, 2006).
Les facteurs climatiques vont aussi agir de concert, puisqu’en lien avec certaines propriétés du
sol. Ainsi, une corréelation negative a eté démontrée entre la profondeur d’enracinement et les
précipitations annuelles (Gregory, 2006). L’architecture racinaire, en particulier le nombre et
la longueur des racines latérales va aussi dépendre des conditions hydriques du sol (Schenk and
Jackson, 2002). La température lors du développement de la plante joue un réle essentiel a son
bon déroulement (Gregory, 2006). Concernant le pois, la température optimale pour
I’expansion racinaire se situe entre 9 et 33 °C, méme si au-dela de 25°C les racines sont

considérées alors comme étant sous contrainte thermique (Munier-Jolain et al., 2005).
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Tableau 2 : Effets des états du milieu sur 1’élaboration du rendement du pois ; DF = début de

floraison, FF = fin de floraison (Source : AgroParisTech).

Croissance Fixation Date de
Germinatio ; Alimentatio R Remplissage
n/Levée  Parties o n minérale SYMPloti des graines
aérienn  racinaire e DFE  FF
es
Rayonnement X X X
Excés d'eau X X X X
Basses t°C X
Hautes t°C
Déficit hydrique X X X X X X
couche
X X X X
Etat labouree
el lit d
e
semence X X
Nitrates dans le sol X X X
P, K dans le sol X X X X
Thrips Sitone du pois Cécidomye du pois Puceron vert Tordeuse du pois Bruche du pois
\\"5 )

Ravageurs
\

Thrips angusticeps Sitona lineatus C inia pisi Acyrthosiphon pisum  Cydia nigricana Bruchus pisorum

© Mound, L.(2005) © U.schmidt © nature-home.ru © entoweb.okstate.edu @ norfolkmoths.co.uk © Entomart

Symptomes
7

Graines attaquées

\ _ AL
Avortement floral
© Arvalis © Anvalis © Arvalis © Arvalis © Arvalis © Insectes-net.fr

Sortie forme adulte

Nanisme Morsures Larves

Figure 10 : Principaux ravageurs et dégats occasionnées (Laloum, 2018)
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2.1.4 Laculture du pois : principaux ravageurs et maladies

De nombreuses espéces d’insectes sont répertoriées en tant que ravageurs du pois cultivé
en plein champ, altérant le pois a différents stades de développement et pouvant affecter toutes
les parties végeétales (Figure 10). Selon Terres Inovia, le plus préoccupant reste le puceron vert
(Acyrthosiphon pisum) qui présente une nuisibilité due a sa forte présence en France, entrainant
des pullulations rapides. Ces invasions de pucerons verts ménent a un affaiblissement des jeunes
pousses et peuvent aussi entrainer des avortements de fleurs. Les dégats touchent I’ensemble
des organes de la plante. Ce ravageur va conduire a des pertes non néegligeables, pouvant
atteindre jusqu’a 30 q / ha de baisse de rendement mais aussi une diminution du poids de 1000
grains (Sources : Terres Inovia et BASF). Les infestations de thrips et de sitones vont plutét
toucher les variétés de pois de printemps, tandis que le puceron vert, la bruche et la tordeuse
peuvent affecter autant les variétés de printemps que les variétés d’hiver (Source : Terres
Inovia). Les conditions climatiques environnantes constituent le facteur principal du
déterminisme de I’impact de I’ensemble de ces ravageurs.

De nombreuses viroses sont recensées chez le pois, véhiculées et transmises par des
pucerons (Biddle and Cattlin, 2007). Egalement, de nombreux agents pathogénes microbiens
(bactéries, champignons et oomycetes) aériens et telluriques vont infecter les cultures de pois a
différents stades (Tableau 3). En France, les maladies du pois protéagineux les plus fréquentes
sont : I’anthracnose pouvant conduire a des pertes de rendement jusqu’a 25 gx / ha, la pourriture
grise avec des pertes de rendement possibles jusqu’a 20 gx / ha et la rouille du pois dont les
attaques précoces peuvent provoquer une baisse de rendement entre 5 a 12 gx / ha. Pour ces 3
maladies, des traitements fongicides sont disponibles. Aphanomyces euteiches est 1’'une des
maladies les plus dommageables provoquant la pourriture racinaire du pois mais un test
préventif permet d’éviter un semis sur parcelle trop infestée ce qui en réduit la fréquence.
D’autres maladies moins fréquentes peuvent étre aussi préjudiciables : I’oidium (peu nuisible
car tres tardive dans les parcelles), le sclérotinia du pois (perte de rendement en géneral
inférieure a 5 gqx / ha), le mildiou (perte de rendement jusqu’a 20 gx / ha, traitement possible
des semences), la bactériose du pois (facteur favorisant le développement de 1’anthracnose).
Toutes ces maladies vont altérer la croissance du pois.

L’altération du pois par ces pathogénes et ravageurs, est cependant variable selon des
facteurs dont I’architecture. En effet, des études ont pu mettre en évidence des corrélations entre
I’architecture du pois et le développement de certaines phytopathologies. Le May et al. (2012)

ont par exemple montré que 1’index de surface foliaire et la distance moyenne entre nodes chez
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le pois influencent directement la séveérité de la maladie causée par Mycosphaerella pinodes.
Richard et al., (2012) ont quant a eux observé une augmentation de la maladie causée par
Didymella pinodes en lien avec la densité de I’architecture aérienne des cultures de pois.
Desgroux et al., (2018) ont montré un lien fort entre I’architecture racinaire et la résistance a A.

euteiches, signe d’une potentielle interdépendance des génes contrdlant ces caractéristiques.

2.2 Lapourriture racinaire du pois

La pourriture racinaire du pois, et son agent pathogéne Aphanomyces euteiches, ont été
décrit pour la premiere fois en 1925 par Jones et Drechsler aux Etats-Unis. Par la suite, la
présence de ce pathogéne a été rapportée sur le continent européen mais aussi en Australie, au
Canada ou encore au Japon (Papavizas and Ayers, 1974). Aujourd’hui, A. euteiches est retrouvé

dans toutes les régions du monde ou est cultivé le pois (Wicker et al., 2003).

2.2.1 Symptdmes et conséquences

Le pathogene oomycéte Aphanomyces euteiches, présent dans le sol, attaque
préférentiellement les cultures Fabacées, en particulier le pois (Pisum sativum) qui est la culture
la plus sensible (Wicker et al., 2001). A Iéchelle de la parcelle, les symptomes visibles sont
une chlorose et un nanisme des plantes, avec une forte réduction des parties aériennes (Figure
11). Lorsque les conditions climatiques sont favorables au développement de la maladie, une
atteinte trés précoce des cultures de pois de printemps peut étre observée des le stade 3-4
feuilles. Les racines présentent alors des 1ésions molles, d’abord translucides puis de couleur
brune qui se répandent sur toute la racine jusqu’au collet ainsi qu’aux radicelles (Figure 12). La
racine ainsi affaiblie peut alors aussi étre soumise a I’attaque d’autres pathogénes opportunistes
(Fusarium spp., Pythium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia solani), formant un complexe
pathogene (Wu et al., 2018). L’ensemble des 1ésions induites conduisent a la dégradation totale
du systéme racinaire qui ne peut plus remplir ses fonctions pour 1’alimentation en eau et en
nutriments de la plante (Wu et al., 2018). Quinze jours apreés infection, des symptdmes sont
visibles au niveau du systeme aérien, en particulier en lien avec une carence en azote en raison
de la destruction des nodosités racinaires (Figure 12). Un étranglement au niveau de 1’épicotyle,
accompagné d’une décoloration foliaire jaunatre par foyer ainsi qu’un nanisme des parties
aériennes seront alors visibles au champ. Ce retard de croissance induit par la défaillance du

systéme racinaire fait que la majorité des plantes n’atteindront pas le stade floraison. Pour celles
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Figure 11 : Symptomes d’A. euteiches visibles a 1’échelle de la parcelle dans une culture de pois
(Source : Pilet-Nayel ML, booklet Projet Peamust)

Figure 12 : Symptomes d’A. euteiches sur les parties racinaires du pois (Pilet-Nayel ML,

booklet Projet Peamust)
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Figure 13 : Arbre phylogénétique simplifié des Eucaryotes, d’aprés Lecointre et Le Guyader
(2016).
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qui arrivent a se maintenir, le nombre de gousses ou de graines produites ainsi que la qualite de
ces derniéres peuvent étre affectés (Chupp and Sherf, 1960; Papavizas and Ayers, 1974).
Lorsque la maladie est sévére, cela peut méme aboutir a la mort de la plante. Lors d’une
infection plus tardive, peu de symptémes sont visibles sur la partie aérienne. Toutefois, les
atteintes du systeme racinaire ont tout de méme souvent des conséquences importantes sur le
rendement de la culture. Ce pathogene est responsable de dégats considérables dans les
parcelles fortement infestées par celui-ci et est considéré a ce titre comme 1’agent pathogene le
plus nuisible du pois (Persson et al., 1999). La longévité des formes infectieuses dans les sols
combinée a I’absence de variété résistante ou de traitement efficace, augmente la difficulté de

gestion de cette pathologie (Wu et al., 2018).

2.2.2 Classification d’Aphanomyces euteiches

A. euteiches appartient a la classe des Oomycétes (division : Straménopiles ; regne :
Chromistes, domaine : Eucaryotes) (Figure 13). Les Oomycetes ont longtemps été considérés
comme des champignons a cause de nombreuses similitudes morphologiques (Latijnhouwers
et al., 2003). Cependant, ces organismes, au contraire des champignons, produisent des
zoospores bi-flagellés mobiles (Papavizas and Ayers, 1974). Des études cytologiques et
biochimiques ont pu mettre en évidence des différences additionnelles entre les oomycétes et
les vrais champignons (Kamoun, 2003). Les Oomycetes sont finalement plus proches des
diatomées et des algues brunes que des champignons (Baldauf et al., 2000; Judelson, 2017). Au
sein des Oomycetes se distingue 2 sous classes: les Saprolegniomycetidae (en milieu
aquatique) et les Peronosporomycetidae (en milieu terrestre) (Jiang and Tyler, 2012). La sous-
classe des Peronosporomycetidae comprend en majorité des espéces pathogénes des plantes,
avec les ordres des Rhipidiales, des Pythiales (avec les espéces du genre Pythium par exemple)
et des Peronosporales (avec les especes du genre Phytophthora par exemple). La sous-classe
des Saprolegniomycetidae, ou « moisissures aquatiques », inclut les ordres des Eurychasmales,
des Leptomitales et des Saprolegniales, dont fait partie le genre Aphanomyces (Jiang and Tyler,
2012 ; Fawke et al., 2015) (Figure 14).

2.2.3 Spectre d’hotes et virulence

Le genre Aphanomyces comprend environ 40 espéces saprophytes ou de pathogénes de

poissons, d’écrevisses et de plantes (Dieguez-Uribeondo et al., 2009). La plupart ont un spectre
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d’hote assez large, appartenant a différentes familles végétales. Bien que les Fabacées
représentent les hotes principaux d’A. euteiches et sont les plus étudiés a cet égard, de
nombreuses autres espéces peuvent étre affectées (Papavizas and Ayers, 1974). Les dégats
peuvent étre considérables chez les espéces les plus sensibles, comme le pois, le haricot, la
luzerne mais aussi la lentille. Quelques Fabacées sont a I’inverse résistantes car ne développant
pas de symptdmes, comme la féverole, la vesce, le trefle, le lupin et le pois chiche (Moussart et
al., 2008). Par ailleurs, certaines souches d’A. euteiches semblent plus spécifiques envers les
cultures de haricot (Pfender and Hagedorn, 1982), tandis que d’autres non spécifiques sont
capables d’infecter un plus large panel de Fabacées. Les diverses souches d’A. euteiches sont
toujours plus virulentes contre le pois (Holub et al., 1991 ; Malvick et al., 1998). Wicker et al.,
(2001) ont pu souligner la grande variabilité du degré de pathogénicité chez différents isolats
et de la virulence des souches en fonction des hotes testés. Dans cette étude, 70 % des isolats
récupérés en France sont hautement virulents sur le pois, modérément sur la vesce et la luzerne

et tres faiblement voire pas du tout sur la féve ou le haricot (Wicker et al., 2001).

2.2.4 Cycle de vie

Le cycle de vie de cet oomyceéte inclut a la fois des étapes asexuées et sexuées. A. euteiches
peut ainsi étre trouvé sous deux formes (Figure 15). L’oospore constitue 1'unité pathogéne
asexueée, résistante a la fois dans le temps et lorsque les conditions environnementales sont plus
extrémes. Ces structures peuvent ainsi survivre dans le sol pendant plus de 10 ans et résister a
des températures jusque — 20 °C (Pfender and Hagedorn, 1983; Maufras, 1997) (Figurel6). Les
zoospores sont quant a eux les unités pathogénes mobiles sexués, trés peu viables dans le temps,
en général seulement quelques jours (Figure 16).

Brievement, les oospores vont détecter la présence de la plante hote par la sécrétion de
certains composes dans les exsudats racinaires de celle-ci (Shang et al., 2000). Le pathogéne
va alors soit directement s’enkyster sur la racine s’il en est proche, ou s’il en est loin, mettre en
place la production de sporanges (Figure 16) sécrétant jusqu’a 300 zoospores flagellés chacun
(Scott, 1961). Ces zoospores, dotées d’un flagelle, sont mobiles et se déplacent jusqu’a 1’hote,
attirées par chimiotactisme (Deacon and Donaldson, 1993; Sekizaki et al., 1993; Deacon and
Saxena, 1998) puis vont s’enkyster. Tout d’abord, les zoospores se fixent sur 1’épiderme de la
cellule racinaire hote puis perdent leur flagelle. Ensuite, les zoospores sans flagelle vont germer
en formant un hyphe mycélien qui va pénétrer et passer 1’épiderme pour ensuite se développer

de facon inter- puis intra-cellulaire. La colonisation de la racine par le pathogene conduit a de
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Figure 16 : Oospores et sporanges avec zoospores d’Aphanomyces euteiches. (Fry and
Grunwald, 2010).
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nombreuses nécroses (Manning and Menzies, 1980). Durant I’infection, A. euteiches comme
d’autres pathogénes vont sécréter différents effecteurs protéiques, facilitant la colonisation des
tissus végétaux (Unestam, 1966; Hogenhout et al., 2009; Ramirez-Garcés et al., 2016).

Une fois les tissus racinaires colonisés, la derniere étape du processus infectieux
correspond a la formation de structures de reproduction sexuée et la production nouvelle
d’oospores, unité de conservation de 1’oomycéte. Le stock d’inoculum augmente donc alors
avec production des oospores qui constitueront I’inoculum primaire lors du prochain cycle

infectieux (Mitchell and Yang, 1966).

2.2.5 Facteurs impactant la pourriture racinaire causée par A. euteiches

Les symptémes principaux de la maladie commencent en général a apparaitre 7 a 14
jours apres ’infection. Les facteurs majeurs conditionnant 1’infection et le développement d’A.
euteiches sont I’humidité du sol, la température et la quantité de pathogéne présente dans le
milieu (Papavizas and Ayers, 1974 ; Chan and Close, 1987 ; Pfender and Hagedorn, 1983). Plus
les quantités de pathogeénes sont grandes, plus 1’incidence et la sévérité des symptdmes sur les
plantes seront importantes. Cette corrélation positive entre le nombre d’oospores et la sévérité
de la maladie est largement démontrée en sol, que ca soit par expérimentation au laboratoire
mais aussi en plein champ (Papavizas and Ayers, 1974 ; Sauvage et al., 2007 ; Gangneux et al.,
2014). L’humidité du sol va quant a elle directement influencer la formation des sporanges et
la libération des zoospores. Elle est essentielle au bon déplacement des zoospores vers les
racines (Wu et al., 2018). Le développement de la pourriture racinaire est fortement favorisé
par une pluviométrie importante (Pfender, 1984). La température optimale pour 1’infection par
A. euteiches est aux alentours de 16 °C, entre 20 et 28 °C pour le développement des symptémes
(Wu et al., 2018). La maladie se développe donc dans les mémes gammes de température que
celles favorables a la croissance du pois (Pfender, 1984). Enfin, bien que parfois décrite comme
pouvant se produire a n’importe quel stade du développement de la plante (Gaulin et al., 2008),
I’infection semble se produire le plus souvent au stade plantule (King and Parke, 1993).

Certaines caractéristiques physico-chimiques des sols peuvent étre suppressives ou au
contraire faciliter I’apparition de la pourriture racinaire du pois (Oyarzun et al., 1997). Il existe
une corrélation forte entre la concentration en calcium du sol et la suppression de la maladie,
par I’inhibition de la production des zoospores (Heyman et al., 2007). De la méme facon, le

contenu en argile ainsi qu’un pH éleve contribuent a réduire le développement de la maladie
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(Persson and Olsson, 2000). Au contraire, la compaction des sols semble plutot exacerber le

développement de la pourriture racinaire du pois (Fritz et al., 1995).

2.2.6 Distribution spatiale d’Aphanomyces euteiches

La distribution spatiale du pathogéne a 1’échelle de la parcelle a été étudiée verticalement
et horizontalement par Moussart et al., (2008). La quantification de la densité pathogéne,
évaluée a travers un test biologique du potentiel infectieux (décrit ci-apres) a montré la présence
du pathogéne sous forme de foyers infectieux localisés dans les parcelles agricoles. La
distribution spatiale horizontale est donc considéré comme non homogene. L’étude de la
distribution spatiale verticale a montré que le potentiel infectieux est faible dans ’horizon du
sol 0-10 cm, du fait de I’exposition aux UV. De la méme fagon, au-dela de 50 cm, le potentiel
infectieux est faible car le sol n’est pas colonis¢ par les racines, ou trés peu et avec un taux
d’oxygene plus faible. Le principal de I’inoculum pathogene se situe donc entre 10 et 50 cm de

profondeur.

2.3 Moyens de lutte contre la pourriture racinaire du pois provoquée par A.
euteiches

2.3.1 Utilisation de produits phytosanitaires

A. euteiches est résistant a la plupart des fongicides utilisés habituellement contre les
oomycetes (Wu et al., 2018). Cette inefficacité s’explique principalement par la composition
biochimique de la paroi des oospores, constituée pour majeure partie de composes cellulosiques
et de trés peu de chitine (Tyler, 2001). Toutefois, quelques exceptions sont a noter, certains
fongicides sont capables d’inhiber la croissance du mycélium d’A. euteiches, tels que le
tebuconazole et 1’epoxiconazole (Madoui et al., 2009). Cependant, ces traitements ne peuvent
étre utilisés puisque seul le mycélium se voit impacté, et A. euteiches se trouve sous cette forme
principalement in planta. D’autres fongicides (hydroxyisoxazole, hymexazol, fosetyl-Al,
ethaboxam, etc.) ont pu de la méme facon démontrer une certaine efficacité a supprimer le
pathogene, ou en tout cas limiter le développement de la maladie, en conditions controlées,
mais les effets restent tres limités et particuliérement variables en plein champ (Kotova and
Tsvetkova, 1980; Oyarzun et al., 1990; Wu et al., 2019). Dans un contexte plus durable de
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I’agriculture, I'utilisation des pesticides, nocifs pour la santé et I’environnement, n’est de toute

facon plus une solution recommandée et envisageable a long terme.
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Figure 17 : Echelle de notation des symptomes sur pois (Wicker, 2001).
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2.3.2 Diagnostic préventif et prédictif de la maladie

I s’agit ici de baser la stratégie de lutte sur 1’évitement de la maladie plutét que son
éradication par 1’évaluation de la quantité d’A. euteiches présente et la détermination d’un
risque de développement de la maladie avant semis d’une culture sensible. Plusieurs méthodes
existent mais la plus utilisée reste le test du potentiel infectieux créé par Anne Moussart. Ce test
biologique va quantifier la pourriture racinaire chez des plantes de pois de printemps, par
observation selon une échelle bien précise (Figure 17), apres croissance de celles-ci dans le sol
agricole a tester mises dans des conditions optimales pour une infection par A. euteiches (Kraft,
1990 ; Moussart et al., 2008). Cette analyse permet d’estimer le risque A. euteiches d’un sol et
permet d’éviter le semis de pois dans une parcelle présentant une trop forte infestation (Anne
Moussart, fiche technique Terre Inovia). Une autre méthode possible consiste a détecter et
quantifier le pathogéne directement dans les sols, sans nécessité de cultiver des plantes, selon
une approche moléculaire de PCR en temps réel (Sauvage et al., 2007 ; Gangneux et al., 2014).
Gangneux et al., (2014) ont ainsi pu montrer I’existence d’une relation linéaire positive entre
la quantité d’ADN d’A. euteiches retrouvée dans le sol et le potentiel infectieux, réalisé en
parallele par un test biologique. Enfin, Larsen et al., (2000), ont détecté et quantifié la présence

du pathogene dans des racines selon une approche biochimique ciblant les acides gras.

2.3.3 Sélection variétale

Depuis 1960, de nombreux travaux de recherche se sont focalisés sur I’identification de
résistance du pois a A. euteiches, notamment en décryptant les mécanismes génétiques liés a
des résistances partielles observées, dans le but de créer des variétés résistantes a ce pathogéne
(Lockwood, 1960 ; Enquist, 1992 ; Pilet-Nayel et al., 2002, 2005 ; Wicker et al., 2003 ; Hamon
etal., 2011, 2013; Lavaud et al., 2015, 2016 ; Desgroux et al., 2016, 2018). Aucune accession
de pois ne présente a ce jour de résistance complete. Seuls différents niveaux de résistance
partielle ont pu étre détectés. Plusieurs QTL (Quantitative Trait Loci) d’intérét ont pu étre
identifiés selon une approche de cartographie de liaison de populations provenant de
croisements entre lignées parentales de génotypes contrastées. Par exemple, les travaux de
Lavaud et al. (2015), Desgroux et al., (2016) ont pu mettre en évidence de nombreux QTL
d’intérét de résistance a A. euteiches, via un programme de selection variétale. Desgroux et al.,
(2018) ont montré une interdépendance entre la résistance a la pourriture racinaire du pois

causée par A. euteiches et les traits racinaires du pois. Ces découvertes pourraient rapidement
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permettre de trouver une solution de résistance a A. euteiches. Malgreé tout, la conception par
sélection variétale d’une lignée résistante (totalement ou partiellement) a aussi des limites.
Comme beaucoup d’organismes, les oomycétes possédent une grande flexibilité génétique et
donc une grande capacité d’adaptation. Le contournement de la résistance des plantes est

souvent observé, par exemple chez la luzerne (Munkvold, 2001, Latijnhouwers et al., 2003).

2.3.4 Leviers agronomiques

Differents leviers agronomiques peuvent étre déployés dans 1’objectif de limiter le
développement de la pourriture racinaire du pois. Ainsi, les successions de cultures constituent
un outil souvent recommandé pour gérer les phytopathologies (Krupinsky et al., 2002). En
particulier, I’espacement et/ou la diminution de la fréquence des cultures de pois dans la
succession permet de diminuer la sévérité des symptémes (Temp and Hagedorn, 1967 ;
Hagedorn, 1984 ; Oyarzun et al.,1993 ; Wu et al., 2018), de méme que I’introduction d’espéces
résistantes ou non-hétes (Chan and Close, 1987 ; Moussart et al., 2013). Toutefois, la praticité
et I’efficience de mobilisation du levier des successions culturales restent limitées du fait de la
longévité longue des oospores d’A. euteiches dans les sols (Papavizas and Ayers, 1974). De
plus, de nombreux hotes alternatifs, ne présentant pas ou peu de symptémes peuvent contribuer
a maintenir les niveaux d’inoculum pathogéne dans les sols (Papavizas and Ayers 1974).

Certaines espéces végétales comme celles de la famille des Brassicaceae, utilisées en
couverture sur le sol, inclues dans une rotation, ou par incorporation de tissus végétaux dans le
sol, présentent un intérét particulier pour la lutte contre les pathogénes. L’incorporation et la
dégradation des tissus végétaux dans le sol, ou biofumigation, entraine la libération de
molécules toxiques, comme les isothiocyanates, issus de 1’hydrolyse des glucosinolates
(Gimsing and Kirkegaard, 2009). L’incorporation de résidus de culture de chou, moutarde,
colza ou navet, a montré une certaine efficacité pour réduire la sévérité de la pourriture racinaire
du pois (Papavizas, 1966 ; Muehlchen, 1990). Dans le cas d’une utilisation des brassicacées
comme couvert végétal intermédiaire ou au sein des rotations des culture, les glucosinolates et
leurs produits d’hydrolyse seraient alors libérés par les racines tout au long de la croissance des
plantes (Rumberger and Marschner, 2003). Hossain et al., (2014) ont montré I’efficacité d’une
couverture végétale constituée de moutardes brune et blanche précédant une culture de pois
pour limiter le développement de la maladie. D’autres études montrent 1’effet des composés
volatiles libérés par la moutarde ou le chou sur la réduction de la mobilité des zoospores

(Muehlchen et al., 1990 ; Smolinska et al., 1997). Outre les Brassicaceae, des cultures de mais
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A P. sativum

B8C

Figure 18 : Cellules bordantes (BC) libérées a I’extrémités des racines de Pisum (Driouich et al.,
2010)

P. sativum

Figure 19 : Mise en évidence de la présence d’arabinogalactanes protéines (AGP) au niveau des
cellules bordantes du pois ; par immunomarquage et observation au microscope a fluorescence
(Cannesan et al., 2012).
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ainsi que des especes de la famille des Poaceae, comme 1’avoine ou le seigle ont permis de
réduire la sévérité de la pourriture racinaire du pois (Fritz et al., 1995; Williams-Woodward et
al., 1997). Ainsi Fritz et al., (1995) ont pu montrer que les saponines libérées par 1’avoine

entrainent une lyse des zoospores d’A. euteiches.

2.3.5 Exploiter les mécanismes de défense racinaire du pois

Une autre piste consiste a exploiter les mécanismes de lutte naturels existants chez les
plantes. En effet, les plantes, en réponse aux attaques pathogenes, mettent en place un systeme
de défense particuliérement complexe, a travers par exemple 1’activation de genes de défense,
la formation d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS), la synthése de protéines PR
(pathogenesis-related), un renforcement localisé des parois cellulaires et la production de
métabolites secondaires possédant des propriétés antimicrobiennes (Walters, 2011 ; Ahuja et
al., 2012; Chuberre et al., 2018). Ces métabolites, globalement appelées phytoalexines,
présentent des activités antimicrobiennes envers une multitude de pathogenes et constituent a
ce titre une part tres importante du répertoire de défense des plantes (Hammerschmidt, 1999;
Ahuja et al., 2012). Chez le pois, il a été constaté une production plus importante d’une
phytoalexine appelée pisatine en cas d’infection par A. euteiches dans certaines zones de la
racine, en particulier dans les cellules bordantes (Figure 18) (Cannesan et al., 2011). De
nombreux travaux ont contribué a mettre en lumiere la forte implication de ces cellules dans la
défense du pois contre A. euteiches (Cannesan et al., 2011; Driouich et al., 2013; Hawes et al.,
2016). Ces cellules, produites par le méristeme apical de la racine, constituent la premiére ligne
de front de cet organe en interactions fortes avec les microorganismes du sol. Les cellules
bordantes sécrétent de nombreux autres composés, comme par exemple les AGPs
(ArabinoGalactane Protéines), appartenant a la superfamille des glycoprotéines. Cannesan et
al. (2012) (Figure 19) ont montré que les AGP provenant de ’apex racinaire et des cellules
bordantes du pois sont capables d’attirer spécifiquement les zoospores d’A euteiches, de
provoquer un enkystement précoce puis d’inhiber leur germination. Ces composés présentent
donc un intérét pour la lutte contre ce pathogéne. Par la suite, des travaux, réalisés en
collaboration avec I’unité AGHYLE, ont cherché a évaluer la potentialité biocontr6le des AGPs
par incorporation en enrobage de graines de pois. Les résultats obtenus aprés culture en sol
montrent une diminution significative des symptdmes observés sur les racines (Cannesan, com.

pers.).
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2.3.6 Lutte biologique

La lutte biologique se base sur I’utilisation soit de prédateurs ou de parasites naturels
soit de substances directement extraites d’organismes vivants pour controler d’autres
organismes nuisibles (Pal and Gardener, 2006 ; O’Brien, 2017). Les produits de biocontréle qui
peuvent étre des macroorganismes sont aussi des microorganismes ou encore des médiateurs
chimiques comme les phéromones, les kairomones et des substances naturelles d’origine
végétale, animale ou minerale (Article L.253-6, code rural et de la péche maritime). Le
biocontrdle repose sur une protection en favorisant des mécanismes et des interactions
naturelles pour lutter contre les ennemis des cultures. Il s’appuie généralement sur la gestion

des équilibres des populations d’agresseurs plutdt que sur leur éradication.

2.3.6.1 Utilisation de microorganismes comme agent de lutte contre les pathogenes

L’utilisation de microorganismes bénéfiques comme agent de biocontrdle est
aujourd’hui considérée comme une alternative réaliste aux traitements chimiques pour lutter
contre les phytopathologies. La valeur de ces agents microbiens pour le contr6le des maladies
a longtemps €té négligée mais est aujourd’hui de plus en plus reconnue et étudiée (Alabouvette,
2001 ; Howell, 2003 ; Kannan and Sureendar, 2009 ; Muthukumar et al., 2010 ; Sarma et al.,
2015 ; Chen et al., 2017 ; Palmieri et al., 2017). Certains microorganismes, souvent issus du
sol, présentent des propriétés bénéfiques pour la santé et la croissance des plantes (Barea et al.,
2005, cf paragraphe 2.2.8). Les premieres souches bactériennes commercialisées en tant que
solution biocontréle pour lutter contre des champignons pathogénes appartenaient au genre
Pseudomonas (Emmert and Handelsman., 1999) et Bacillus dont les endospores permettent une
viabilité plus longue lors du stockage (Cawoy et al., 2011).
Chez les champignons, les agents de biocontrole les plus utilisés a travers le monde
appartiennent au genre Trichoderma, en particulier des souches des especes Trichoderma
harzianum, Trichoderma atroviride et Trichoderma virens (Tronsmo and Hjeljord, 1998).
L’intérét de 'utilisation des champignons mycorhiziens arbusculaires pour la protection des
plantes contre des pathogenes issus du sol va en grandissant (Hooker et al., 1994 ; Dar and
Reshi, 2017). Enfin, parmi les oomycetes, Pythium oligandrum est largement reconnu pour son
efficacité (Gerbore et al., 2014).

De nombreux genres microbiens ont ainsi pu étre identifiés comme possédant une action

biocontrole envers les oomyceétes pathogénes (Bibi et al., 2012; Shrestha et al., 2014) et plus
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Figure 20 : Schéma récapitulatif des mécanismes d’action directs et indirects mis en ceuvre par

les microorganismes de biocontréle (Rajkumar et al., 2009)
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particulierement A. euteiches. Des études récentes ont pu mettre en lumiére 1’efficacité de
protection apportée par différentes espéces fongiques et bactériennes contre A. euteiches, telles
que par exemple Pseudomonas fluorescens (Parke et al., 1991 ; Bowers and Parke, 1993),
Burkholderia cepacia (Heungens and Parke, 2001), Gliocladium roseum (Xue, 2002),
Clonostachys rosea (Xue, 2002), Trichoderma harzianum (Prashar and VVandenberg, 2017) ou
encore des champignons mycorhiziens (Bagdker et al., 2002; Thygesen et al., 2004). L’ajout de
spores de certaines espéces bactériennes (souches des genres Bacillus et Paenibacillus) dans
I’enrobage de graines de pois ont permis de controler le développement de la pourriture
racinaire du pois au champ (Wakelin et al., 2002). Toutefois, encore trop souvent, 1’efficacité
observée au laboratoire ou en conditions contr6lées n’est pas reproductible au champ (Badker
et al., 2002; Thygesen et al., 2004). Plus récemment, Godebo et al. (2020) ont quant a eux
réalisé un screening des potentialités d’un large panel de souches bactériennes isolées du sol
pour leur activité biocontréle. Cette étude a permis de mettre en évidence la multitude des
genres bactériens présents dans les sols présentant un intérét pour la lutte contre la pourriture
racinaire du pois (Rhizobium, Lysobacter, Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus,
Streptomyces, Pantoea, Serratia, Stenotrophomonas, Brevibacillus, Arthrobacter,

Achromobacter, Flavobacterium, Microbacterium, Pedobacterium, Variovorax).

2.3.6.2 Meécanismes d’action

Une grande variété de mécanismes directs et indirects a été identifiée pour expliquer les
effets biocontréles des microorganismes envers les pathogénes (Figure 20). Leur

compréhension est essentielle au succés du biocontréle.

2.3.6.2.1 Reésistance systémique induite et phénomeéne de priming

Les plantes vont se défendre contre les pathogénes en mettant en place une vaste série
de mécanismes physiques et chimiques. L’induction de ces mécanismes de défense se fait en
réponse a des stimuli (PAMPS) reconnus par la plante. Certains microorganismes bénéfiques
vont induire de la méme facon un declenchement des mécanismes de défense dans toute la
plante, permettant ainsi une meilleure résistance face aux pathogénes (résistance systémique
induite). Les microorganismes, non pathogénes pour la plante pourtant, peuvent en effet
produire des molécules spécifiques (MAMPS) reconnues par cette derniere et conduisant a

I’enclenchement des réactions de défense telles que la production de ROS, de phytoalexines,
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Figure 23: Role des bactéries produisant des sidérophores dans la suppression des pathogénes
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de composés phénoliques, de protéines PR, ou encore la modification des parois cellulaires
(Figure 21) (Pieterse et al., 2014; Wiesel et al., 2014). Au contraire de cette induction directe,
généralement colteuse en énergie pour la plante, un phénomene particulierement intéressant
est celui du priming (ou ¢élicitation). Le stimulus que représente 1’application de
microorganismes bénéfiques va agir comme un signal d’alarme pour la plante, entrainant des
modifications physiologiques, transcriptionnelles, metaboliques voire méme épigénétiques
parfois. Lors d’un défi ultérieur, tel que 1’attaque par un pathogene, les mécanismes de défense
des plantes vont étre déclenchées plus rapidement et de facon moins colteuse en énergie,
permettant ainsi d’accroitre la résistance de celles-ci a la maladie (Figure 22). Cet effet peut
étre maintenu durant tout le cycle de vie de la plante, voire méme transmis aux générations
suivantes (Conrath et al., 2015 ; Mauch-Mani et al., 2017).

2.3.6.2.2 Compétitions pour les nutriments et I’espace

Le succes de I’infection d’une plante hote par un pathogeéne fongique, méme s’il est
nécrotrophe, est directement lié a la disponibilité en nutriments dans le milieu. Ceux-ci sont en
effet indispensables pour la germination initiale des spores et la formation des structures
envahissant les tissus végétaux. De la méme facon, les pathogenes bactériens sont souvent
dépendants des nutriments présents dans le milieu pour se multiplier jusqu’a atteindre un niveau
de populations suffisant afin d’attaquer I’hote (Kohl et al., 2019). Cette dépendance les rend de
ce fait vulnérable a tout microorganisme présentant une compétitivité plus importante
constituant ainsi de bons candidats en tant qu’agents de biocontrdle (Blumenstein et al., 2015).
De la méme fagon, 1’efficience a utiliser les microéléments, rares mais essentiels, comme le fer
ou le manganeése, constitue un avantage compétitif certain. Ainsi, les microorganismes qui ont
la capacité de produire de grande quantité de sidérophores a forte affinité pour les ions ferriques
Fe3* vont jouer un réle important dans la suppression des pathogénes produisant eux des
quantités moindres de sidérophores et a plus faible affinité pour le fer (Whipps, 2001 ; Ahmed
and Holmstrom, 2014; Chaudhari et al., 2017) (Figure 23). Les microorganismes présentant
une compétitivité spatiale supérieure pour 1’occupation physique du milieu constituent aussi
des agents de biocontréle intéressant car pouvant réduire ou retarder la colonisation des racines
par le pathogene (Ghorbanpour et al., 2018; Koéhl et al., 2019).
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Figure 24 : Enroulement mycoparasitaire de Trichoderma atroviride autour d’un hyphe de
Botrytis cinerea. Les fleches indiquent le site de pénétration (Steyaert, 2003).

Figure 25 : Exemple de tests de confrontation entre isolats bactériens et Colletotrichum
gloeosporioides, comparé a la croissance du pathogene seul (De Los Santos-Villalobos et al.,
2012).
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2.3.6.2.3 Antagonisme direct par hyperparasitisme

L’hyperparasitisme représente le mécanisme le plus connu permettant de lutter contre
les organismes pathogénes (Pal and Gardener, 2006). Il implique la croissance de 1’agent de
biocontrole au détriment du pathogene qui constitue alors la source de nutriments. Ce type
d’interactions est souvent observé entre les champignons (mycoparasitisme), beaucoup plus
rarement entre les bactéries (Kohl et al., 2019). C’est un des principaux mécanismes expliquant
le succes des especes du genre Trichoderma en tant qu’agent de biocontréle (Qualhato et al.,
2013) ainsi que par exemple Gliocladium catenulatum (Papavizas, 1985). Le mycoparasitisme
repose souvent sur I’enroulement de 1’agent de biocontrdle autour des hyphes du champignon
pathogeéne (Figure 24), puis la dégradation de la paroi des cellules par I’action d’une large
gamme d’enzymes comme des chitinases (produites par exemple par Bacillus thuringiensis et
B. licheniformis (Gomaa, 2012)), de la  1-3 glucanase (produite par exemple par Trichoderma
harzianum (Ait-Lahsen et al., 2001)), de protéases (a nouveau retrouvés chez T. harzianum
(Elad and Kapat, 1999)), de cellulases (produites par Pythium oligandrum (Picard et al., 2000)),
de lipases (observé chez Streptomyces (Karimi et al., 2012)) , d’amylases (retrouvées chez
Bacillus et Pseudomonas (Abed et al., 2016)) (Junaid et al., 2013; Kohl et al., 2019). La
production de ces enzymes constitue une caractéristique recherchée lors d’un screening

biocontrdle.

2.3.6.2.4 Antibiose par production de métabolites a propriété antimicrobienne

De nombreux microorganismes produisent des métabolites secondaires présentant des
propriétés antimicrobiennes (Thomashow et al., 2008) (Figure 25). La production de telles
métabolites est souvent considérée comme le mode d’action le plus puissant des
microorganismes, leur apportant un formidable avantage compétitif dans leur environnement
(Raaijmakers and Mazzola, 2012). La production de différents types d’antibiotiques et
antifongiques a été rapportée chez de nombreux genres bactériens (Junaid et al., 2013). Au sein
du genre Bacillus, la production de composés comme I’iturine, la surfactine ou la fengycine est
souvent rapportée (Ongena and Jacques, 2008). Chez les Pseudomonas, de nombreuses
molécules antibiotiques sont retrouvees telles que le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol), la
pyrrolnitrine ou la phénazine (Srivastava et al., 2012). Certains champignons peuvent aussi
produire des composés antimicrobiens, comme par exemple la 6-PAP (6-pentyl-a-pyrone), la

gliovirine, la gliotoxine, la viridine, etc., retrouvés chez des espéces des genres Trichoderma et
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Clonostachys (Ghorbanpour et al., 2018). La capacité d’'un méme microorganisme a produire
plusieurs types d’antibiotiques constitue une caractéristique pouvant maximiser 1’efficacité
biocontrdle, en particulier par la possibilit¢ d’une action envers plusieurs pathogenes
simultanément (Glandorf et al., 2001). D’autres métabolites produites par des microorganismes
peuvent aussi contribuer a la suppression de pathogenes, telles que le cyanure d’hydrogéne

(HCN), inhibiteur de la cytochrome oxydase (Schippers et al., 1990)

2.3.6.2.5 Stimulation de la croissance des plantes

Certains agents de biocontrdle peuvent réduire I’incidence des maladies des cultures a
travers une action de promotion de la croissance des plantes. Augmenter et soutenir la
croissance des plantes durant les stades les plus sensibles a I’infection par les pathogénes est
une fagon possible de modérer les effets déléteres et les dommages occasionnés (Junaid et al.,
2013). Ainsi, les bactéries PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) sont bien connues
pour leur intérét vis-a-vis de la croissance des plantes, via une multitude de mécanismes (Figure
26). Cette large gamme de microorganismes peut agir directement sur le métabolisme des
plantes par la synthése de phytohormones, telles que 1’auxine (IAA), leur métabolisation ou
encore en modifiant leur synthése par les plantes (Tsukanova et al., 2017). Un autre mode
d’action possible pour soutenir la croissance des plantes est d’intervenir sur la nutrition des
plantes par une augmentation de la solubilisation des éléments nutritifs dans le sol ou par une
augmentation de 1’absorption de ces derniers par stimulation de la croissance ou modification
de I’architecture racinaire (Whipps, 2001 ; Chaube et al., 2004).

2.3.6.3 Innovations et tendances actuelles

Bien souvent D’efficacité et la reproductibilit¢ d’action d’un agent de biocontrdle
microbien pour lutter contre une phytopathologie peut étre aléatoire d’une année sur 1’autre,
d’une situation a I’autre (Mathre et al., 1999). Pour surmonter cette difficulté, différentes pistes
sont étudiées. Ainsi une attention particuliere va étre portée a la formulation des produits
(Keswani et al., 2016). Une autre approche repose sur I’application de composés spécifiques
ou complexes, agissant comme prebiotiques, pour stimuler la microflore bactérienne et
fongique (Mazzola and Freilich, 2017). La recherche et la mise en ceuvre de moyens de lutte
efficaces contre les phytopathologies mettent de plus en plus en lumiere la nécessité de

considérer le systéme dans son intégralité. En effet les agents microbiens vont interagir a la fois
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Figure 27 : Intégration des communautés microbiennes dans le triangle de la recherche actuelle

en phytopathologie (Massart et al., 2015).
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Figure 28 : Classification par taille des organismes du sol (Hattenschwiler et al., 2018).
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avec la plante, le pathogene ciblé mais aussi avec la communauté microbienne déja en place
(Figure 27). En effet I’application de ces agents microbiens exogeénes peut aussi avoir un impact

collatéral sur la communauté microbienne native (Massart et al., 2015).

2.4 Interactions plantes - microorganismes

Outre les interactions fortes avec les composantes physico-chimiques du sol, la racine des
plantes va étre en étroite relation avec le compartiment biotique du sol, en particulier les
communautés microbiennes (Gregory, 2006). La diversité microbienne du sol, longtemps
oubliée dans I’é¢tude des pathosystémes, intervient pourtant fortement dans la santé et la

croissance des plantes (Berendsen et al., 2012; Raaijmakers et al., 2009).

2.4.1 Larhizospheére : hotspot de diversité et d’interactions

Le sol est un environnement abritant une grande abondance et une grande diversité d’étres
vivants dont de nombreux microorganismes (Figure 28). Ceux-ci jouent un role essentiel dans
le fonctionnement de 1’écosystéme par la multitude des fonctions biologiques qu’ils remplissent
telles que par exemple la minéralisation de la matiere organique, la structuration du sol, la
stabilité et le fonctionnement du sol, la dépollution ou encore la régulation des pathogénes.
L’ordre de grandeur de la biomasse microbienne est évalu¢ a 3,5 et 1,5 tonnes par hectare
respectivement pour les champignons et les bactéries (Champomier-Vergés and Zagorec,
2015). La diversité microbienne des sols est quant a elle estimée entre 10* et 10° génotypes par
gramme de sol (Schloss and Handelsman, 2006). Cette biodiversité est soumise a de nombreux
facteurs édaphiques qui vont influencer sa composition, en particulier le pH, souvent considéré
comme le plus influant (Fierer and Jackson, 2006). Outre ces contraintes de type édaphique, les
plantes vont jouer un role important sur la composition des communautés microbiennes du sol
(Bulgarelli et al., 2013; Philippot et al., 2013). En effet, les plantes exsudent par leurs racines
une grande variété de composes dans le sol, comme des sucres simples, des acides aminés ou
encore des acides organiques, des flavonoides, des protéines, des acides gras; par des
mécanismes de diffusion simple, par ’intermédiaire de canaux ioniques, des transporteurs
membranaires ou encore par transport via des vésicules (Neumann and Rémheld, 2000; Bais et
al., 2006; Badri et al., 2009; Sasse et al., 2018) (Figure 29). Les composes exsudes varient selon
les espéces végétales (Gransee and Wittenmayer, 2000 ; Bais et al., 2006 ; Phillipot et al.,
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2013) entre les différentes parties du systéme racinaire d’une méme plante (Uren, 2007), selon
le stade de développement de la plante (Gransee and Wittenmayer, 2000), le type de sol
(Neumann and Romheld, 2000) ou encore sous I’action de différents facteurs biotiques et
abiotiques (Flores et al., 1999; Philippot et al., 2013).

La diversité des composés sécrétés va ainsi créer un environnement unique autour des
racines des plantes, en altérant de fagon globale la chimie du sol. Cette zone d’influence,
appelée la rhizosphére (Figure 30), présente une densité microbienne nettement supérieure au
reste du sol, entre 108 et 10° bactéries par gramme de sol et une diversité importante, jusqu’a
plus de 10 000 espéces (Roesch et al., 2007 ; Mendes et al., 2018). Les exsudats racinaires sont
utilisés comme source de nutriments par certains microorganismes du sol. lls peuvent aussi
parfois présenter des propriétés antimicrobiennes (Bais et al., 2006). Ils constituent a ce titre un
facteur majeur du déterminisme de la structure et de la diversité des populations microbiennes
dans la rhizosphere (Bever et al., 2012; Zhalnina et al., 2018). Tout comme le systeme digestif
chez les animaux, le systeme racinaire des plantes est donc peuplé et entouré d’une communauté
microbienne complexe et spécifique : le microbiome racinaire (Hacquard et al., 2015). La
rhizosphére constitue alors le siége privilégié des multiples interactions qui s’établissent entre

la plante et ces microorganismes, qu’elles soient bénéfiques ou non (Figure 30), (Philippot et

al., 2013).

2.4.2 Le microbiome a la rescousse

Les plantes sont colonisées par une riche diversité de microorganismes formant le
microbiome des plantes, constitué des communautés microbiennes de la rhizosphére, de
I’endosphére et de la phyllosphére (Figure 31). Ces consortia microbiens complexes vont avoir
un impact important sur la croissance des plantes et la productivité (Berendsen et al., 2012 ;
Chaparro et al., 2012 ; Hacquard et al., 2015 ; Vandenkoornhuyse et al., 2015 ; Lareen et al.,
2016 ; Bushy et al., 2017 ; Mendes et al., 2018).

Le génome collectif que représente cette communauté microbienne complexe, bien plus
grand et divers que celui de la plante, amene a le considérer finalement comme le second
génome de cette derniere, en particulier au vue de la multitude des fonctions d’intérét qu’il porte
(Berendsen et al., 2012). En conséquence, une vision holistique des plantes se dessinent. Ces
derniéres ne doivent plus étre vues comme des entités simples et autonomes mais plutét comme

un holobionte a part entiére (un macroorganisme et ses associés microbiens) au sein duquel tous
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Figure 31 : Le microbiome associé a la plante, (1) sol hors rhizosphere, ou les métabolites des
racines n’ont pas d’influence sur les microorganismes ; (2) rhizosphere, zone du sol sous
I’influence des exsudats racinaires. (3) endosphere, régions internes des tissus végétaux habités
par des microorganismes endophytes. (4) phyllosphere, surface et apoplaste des feuilles (del
Carmen Orozco-Mosqueda, 2018).
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les organismes interagissent, contribuant ainsi a la stabilit¢ générale du systeme
(Vandenkoornhuyse et al., 2015 ; S&nchez-Cafizares et al., 2017 ; Hassani et al., 2018). Les
microorganismes, ont une influence majeure sur la croissance et la survie des plantes
(Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Plus particulierement, la rhizosphere abrite de nombreuses populations microbiennes
bénéfiques pour les plantes, comme les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), les
organismes symbiotiques comme les bactéries fixatrices d’azote ou encore les champignons
ecto et endomycorhiziens (Berendsen et al., 2012; Chaparro et al., 2012; Jacoby et al., 2017 ;
Goudaet al., 2018). Les mécanismes mis en place sont finalement les mémes que ceux exploités
lors de I’utilisation de ces microorganismes pour la protection des cultures (et décrits
précédemment) (Figure 32). Il existe de nombreux genres contenant des espéces PGPR (Berg
and Smalla, 2009) dont certains sont déja utilisés en tant qu’inoculant tels que par exemple
Pseudomonas,  Azospirillum,  Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus ou encore
Phosphobacterium (Berg and Smalla, 2009; Erturk et al., 2010; Lim and Kim, 2009).

2.4.2.1 Au service de la nutrition des plantes

Certains microorganismes du sol ont la capacité de promouvoir la croissance des plantes
en facilitant I’acquisition des éléments nutritifs. En effet, dans les sols, les nutriments tels que
’azote, le phosphore ou le soufre sont généralement liés a d’autres éléments et de ce fait non
disponibles pour la plante. Les microorganismes possedent la machinerie métabolique
permettant de dépolymériser et minéraliser les formes organiques de 1’azote, du phosphore et
du souffre, mais aussi d’accéder et donc potentiellement de libérer les formes récalcitrantes, de
I’azote (Figure 33) et du phosphore (Figure 34). Puis, lors du turnover de la biomasse
microbienne, les nutriments sont alors libérés sous des formes assimilables par la plante,
totalement dépendantes de ces mécanismes (Van der Heijden et al., 2008 ; Richardson et al.,
2009 ; Pii et al., 2015 ; Jacoby et al., 2017). Ces microorganismes, peuvent aussi agir sur la
nutrition des plantes a travers un accroissement du systéme racinaire ou via des modifications
de son architecture (Figure 35), a travers la production de phytohormones comme 1’auxine, la
cytokinine, la gibbérelline (Sukumar et al., 2013 ; del Carmen Orozco-Mosqueda et al., 2018).
D’autres microorganismes vont contribuer a diminuer les quantités d’éthyléne produites par les
végétaux, via la synthése de I’enzyme acide 1l-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC)
déaminase, capable de cliver le précurseur de 1’éthyléne, I’ACC (Glick, 2012) (Figure 32). En

effet, I’éthylene peut s’avérer néfaste pour la plante, en trop grande quantité.
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Figure 35 : Modification de I’architecture racinaire induite par I’inoculation avec une bactérie PGPR

(Bacillus simplex, modalité B) (Schwartz et al., 2013).
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2.4.2.2 Au service de la protection contre les maladies

Le caractére suppressif des sols constitue le meilleur exemple montrant le rdle joué par le
microbiome pour la protection des plantes envers les infections par des pathogenes telluriques
(Gomez Expoésito et al., 2017). Les sols suppressifs ont en premier lieu été définis par Baker
and Cook (1974) comme « des sols dans lesquels un pathogeéne ne peut pas s’établir ou persister
; ou s’établit mais ne cause que peu ou pas de dommages ». Deux types de suppressivité sont a
distinguer : la suppressivité dite générale, qui est attribuée a I’activité globale de la communauté
microbienne et la suppressivité dite spécifique, qui est plutot en lien avec 1’activité concertée
d’un groupe de microorganismes (Berendsen et al., 2012; Gémez Exposito et al., 2017). La
prise en compte du caractére suppressif envers les maladies est un élément fondamental pour
une évaluation pertinente de la productivité d’un sol (Janvier et al., 2007).

Le succes d’un pathogene est directement sous I’influence des communautés microbiennes
du sol dans lequel a lieu I’infection. De nombreuses études s’attachent a identifier les taxons
impliqués, voire méme isoler des souches a potentialité biocontréle (Gémez Expdsito et al.,
2017). Les mécanismes mis en ceuvre par les microorganismes pour le controle des pathogénes
sont évidemment ceux exploités pour la lutte biologique (décrit précédemment dans le
paragraphe 2.3.6.2), a savoir principalement la compétition (pour les ressources et I’espace), le
parasitisme, 1’antibiose et I’induction des défenses des plantes (Berendsen et al., 2012; Junaid
et al., 2013). Dans le cas de la pourriture racinaire du pois causée par Aphanomyces euteiches,
le role suppressif du contenu en calcium des sols sur la prévalence et la séveérité de la maladie
est bien connu (Persson and Olsson, 2000 ; Heyman et al., 2007). En revanche le rdle joué par
le microbiome natif associé a la rhizosphére dans la suppression de 1’infection par A. euteiches
est encore peu connu. Worku et al., (1996) ont pu mettre en évidence une large gamme de
variation de la suppressivité de 142 sols envers A. euteiches. Leurs travaux ont aussi pu
démontrer le réle probable des communautés microbiennes du sol, du fait de la perte du
caracteére suppressif apres stérilisation par traitement thermique ou autoclavage. Persson et al.
(1999) ont réalisé la méme observation sur des sols suppressifs, apres traitement thermique ou

y-irradiation de ceux-ci.

2.4.3 Cas particulier des relations symbiotiques chez les léegumineuses

La majorité des Iégumineuses forment des associations symbiotiques a la fois avec des

champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) et des bactéries fixatrices d’azote appartenant
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Figure 36 : Représentation schématique des différentes associations symbiotiques pour la

fixation de I’azote au sein du régne végétal (Mus et al., 2016).
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au genre Rhizobium. Ceux-ci constituent les microorganismes les plus connus et les plus

importants vivant en symbiose avec les plantes (Smith and Read, 2008 ; Downie, 2014).

2.4.3.1 La nodulation par des bactéries fixatrices d’azote

Un des facteurs majeurs expliquant le succes écologique des membres de la famille des
Iégumineuses est leur capacité & pouvoir établir des relations bénéfiques de type symbiotique
avec des bactéries rhizobiacées fixatrices d’azote. Dans la vision traditionnelle, ces rhizobiacées
appartiennent le plus souvent aux genres Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Ensifer
et Azorhizobium (Sawada et al., 2003). Cependant, d’autres genres d’alphaprotéobactéries ont
été reportés comme Ochrobactrum, Methylobacterium, Microvirga, Devosia et
Phyllobacterium (Sawada et al., 2003 ; De Meyer et al., 2015). De plus, I’implication des genres
Burkholderia et Cupriavidus (bétaprotéobactéries) a aussi pu étre décrite (Moulin et al., 2001 ;
Klonowska et al., 2018). Lors de cette association, la bactérie va induire le développement d’un
nouvel organe chez la plante, le nodule. Au sein de ce nodule se crée une niche écologique
particuliére ou va se réaliser la fixation de 1’azote par la bactérie, rendant ainsi la plante
indépendante de 1’azote du sol (Bergersen, 1982). Il est estimé que 80 a 90% de 1’azote
disponible pour les plantes proviennent de la fixation biologique de I’azote et que cette
association symbiotique permet la conversion d’environ 60 millions de tonnes par an d’azote a
partir de 1’azote atmosphérique (Smil, 1999). De nombreuses autres associations de type
symbiotique se retrouvent au sein du régne végétal, impliquant divers groupes microbiens
depuis des relations endosymbiotiques complexes jusqu’a des associations avec des PGPR
(Figure 36).

Brievement, chez le pois, ce processus est initié par la plante, dont les racines vont exsuder
un mélange de molécules spécifiques, principalement des flavonoides (Figure 37). Ces
composés sont alors reconnus par un partenaire bactérien compatible, alors attiré par
chimiotactisme vers les racines des plantes (Ferguson et al., 2010). La perception des molécules
signal va stimuler la production par les rhizobiacées des facteurs Nod (Figure 37), déclenchant
une cascade complexe de signaux conduisant a I’infection et a 1’organogénése nodulaire
(Ferguson et al., 2010) (Figure 38).

e Mise en place de la nodulation

Les rhizobiacées ayant envahi les nodules se différencient alors pour prendre leur forme
endosymbiotique appelée bactéroide. Elles sont alors capables de fixer 1’azote atmosphérique

par action de I’enzyme spécifique qu’elles possedent, la nitrogénase (Figure 39), cette réaction
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¢tant d’autant plus facilitée par la morphologie et la physiologie particulieres des nodules.
L’ammonium ainsi formé est transporté des bactéroides jusqu’au cytoplasme des cellules
végetales qui constituent le nodule, ou il est assimilé puis transporté vers les autres parties de
la plantes (Nap and Bisseling, 1990).

e Régulation

La formation et le maintien des nodules ayant un codt énergétique important pour la plante,
celle-ci va étroitement réguler le nombre de nodules formés grace a la mise en ceuvre de voies
de signalisation (Figure 40). L’autorégulation du nombre de nodules ou nodosités (AON)
permet, par des mecanismes intrinséques, de réguler ce nombre (pour description générale du
mécanisme : Ferguson et al., 2019; et chez le pois : Li et al., 2009). La plante semble aussi
posséder des mécanismes permettant d’évaluer la performance de ses symbiontes et de
sanctionner les souches peu efficientes dans la fixation de 1’azote (Oono et al., 2011). La
nodulation apparait étre sous ’influence forte des conditions environnementales (Ferguson et
al., 2019). Les plantes peuvent limiter le nombre et la taille des nodules, ainsi que I’activité de
fixation de I’azote lorsque cet élément est disponible en quantité suffisante dans les sols
(Streeter, 1985 ; Streeter and Wong, 1988 ; Kaiser et al., 1997 ; Bollman and Vessey, 2006 ;
Glyan’ko et al., 2009 ; Voisin et al., 2010). Ce mécanisme va aider a la préservation de I’énergie
et des ressources de la plante lorsque la fixation de 1’azote n’est pas nécessaire, et ainsi au
maintien d’une balance optimale entre les ¢léments dans le but de répondre aux besoins de la
plante en azote moyennant un codt carbone minimal (Voisin et al., 2010).

e Spécificité

Les interactions symbiotiques qui s’établissent entre les rhizobiacées et les Iégumineuses
présentent souvent une certaine spécificité d’association. Chaque espece de légumineuse ne va
généralement s’associer qu’a un nombre limité de souches bactériennes bien précises (Perret et
al., 2000). Dans la plupart des cas, le pois va préférentiellement établir une interaction
symbiotique avec des souches Rhizobium leguminosarum symbiovar viciae (Bourion et al.,
2018). Cependant, d’autres espéces de rhizobium ont récemment été reportés comme pouvant
entrer en symbiose avec le pois comme Rhizobium pisi (Ramirez-Bahena et al., 2008).

Cette spécificité d’association est le résultat de la reconnaissance mutuelle des signaux
entre I’hote et le symbionte (Andrews and Andrews, 2017). 1l est généralement reconnu que le
pois sélectionne ses symbiontes Rhizobium leguminosarum symbiovar viciae a travers
I’excrétion d’homosérine dans la rhizosphere (Vanderlinde et al., 2014). C6té bactérien, le
déterminant principal de la spécificité d’association rhizobiacée-legumineuse est la production

de facteurs Nod, essentiels a la reconnaissance specifique mutuelle permettant d’initier
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I’infection (Perret et al., 2000 ; Downie, 2010). Ces composes sont codés par les genes nod
présentant une grande variation (Laguerre et al., 2001). En réponse, coté végétal, la perception
de ce signal est sous le contrdle de kinases transmembranaires spécifiques LysM-RLKs
(Receptor-like Kinase), sous le controle des genes SYM2, qui joue donc aussi un réle dans cette
spécificité d’interaction (D’Haeze and Holsters, 2002).

e Diversité

Dans le sol, les racines des Iégumineuses sont exposees a des populations rhizobiacées
hétérogenes et complexes contenant de multiples souches compatibles (Laguerre et al., 2003).
De nombreuses études ont en effet pu montrer que les isolats présents dans les sols présentent
une large diversité génétique, supérieure a ce qui est retrouvé dans les nodules (Segovia et al.,
1991 ; Palmer and Young, 2000 ; Yang et al., 2008 ; Wadhwa et al., 2011). La structure et la
diversité de ces populations est sous I’influence de différents facteurs tels que le couvert végétal
(en particulier la présence d’hote), la phénologie des plantes, le type de sol, les pratiques
culturales (Palmer and Young, 2000 ; Laguerre et al., 2007 ; Depret and Laguerre, 2008 ;
Wielbo et al., 2015). Les rhizobiacées entrant en symbiose avec une plante hote vont alors étre
recrutées au sein d’un pool initial (Martinez-Romero, 2003). Chaque plante hote peut étre
associée a une voire parfois plusieurs especes de symbiontes (Unkovich et al., 2010). Plusieurs
études ont aussi rapporté I’existence possible d’une grande diversité génétique au sein des
souches nodulant différentes variétés d’une méme espéce de légumineuses, dont le pois (Russell
and Jones, 1975 ; Paffetti et al., 1996; Wadhwa et al., 2011; Wielbo et al., 2015 ; Bourion et
al., 2018). Les mécanismes déterminant les affinités et contrélant cette diversité sont encore a
élucider précisément.

e Role dans la gestion des maladies

De nombreuses especes rhizobiacées présentent des propriétés biocontréle, suscitant un
intérét fort dans le cadre de la gestion de différentes phytopathologies (Gopalakrishnan et al.,
2015). Par exemple, il a été rapporté que des souches comme Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii, R. leguminosarum bv. viciae, Rhizobium meliloti, Rhizobium trifolii, Sinorhizobium
meliloti et Bradyrhizobium japonicum sont capables de secréter des antibiotiques et des
enzymes spécifiques permettant d’inhiber différents pathogenes (Bardin et al., 2004 : Pythium
versus pois et betteraves; Chandra et al., 2007: Sclerotinia sclerotiorum versus moutarde;
Ozkog and Deliveli, 2001: inhibition in vitro de Fusarium oxysporum, Pythium ultimum et
Rhizoctonia solani; Siddiqui et al., 1998 : Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani et
Fusarium solani versus pois chiche et tournesol, Siddiqui et al., 2007: nématodes versus

lentilles). Certaines souches rhizobiacées sont aussi capables d’induire une résistance
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systémique chez les plantes, a travers la production de composés variés comme des
lyposaccharides, la flagelline, I’homosérine lactone, etc (Yanni et al., 2001 ; Peng et al., 2002
; Mishraetal., 2006). De nombreuses études se sont ainsi penchées sur 1’utilisation a bon escient
des effets biocontrole de ces souches et ont démontré 1’efficacité pour la gestion des maladies
chez de nombreuses especes végetales légumineuses mais aussi non légumineuses par leur
présence dans la rhizosphere (Gopalakrishnan et al., 2015). Ainsi, en condition de plein champ,
I’application d’une souche du genre Rhizobium a permis d’augmenter la croissance et le
rendement chez le pois chiche, d’augmenter significativement le nombre de nodules racinaires
mais aussi de limiter la sévérité des symptdmes de la pourriture racinaire causee par le complexe
pathogene entre le nématode Meloidogyne incognita et le champignon Macrophomina
phaseolina. Chez le pois cajan (Cajanus cajan), face au flétrissement causé par le complexe
pathogene constitué du nématode Heterodera cajani et du champignon Fusarium udum,
Siddiqui et Mahmood (1995) ont montré qu’un traitement par Bradyrhizobium japonicum (seul
ou en combinaison avec d’autres PGPR) permet d’augmenter la biomasse globale et le nombre
de nodules mais aussi de réduire la multiplication des nématodes et la sévérité des symptémes
causés par le champignon. Elbadry et al. (2006) ont quant a eux observé une meilleure
résistance des plantes de féverole contre le virus BYMV (Bean Yellow Mosaic potyvirus) via
une stimulation des défenses des plantes lorsque les graines de féverole sont inoculées avec une
souche Rhizobium leguminosarum. Récemment, Godebo et al. (2020) ont pu établir ’activité
antagoniste de souches du genre Rhizobium envers Aphanomyces euteiches, soulignant ainsi
que leur utilisation en tant qu’agent de biocontrdle pourrait constituer une piste prometteuse

pour lutter contre ce pathogéne (Godebo et al., 2020).

2.4.3.2 Les microorganismes endophytes

Les plantes constituent un ensemble d’habitats divers et variés pouvant étre colonisés
par de nombreux organismes endophytes (Dudeja et al., 2012). Ce terme endophyte est utilisé
pour décrire des microorganismes vivant au sein des tissus végétaux et, au sens strict du terme,
ne causant pas de symptoémes délétéres (Dudeja et al., 2012; Narula et al., 2013). Une plante
hote peut abriter une multitude de genres et d’especes microbiens en son sein, dans la majorité
de ses tissus (Narula et al., 2013). La diversité des especes présentes ainsi que la densité de
leurs populations sont trés variables et vont dépendre principalement de 1’espéce microbienne,
du génotype de la plante héte, de stade du développement de celle-ci, des tissus considérés et

des conditions environnementales (Dudeja et al., 2012; Narula et al., 2013).
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Tableau 4 : Exemples d’endophytes bactériens retrouvés dans différents tissus chez les

Iégumineuses (Dudeja et al., 2012).

Plant species Plant tissue Bacterial endophytes References
Acacia Root nodules Mﬂm&m&uwwmmm [13]
bacterium and Devosia and non rhizobial bacteria
Alfalfa (Medicagoe sativa L.) Roots, nodules, 15 non rhizobial and 5 Gram + ve bacteria: Bravibacillus cho- 2. 14-18]
seed coat ahd sinénsis, Bacillus megaterium, Microbacterium tri
lateral-root Escherichia coli, Salmonella enterica, Klebsiglla, Azospirillum sp. B510,
Bean Root anhd stem Azorhizobium caulinodans, Bacillus subtilis, Burkholderia 11,12, 20]
hodules Rﬁnﬁr’ (Stnorhizobium) meliloti, R. leguminosarum bv. phaseoli,
Chickpea Root nodules . o E;.zz]
Clovers Roots, hodules, R leguminosarum bv. trifolii, Agrobacterium rhizogenes ]
stem and foliage
Conzattia multiflora Root ahd hodules  Pantoea, Brwinia, Salmonella, Enterobacter, Citrobacter and Klebsiella B‘l]
Cowpea Nodules Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp. NGR 234 1,22]
Fenugreek Nodules Ensifer (Sinorhizobium) meliloti E‘l.zz]
Hedysarum glomeratum Nodules Agrobacterium, 5]
Rhizobium, R. sullae, Ralstonid, Xanthomonds
Roots Mesorhizobium loti, Ensifer (Sinorhizobium) meliloti, Rhizobium sp. 7, 28]
NGR 234, R_ tropici, Ensifer (Sinorhizobium) meliloti 1021
Lotus Nodules Mesorhizobium loti E&]
Mungbean Nodules Bradyrhizobium sp. 1,22]
Mimosa pudica Nodules Buriholderia
Ornithopus compressus Nodules Curtobacterium, Enterobacteriaceae, Microbacterium, Pseudomonas Es]
Pea Roots Pantoea agglomerans, Pseudomonas fluorescens, R. leguminesarum bv.  [3, 31]
vicige., Stréptomyces lydicus
Peanut Root apoplast Bradyrhizobium sp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pseudomonas  [32, 33]
and nodules sp.. Burikholderig J
Psoralea bituminosa Nodules Arthrobacter E;]
Red clowver Root and nodules 22 rhizobial and non rhizobial bacteria, Agrobacterium rhizo- , 35-37]
genes, Pantoea agglomerans
Scorpiurus Muricalus Nodules Bacillus, Thiobacillus Bg!
Seshania Root and stem Azorhizobium caulinodans, Ensifer (Sinorhizobium) saheli, Ensifer 39]
nodules (Stnorhizobium) teranga bv sesbania.
Siratro Roots Rhizobium sp. NGR 234 If]
Soybean Roots and Mmmmmmmm 5.19, 38,
Nodules bacter, Bacillus, Agrobacterium, and Burkholderia, and other bacte-  41—45]
ria Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum, Enterobacter
Enterobacter sakazakiia, Erwinia sp.; Klebsiella
oxytocab, Klebsiella pneumonia, Pantoea sp., Pseudomonas citronellolis
nmmmmmmmm
Sweet clover Roots Ensifer (Sinorhizobium) meliloti 21, 22)
Tetragonolobus purpureus  Roots Mesorhizobium, Staphylococcus '122
Vicia — wild species Nodules 1=4hctermm R leguminosarum R. gallicum, Mesorhizobium [1
huakuii, Bnsifer meliloti and Bradyrhizobium spp., and 14 strains
related to Agrobacterium, Phyllobacterium, Ensifer, Shinella and
R tropici, 22 strains of R leguminosarum
Wild Roots and nodules 14 bacterial genera and 24 noh rhizobial genera Eg'ﬂ
Mediterranean legumes Nodules 100 unculturable rhizobia anhd 24 non rhizobial
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Chez les légumineuses, les bactéries fixatrices d’azote ne constituent finalement qu’une faible
proportion de la totalité des bactéries endophytes les colonisant. Par exemple, Pantoea
agglomerans et Pseudomonas fluorescens sont les especes endophytes les plus communément
retrouvées dans les tiges de différentes variétés de pois (Elvira-Recuenco and van Vuurde,
2000). Puisque le sol constitue un pool particuliérement riche d’inoculum potentiel et que les
racines sont tres vulnérables, la communauté endophyte, issue de la rhizosphere et colonisant
le systeme racinaire, constitue une composante essentielle du microbiome des plantes (Dudeja
et al., 2012). Chez les 1égumineuses, une grande diversité d’autres especes bactériennes va co-
exister au sein des nodules dont des bactéries non-rhizobiacées (pour review: De Meyer et al.,
2015; Dudeja et al., 2012; Narula et al., 2013) (Tableau 4). Bien souvent, ces bactéries
endophytes non-rhizobiacées (ENR), dont le rdle reste encore souvent a élucider, constituent
une part importante de la microflore des nodules. Pourtant cette microflore ne constitue pas la
cible privilégiée des études scientifiques, focaliseées plutdt sur la nodulation, méme si de plus
en plus d’études s’y consacrent ces derniéres années. Ainsi, par exemple, la présence de 71
genres bactériens différents ont été observés dans des nodules de la légumineuse Lespedeza
thunbergii (Busby et al., 2016). Huit genres différents (Paenibacillus, Bacillus, Klebsiella,
Ensifer, Agrobacterium, Blastobacter, Dyadobacter, et Chitinophaga) ont été isolés de nodules
de haricot mungo (Vigna radiata) cultivé en plein champ (Pandya et al., 2013). Une grande
variété d’ENR (Agrobacterium, Enterobacter, Paenibacillus, et Phyllobacterium) sont capables
de coloniser des nodules de Glycyrrhiza (Li et al., 2012). Bai et al. (2003) ont montré la
cohabitation naturelle de Bacillus subtilis et Bacillus thuringiensis avec Bradyrhizobium
japonicum dans les nodules de soja. Des actinobactéries telles que Streptomyces lydicus ont été
reportées comme colonisant des nodules de pois (Tokala et al., 2002).

Narula et al. (2013) ont quant a eux mis en évidence la coexistence de 17 génotypes
bactériens différents dans des nodules de pois prélevés en parcelle agricole. De Meyer et al.
(2015) ont décrits la présence d’une grande diversité d’espéces bactériennes appartenant a 50
genres au sein de nodules provenant de 30 espéeces différentes de légumineuses indigénes des
Flandres. Lu et al. (2017) ont observé une diversité et une abondance relative d’ENR plus
conséquentes qu’attendues dans les nodules de la Iégumineuse Dalbergia odorifera (Figure 41).
Outre les rhizobiacées issus de 5 genres bactériens, 32 autres genres bactériens ont été retrouvés,
soulignant la coexistence effective d’une grande diversité¢ d’ENR avec les rhizobiacées au sein
des nodosités de cette espece végétale, sous I’influence des pratiques de fertilisation appliquées.
Hakim et al., (2020) ont quant a eux mis en évidence la présence d’une grande diversité de

genres ENR (Acinetobacter, Enterobacter, Flavobacterium, Microbacterium, Pantoea,

65



100 = l @ Firmicutes
N | @ Proteobacteria
m i O Cyanobacteria

W Actinobacteria
@ Acidobacteria

@ Bacteroidetes

@ Chloroflexi

@ Planctomycetes
@ WCHB1-60

| Others

I 4

h
li
2z

N+ rhizosphere N+ nodules N- rhizosphere N nodules

Relative abundance (%)
° 3 8 3 8
L 1 1 1 1
) | ]
wR s N B

N+R CK
N+N CK
N-N CK

NN oz

N+R HT221
N+N HT221
N-R HT221

wR K2z N

Figure 41 : Abondance relative des phyla dominants dans la rhizosphere et dans les nodules de
plantules de D. odorifera, selon la fertilisation azotée apportée. N* R et N" R : sol rhizosphérique
avec ou sans supplement d’azote ; N* N et N" N : nodules avec ou sans supplement azote ; CK,
pas d’inoculation ; H255, HT221, and H022238, inoculation avec Bradyrhizobium elkanii
H255, Rhizobium multihospitium—like HT221, et Burkholderia pyrrocinia—like H022238,
respectivement (D’apres Lu et al., 2017)

Figure 42 : Diagramme de venn indiquant les différences observées de genres bactériens

presents dans les nodules entre les sites étudiés (D’apres Hakim et al., 2020).
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Pseudomonas, Ralstonia, et Stenotrophomona) associée aux nodules d’haricot mungo ainsi
qu’une distinction importante entre les sites de culture (Figure 42). Cette observation confirme
la forte influence des propriétés physiques, chimiques et biologiques des sols sur la diversité
des endophytes associées aux nodules (Leite et al., 2017).

De nombreux genres bactériens capables de coloniser les tissus vegétaux possédent des
propriétés PGPR reconnues et vont donc jouer un r6le important en tant que support de la santé
des plantes. Certaines especes contribuent & promouvoir la croissance des plantes mais aussi a
augmenter leur résistance a des stress de type biotique et abiotique. Plus particuliérement, le
microbiome endophyte serait en mesure d’améliorer la résistance des plantes a différents
pathogénes (El-Tarabily et al., 2010; Dudeja et al., 2012 ; Narula et al., 2013 ; De Meyer et al.,
2015 ; Andrews and Andrews, 2017). Les modes d’action mis en ceuvre sont les mémes que
ceux décrits précédemment (paragraphe 2.3.6.2). D’autres endophytes pourraient constituer
guant a eux seulement des organismes opportunistes (Dudeja et al., 2012). Des interactions
entre les endophytes microbiens eux-mémes sont possibles mais encore mal connus, de méme
que la nature de ces interactions, méme si des effets synergiques ou combinés sont souvent
soupconnés (Dudeja et al., 2012).

Pendant longtemps, 1’étude de ces populations a reposé uniquement sur des techniques
d’isolement classique, avec toutes les limites que cela sous-entend (influence des cinétiques de
croissance des souches, sélectivité du milieu de culture et des conditions d’incubation, accés
uniquement a la fraction cultivable de la communauté). L’avenement des techniques de biologie
moléculaire, et en particulier les approches de métabarcoding par séquencage haut débit ouvre
des perspectives nouvelles pour la mise en lumiére de la diversité des ENR dans les nodules

des légumineuses et la compréhension de leur réle.

2.4.3.3 Les champignons mycorhiziens arbusculaires

La majorité des Iégumineuses établissent des associations symbiotiques tripartites a la fois
avec des bactéries fixatrices d’azote et des champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA)
(Scheublin and Heijden, 2006). Ces champignons sont des organismes symbiotiques
obligatoires formant des interactions de type mutualiste avec plus de 80 % des plantes terrestres,
dont de nombreuses especes cultivées d’intérét (Berruti et al., 2016). Les CMA appartiennent
au phylum des Gloméromycétes (Figure 43) (Parniske, 2008). lls apportent aux plantes hétes
des ¢léments minéraux essentiels, en particulier du phosphore, et de I’eau en échange de

produits tels que des sucres issus de I’activité photosynthétique (Smith and Read, 2008). Le
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2008).
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mycélium qui émerge du systéme racinaire permet d’acquérir des nutriments par 1I’exploration
d’un volume de sol qui serait inaccessible aux racines sans cette association (Smith et al., 2000).
Les CMA jouent aussi un réle important dans la tolérance des plantes a des stress de nature
abiotique comme la sécheresse ou 1’excés de salinité (Evelin et al., 2019; Sendek et al., 2019),
la résistance aux maladies (Hooker et al., 1994 ; Whipps, 2004 ; Xavier and Boyetchko, 2004 ;
Neeraj and Singh, 2011) ou encore la tolérance a de fortes concentrations en metaux lourds
dans les sols, utile en phytoremédiation (Lin et al., 2007 ; Meier et al., 2012).

e Mise en place de la mycorhization

Comme dans le cas de la nodulation, I’activation des voies spécifiques et le déclenchement
des mécanismes necessaires a la mise en place de la symbiose mycorhizienne sont sous la
dépendance d’échanges complexes de signaux entre la plante et les CMA (Figure 44). Les
racines des plantes exsudent des composés particuliers, les strigolactones, reconnus par les
champignons mycorhiziens. Ils induisent une germination des spores puis la mise en place de
la phase pré-symbiotique, caractérisée par une croissance des hyphes, une stimulation de la
ramification du systéme racinaire des plantes et une augmentation des activités physiologiques
de part et d’autre (Akiyama et al., 2005 ; Besserer et al., 2006; Parniske, 2008). Les
champignons produisent a leur tour des molécules signales appelées facteurs Myc, dont la
perception par la plante engendre une cascade de signaux et de mécanismes cellulaires
(Parniske, 2008 ; Bonfante and Requena, 2011). Au contact de la plante, I’hyphe fongique va
former une structure particuliere d’appressorium. L hyphe pénétre ensuite au sein de la cellule
végétale, jusqu’au cortex. A ce niveau-la, ’hyphe sort de la cellule pour entrer dans I’apoplaste
ou il se développe le long de ’axe racinaire. Les hyphes vont alors induire la mise en place de
structures ramifiées, les arbuscules (Parniske, 2008) (Figure 45). Les arbuscules constituent le

site fonctionnel d’échange des nutriments (Balestrini et al., 2014).

e Spécificité

Contrairement a la nodulation, la symbiose mycorhizienne est généralement considérée
comme ne présentant pas de spécificité absolue d’association. Un méme champignon
mycorhizien est capable de coloniser de nombreuses especes végétales. Réciproquement, une
plante peut étre associée a plusieurs especes CMA (Sanders, 2003). Cette absence de spécificité
est néanmoins remise en cause par certaines études (Bidartondo et al., 2002; Vandenkoornhuyse
et al., 2002). Différentes espéces végétales sont colonisées par différentes communautés CMA
(Helgason et al., 2002; Vandenkoornhuyse et al., 2003). Dans le cas des Iégumineuses, peu

d’études se sont penchées sur la possible colonisation des nodosités par les CMA. Pourtant, ces
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Figure 46 : Observation microscopique de la colonisation mycorhizienne des nodules. (A)
nodule racinaire avec hyphe attaché (H) et spore (S); (B) Détails d’un nodule colonisé
(Scheublin et al.,2004).
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Figure 47 : Abondance relative des différentes séquences CMA type dans les racines et nodules
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structures particulieres peuvent aussi effectivement abriter des structures mycorhiziennes en
conditions contrdlées (Vidal-Dominguez et al., 1994) mais aussi au champ (Scheublin et al.,
2004) (Figure 46). Scheublin et al. (2004) ont ainsi décrit la diversité des CMA présents au sein
des nodules de trois Iégumineuses cultivées dans un méme environnement. Les auteurs ont aussi
souligné les différences observées au niveau des espéces rencontrées dans les racines chez les
trois légumineuses (Figure 47).

e Diversité

La diversité des CMA est un facteur essentiel qui va jouer sur la biodiversité et la
productivité des écosystemes. Le genre Glomus est souvent retrouve dans les sols agricoles,
alors que les genres Gigaspora, Scutellospora et Acaulospora sont plus présents dans des sols
non cultivés (Btaszkowski, 1993; Talukdar and Germida, 1993). Une plus grande diversité de
CMA est en général constatée dans les environnements forestiers par rapport aux parcelles
agricoles (Helgason et al., 1998). Les pratiques agricoles constituent une pression de sélection
majeure conditionnant la diversité et 1’assemblage des communautés CMA (Helgason et al.,
1998 ; Jansa et al., 2002, 2006 ; Oehl et al., 2004 ; Manoharan et al., 2017) (Figure 48). Le
développement des outils moléculaires au service de I’étude des communautés microbiennes a
permis des avancées importantes dans la compréhension de ces organismes symbiotiques (Lee
etal., 2013 ; Rezadova et al., 2016 ; Bhargava et al., 2019 ; Victorino et al., 2020) et ont permis
de mettre en évidence une diversité insoupgonnée des CMA dans les écosystémes, avec jusqu’a

environ 50 a 80 OTUs différents selon les sols (Zhao et al., 2017).

e Nutrition des plantes

L’amélioration des prélevements en phosphore constitue le bénéfice principal des
symbioses mycorhiziennes. Le réseau mycélien plus étendu va permettre une exploration d’un
volume plus important de sol. De nombreux transporteurs vont alors 1’acheminer depuis les
hyphes extra-racinaires jusqu’aux arbuscules (Figure 49) (Parniske, 2008). Les CMA peuvent
aussi accélérer la décomposition voire méme directement acquérir de d’azote a partir de la
matiere organique (Hodge et al., 2001), relargué sous une forme ammonium au bénéfice de la
plante (Figure 49) (Govindarajulu et al.,, 2005). La plante, quant a elle, va fournir
principalement du sucrose, échangé au niveau des arbuscules (Figure 49) (Parniske, 2008).

e Effet biocontrdle

Le bénéfice des CMA ne se limite pas a la fourniture de nutriments. La colonisation des
racines par ces champignons peut augmenter la résistance des plantes envers des pathogénes (

Xavier and Boyetchko, 2004 ; Vierheilig et al., 2008). De nombreux produits a base de
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Figure 48 : Comparaison des abondances relatives de genres mycorhiziennes pour différentes
pratiques de gestion et sous différentes espéces végétales ; Grass : prairie permanente, Ley :
prairie temporaire avec plantes fourragéres, Org-B : culture d’orge sous agriculture biologique,
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conventionnelle (Manoharan et al., 2017).
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champignons mycorhiziens sont actuellement développés en tant que solutions de lutte
biologique contre les pathogénes, en général en combinaison avec d’autres microorganismes.
Des études ont clairement démontré un effet de protection localisé (pour review: Singh et al.,
2000 ; Azcon-Aguilar et al., 2002 ; Xavier and Boyetchko, 2004) mais aussi la possibilité d’une
protection de type systémique (Pozo et al., 2002 ; Khaosaad et al., 2007 ; Choudhary and
Varma, 2016). Ainsi, I’existence d’une corrélation inverse a été établie entre la colonisation des
racines de bégonia par un CMA et sa susceptibilité au mildiou, maladie causée par un pathogéne
aérien (Feldmann and Boyle, 1998). A I’inverse, Slezack et al. (2000) ont montré que chez le
pois, une symbiose mycorhizienne importante est nécessaire pour observer une protection
envers Aphanomyces euteiches. Badker et al. (1998) ont mis en évidence une réduction des
symptomes en lien avec ce méme pathogene chez le pois par I’inoculation de CMA.
Classiquement, 5 mécanismes d’action principaux sont avancés pour expliquer les effets
biocontrdle des CMA (Vierheilig et al., 2008): une compétition directe pour les sites d’infection
et pour I’accés aux substrats carbonés, une amélioration du statut nutritif des plantes, une
induction des systémes de defense des plantes, une altération de 1’exsudation racinaire, une
modification des communautés microbiennes associées a la rhizospheére.

e Régulation

La plante est capable d’exercer un contrdle sur 1’étendue de la colonisation de son systeme
racinaire par les CMA en fonction de ses besoins nutritionnels. L’exemple le plus connu est le
contrdle en fonction de la disponibilité en phosphore dans le sol. En effet, lorsque cet élément
est disponible dans le milieu sous sa forme orthophosphate, une voie d’acquisition directe par
la plante est privilégiée car moins colteuse, conduisant a une réduction de la mycorhization des
racines (Vierheilig et al., 2008). Récemment, de plus en plus de données montrent qu’une fois
la plante colonisée par des CMA, cette derniére va limiter voire supprimer les interactions avec
d’autres mycorhizes afin de limiter le cotit énergétique des symbioses (Vierheilig et al., 2000 ;
2008). Vierheilig et Piché (2002) suggérent que les plantes colonisées par des CMA, en tentant
de limiter le co(t de la symbiose mycorhizienne ont finalement aussi acquis une protection

envers des pathogénes fongiques.

2.4.4 Lanotion de pathobiome

Le microbiome associ¢ aux plantes constitue donc, par sa multiplicité d’especes et de fonctions,
un élément capital a considérer dans une vision plus holistique et pour une compréhension plus

pertinente de la santé des agrosystémes. C’est dans ce contexte que le concept de pathogénése
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Figure 50 : Vue générale du concept de pathobiome (Vayssier-Taussat et al., 2014).
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a ainsi considérablement évolué ces derniéres années. Le paradigme « le pathogene versus la
plante hote » base sur le postulat fondamental de Koch et Hill est loin de la réalité. 1l est souvent
insuffisant pour expliquer de nombreuses maladies (Vayssier-Taussat et al., 2014). Certaines
maladies vont en fait résulter de la présence de plusieurs pathogenes, en combinaison avec
différents facteurs externes (Bass et al., 2019; McArdle et al., 2018). Il est maintenant aussi
bien établi que les pathogenes vivent et interagissent avec d’autres microorganismes au sein
d’une vaste communauté, dans un réseau complexe d’interactions, pouvant influencer ou méme
étre le moteur directement du développement des maladies (Vayssier-Taussat et al., 2014).

Soutenu par la vision de la plante en tant qu’holobionte complexe, le nouveau concept de «
pathobiome » se détache aujourd’hui clairement. Le pathobiome constitue la prise en compte
globale du ou des pathogéne(s), intégrés au sein d’un environnement biotique complexe, le
microbiome associé a I’h6te considéré, sous I’influence des facteurs environnementaux (Figure
50) (Bass et al., 2019; Vayssier-Taussat et al., 2014). Ce concept permet de mieux prendre en
compte la complexité des systémes, et de rester au plus proche des situations naturelles. Une
lutte efficace contre les pathologies passe en effet par I’étude et 1’identification les plus précises
possibles de I’ensemble des facteurs d’influence (Bass et al., 2019). La prise en compte des
communautés microbiennes en étroite collaboration avec les plantes, en particulier avec les
racines, est donc un des éléments majeurs du déterminisme des phytopathologies et donc de

leur gestion.
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3 Projet de recherche

Cette these, réalisée a UniLaSalle campus-Rouen, s’inscrit dans un projet de recherche
intitulé « VIVEPOIS », financé par la Région Normandie. Ce projet s’intéresse a 1’introduction
d’une nouvelle culture au sein des rotations culturales de Normandie, le pois d’hiver. Un des 2
objectifs de ce projet était d’étudier I’effet de I’introduction du pois d’hiver au sein de la rotation
sur les communautés microbiennes et sur les dynamiques de 1’azote et du carbone ; I’autre
objectif était d’évaluer le bénéfice apporté concernant la gestion de la pourriture racinaire du
pois causée par A. euteiches. C’est dans ce dernier axe que s’inscrit ce travail de thése. Il s’agit
plus particulierement d’évaluer I’influence des choix variétaux et du microbiome associé pour
le controle de ce pathogéne, et donc de mettre en lumiére le poids des facteurs biotiques dans

le déterminisme de la maladie.

e Pourquoi s’intéresser au pois protéagineux ?

Le pois protéagineux possede de nombreux bénéfices alimentaires, agronomiques,
environnementaux et économiques. Cependant les surfaces dédiées a cette culture sont
aujourd’hui en déclin, en particulier en Normandie. Un des freins principaux concernant cette
culture est sa grande sensibilité a la pourriture racinaire causée par 1’oomycete Aphanomyces
euteiches. Cette maladie n’ayant aucun traitement efficace a I’heure actuelle, le seul moyen de
lutte repose sur un diagnostic du risque par la détection de la présence du pathogéne dans les
parcelles agricoles. La recherche d’autres alternatives pour lutter contre cette phytopathologie
revét un caractere essentiel dans I’objectif de revaloriser la culture de pois protéagineux, a la

lumiére de toutes les externalités positives potentielles portées par cette espece végétale.

e Pourquoi s’intéresser aux variétés de pois d’hiver ?

Un des bénéfices principaux de I’utilisation des varietés de pois d’hiver est le
contournement apparent du risque lié a A. euteiches. Ce postulat empirique repose sur I’absence
de symptomes aériens chez les variétés de pois d’hiver, observée sur le terrain par les
agriculteurs et les conseillers agricoles. D’apres les communiqués de Terre Inovia, les variétés
de pois d’hiver peuvent étre implantées dans des parcelles agricoles présentant une valeur seuil

du test biologique du potentiel infectieux supérieure a celui des variétés de pois de printemps.
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L’argumentaire principal repose sur une probable désynchronisation entre le stade de
développement de la plante sensible a I’infection et le moment ou les conditions
environnementales sont optimales pour 1’infection par A. euteiches.

Dans I’objectif régional et national de promouvoir 1’implantation du pois d’hiver au sein
des rotations, il paraissait important de mesurer la contribution du choix variétal sur

I’expression de la maladie causée par cet oomycete.

e Pourquoi s’intéresser au compartiment biotique ?

La lutte biologique reposant sur 1’utilisation de microorganismes antagonistes constitue une
alternative possible pour la gestion des pathogénes d’origine tellurique. Le sol est un
environnement complexe abritant une multitude de microorganismes dont certains présentent
des potentialités importantes pour soutenir la croissance des plantes. L’environnement
particulier que constitue la rhizosphére, zone sous I’influence forte des exsudats racinaires, est
le siége privilégié des interactions entre les plantes et les microorganismes. La rhizosphére
constitue une source importante d’isolats antagonistes d’intérét pour le développement de
solutions de biocontréle. Outre les communautés microbiennes présentes dans la rhizospheére,
il est reconnu que le systeme racinaire des plantes abrite une large communauté de
microorganismes endophytes, pouvant jouer un réle important dans la résistance des plantes
aux maladies.

Dans le cas particulier des Iégumineuses, les associations symbiotiques avec des bactéries
fixatrices d’azote au sein des nodules racinaires représentent une autre piste pour la
compréhension globale des systemes. De plus, de nombreuses autres populations microbiennes
sont abritées au sein de cet environnement. Comprendre 1’implication possible des populations
microbiennes endophytes des nodules des Iégumineuses dans leur résistance aux maladies est
une piste a considérer. Dans le cas d’A. euteiches, des études ont montré 1’influence de certains
éléments abiotiques en faveur du développement du pathogéne. Mais le compartiment biotique,
et surtout le microbiome associé, a longtemps été oublié dans les études concernant le

pathosystéme pois / A. euteiches.
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SP1 SP2 SP3 WP1 Wp2 WP3

Dose 0 oospore/ g
de vermiculite seéche

Dose 15 oospores/ g
de vermiculite seche

Dose 30 oospores/ g

de vermiculite seche
Figure 51 : Représentation schématique de I’expérience mise en place pour 1’axe 1 de recherche.
Comparaison de la sensibilité de différentes variétés de pois a 3 doses pathogénes par notation
des symptdmes et caractérisation des systémes aériens et racinaires (SP1 a SP3 : variétés de

pois de printemps et WP1 a WP3 : variétés de pois d’hiver).
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3.1 1° axe de recherche : L’expression de la pourriture racinaire fluctue-t-elle en

fonction du type variétal du pois protéagineux ?

L’objectif a été de mettre en évidence les patrons de tolérance/sensibilité des cultivars de
pois étudiés a A. euteiches, et donc le poids du déterminisme génétique. L’hypothése de départ
était que le pois d’hiver présentait une sensibilité inférieure au pois de printemps. Une analyse
comparative des sensibilités ainsi que des symptdémes engendrés sur les architectures racinaires
et aériennes a été realisée sur 6 cultivars de pois protéagineux, 3 cultivars de printemps et 3
cultivars d’hiver. En conditions de culture contrdlées identiques printaniéres et a un stade
précoce de développement de la plante, I’expression de la maladie (selon I’indice décrit par
Wicker et al., 2001) et les modifications architecturales induites (quatre traits mesurés) ont éte
évaluées a deux doses pathogenes (faible et moyenne) comparativement a une dose nulle sans
pathogene, représentant les plantes témoins (Figure 51). Le choix variétal, en particulier les
cultivars présentant des sensibilités moindres, pourraient constituer un premier levier pour lutter

contre A. euteiches.

3.2 2¢me axe de recherche exploratoire : La diversité bactérienne intra-nodules du
pois protéagineux est-t-elle cultivar-dépendant et contient-elle des bactéries

antagonistes d’intérét envers A. euteiches ?

L’objectif de cet axe de recherche a été d’étudier et de comparer la diversité des bactéries
endophytes intra-nodulaires de plusieurs variétés de pois de printemps et de pois d’hiver. 1l
s’agissait plus particulierement de faire un focus sur la potentielle existence au sein des nodules
d’une diversité bactérienne et de genres bactériens protecteurs contre A. euteiches, et donc de
montrer le pouvoir de recrutement des variétés, ainsi que I’importance du génotype du pois dans
cette sélection. L’hypothése de départ était que la diversité et 1’abondance relative des
populations bactériennes, en particulier les genres bactériens connus comme ayant un effet
antagoniste envers A. euteiches, varient en fonction du génotype variétal. Pour valider cette
hypothése, une approche par isolement des bactéries cultivables contenus dans les nodules de
6 cultivars (utilisés dans la premiere expérience), suivie d’une évaluation de leur pouvoir
antagoniste ont été mis en ceuvre avec en paralléle la réalisation d’une analyse metabarcoding
de I’ADN total extrait des nodules. Ce travail avait pour but de mettre en lumiére les
potentialités des populations endophytes pour la santé des plantes et I’implication de ce

compartiment microbien spécifique dans la résistance des plantes aux maladies.
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Figure 52 : Représentation schématiques des 2 parcelles cibles de 1’étude.
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3.3 3™ axe de recherche : Est-il possible d’isoler des antagonistes bactériens
d’intérét envers A. euteiches au sein de la rhizosphere de différents couverts
végétaux ? Quelle influence va exercer ces couverts végétaux sur la diversité
et la structure globale des communautés microbiennes ainsi que sur

I’assemblage des populations bénéfiques au sein de la rhizosphere ?

L’objectif de ce travail a été de valoriser le potentiel microbiologique des sols au bénéfice
de la santé du pois. L hypothése de départ était que le couvert végeétal influence la diversité et
I’abondance relative des communautés bactériennes et fongiques du sol en particulier les genres
biocontrbles contre A. euteiches. Une approche classique par isolement des bactéries des
rhizospheres de trois couverts végétaux (Pois, Colza et Féverole), suivi d’un screening afin de
détecter les isolats bactériens antagonistes envers A. euteiches, a été déployée. Ces 3
rhizosphéres proviennent de 2 parcelles agricoles. Une premiere parcelle comportait une culture
de colza incluse au sein d’une culture de pois d’hiver (mise en place spécifique dans le cadre
de ce projet, grace a la coopération d’un agriculteur) et la seconde avec un couvert féverole
(Figure 52). En paralléle, afin d’évaluer I’influence des couverts végétaux sur le recrutement
de populations microbiennes d’intérét pour la santé des plantes, une comparaison de la structure
et de la diversité globale des communautés bactériennes et fongiques associées a la rhizosphére
des 3 couverts a été réalisée par la technique du métabarcoding. Un focus a été fait sur les genres
microbiens connus comme ayant un effet antagoniste envers A. euteiches. Le couvert végétal,
par la sélection de microorganismes en lien avec leurs exigences spécifiques, pourrait ainsi
constituer un levier pour faconner le microbiome et construire ainsi un phénoméne de
suppressivité envers la maladie ciblée.

Plus précisément, ce travail de doctorat a pour but d’explorer différentes pistes
prometteuses, potentiellement complémentaires, de lutte contre la pourriture racinaire du pois :

- Evaluer le potentiel des variétés de pois dhiver.

- lIsoler des souches bactériennes antagonistes issus de sols Normands et au sein des

nodules de différentes variétés de pois.

- Etudier le role important des espéces végétales dans la modulation des communautés

microbiennes au bénéfice de la santé des plantes.
Notre objectif est d’avancer dans la compréhension globale du pathosystémes pois / A. euteiches
en élucidant le r6le important joué par la composante biotique. La plante est alors considérée
comme un holobionte complexe, avec son génome propre et son « second génome » constitué

de son microbiome associé.
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Chapitre 1
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4 Reésultats
4.1 Le choix variétal : un premier outil de gestion de la pourriture racinaire du

pois causée par Aphanomyces euteiches

La culture de pois possede de nombreux bénéfices économiques, agronomiques et
environnementales et permettrait d’élever la production en protéines végétales de la France. Un
des problémes majeurs est que son rendement peut étre tres affecté par Aphanomyces euteiches,
provoquant une pourriture racinaire, sans traitement possible. Les variétés de pois d’hiver,
sélectionnées pour leur résistance au froid, paraissent sujets a des attaques moins séveres de ce
pathogene. La raison principale évoquée est que les plantes sont suffisamment développées au
printemps lorsque les conditions sont favorables aux infections par A. euteiches, ce qui les rend
moins sensible aux attaques. Dans le but de promouvoir la culture de ces variétés de pois d’hiver
au sein des rotations normandes, il nous a paru important de mieux comprendre les patrons de
tolérance/sensibilité des variétés de pois d’hiver par leur comparaison avec celles de pois de

printemps dans des conditions similaires et printaniéres de I’expression de la maladie.

Une analyse comparée de la sévérité des symptdmes et des modifications phénotypiques
induites par le pathogene chez 6 variétés de pois protéagineux, 3 d’hiver et 3 de printemps, a
été réalisée. Un systeme de croissance inerte a été développé afin de mettre en contact la plante
avec différentes doses pathogénes. Différents traits architecturaux racinaire et aérien
représentatifs de la croissance des plantes ont été mesurés. La sévérité des symptdmes est quant
a elle évaluée par la notation des atteintes racinaires selon I’indice développé par Wicker et al.,

(2001) (DI, Disease Index).

Cette étude a permis de mettre en évidence qu’en milieu controlé et en conditions printanieres,
les variétés d’hiver présentent une atteinte racinaire plus importante que les variétés de
printemps, a dose faible, avec une absence de modifications induites au niveau de I’architecture
aerienne. Cette étude a montré que les modifications architecturales induites par A. euteiches
varient en fonction de la variété de pois mais aussi en fonction de la dose pathogene, et qu’elles
sont corrélées au disease index. L’échappement des variétés d’hiver a la pourriture racinaire est
probablement multifactoriel incluant des facteurs génétiques en lien avec I’architecture et les

modifications induites comme montré dans 1’étude de Desgroux et al., (2018).

L’¢étude est présentée sous forme d’article.
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Abstract

Dry pea (Pisum sativum) is an important Fabaceae, particularly in the north of France. In
addition to nutritional numerous benefits for human and animals, pea represents a valuable crop
in rotation through its ability to fix atmospheric dinitrogen and so, decreasing chemical nitrogen
inputs for the subsequent crop. However, pea culture is limited by its susceptibility to a
soilborne oomycete, Aphanomyces euteiches, a causal agent of pea root rot. No chemical or
biological treatment against this pathogen is available up until now. Field observations suggest
that winter pea cultivars seem to be more tolerant to A. euteiches than spring pea cultivars which
might be explained by temporal separation between plant most sensitive stage and A. euteiches
favorable conditions of development. The aim of this study was to compare three winter and
three spring cultivars behaviors towards A. euteiches, comparing their phenotypes responses, in
control conditions mimicking spring environment. Different plant traits and disease severity
were assessed from early seedlings (three spring cultivars and three winter cultivars) after
inoculation with increasing doses of A. euteiches oospores in sterile inert substrate.

Severity of root symptoms measured by the disease index showed a higher susceptibility of
winter cultivars at the lowest pathogen dose, and similar for the highest tested dose, compared
to spring cultivars. Modifications induced by the pathogen on plant architecture highlighted a
delay on observed impact on aerial part for winter cultivars at the lowest pathogen pressure, as
empirically observed in field, despite quite similar root symptoms. Two patterns of tendencies
of induced modifications could be notice: LG AURIS, Avenger and Indiana cultivar, two spring
and a winter cultivars showed a global and growing reduction of all architectural traits with the
growing A. euteiches dose whereas Myster, Dexter and Aurelia cultivars, two winter and a
spring cultivars, showed a global enhancement of maintenance of architectural traits. These
results also suggest importance of architectural traits in pea root rot tolerance. Comprehension
of pea cultivar response towards A. euteiches root rot, through their physiological and genetic

specificities, could give some leads for further exploration in breeding for disease resistance.
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1. Introduction

Fabaceae is a plant family of importance with numerous species cultivated worldwide.
Fabaceae provides many essential ecosystem services in agriculture, such as (1) reductions of
nitrogen mineral inputs because of their proven ability to fix atmospheric N2 through symbiosis
with nitrogen-fixing bacteria (Hardarson and Atkins, 2003) and so (2) reduction of the amount
of greenhouse produced gas (Hatch et al., 2004). The main attraction to cultivate Fabaceae stay
their outstanding nutritional benefit, namely because of high protein content (Schneider and
Huyghe, 2015; Foyer et al., 2016). Among Fabaceae, pea (Pisum sativum) represents the most
largely cultivated Fabaceae, particularly in France, as an important and valuable source of
amino acid and apparent metabolizable energy content for human food and animal feed
(Koivunen et al.,2016). Unfortunately, this crop is very susceptible to pathogen infection and
especially root rot caused by Aphanomyces euteiches, a purely soilborne oomycete which can
induce drastic reduction in yield (Gaulin et al., 2007). The pathogen can survive in soil for
many years (Pfender and Hagedorn, 1983) . Since its discovery in 1925, A. euteiches occurrence
had been observed and studied in several countries (Gaulin et al., 2007; Chatterton et al., 2015;
Gossen et al., 2016). Currently, there is no pesticide to fight efficiently against A. euteiches.
Indeed, fungicidal treatments have shown no effect or only partial effect, due to oomycete
genetic structure being more contiguous to algae than fungi (Wu et al., 2019). Only crop
management appears to be a valuable tool to control disease development such as incorporation
of green manure (Williams-Woodward et al., 1997) or crop rotation (Moussart et al., 2013).
Prophylactic measures could also be deployed to avoid development of pea root rot in field
evaluating sanitary state of soil. A biological assay is thus available to evaluate infectious
potential and so potential risk of infection. This assay relies on global symptoms evaluation on
pea after 14 to 21 days of development on the tested soil (Wicker et al., 2001). This predictive
decision-making tool is used by farmer before seedling. Alternative rapid molecular assays
based on real-time PCR to detect and quantify A. euteiches in soil had been recently developed
(Sauvage et al., 2007; Gangneux et al., 2014). These molecular tools rely on a relationship
between inoculum density in soil and disease. Notwithstanding, this link could be subject to the
influence of environmental factors (Persson and Olsson, 2000). Abiotic factors are well
described for their significant role in disease development and severity. Calcium and pH have
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been shown to be negatively correlated to root rot symptoms caused by A. euteiches (Persson
and Olsson, 2000; Heyman et al., 2007). On the contrary soil structure, humidity and aeration
have been shown to be positively correlated with root rot severity (Allmaras et al., 2003).

Plant breeding represents one of the well-explored approach to counteract pathogen. To date,
no pea cultivars with total genetic resistance towards A. euteiches is available, contrary to other
Fabaceae such as faba bean or alfalfa cultivars which could present partial resistance (Djébali
et al., 2009). Breeding programs for polygenic resistance are still carried out and allowed to
identify only some QTLs for resistance to A. euteiches in pea (Hamon et al., 2011; Lavaud et
al., 2015; 2016; Desgroux et al., 2016). Recently, Desgroux et al. (2018) highlighted a genetic
marker, QTL Ae-Ps7.6, associated with both A. euteiches resistance and constitutive root
system architecture. The allele associated with higher resistance root rot was also linked with a
larger root system before infection. Plant traits having a role in pathogen management represent
promising modifications that breeders consider. For example, breeding program can move
towards modification of susceptible organs to infection or through the ability to recover
efficiently nutrients from soils or by selecting mechanisms as spatial segregation to limit or
escape from pathogen’s encounter (Djébali et al., 2009; Ney et al., 2013; Desgroux et al., 2018).
Specific crop management practices are studied in that way to be deployed, such as the
adjustment of sowing date to disconnect with period of high pathogen pressure, or conducive
conditions for disease occurrence and development (Kharbanda and Tewari, 1996; Mansfiled
et al., 1997; McDonald and Peck, 2009; Karkanis et al., 2016; Kone et al., 2017). This
hypothesis is largely mentioned as the main interest of winter pea cultivars to avoid deleterious
impact of A. euteiches root rot in fields. As observed by farmers or crop advisors in fields,
winter pea cultivars appeared to be less susceptible than spring pea cultivars, with more limited
impact on yield. Sowed in early to late autumn, these cultivars present equivalent agronomic
benefits than the spring ones, mainly through atmospheric N-fixation, so as low-energy
consumer, and low-greenhouse-gas-emissions crop. Moreover, these cultivars can produce
higher biomass and higher seed vyield (Bourion et al., 2003; McGee et al., 2017).
Implementation of winter cultivars could also allow to interrupt weed, insect or pathogen cycles
or limits global incidence because of desynchronization between their favorable development
periods and plant vulnerability (McGee et al., 2017). These cultivars have been specifically
selected for their winter hardiness, mainly because of resistance to frost. Winter hardiness can
be linked to a time-delay of the most frost-sensitive stage in plant cycle (Lejeune-Hénaut et al.,
1999) or to cold acclimation (Bourion et al., 2003; Kuwabara and Imai, 2009). Cold acclimation

is a complex mechanism of plant adaptation, involving various genetic, physiological and
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metabolic changes, providing ability to overcome winter conditions, triggered by temperature
drop, short photoperiods, and change in the spectral quality of light occurring in autumn
(McGee et al., 2017). During this adaptation to cold, overwintering crops could also acquire
disease resistance against certain pathogens, as already described for example for wheat
(Nakajima and Abe, 1996), barley and meadow fescue (Plazek and Zur, 2003), triticale
(Szechynska-Hebda et al., 2015) or grapevine (Wu et al., 2014). Signal transduction pathways
and molecular basis of disease resistance acquisition through cold acclimation are still poorly
understood. Some studies suggested an implication of defense-related proteins, secreted during
cold acclimation, such as PR proteins or antifreeze proteins with known antifungal activity
(Kuwabara and Imai, 2009).

The observed higher tolerance of winter pea cultivars to root rot in fields could be the resultant
of these combined phenomena. However, the assessment of the determinism of the purely
varietal effect, with their genetic background, in A. euteiches possible tolerance could allow to
complete this hypothesis. So, the main objectives of this study are to evaluate and compare
disease severity and phenotypic modifications induced by A. euteiches on different winter pea
cultivars, compared to spring pea cultivars. This study aims also to determine the tolerance-
sensitivity pattern, linked strictly to genetic with no differential environmental parameters, of

each studied cultivar grown in the same conditions.

2. Material & Methods
2.1. Aphanomyces euteiches strain maintenance and inoculum production

Aphanomyces euteiches (A. euteiches) isolate Ae84 was provided by Terres Inovia (Rennes,
France). This strain was originally isolated from infected pea and is used as the French reference
to evaluate the pathogenicity threshold of other A. euteiches isolates (Wicker E., 2001) Ae84
strain was maintained on potato dextrose agar (PDA) plates in darkness at 8°C for long-term
storage and regularly re-inoculated in plants to maintain virulence.

Oospores were produced as described by Gangneux et al., (2014) in oat meal broth (OMB,
adjusted at pH 6.9), prepared from a heated solution of blended oat flakes (20 g.L™?), inoculated
with a 7-day old PDA plug of mycelium. Following 3 to 4 weeks of incubation at 24 °C in
darkness, mycelia were transferred in a chilled microblender containing 4 mL of sterile water
and blended for 2 min. Cell suspension was then concentrated by centrifugation at 1,500 x g
for 30 s, discarding 3 mL of supernatant. Oospores suspension was then counted on a Malassez
hemocytometer for further processes. Oospore suspension could be kept at 4°C for 2 to 3 days

without damage.
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2.2. Plant material and germination
Three pea winter (Myster, Dexter, Indiana) and three spring (Aurelia, LG AURIS, Avenger)
cultivars were provided by RAGT and Limagrain respectively. Seeds were first surface
sterilized under sterile conditions by immersion in absolute ethanol during 10 min, rinsed in
sterile water, then immersed in 12 % sodium hypochlorite solution for 10 min, and finally rinsed
3 times in sterile water before sowing. To ensure any bacterial contamination, sterile seedlings

were first germinated and grown for 4 days on basal agar medium in sterile boxes.

2.3. Pathogen inoculation, disease, and architectural traits assessment
After 4 days of incubation at 24°C (day/night) with a photoperiod of 16 h light and 8 h dark,
seedlings were transferred to individual pot containing sterile vermiculite (40 g, sieved to avoid
particles inferior to 2 mm of diameter, Sigma Aldrich, USA, Saint-Louis). Plantlets were
inoculated with A. euteiches by adding a freshly prepared oospores suspension at 0, 15, 30
oospores.g™* of dried vermiculite to the substrate, then supplemented with MS medium at 80%
of water retention capacity. After 10 days post inoculation (dpi), disease severity (DS) was
evaluated according to Wicker et al., (2001), based on a disease index to quantify symptoms
through the observation of brown-yellow lesions proportion on root. Pea root rot frequencies
were also notified for each cultivar as the percentage of infected plants. In parallel, aerial (main
shoot length, MSL,; leaf node number, LNN) and root (primary root length, PRL; lateral root
number, LRN) parameters were evaluated through pictures using imageJ software for induced
architectural modifications. This experiment was realized 3 times independently, with 2

replicates by modality.

2.4. Statistical analysis

Distribution of each quantitative variable was tested for normality using Shapiro-Wilk test and
for variance homoscedasticity using the Levene test. Student or Wilcoxon test was used for
mean comparisons between spring and winter cultivars of gaussian and non-gaussian variables,
respectively. Comparison of all measured phenotypic variables between all cultivars were
performed using a nonparametric Kruskal-Wallis test, with post-hoc test to identify significant
differences. Spearman’s rho correlation was used to describe association between disease

severity and architectural features. All tests were performed with R software 3.4.1 (R

Development Core Team, 2004) and statistical significance was set at P < 0.05.
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3. Results
3.1. Evaluation of disease severity

Disease severity was evaluated as described by Wicker et al. (2003) for each cultivar at each
inoculation dose, when cultivated in spring conditions growth. When considering all cultivars
pooled according to their cultivar type, winter pea cultivars appeared to be significantly more
susceptible than spring pea cultivars at the lowest pathogen dose tested (15 oospores.g™* of inert
substrate). Indeed winter cultivars presented a higher disease severity (figure 1A) but also a
higher disease frequency (figure 1B) at dose 15. At the strongest pathogen dose (30 oospores.g”
! of inert substrate), no signifant difference in disease index and frequency could be observed
between spring and winter cultivars. Interestingly, when considering each cultivar individually,
two distinct patterns tend to be observed between observed disease severity for each pathogen
dose tested, even if no strong statistical difference could be highlithed because of high data
variability. As expected, LG AURIS, Avenger and Indiana cultivars showed higher disease
index at dose 30 compared to dose 15 (figure 1C). On the contrary, Aurelia, Dexter and Myster
cultivars did not showed any noticeable increase in disease index but rather a slighlty decrease
in observed disease severity with the increase of pathogen dose (figure 1C). Aurelia cultivar
showed the lowest disease index at the tested doses compared to all cultivars (figure 1C).
Similarly, this cultivar showed the lowest disease frequency at all tested doses (figure 1D).
Intrestingly, at dose 30, all the other cultivars were all infected, presenting a disease frequency
of 100 % (figure 1D).
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Figure 1| Comparison of spring and winter pea cultivars on their susceptibility to A.
euteiches. Disease severity index (A) and disease frequency (B) of pea inoculated with 15 and
30 oospores of A. euteiches per gram of dry substrate (DS) on spring (SP) and winter (WP) pea
cultivars, at 10 days post inoculation (dpi). Disease severity index (C) and disease frequency
(D) of pea inoculated with 15 and 30 oospores of A. euteiches per gram of dry substrate (DS)
on spring cultivars (Aurelia, Avenger and LG AURIS) and on winter cultivars (Dexter, Indiana
and Myster), at 10 days post inoculation (dpi). Inoculations were done on 4-day old seedlings
and disease index was evaluated according to Wicker et al. (2001), based on a disease index to
quantify symptoms via the proportion of typical brown-yellow lesions. Disease frequency
represents the percentage of infected plants. Results are means of 3 independent experiments
including 2 replicates per modality + SD. Differences between modalities were compared and
analyzed using Kruskal-Wallis test (post hoc kruskalmc). Asterisks indicate statistical

significance at *P < 0.05. DS: dry substrate, SP: spring pea cultivar, WP: winter pea cultivar.

3.2. Phenotypic modifications induced by A. euteiches infection
To investigate the influence of cultivar type (spring or winter) and independent cultivar on
phenotypic modifications induced by A. euteiches infection, architectural traits (root and shoot)

were assessed at the different doses (15 and 30) after 10 dpi.

3.2.1. Impact on root measurements
No significant difference in primary root length (PRL) was observed between winter and spring
cultivars in all conditions in response to A. euteiches inoculation at 10 dpi (Figure 2A). Spring
cultivars tended to present longer primary root compared to winter cultivars. Winter cultivars
presented significant lower lateral root number (LRN) compared to spring cultivars at dose 0
(control) and 30 (figure 2B). At dose 15, the number of lateral roots of winter cultivars was
slightly increased (+ 0.28 cm) contrary to spring cultivars (- 0.89 cm) by A. euteiches compared
to dose 0. At dose 30, spring cultivars showed globally a higher lateral root number than winter
cultivars (figure 2B) and lateral root numbers in both spring and winter cultivars were

negatively impacted compared to dose 0 (-1.83 cm and -2.17 cm, respectively).
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Figure 2| Impact of A. euteiches inoculation on root traits of spring and winter pea
cultivars. Impact of A. euteiches inoculation (A) on primary root length (PRL) and (B) on
lateral root number (LRN) of spring and winter pea cultivars. Measurements were done on peas
inoculated with 0, 15 and 30 oospores of A. euteiches per gram of dry substrate (DS) on spring
(SP) and winter (WP) pea cultivars, at 10 days post inoculation (dpi). Results are means of 3
independent experiments including 2 replicates per modality = SD. Differences between
modalities were compared and analyzed using Kruskal-Wallis test (post hoc kruskalmc).
Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05. DS: dry substrate, SP: spring pea cultivar,

WP: winter pea cultivar.

When considering spring and winter cultivar groups separately, no clear difference of root
measurements (PRL and LRN) could be observed between non inoculated and the 2 tested
pathogen doses (figure S1A and S1B), except for a slight but significant reduction of the number
of lateral roots for winter cultivars between the dose 15 and 30 (figure S1B). When considering
each tested pathogen dose independently, only lateral root number between cultivars was not
significantly different at dose O (table 1).

Among one of the most striking difference observed, Indiana presented always shorter primary
root than the other cultivars consistently at all the tested doses (0, 15 and 30). LG AURIS
exhibited more lateral roots than the other cultivars, difference which was particularly observed
in response to A. euteiches inoculation at dose 15 compared to Aurelia and Dexter and at dose
30 compared to Indiana (table 1). Interestingly, Aurelia tended to present longer primary root
in response to A. euteiches inoculation (12.2 cm at dose 15 and 13.1 cm at dose 30 contrary to
8.3 cm at dose 0, non-inoculated modality). LG AURIS presented more lateral roots at dose 15
compared to Aurelia and Dexter cultivars, the latter showing the lowest number of lateral roots.
Avenger, LG AURIS, Myster and more particularly Indiana presented generally a reduction of

lateral root number at the highest doses of pathogen.
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Table 1| Comparison of aerial and root traits of spring and winter cultivars in response
to A. euteiches inoculation (0 (DO0); 15 (D15); and 30 (D30) oospores per gram of dry
substrate). Values are the mean of 2 replicates of 3 independent experiments, + standard
deviation. Differences between cultivar type were compared and analysed using Kruskal-Wallis

test (post hoc kruskalmc, letters indicating differences between cultivars.

Spring cultivars Winter Cultivars
Aurelia Avenger LG AURIS Dexter Indiana Myster
Primary root length (cm) DO (control) 8.3+ 3.6 (ab) 10.3+2.5 (ab) 11.7+2.5 (ab) 13.3+4.8 (a) 5.8+3.8 (b) 8.8+3.6 (ab)
D15 12.2+4.1 (a) 8.6+6.2 (ab) 11.2+1.2 (a) 8.9%6.6 (ab) 3.1+0.9 (b) 11.3%3.2 (a)
Root D30 13.1+4.8 (a) 81+86 (ab) 9.3+3.1 (ab) 13.247.7 (a) 3.7+3.1 (b) 7.6+2.8 (ab)
traits Lateral root number DO (control) 11.7+6.5 (a) 8.7+4.3 (a) 21.0+85 (a) 6.7+6.7 (a) 9.8+6.2 (a) 7.5+6.6 (a)
D15 8.0+3.1 (b) 9.8+9.0 (ab) 20.8+5.6 (a) 4.5+5.2 (b) 10.0+7.0 (ab) 10.3%5.5 (ab)
D30 14.5+7.0 (ab) 7.0+55 (ab) 14.3+3.9 (a) 8.2+7.9 (ab) 3.7+4.4 (b) 5.7%5.0 (ab)
Main shoot length (cm) DO (control) 5.5+2.4 (a) 5.5+1.4 (a) 8.5+2.7 (a) 50+1.7 (a) 4.0+26 (a) 43+25 (a)
D15 46+1.7 (a) 48+19 (a) 6.4+26(a) 3.1+19(a) 3.8£19 (a) 6.0+2.8 (a)
Aerial D30 55+1.7 (a) 4.9+3.0 (ab) 3.9+0.9 (ab) 4.0+3.3 (ab) 1.9+1.6 (b) 3.0+1.0 (ab)
traits Leaf node number DO (control) 3.5+1.4 (a) 3.2+1.2 (a) 3.7+1.2 (a) 3.8+1.2 (a) 2.7+1.4 (a) 2.8+1.8 (a)
D15 3.0+1.1 (a) 28408 (a) 32+12(a) 22+15(a) 3.2+1.0 (a) 4.7+1.8 (a)
D30 3.3+1.4 (a) 27+08 (a) 27208 (a) 3.2+25 () 17+15 () 2.7+1.0 (a)

Concerning architectural modifications induced by growing pathogen inoculation doses in
comparison to non-inoculated modality, for each cultivar, two trends seemed to be observed.
Taken independently, Aurelia primary root seemed to increase in response to A. euteiches
inoculation compared to non-inoculated plants (figure 3A). The same trend was observed with
higher number of lateral roots at dose 30 compared to non-inoculation condition (figure 3A).
As expected, root traits were globally reduced because of pathogen presence for Avenger, LG
AURIS and Indiana cultivars (figure 3B, 3C and 3E). On the contrary, in Myster and Dexter
cultivars, length of the primary root and number of lateral roots were affected depending on the
pathogen dose but not linearly, in response to A. euteiches inoculation (figure 3D and 3F).

These observations could be linked to disease index. Cultivars with global positive and negative

modifications presented respectively the lowest and the strongest DI (figure 1).
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Figure 3| Root trait behaviors in response to A. euteiches inoculation in spring cultivars:
Aurelia (A), Avenger (B), LG AURIS (C) and winter pea cultivars: Dexter (D), Indiana
(E) and Myster (F). Primary root length (PRL) and on lateral root number (LRN)
measurements were done on peas inoculated with 0, 15 and 30 oospores of A. euteiches per
gram of dry substrate (DS) on spring (SP) and winter (WP) pea cultivars, at 10 days post
inoculation (dpi). Results are means of 3 independent experiments including 2 replicates per
modality + SD Differences between modalities were compared and analyzed using Kruskal-
Wallis test (post hoc kruskalmc). Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05. DS:

dry substrate, SP: spring pea cultivar, WP: winter pea cultivar.

3.2.2. Impact on aerial measurements
Spring cultivars showed a significant higher shoot main length compared to winter cultivars at
dose 0 and 30 (figure 4A). At dose 15, surprisingly, the slight decrease observed in winter
cultivars was no significant compared to spring cultivars (figure 4A). Indeed, at dose 15, main
shoot length of winter cultivars was less impacted (- 0.10 cm) than spring cultivars (- 1.22 cm).
At dose 30, spring and winter cultivars were impacted at equivalent level with reduction of the
main shoot length (-1.75 cm and -1.42 cm, respectively). No significant differences between
winter and spring cultivars were seen for the leaf node number, at the different doses. However,
when considering each group separately, a clear significant reduction of aerial traits (MSL and

LNN) could be observed for spring cultivars regardless of the inoculated dose, when comparing
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with non-inoculated plants, (figure S2A and S2B). For winter cultivars, length of main shoot
was only impacted at the higher inoculated dose (figure S2A and S2B).

When considering each tested pathogen dose, no significant difference of aerial traits was
observed between the studied cultivars, except for a shorter main shoot for Indiana cultivar at
dose 30 (table 1).

As observed for root traits, concerning aerial system architectural modifications induced by the
highest dose in comparison to non-inoculated modality, for each cultivar, two trends seemed to
be observed. For Aurelia cultivar, modifications induced by A. euteiches inoculation were
minimal (figure 5A). Aerial traits were globally reduced because of pathogen presence for
Avenger, LG AURIS and Indiana cultivars (figure 5B, 5C and 5E). Instead, Myster and Dexter
cultivars showed increased shoot length and leaf node number, respectively at intermediate dose
compared to non-inoculated plants, and higher dose compared to the intermediate one (figure
5D and 5F).
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Figure 4 | Impact of A. euteiches inoculation on aerial traits of spring and winter pea
cultivars. Impact of A. euteiches inoculation (A) on main shoot length (MSL) and (B) on leaf
node number (LNN) of spring and winter pea cultivars. Measurements were done on peas
inoculated with 0, 15 and 30 oospores of A. euteiches per gram of dry substrate (DS) on spring
(SP) and winter (WP) pea cultivars, at 10 days post inoculation (dpi). Results are means of 3
independent experiments including 2 replicates per modality £ SD. Differences between
modalities were compared and analyzed using Kruskal-Wallis test (post hoc kruskalmc).
Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05. DS: dry substrate, SP: spring pea cultivar,
WP: winter pea cultivar.
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Figure 5| Aerial trait behaviors in response to A. euteiches inoculation in spring cultivars:
Aurelia (A), Avenger (B), LG AURIS (C) and in winter pea cultivars: Dexter (D), Indiana
(E) and Myster (F). Main shoot length (MSL) and leaf node number (LNN) measurements
were done on peas inoculated with 0, 15 and 30 oospores of A. euteiches per gram of dry
substrate (DS) on spring (SP) and winter (WP) pea cultivars, at 10 days post inoculation (dpi).
Results are means of 3 independent experiments including 2 replicates per modality + SD.
Differences between modalities were compared and analyzed using post-hoc kruskalmc.

Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05.

3.2.3. Correlations between architectural traits and disease severity

Correlations between disease index and architectural traits for each pathogen dose and each
cultivar type were investigated. At the intermediate pathogen dose (dose 15), disease severity
was negatively correlated with most of the measured traits and surprisingly with the except of
winter cultivars for the primary root length and of the spring cultivars for the lateral root number
(table 2). At the highest pathogen dose, negative correlations were observed for all architectural
traits of winter cultivars, while only negative correlations were observed for primary root and
main shoot lengths of spring cultivars. As previously described, disease severity was negatively
correlated with architecture for winter cultivars, for all measured traits.

No interesting pattern could be found between disease index and constitutive architecture (table
3).
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Table 2| Spearman correlations between disease index and architectural traits of winter and
spring pea cultivars for each pathogen dose. Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05
and **P < 0.01.

Root traits Aerial traits
Cultivar type  PRL LRN MSL LNN
Disease index Spring - 0.49* ns -0.52*  -0.49*
(dose 15) Winter ns -0.80** -0.79** -0.84**
Disease index Spring -0.63** ns -0.51* ns
(dose 30) Winter -0.64** -0.51* -0.55* -0.63**

Table 3] Mean and standard deviation of architectural (root and aerial) traits and disease index

for each pea cultivar.

Architectural traits Disease index

Root traits Aerial traits Inoculation dose
Cultivar PRL LRN MSL LNN 15 30
Aurelia (SP) 83+36 11.7%£6.5 55+24 35+x14 1+15 08+04
Avenger (SP) 103+25 87+%43 55+27 3.2+1.2 1.7+14 27+14
LG AURIS(SP) 11.7+27 21.0+85 85+27 3.7+1.2 1.5+0.8 25+1.6
Dexter (WP) 13.3+9.7 6.7+6.7 13.3+9.7 3.8+£7.7 28+1.6 1.8+1.6
Indiana (WP) 6+4.8 6.7+9.8 4+£17 27+1.2 2815 3.3+x1.9
Myster (WP) 8.8+3.6 75+6.6 43+25 28+1.8 22+18 1.8+1.3

4. Discussion

Root rot caused by A. euteiches is an extremely harmful disease which can strongly impact pea
culture, resulting in important yield losses (Wu et al., 2019). Unfortunately, there is no efficient
treatment to fight against this soilborne pathogen. A considerable effort is being made on
varietal selection and knowledge about the opportunity of genetic resistance (Pilet-Nayel et al.,
2005; Desgroux et al., 2018). Development of pea varieties presenting complete resistance to
A. euteiches is a far-reaching mission supported by numerous researches to understand
molecular and genetic bases for resistance, particularly through mark-assisted selection
targeting QTL of interest (Pilet-Nayel et al., 2002; Pilet-Nayel et al., 2005; Desgroux et al.,
2016; Desgroux et al., 2018). Several studies focused thus not only on the comparison of pea
breeding lines’ tolerance/resistance to A. euteiches (Pilet-Nayel et al., 2002; Wicker et al.,
2003; Pilet-Nayel et al., 2005; Hamon et al., 2011; Desgroux et al., 2016; Desgroux et al.,
2018) but also the evaluation of the susceptibility of pea cultivars (Enggvist and Ahvenniemi,
1997; Wicker et al., 2003; Wu et al.,2019). Generally, evaluation of pea lines and cultivars
tolerance are performed with artificial inoculation at one pathogen density, using A. euteiches
zoospores or oospores. Here, two level of oospore density - low (15 oospores g dry matrix)

and medium (30 oospores g dry matrix) were used for comparison of disease severity and
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induced architectural modifications in winter and spring pea cultivars. The aim was to maximize
the observation of potential differential impact and to compare architectural modifications
induced in response to A. euteiches inoculation within two different cultivar types. These two
inoculum densities were chosen to mimic levels of pathogen pressure which will not lead to a
high disease index and so rapid and general plant death, impairing fine observations of
differences between cultivars responses. The aim was to confirm tolerance to A. euteiches of
winter pea cultivars, observed in fields, when grown in same conditions compared to spring
cultivars.

Disease severity was determined through classical disease index (Wicker et al., 2003), in
assigning a score according to observed severity and extent of root lesions, and by considering
occurrence frequency. Here, in same growth conditions, the winter cultivar group appeared to
be similarly impacted for the highest tested inoculum dose and even strongly at low pathogen
pressure when compared to the spring group. As already described by McGee et al. (2017),
winter pea is actually known to be threatened by the same pathogens than spring pea. But winter
pea cultivars are also well known to be able to escape A. euteiches root rot in field (Bénézit et
al., 2017). Classically, disease escape is considered to rely on several phenomena: a possible
different spatial repartition between plant roots and pathogen localization, temporal dissociation
between pathogen development and the most sensitive growth stage of plant or non-
advantageous microclimatic conditions for the pathogen (Mansfield et al., 1997; McDonald and
Peck, 2009; Karkanis et al., 2016; Desgroux et al., 2018).The major hypothesis concerning
winter pea escape from Aphanomyces root rot is the non-concordance between the sensitive
first step of plant development, following sowing, and favorable conditions for pathogen
infection, rather in spring. In parallel, a possible enhanced tolerance could result from the
activation of various mechanisms of defense during cold acclimation (Kuwabara and Imai,
2009). The induced or constitutive cultivar defense mechanisms (Kakaei et al., 2010) or/and
the pathogen pressure (Walters et al., 2008) which induced variation in expression of disease
could explain the difference seen at the lowest but not at the strongest pathogen dose, between
spring and winter pea cultivars. Moreover, here, two tendencies seemed to be observed when
considering cultivars independently, and so possible different triggered mechanisms: one group
constituted with cultivars, Aurelia, Dexter and Myster showing less symptoms when exposed
to high pathogen pressure; and another group with LG AURIS, Avenger and Indiana cultivars
showing classically more symptoms severity with higher pathogen dose. Aurelia, spring
cultivar, presented comparatively the highest tolerance to A. euteiches. These results could be

the indication of cultivar’s genetic influence on the sensitivity/tolerance pattern. Indiana
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appeared to be the most susceptible to A. euteiches, with the highest observed disease index and
frequency. Aurélia could represent a case of interest to study specific mechanisms of defense
for further analyses, for breeding consideration.

Disease severity was also assessed by comparing induced architectural modifications for both
root and aerial traits. Pea is known to present a wide level of natural genetic variability in
architectural traits (McPhee, 2005; Desgroux et al., 2018). Evaluating modifications of pea root
and aerial architecture due to A. euteiches infection is of major importance because of direct
link to culture yield. This study attempts to inform about the overall impact of A. euteiches
infection and not only on root architecture or observed lesions. It seems to be essential to
consider multiple disease symptoms to describe its severity and its global impact on plant
development more accurately. Wicker et al. (2003) evaluated thus the pathogenicity of several
A. euteiches strains on various pea cultivars through assessment of architectural traits. Indeed,
plant architecture plays an important role in disease management. Root and aerial architectural
organization might favor or not pathogen infection, its development, and its dissemination
(Tivoli et al., 2013; Vidal et al., 2017; Desgroux et al., 2018). For example, dense aerial
architecture, principally because of leave proximity, in pea and wheat cultures were shown to
favor spread disease by amplifying wind effect or by enhanced transmission because of closed
splashing of aerial pathogen from plant to plant (Richard et al., 2012; Calonnec et al., 2013;
Tivoli et al., 2013). When considering here the consequence of the infection on plant
development, and so the result on root and aerial traits, the observations showed different
responses according to cultivar and interestingly to pathogen pressure strength. At low pathogen
dose, surprisingly, A. euteiches infection seemed to have globally less impact on winter pea
root system, showing an increased development compared to non-infected plants, contrary to
the spring pea group with more negatively impacted root systems. Better tolerance to diseases
due to soilborne pathogens has already been described as joined with enhancement of root
system. Kraft and Boge (2001) described a higher root production by some pea genotypes when
infected by Fusarium solani. Infection by A. euteiches leads to increase lateral root growth in
several resistant Medicago truncatula accessions, when compared with healthy plants (Djébali
et al., 2009; Bonhomme et al., 2014).

Difference in defense responses, particularly the setting up of possible mechanisms of escape
by root growth to avoid pathogen contact, could be hypothesized. Root growth could also be
triggered as a strategy to produce enough healthy tissue to overcome the consequence of lesions,
preserve root vigor and plant nutrition under stressed conditions, and so maintain the entire

system. Cultivars could be grouped according to two typical strategies. Thus, LG AURIS,
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Indiana and Avenger cultivars showed global decreased of root traits because of infection,
whereas Myster, Dexter and Aurelia cultivars presented more developed root systems. The
increase of root system in presence of pathogen is related with lower disease index and the
decrease of root system is related with higher disease index. Disease tolerance appeared to be
clearly linked to the modifications induced on root architecture and so to the strategy deployed,
in connection with some specific genetic determinism. However, these fine differential
strategies appeared to be also conditioned by the importance of pathogen pressure. It could be
interesting also to study hormonal balances in cultivars, particularly IAA production,
particularly linked to root growth enhancement induced by infection, according also to the
importance of pathogen pressure.

Besides induced modifications and their implication for pathogen resistance, the relation with
the constitutive architecture of healthy plant could also be explored. A positive relation was
highlighted between lateral root number but also root diameter of the common bean and its
resistance to Fusarium solani root rot (Snapp et al., 2003). Similarly, a higher number of
secondary lateral roots and more globally a higher biomass of the entire root system was showed
to be related to increased resistance of the common bean to F. solani (Roméan-Avilés et al.,
2004). For the same crop, Hagerty et al. (2015) showed a negative correlation between root
diameter and resistance to A. euteiches. Melon resistance to Monosporascus cannonbalus is
higher with a well-branched root system (Dias et al., 2004). Desgroux et al. (2018) showed a
clear link between important root architecture features in pea lines before infection and
resistance to A. euteiches. Here, no such clear pattern between constitutive architecture of the
tested cultivar and tolerance to the pathogen could be highlighted. Maybe this could be link to
the pathogen pressure strength, potentially higher in Desgroux et al. (2018), and the age of
seedling when inoculated (seven-day old versus four-day old here). Induced modifications
appeared to be well correlated with disease index and so symptoms severity for the winter
cultivar group, whatever the pathogen dose. As expected, an advanced infection with marked
symptoms lead to a global reduction of plant traits. On the contrary, no such link could be
observed for the spring cultivar group, with more aleatory modifications. This difference
highlights again cultivar differences in mechanisms triggered after infection.

Assessment of aerial modifications induced by A. euteiches had shown an interesting delay in
aerial symptoms for winter pea cultivars at the lowest pathogen pressure compared to spring
pea cultivars. This observation converges with the assertion that A. euteiches presents a lower
impact on winter pea in field, when only aerial parts could be observed. When pathogen

pressure is not too important, aerial system could be maintained. Reduced impact on plant
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architecture, because of intrinsic resistance of cultivars, could be a way to preserve yield in
infested fields. Same pattern, as previously described, appeared to show global reduction of
aerial traits in infected plants for LG AURIS, Indiana and Avenger cultivars, maintenance for
Aurelia and even enhancement for Myster and Dexter cultivars. For the first three cultivars,
reduction of aerial traits could be related to the reduced root system, impairing sufficient supply
of water and nutrient to plants. On the contrary, maintenance of aerial parts could be directly
linked to global enhancement or at least absence of prejudicial impact on root system, allowing
plant nutrition despite the infection. This delay can be also due to more efficient defense
mechanisms to contain the infection, under the dependence of pathogen density. Such
difference was observed for example in Brassica napus, with similar root penetration and
colonization of the hypocotyl by Verticillium dahliae in resistant and susceptible genotypes,
while invasion of shoot part was only recorded for the susceptible ones (Eynck et al., 2009).
Hypocotyl tissue analyses revealed a higher intensity in the establishment of cellular barrier
mechanisms and accumulation of soluble phenolics in resistant compared to susceptible
genotypes. Ramirez-Suero et al. (2010) showed differences in the defense gene expression
profiles between Medicago truncatula cultivars colonized by Fusarium oxysporum. However,
the precise mechanisms involved in pea - A. euteiches pattern of tolerance/susceptibility still
need to be elucidated. For example, our results could be completed by a comparison of
mechanical barrier formation and accumulation of soluble and wall-bound phenolics between
spring and winter pea cultivars, specifically in hypocotyl tissue. It would also be interesting to
analyze more precisely gene expression in response to A. euteiches infection, as the genome of
pea is now available (Kreplak et al., 2019).

Although some significant differences about disease tolerance and architectural modifications
had been discussed between cultivars clustered in winter and spring group, it should be noticed
that the two interesting global patterns observed with global enhancement versus reduction of
plant traits did not strictly distinguish these two groups. The spring cultivar Aurelia showed
more similar response to disease with the two winter cultivars Myster and Dexter, with possibly
shared triggered mechanisms. The response of the winter cultivar Indiana was quite close to the
spring cultivars LG AURIS and Avenger. This observation corroborated the importance of the
cultivar genetic effect on disease response, depending on the amplitude of pathogen pressure.
However, these results should be taken with caution, because of high variability of all
measurements, inherent to biological material, which could have masked some differences.
Moreover, our study was based only on the French A. euteiches isolate RB84, classically

deployed to mimic the most probable strain reencountered in French soil. However, it would be
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interesting to compare cultivars tolerance and defense strategy in front of different pathogen
pressure with other strains, showing various virulence. The six cultivars studied here were
chosen, in collaboration with agricultural consultants, to be closed to a possible use in field.
The patterns observed here probably may not be generalized to all spring and winter cultivars,
because of each effect of their own genetic. Maybe some other cultivars could be studied to

evaluate their specific performance in response to A. euteiches inoculation.

5. Conclusion
Interesting results were obtained here concerning the specificity of cultivars response to A.
euteiches. Particularly, a postponement of winter cultivar aerial symptoms was revealed at low
pathogen pressure, as empirically observed in field. Some difference in tolerance to A. euteiches
could also be highlighted between cultivars. Two distinct patterns of response of the studied
cultivars were observed with an enhancement - for Myster (WP), Dexter (WP) and Aurelia (SP)
- or a reduction - for LG AURIS (SP), Avenger (SP) and Indiana (WP) - of root growth, which
probably conditioned the final respectively same observed impact on aerial parts. These two
distinct strategies are clearly linked to the observed disease index, lower in case of root trait
increase. The delay of impact on aerial parts linked to reduced symptoms on root system would
probably rely on a strategy to maintain root function towards nutrition, to conserve plant global
vigor. The architectural modifications and disease severity appeared to be under the dependence
of the amplitude of the pathogen dose, with clear difference in plant comportment between low
and intermediate pressure. The classical assertion that winter pea escapes towards A. euteiches
root rot only because of a separation between plant sensitive stage and favorable conditions for
pathogen infection in spring could be also completed by an effective cultivar effect because of
their own genetic arsenal, represented a substantial factor of determinism in disease
tolerance/susceptibility. These results opened prospects for other studies and probably for
genetic and cultivar solutions to fight pea root rot, focused on specific defense mechanisms

induced after root colonization.
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Supplemental data
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Figure S1| Impact of A. euteiches inoculation on root traits of spring and winter pea cultivars.
Impact of A. euteiches inoculation (A) on primary root length (PRL) and (B) on lateral root number
(LRN) of spring and winter pea cultivars. Measurements were done on peas inoculated with 0, 15 and
30 oospores of A. euteiches per gram of dry substrate (DS) on spring (SP) and winter (WP) pea cultivars,
at 10 days post inoculation (dpi). Results are means of 3 independent experiments including 2 replicates
per modality = SD. Differences between modalities were compared and analysed using Kruskal-Wallis
test (post hoc kruskalmc). Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05. DS: dry substrate, SP:

spring pea cultivar, WP: winter pea cultivar.
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Figure S2| Impact of A. euteiches inoculation on aerial traits of spring and winter pea cultivars.
Impact of A. euteiches inoculation (A) on main shoot length (MSL) and (B) on leaf node number (LNN)
of spring and winter pea cultivars. Measurements were done on peas inoculated with 0, 15 and 30
oospores of A. euteiches per gram of dry substrate (DS) on spring (SP) and winter (WP) pea cultivars,
at 10 days post inoculation (dpi). Results are means of 3 independent experiments including 2 replicates
per modality = SD. Differences between modalities were compared and analysed using Kruskal-Wallis
test (post hoc kruskalmc). Asterisks indicate statistical significance at *P < 0.05. DS: dry substrate, SP:

spring pea cultivar, WP: winter pea cultivar.
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4.2 Le rdle du microbiome associé a la plante dans la résistance a la pourriture
racinaire du pois causee par Aphanomyces euteiches

4.2.1 Diversité intra-nodules de six variétés de pois : influence des variétés

Les Iégumineuses se distinguent par leur capacité a réaliser une symbiose avec des bactéries
fixatrices d’azote. Outre sa fonction premicre en lien avec la nutrition, cette association peut
contribuer a la résistance des plantes aux pathogénes (Elbadry et al., 2006; Siddiqui et al., 2007;
Gopalakrishnan et al., 2015). Les nodules des légumineuses abritent de nombreux autres
microorganismes endophytes (Ding et al., 2005 ; Lu et al., 2017) qui peuvent présenter des
propriétés de type PGPR et améliorer la résistance des plantes a des maladies (Dudeja et al.,
2012; Narula et al., 2013 ; De Meyer et al., 2015). Le microbiome endophyte des nodules de
pois apparait donc comme une composante importante a prendre en considération.

Le but de cette étude est de comparer la diversité et la structure des communautés bactériennes
au sein des nodules de 6 cultivars de pois protéagineux, et de rechercher des agents de
biocontréle envers A. euteiches. Trois cultivars de pois de printemps et trois d’hiver ont été
cultivés en serre sur sol exporté d’une parcelle normande. Les nodules des plantes ont été
échantillonnés apres un mois de croissance. Un isolement bactérien sur milieu spécifique suivi
d’une confrontation a A. euteiches a permis d’évaluer le pouvoir biocontréle in vitro des
souches endophytes. En paralléle, une analyse métabarcoding a permis d’étudier la diversité et
la structure de la communauté bactérienne endophyte globale, mais aussi en ciblant les genres
reconnus comme biocontrole.

Dix-sept souches bactériennes présentant un effet antagoniste in vitro envers A. euteiches ont
pu étre isolées, identifiées comme appartenant aux genres Pseudomonas et Bacillus. En
parallele, les analyses métabarcoding ont permis de mettre en évidence la prédominance chez
tous les cultivars de Rhizobium lusitanum suivie par Rhizobium leguminosarum. Une riche
communauté d’endophytes bactériens minoritaire a pu aussi étre décrite au sein des nodules,
plus abondante chez deux cultivars d’hiver, Dexter et Myster. Un assemblage distinct des
genres bactériens a potentiel biocontrdle est observé entre les cultivars. A nouveau, les cultivars
Dexter et Myster présentent des abondances relatives plus élevées pour ces genres. L’ensemble
de ces résultats soulignent la forte implication du génotype de la plante héte dans la sélection
des microorganismes colonisant les nodules, particuliérement dans 1’objectif de fagonner les

microbiomes au bénéfice de la santé des plantes.

Ce travail est présenté sous forme d’article.
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Co-existence of Rhizobia and non-rhizobial bacteria in the nodules of Pisum sativum L.

depending on cultivars and influencing mycelium growth of Aphanomyces euteiches.

Lusley P., Gauthier A., Trinsoutrot-Gattin I., Laval K., Bressan M.

AGHYLE unit, UniLaSalle, 3 rue du Tronquet 76130 Mont Saint Aignan

Aims: The most reported rhizobacteria species from nodules of Pisum sativum is Rhizobium
Leguminosarum sv. viciae, with various possible strains depending on cultivar and environment
according to competitiveness. Rhizobium strains and nodulation could play an important role in
plant resistance to pathogen. Moreover, several other bacterial endophytes have already been
described in legume nodules, with possible PGPR abilities. Studying and describing the
endophytic microbiome associated with pea nodules of different cultivars appeared necessary
for a better comprehension of the entire plant holobiont, that will face to A. euteiches, in the
context of disease management.

Method: Six pea cultivars were grown in greenhouse for thirty days on soil exported from a
faba bean field until obtaining active root nodules. Roots were then harvested from those six
cultivars. After sterilisation, ten nodules per plant were crushed and sprayed on nitrogen free
medium with agar. Isolated strains, selected to reach the highest observed phenotypic diversity,
were then confronted to Aphanomyces euteiches to evaluate their antagonistic potential. In
parallel, total DNA was extracted from other sterilised nodules, for each tested cultivar. A high-
throughput sequencing analysis of bacterial 16S rRNA genes was used to examine pea root
nodules diversity and structure of the global bacterial community, with a focus on known
biocontrol genera.

Results: Confrontation tests revealed an in vitro biocontrol effect of 17 strains towards A.
euteiches from Pseudomonas and Bacillus genera. No antagonistic bacterial isolate could be
found from one spring cultivar (LG AURIS). Through high throughput sequencing, The
massively predominant species encountered in nodules of all studied pea cultivars was
identified as Rhizobium lusitanum. As expected, Rhizobium leguminosarum was also observed
in all cultivars, but to a lesser extent. A small tendency to a higher diversity of other endophytes
was observed for the two studied winter cultivars (Myster and Dexter), characterized by
stronger cold resistance compared to others. The observed microbiome of the winter cultivar
Indiana appeared to be closer to those of spring cultivars. Bacterial genera known as potentially

antagonist to A. euteiches were shown to be more abundant in winter compared to spring pea
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cultivars. The winter cultivar Indiana seemed to present an intermediate assemblage of these
biocontrol genera.

Significance and Impact of the Study: To our knowledge, this work represents the first case
of study of nodule-inhabiting endophytic microbiome from several pea cultivars, with global
perspective but also focused on potential biocontrol genera. Some endophytic bacterial isolates
showed efficient potentiality to counteract and protect pea against Aphanomyces euteiches. Use
of these antagonists, through artificial inoculation, could be an interesting clue to limit pathogen
incidence. Moreover, selection and recruitment of endophytes by cultivar could represent a
promising and complementary tool for pathogen management. The role of endophytic
microbiome could also be explored in terms of their implication in the resistance to frost. Again,
this work highlighted the importance of considering the plant as an holobiont, with its

associated microbiome.

Keywords: endophytic microbiome, nodules, pea, A. euteiches, biocontrol.

1. Introduction

Pea is a valuable crop from Fabaceae family, with numerous food, economic and environmental
advantages (Calles, 2016; 2019). Indeed, with their capacity to enter in symbiosis with specific
nitrogen-fixing microorganisms (Phillips, 1980; Schulze et al., 1999; Trainer and Charles,
2006; Voisin et al., 2007), Fabaceae crops contribute to the global decrease of input needs and
to the reduction of N2 atmospheric pollution (Maroti and Kondorosi, 2014; Schneider and
Huyghe, 2015; Calles, 2016; Stagnari et al., 2017). Plants can coexist with diversified
communities of microbial endophytes in all their tissue (Wilson 1995), particularly in roots.
Plants provide substrate for their growth but also protection from the competitive high-stressful
environment that soil represents (Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006). In legume
nodules, the best-known inhabitants are constituted by nitrogen-fixing alpha-rhizobia
(Alphaproteobacteria, e.g., Rhizobium and Bradyrhizobium) and beta-rhizobia
(Betaproteobacteria, e.g., Cupriavidus and Burkholderia) (Gyaneshwar et al., 2011). However,
numerous other bacterial species can be found, not only those capable of nodulation but also
other free-living nitrogen fixers, or even microorganisms not implicated in nitrogen fixation
(Martinez-Hidalgo and Hirsch, 2017). For example, a high diversity of endophytic bacteria was

contained in Dalbergia odorifera nodules, with 9 major phyla (Firmicutes, Proteobacteria,
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Cyanobacteria, etc.) (Lu et al., 2017). Similarly, the presence of 71 bacterial genera was
described in Lespedeza thunbergii nodules (Busby et al., 2016) and 8 in Vigna radiata (Pandya
et al., 2013). In pea nodules, the main classically described nitrogen-fixing bacterial partners is
Rhizobium leguminosarum symbiovar viciae (RIv), with different host range between Rlv
strains within the Viciae tribe (Laguerre et al., 2001; Kumar et al., 2015; Peix et al., 2015). The
pea capacity to host different Rlv strains was shown to be dependent on the sampled area (Lie,
1978; Young and Matthews, 1982) and of considered cultivar (Bourion et al., 2018). Besides
symbiosis with nitrogen-fixing bacteria, a rich diversity of other endophytes can coexist in pea
nodules.

Pea is the most susceptible legume to a soilborne pathogen, Aphanomyces euteiches, leading to
the prejudicial root rot, with no efficient treatment available. A promising clue relies on the
development of biological control, based on natural mechanisms. Besides its capacity to provide
nitrogen, nodule microbiome can play other roles, and be especially implicated in plant
protection against some soilborne pathogens. A possible interconnexion between nodulation
and disease resistance had already been highlighted in Medicago truncatula. Indeed, a Lys-M
receptor protein involved in symbiont perception can also play a role in defence against
pathogens, as A. euteiches (Rey et al., 2013). Moreover, numerous endophytes found in plant
roots and nodules were known to present interesting PGPR (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) abilities, supporting plant growth and nutrition, but also beneficial to plant
health. Some endophytic species contribute to enhanced protection against pathogens, for
example through plant defence induction, antibiotics production or niche colonization
competition (Berg and Hallmann, 2006; Kloepper and Ryu, 2006; Chung et al., 2011; Dudeja
etal., 2012).

So, the aim of this study was to investigate the potential contribution of the nodule microbiome
in pea resistance to A. euteiches. The diversity and structure of the nodule microbiome were
explored through two complementary approaches : 1) isolation of bacterial strains from nodules
and characterization of their antagonistic potential towards A. euteiches and 2) a metabarcoding
approach through high throughput sequencing of the bacterial endophytic community
associated with nodules to explore the global assemblage with a particular interest on known
bacterial biocontrol genera. Nodule microbiome of several pea cultivars were indeed compared

to assess the role of cultivar to the recruitment of endophytic beneficial populations.
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2. Materials and Methods

2.1. Experimental Design

Rhizospheric soil was exported from a field localized in Normandy (Marques, Seine-
Maritime) (49.78131,1.68031), cultivated with faba bean, in May 2018. Sixty pots (9*9*9 cm)
were filled with 400 g of 5 mm-sieved homogenized soil. Water was poured in soil to reach
80% of water retention capacity. Six pea cultivars, 3 from spring pea group (SP1 = Aurélia,
SP2 = Avenger, SP3 = LG AURIS) and 3 from winter pea group (WP1 = Dexter, WP2 =
Myster, WP3 = Indiana) were transplanted in pots after 4 days of germination in controlled
conditions (24°C, 16 h light and 8 h dark) in sterile microboxes (OV80 - OVD80, SacO,). Ten
repetitions of each cultivars were processed: each pot receiving one seedling. Pea plants were
grown in greenhouses for one month (from May to June 2018) at 24°C, with 60% hygrometry.
Roots with nodules of each cultivar were cut, rinsed with an ethanol solution 96% during few

seconds and stocked in a 20% glycerol solution at - 80°C until use (Rangin et al., 2008).

2.2. Endophytes extraction

2.2.1. Nodule sterilization
Ten nodules per plant of each cultivar were cut and rinsed in a 70% ethanol during 1 min
following by incubation with 30% hydrogen peroxide during 3 min and were rinsed five times

with sterile water (Borges et al., 2016).

2.2.2. lIsolation of bacteria from nodules
For each pea cultivar, ten sterilized nodules, harvested from one plant, were pooled, and crushed
in 1 ml of yeast mannitol broth (YMB). This step was repeated on 3 different plants per cultivar.
For each repetition, 150 pL were spread on 3 different petri dishes with YMB agar. After 48
hours at 30°C, selected isolates (based on the most important visual phenotypical diversity)
were purified and stocked at -80°C in a 20% glycerol solution added with YMB (Rangin et al.,
2008).

2.3. Screening of antagonistic bacterial isolates against Aphanomyces euteiches

2.3.1. Culture of Aphanomyces euteiches
Aphanomyces euteiches isolate Ae84, provided by Terres Inovia (Rennes, France), strain
originally isolated from infected pea, was used as the French reference of A. euteiches isolates

(Wicker, 2001). Ae84 strain was maintained on potato dextrose agar (PDA) plates in darkness
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at 8 °C for long-term storage and regularly re-inoculated in plants after each 3™ sub-culture to
maintain virulence. Screening of potential biocontrol were realized with a 2" sub-culture of A.

euteiches.

2.3.2. Screening test
All strains purified and stocked from nodules were tested for their ability to reduce mycelium
growth of A. euteiches. Four droplets (1 puL) of 48 h bacterial culture (LB medium) were poured
at 2.5 cm to frame an Aphanomyces euteiches plug (5mm diameter, placed at the centre of the
Petri dish) on PDA medium. All strains able of halting mycelium growth after 10 days were
further classed as potential biocontrol bacterial isolates.

2.3.3. ldentification of bacterial isolates with antagonistic effect towards A. euteiches
All isolates were grown in liquid YMB medium during 48 hours at 30°C with an agitation at
130 rpm. Liquid bacterial cultures were then stocked at -20°C for 24 hours and
extemporaneously heated at 60°C for cell lysis. Isolates were identified based on nucleotide
sequence data from 16S rDNA. PCR amplifications for all isolates were carried out with 2 pL
of each bacteria culture, 1 uM of each primer [63f 5’- CAGGCCTAACA CATGCAAGTC -3’
(Marchesi et al., 1998) and BU16S4 5°CTGCTGCCTCCCGTAGG-3’] derived from 341F
(Muyzer et al., 1993), 25 pL of GoTag® Green Master Mix (Promega, USA) in the GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA). Amplification protocol was 2 min at 94°C,
followed by 35 cycles 1 min at 94°C, 1 min at 55°C, 1 min at 72°C. A final extension step was
carried out at 72 °C for 7 min. All PCR products were visualized by electrophoresis on agarose
gel stained with ethidium bromide. PCR products were then sequenced by Genoscreen (Lille,

France).

2.4. Metabarcoding analysis through high throughput sequencing

Total DNA was extracted from 0.250 g of nodules for each cultivar and each repetition (3
repetition per cultivar) using Fast DNA spin Kit for Soil (MP-Biomedicals, , USA) according
to manufacturer’s procedure. Nodule DNA concentration was assessed by fluorimetry using the
Fluorescent DNA quantitation Kit Hoechst 33258 (Biorad, Hercules, USA), following the
manufacturer’s instructions. The DNA solutions were stored at -20°C until use. Three
repetitions of nodule DNA extractions were extracted for all studied cultivar. Bacterial 16S
rDNA amplifications, made in duplicate for each cultivar samples and pooled for further

analysis, amplicons library, lllumina MiSeq sequencing (2 x 300-bp paired-end reads) and
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bioinformatics analyses were also performed by Biofidal (Vaulx-en-Velin, France -
http://www.biofidal-lab.com). Negative controls were included during the library preparation.
Briefly, paired-end sequence reads were collapsed into so-called pseudoreads using sequence
overlap with USEARCH version 9.2 (Edgar, 2010). A total of 2 342 875 pseudoreads for
bacteria, were obtained from 18 samples. Classification of these pseudoreads was performed
based on the results of alignment with SNAP version 1.0.23 (Zaharia et al., 2011) against the
RDP database (Cole et al., 2014) for bacterial organisms.

2.5. Statistical analysis

All tests were performed with Rx64 software version 3.4.1 (R Development Core Team 2004)
and statistical significance was set at P < 0.05. For microbiome analysis, Shannon (function
“Shannon”), Pielou evenness (calculated as Shannon index / log (Richness index)) and Richness
(representing the total number of OTUs) indices were calculated with the R package Vegan.
Comparisons of microbial diversity and richness indices, relative abundance of each microbial
phylum and relative abundance of known antagonistic microbial genera were performed using
a non-parametric Kruskall-Wallis test, followed by post-hoc test with krulkalmc function, using
the R package “pgirmess”. PCA analysis was used to compare total nodule microbiomes
associated with the 6 cultivars and genera known for their potential biocontrol activity against
A. euteiches with the R package “ade4”. The heatmap concerning the abundance of known

biocontrol genera was generated with the heatmap function.

3. Results

3.1. Biocontrol bacterial isolates

The screening test revealed 17 strains with effective in vitro antagonistic activity against A.
euteiches. Within 95 strains isolated from nodules of all cultivars, 5 (45%) antagonistic bacterial
isolates were found from Dexter nodules (WP1), 4 (25%) antagonistic bacteria were found from
Aurelia nodules (SP1), 3 (21%) antagonistic bacteria were found from Myster nodules (WP2),
3 (16%) from Avenger nodules (SP2) and 2 (12%) antagonistic bacteria were found from
Indiana nodules (WP3) (Table 1). No antagonistic bacteria were found from LG AURIS nodules
(SP3). The molecular 16S identification revealed that all these bacterial antagonists belonged
to the Bacillus and Pseudomonas genera. Antagonists isolated were two Bacillus sp., one
Bacillus licheniformis, two Pseudomonas sp. from Dexter; one Bacillus sp., one B.

licheniformis and one Bacillus pumilus from Myster; one Bacillus sp from Indiana; four
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Bacillus sp. from Aurélia; two Bacillus sp., and one B. pumilus from Avenger.

Table 1: Classification of bacterial strains, isolated from 10 pooled nodules from one plant,
repeated 3 times for each cultivar, according to their biocontrol abilities toward A/ euteiches.
The biocontrol potential was evaluated after 10 days of culture by confrontation test by 4
deposits at 2.5 cm from the 5-mm A. euteiches plug at the centre of the plate and. Biocontrol
abilities were classified into 3 categories: no effect (overlapping of bacterial colony by the
mycelium), repulsive effect (circumvent of bacterial colony by the mycelium) and antagonist

(inhibition of mycelial growth).

Effect of bacteria on A. euteiches
Group Cultivar  Antagonist Repulsive No effect

Aurélia 4 3 9

Spring Pea  Avenger 3 1 15
LG AURIS 0 0 18

Dexter 5 0 6

Winter Pea  Myster 3 0 11
Indiana 2 1 14

3.2. Comparison of nodule microbiomes of the six tested pea cultivars

3.2.1. Diversity and evenness indices
All OTUs sequences were assigned at different taxonomic levels (phylum, class, order, family,
genus, and species). Bacterial communities were evaluated using richness and diversity indices
(Table 2). No significant differences were found among cultivar for all calculated indices of
structure and diversity (OTUs richness, diversity using Shannon index and evenness using
Pielou index). As expected, nodule microbiome was characterized by poor evenness, because
of the dominance of one species. However, Myster (WP1) and Dexter (WP2) tended to host a
richer and more diversified bacterial endophytic community, with the highest values for

Shannon indices and OTUs richness (respectively 311 and 321 OTUs on average).

Table 2: Bacterial diversity and richness indices for the 6 pea cultivars. Means were calculated
from three replicates per cultivar. Standard deviations are indicated in parentheses. Significant
differences among cultivars are indicated by different letters at P< 0.05, using kruskalmc test
(package pgimess, R).
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Shannon Richness Pielou
Group Cultivar Mean (+ sd) Mean (+ sd) Mean (£ sd)

Aurélia 0.36(x0.06) a 213(x33) a 0.067 (£0.009) a

Spring Pea Avenger 041(x0.01) a 258(x9) a 0.074(x0.002) a
LGAURIS 0.39(x0.10) a 205(x72) a 0.073(x0.015) a

Dexter 054 (x0.30) a 311 (x144) a 0.093(£0.045) a

Winter Pea Myster 051(x0.04) a 321(x42) a 0.088 (x0.006) a
Indiana 0.35(x0.03) a 213(x30) a 0.064 (£0.006) a

3.2.2. OTUs from Rhizobium genera
As expected, all cultivar nodules harboured two majority Rhizobium species: Rhizobium
lusitanum, with a relative abundance of 96.2 %, 95.6 %, 96 %, 93.6 %, 94.2 % and 96.1 % and
Rhizobium leguminosarum, with a relative abundance of 1.6 %, 1.5 %, 1.6 %, 2.4 %, 1.8 %,
respectively for Aurélia (SP1), Avenger (SP2), LG AURIS (SP3), Dexter (WP1), Myster (WP2)
and Indiana (WP3). The abundance of other minority Rhizobium species (except the 2
predominant species) was comprised from 1.06 % (LG AURIS, SP3) to 2.02 % (Dexter, WP1),
with 25 to 29 different Rhizobium OTUs (Table 3). OTUs from the Rhizobium genus
represented only about 12% (from 9 to 14%) of all detected OTUs (data not shown) but
constituted 98.5 % (from 97.5 % to 99.5 %) of the nodule microbiome in terms of bacterial

abundance.

Table 3: Relative abundance levels of Rhizobium species and bacterial phyla for each pea
cultivar. Means were calculated from three replicates per cultivar. Standard deviation is
indicated in parentheses. Significant differences among cultivars are indicated by different

letters at P < 0.05, using a kruskalmc test (package pgirmess, R).

Relative abundance (%) of major . Relative
Rhizobium species (> 1%) Relative abundance (%) of Relative
. Number of abundance (%) of !
Group Cultivar total OTUs Rhizobi Rhizobi minor Rhizobium Proteobacteria abundance (%) of
'_ZO fum 'ZO_'Um - except Rhizobium 19 other phyla
lusitanum leguminosarum  Species (<1%)
genus
Aurélia 212 (#33) a 96.2(x0.7) a 1.6(0.1) a 1.07(+0.14) a 1.11(+047) a 0.10(x0.05) a
Spring Pea Avenger 257(+9) a 956(+0.2) a 15(+0.1) a 1.09(+0.05 a 1.64(+0.27) a 0.13(x0.04) a
LGAURIS 204 (+72) a 96.0(x09) a 16(x01) a 1.06(+0.04) a 1.25(¢0.78) a 0.09(x0.06) a
Dexter 310 (+144) a 93.6(+4.8) a 24(x16) a 2.02(+1.49) a 1.67(+145) a 0.29(x0.28) a
Winter Pea Myster 320 (#42) a 94.2(+0.8) a 1.8(+05) a 150(+0.52) a 2.35(+0.83) a 0.22(+0.10) a
Indiana 212(#30) a 96.1(+0.6) a 1.7(¥0.3) a 1.18(+0.23) a 0.94(#0.34) a 0.09(+0.02) a
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3.2.3. Minor phyla

The cumulative relative abundance of OTUs from Proteobacteria phylum except Rhizobium
genus were 1.11 %, 1.64 %, 1.25 %, 1.67 %, 2.35 %, 0.94 % respectively for Aurélia (SP1),
Avenger (SP2), LG AURIS (SP3), Dexter (WP1), Myster (WP2) and Indiana (WP3). The
highest value was observed for Myster (WP2) and the lowest for Indiana (WP3) (Table 3).
Proteobacteria phylum (except Rhizobium genus) was mainly composed of Betaproteobacteria
and Alphaproteobacteria with the highest cumulative relative abundance for Myster (WP2)
(Figure 1).

3%
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= m unclassified Proteobacteria
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o 2% M Oligoflexia
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Q —
; 1% — Epsilonproteobacteria
>
B Deltaproteobacteria
2 1% )
E u U | Betaproteobacteria
° [ ]
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0% phap

Aurélia Avenger LGAURIS Dexter Myster Indiana

Spring Pea Cultivar Winter Pea

Figure 1: Relative abundance levels of each class in Proteobacteria phylum (except Rhizobium

genus) for each cultivar, WP: Winter Pea; SP: Spring Pea.

Nineteen other bacterial phyla were observed, with a cumulative relative abundance from
0.09% (LG AURIS, SP3) to 0.28% (Dexter, WP1) (Table 3). In those 19 phyla, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Verrucomicrobia and Firmcutes showed a relative abundance superior to 0.1 %
(Figure 2). For those very minority phyla, the two winter cultivars Dexter (WP1) and Myster
(WP2) presented a higher cumulative relative abundance than other cultivars. The PCA analysis
of the global nodule microbiome showed that all 6 cultivars constituted a global unique group
on the PCA plot (Figure 3). However, Dexter (WP1) and Myster (WP2) tend to be more apart,

with a higher observed variability between replicates.
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Figure 2: Relative abundance levels of each phylum (except Proteobacteria) for each cultivar.
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Figure 3: Principal component analysis of six pea cultivars, three winter pea cultivars called
WP1, WP2 and WP3 (WP1 = Dexter, WP2 = Myster, and WP3 = Indiana) and three spring
cultivars (SP1 = Aurélia, SP2 = Avenger, SP3 = LG AURIS) generated from bacterial class
matrix of 16S RNA relative abundance levels. Percentage of explained variance: axis 1 = 56.8

%, axis 2 = 18.8 %.
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Several bacterial genera have already been described as antagonistic towards A. euteiches
(Table 4). From the described biocontrol genera focus, a heatmap analysis showed contrasted
relative abundance of bacterial biocontrol genera with higher relative abundance observed for
Dexter (WP1) and Myster (WP2) compared to the other cultivars (Figure 4). The third winter
cultivar, Indiana, showed an intermediate pattern. The springs cultivars (SP1, SP2 and SP3)

presented smaller relative abundance of biocontrol genera (Figure 4).

Table 4: Relative abundance levels of bacterial genus known as biocontrol. Means were
calculated from three replicates per cultivar. Standard deviation is indicated in parentheses.
No significant difference was seen among cultivars for each genus. Kruskalmc test was used
(package pgirmess, R).

Spring Pea Winter Pea
Antagonistic bacteria Aurélia Avenger LG AURIS Dexter Myster Indiana References
(genus)
Acinetobacter 4.72¢-06 2.29e-06 6.56e-06 3.08e-05 1.48e-05 nd Lusley et al., (in preparation)
(#8.17e-06) (+3.96e-06) (+1.14e-05) (45.34e-05) (#2.56€-05)
Achromobacter nd nd nd 6.16e-06 nd 2.87e-06 Godebo et al. (2020)
(+1.07e-05) (+4.97e-06)
Arthrobacter nd nd nd nd nd 2.98e-06 Godebo et al . (2020)
(£5.16e-06)
Bacillus 4.72e-06 4.33e-05 6.84e-05 2.48e-04 5.03e-05 2.66e-05 Godebo et al . (2020) & Wakelin et al . (2002)
(+8.17e-06) (+1.41e-05) (£6.46e-05) (+1.88e-04) (+2.82e-05) (#2.35e-05)
Bacterium nd nd nd nd nd nd Godebo et al. (2020)
Brevibacillus nd nd nd nd 9.86e-06 nd Godebo et al . (2020)
(#1.71e-05)
Burkholderia nd nd 2.84e-06 6.20e-06 3.04e-06 nd Heungens & Parke (2000)
(+4.91e-06) (45.51e-06) (#5.27e-06)
Flavobacterium 9.09e-05 9.19e-05 3.68e-05 6.00e-05 1.82e-04 1.90e-04 Godebo et al . (2020)
(#5.96e-05) (+1.64e-05) (+2.71e-05) (7.78e-05) (+1.38e-05) (+4.65e-05)
Lysobacter 1.37e-05 3.15e-05 6.56e-06 3.00e-05 9.59e-05 1.76e-05 Godebo et al . (2020)
(+2.37e-05) (+2.07e-05) (+1.14e-05) (+3.89e-05) (+9.38e-05) (+1.79e-05)
Microbacterium nd nd nd nd nd nd Godebo et al. (2020)
Paenibacillus nd nd nd nd nd nd Godebo et al . (2020) & Wakelin et al . (2002)
Pantoea nd nd nd nd nd nd Godebo et al . (2020)
Pedobacterium nd nd nd nd nd nd Godebo et al . (2020)
Pseudomonas 3.42e-06 4.57e-06 1.07e-05 7.75e-05 8.66e-05 3.71e-05 Godebo et al . (2020)
(#5.93e-06) (£7.92¢-06) (£9.32¢-06) (£1.09¢-04) (+6.51e-05) (#3.63e-05)
Rhizobium 0.9879 0.9823 0.9865 0.9803 0.9743 0.9896 Godebo et al . (2020)
(0.0049) (+0.0025) (+0.0081) (£0.0171) (+0.0087) (+0.0034)
Serratia 2.46e-05 Godebo et al . (2020)
(+2.28e-05)
Stenotrophomonas 2.36e-06 2.29e-06 nd 2.20e-05 1.41e-05 2.87e-06 Godebo et al . (2020)
(+4.08e-06) (+3.96e-06) (+3.94e-05) (#1.37e-05) (+4.97e-06)
Streptomyces nd nd nd nd nd nd Godebo et al. 2020
Variovorax 7.59e-05 7.88e-05 1.13e-04 1.19e-04 1.59e-04 4.18e-05 Godebo et al. 2020
(+3.80e-05) (+2.93e-05) (£9.67¢-05) (£8.08e-05) (+6.21e-05) (+2.45e-05)
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Figure 4: Heatmap comparison of the relative abundance levels of known biocontrol bacterial genera
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recovered in the OTUs database. The six pea cultivars were classified based on the UPGMA dendogram
obtained using the heatmap function in R. Each column is a variable and each observation is a row. The
closer to dark color the square is, the higher the relative abundance level is. SP: Spring Pea (SP1 =
Aurélia; SP2 = Avenger; SP3 = LG AURIS) Winter Pea (WP1 = Dexter; WP2 = Myster; WP3 =

Indiana).

4. Discussion

The interest of finding biocontrol agents based on biological mechanisms is determinant to
control diseases with strong impasse of treatments, such as pea root rot. The aim of this study
was to evaluate the contribution of nodule microbiome as a possible important weaponry
against A. euteiches and as a rich source of microbial antagonists. Moreover, the comparison of
nodule microbiome hosted by several pea cultivar nodules, cultivated on the same initial soil,
allowed to assess the power of recruitment of beneficial endophytes linked to varietal

specificity, as another way for disease management.
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4.1. ldentification of potential biocontrol agents against A. euteiches isolated from pea
nodules

Numerous microbial strains were already described in the literature for their in vitro and/or in
vivo antagonistic action against A. euteiches, generally with an observed decrease of mycelium
growth and/or an impact on oospores production or germination (Bowers and Parke 1993;
Heungens and Parke 2001; Wakelin et al., 2002; Xue 2002; 2003; Thygesen et al., 2004;
Prashar and VVandenberg 2017). For several pathosystems, the use of nitrogen-fixing Rhizobium
species as biocontrol agents appeared to be pertinent for disease management (Ozkog and
Deliveli 2001; Chandra et al., 2007; Siddiqui et al., 2007). Bardin et al. (2004) showed that
strains of R. leguminosarum bv. viciae, besides classical interest as biofertilizer linked to
nitrogen fixation presented a clear potential to control Pythium damping-off of pea in fields.
Isolation of rhizobial strains from pea nodules and evaluation of their antagonistic potential can
represent a new solution for pea protection. The aim of the study was to obtain a panel of
bacterial agents, locally adapted to the soil-climate context of Normandy and to each tested
cultivar. Indeed, the efficiency of biocontrol solution based on microbial agents rely most of
the time on the effective colonization of rhizosphere or plant by the microorganisms (Pliego et
al., 2011). In these competitive niches, the successful implementation of microbial agent could
be facilitated by a strong local adaptation to the target ecosystem. Among all bacterial isolates
from nodule, 17 bacterial strains showed an antagonistic effect towards A. euteiches from 5 pea
cultivars out of 6. Surprisingly, none of the Rhizobium strains isolated here from pea nodules
were able to impact A. euteiches development. Interestingly, antagonistic isolates were
identified as belonging to Pseudomonas and Bacillus genera. Pea nodules harbored not only
nitrogen-fixing symbiont but also a rich community of bacterial endophytes (Narula et al.,
2013). The emphasis was so finally extended to the global microbiome retrieved in this specific
niche. These endophytes can carry out interesting abilities towards legume health (Dudeja et
al., 2012). Strains of several genera, already described within nodule microbiome, are indeed
known to be antagonist to A. euteiches (Heungens & Parke 2000; Wakelin et al., 2002; Godebo
et al., 2020), particularly Pseudomonas and Bacillus (Santoyo et al., 2012). Moreover, these
two bacterial genera are known for their high ability to colonize plant internal tissues (Sturz et
al., 2000). This work represents the first isolation of potential biocontrol microbial agent against
A. euteiches from nodules and demonstrated the importance of cultivar to influence
microorganisms’ recruitment in pea nodules. In fact, nodule microbiome appeared to be a non-
negligible component of plant defensive shield. However, the principal resultant of a severe

attack by A. euteiches is deep damages of the pea root system, embedded nodule formation.
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By extension, the associated helpful microbiome would be also seriously destabilized. This
consequence contributes even to more severe symptoms due to plant nitrogen input deprivation.
Boosting nodule formation and so interaction with beneficial endophytes, with inoculation of
Rhizobium strains or other antagonist, could be a promising tool for protection towards
soilborne pathogens at the early pea growth stages. Indeed, addition of a Rhizobium strain on
chickpea field promotes a significative nodule formation, with both advantages for growth and
final yield but also an observed limitation of symptoms severity caused by the pathogenic
consortium between the nematode Meloidogyne incognita and the fungus Macrophomina
phaseolina (Gopalakrishnan et al., 2015). Similarly, Siddiqui and Mahmood (1995) showed
that a Bradyrhizobium japonicum treatment, alone or combined with PGPR, on Cajanus cajan
increased the global biomass of plant and the number of nodules, as well as reduced the
multiplication of the pathogenic nematode Heterodera cajani and incidence of the fungi
Fusarium udum, both causing problematic wilt.

Several mechanisms of action could be supposed here to support antagonisms of the screened
nodule endophytes towards A. euteiches. Numerous Pseudomonas strains can produce a wide
variety of well-known secondary metabolites, with antimicrobial properties on soilborne plant
pathogens (Weller, 2007). Similarly, Bacillus strains can also produce such bioactive
metabolites (Fira et al., 2018). Moreover, among the different action mechanisms suggested,
particularly in the case of endophytic partners, a higher competitive ability to colonize plant
tissues and use nutrients could also be determining (Sturz et al., 2000). Deeper analyses will be
now necessary to elucidate the action mode of these strains as well as to evaluate the actual

potential to protect pea.

4.2. Diversity of nodule microbiome and varietal determinism
In this study, bacterial communities from root nodules of six pea cultivars were assessed using
a metabarcoding approach. Plant genotypes are known to shape and strictly select endophytic
microbial community closed associated in their tissues, principally in relation to differences in
root architecture and types of exudates (Berendsen et al., 2012; Philippot et al., 2013).
Microorganisms capacity and competitiveness to enter and colonize inner plant tissues
constitute also an important factor conditioning composition of this specific microbial
community (Rossmann et al., 2017). Most studies on microbe inhabiting nodules of pea focused
on the nitrogen-fixing symbiont. However, some works described the diversity of all existing
endophytic bacteria. Narula et al., (2013) reported 17 different bacterial genotypes co-existing

in pea nodules harvested from fields. Presence of firmicutes, such as members of Bacillus
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genus, were found in pea nodules as it was shown in nodules of other plant species (Xu et al.,
2014, Zhao et al., 2011) such as Actinobacteria, Micromonospora and Streptomyces (Martinez-
Hidalgo et al., 2014; Sreevidya et al., 2016).

To our knowledge, this is the first time that total bacterial endophytic community in nodules of
different pea cultivar were characterised through this method. As expected, the most
represented phylum in nodules was Proteobacteria and particularly Alphaproteobacteria. The
predominant species was Rhizobium lusitanum, followed in a lesser extent by Rhizobium
leguminosarum, both known as nitrogen-fixing partners of legumes. R. leguminosarum is the
most famous and studied nitrogen-fixing bacteria, generally described as the specific partners
of pea (Meade et al., 1985; Jensen, 1987; Laguerre et al., 2003). However, other species from
the Rhizobium genus had already been shown to nodulate with Pisum sativum as R. laguerreae
or R. trifolii (Johnston and Beringer, 1976; Martinez-Molina et al., 2016). This work constitutes
the first description of a symbiotic association between pea and R. lusitanum, generally
described as rather nodulating with bean (Phaseolus vulgaris) (Valverde et al., 2011). This
bacterial species is nevertheless not so far genetically from R. leguminosarum (Riah, 2014).
Several assumptions could be assumed for the massive colonization of R. lusitanum in pea
nodules here. The first hypothesis is that R. lusitanum was initially more abundant in the soil
used for the experiment. Competitiveness and success of establishment in nodules begin with
achievement of soil colonization (Laguerre et al., 2003). In our context, R. lusitanum could be
more competitive to form and colonize nodules of the studied pea cultivars compared to other
Rhizobium species or strains. Variation in competitiveness to colonize nodules had already be
described for strains of Rhizobium leguminosarum sv viciae in pea (Bourion et al., 2018).
Moreover, nitrogen-fixing bacterial strains associated with nodules of legumes have been
shown to be dependent on various factors such as sampling region or legume varieties (Kneen
and Larue, 1984; Vasquez-Arroyo et al. 1998; Krasova-Wade et al. 2003; Guimardes et al.
2012; Bourion et al., 2018). Assessment of the total bacterial community of initial soil to
compare the relative abundance of these two Rhizobium species could be interesting. Another
possible explanation is that R. leguminosarum contribution in pea nodules could be
overestimated due to a higher ability to be isolated on artificial medium through culturable
approach. The advent of high throughput sequencing is revolutionary to explore nodule
microbiome. Two winter pea cultivars (Dexter and Myster) tended to present slight lower
relative abundance of R. lusitanum, balanced with a slightly higher abundance of R.

leguminosarum. These two cultivars seemed to favor R. leguminosarum compared to other
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cultivars. Deeper exploration of the competitive forces between Rhizobium strains according to
pea cultivars could be interesting to conduct.

Following Alphaproteobacteria, non-nodulating Betaproteobacteria appeared to be quite well
present in pea nodules. Out of Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes and
Verrucomicrobia were the most represented bacteria among minor phyla, with varying
abundance according to cultivars. Some studies describing bacterial communities found in
nodules reported similar presence of these groups (Leite et al., 2017, Lu et al., 2017 ; Martinez-
Hidalgo and Hirsch 2017). Although bacterial endophytes are generally considered as a subset
of the microbial pool found in the rhizospheric soils or in the rhizoplanes (Germida et al., 1998;
Marquez-Santacruz et al., 2010), disentangling the origin of the rich endophytic community in
nodules of legumes still requires in-depth investigation (Compant et al., 2016).

While three spring and one winter cultivars presented similar bacterial endophytic
communities, those associated with Dexter and Myster tended to be tenuously distinct.
Interestingly, these two winter cultivars seemed to host a slightly higher cumulated abundance
of non-Rhizobium endophytes. Similarly, Sharaf et al. (2019) described an unprecedented
diversity of non-rhizobia endophytes in soybean nodules, with observed variation across
cultivars. The patterns observed in this study seemed to be only linked to host genotype. Dexter
and Myster, with a higher proportion of these endophytes, were also characterized by a higher
resistance to cold, contrary to the winter cultivar Indiana, with low cold resistance, closed to
spring pea cultivars. This specificity could also be due to difference in rhizodeposition or root
architecture. Understanding the driving forces conditioning the recruitment and the assemblage
of endophytes, as well as deciphering their functional role in nodules constitute an important
challenge for holistic comprehension of legumes and possible valuation of plant-
microorganisms interactions at plant benefits (Compant et al., 2016). Particularly, the
implication of nodule microbiome to sustain plant health, interlinked with cultivar choice could

be a relevant tool for disease management.

4.3. Cultivar incidence on beneficial bacterial assemblage
The global role of non-rhizobia populations in legume nodules is not fully understood (Sharma
et al., 2005; Martinez-Hidalgo and Hirsch 2017), although some benefits conferred by these
internal microorganisms could be highlighted. Indeed, some microbial endophytes could
present interesting PGPR functions towards plants (Compant et al., 2016). Some of them can

promote plant growth directly but also through biocontrol abilities to reduce pathogen incidence
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(Sturz et al., 2000; Dudeja et al., 2012; Compant et al., 2016). These beneficial assemblages
are probably under the influence of several factors. As described previously, host genotype
appeared to be a strong driving force of the diversity and global organization of nodule
microbiome, and so on the recruitment of beneficial partners.

Seventeen bacterial antagonists were isolated from the nodules of 5 cultivars out of 6. No
biocontrol agent could be recovered from LG AURIS. Two winter cultivars, Dexter and Myster,
presented higher observed diversity of different antagonistic species isolated from their nodules
(with 4 different species). So, cultivar genotype appeared to be clearly strong determinant on
the recruitment of beneficial partners in nodules. However, we could not exclude that an
extended screening on different other media could allow to find more exhaustive bacterial
agents of interest, in all cultivars.

Though focusing on known biocontrol bacterial genera towards A. euteiches on OTUs database,
distinct patterns of assemblage could he highlighted between all cultivars. These results
emphasized again the strong influence of host genotype, not only on the entire nodule
microbiome but also concerning target biocontrol modulation. Spring cultivars presented global
lower relative abundance of these genera, in comparison to the two winter cultivars Dexter and
Myster. This difference was echoed with the culturable approach, except for Aurélia, a spring
cultivar, which had a high number of extracted antagonistic bacteria. Indiana cultivar seemed
to present an intermediate pattern between winter and spring cultivars. Winter pea, for the two
approaches used, appeared to be more able to recruit biocontrol bacterial isolates compared to
spring cultivars. Because spring cultivars are more exposed to A. euteiches, higher requirement
to select beneficial partners could have been more pronounced. But infection by this pathogen
generally seriously damaged root system and embedded nodules formation. This defense
arsenal had no possibility to be helpfully deployed. In a vision of coevolutionary process, this
need of specific microbial recruitment would so be missing (Baltrus, 2017). In the contrary,
winter cultivars, historically exposed to A. euteiches pressure in native agrosystems but less
impacted, could have develop the ability of actively attract abundant populations of antagonist
endophyte as supplemental protection towards this pathogen. This mechanism could be one part
of the pathogen avoidance of winter cultivar in field. However, these results had to be
considered carefully. Winter cultivars could apparently recruit more abundant potential
antagonistic endophytes in their nodules but in the end less efficient, because of lower
requirement linked to less detrimental exposure to A. euteiches in field. Finally, this observed
higher abundance of biocontrol genera could be linked to the globally more abundant minor

populations in nodules of winter peas. Interestingly, as previously observed considering the
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global community, the distinct assemblage of biocontrol populations seemed also to coincide
with level of cold resistance. However, all these assumptions could be further explored, mostly
because these analyses are only based on in silico estimated potential.

5. Conclusion

Comprehension of the plant holobiont, especially all interactions establishing with associated
microbiome, is essential to elucidate the functioning of the entire system in front of pathogen.
The development of efficient treatments for disease management implies to investigate all
possible clues. The research of alternatives based on the implementation of biocontrol microbial
agents assumed to explore different niches where they could be hosted. Several interesting
bacterial strains with promising in vitro antagonistic potential towards A. euteiches were here
successfully isolated from nodules of the studied cultivars. These strains could be a promising
foundation for the development of novel biocontrol solutions to protect pea. Furthermore,
metabarcoding analyses showed that pea nodules harbored in fact a wide variety of bacterial
endophytes in their nodules, from the classical nitrogen-fixing Rhizobium symbiont to
numerous non-rhizobia species. Some tenuously differences could be highlighted between
spring and winter pea cultivars. Host genotypes appeared to be one important driving force
modulating the assemblage of nodule bacterial endophytes. Particularly, cultivar influence
could be extended to specificity in terms of selection and recruitment of known biocontrol
agents, helpful against pea root rot. These results opened several perspectives for pea root rot
management and widely for crop protection. Cultivars could also constitute a precious tool
against A. euteiches through the inclusion of their power to recruit beneficial partners as a
recognized mechanism of action. Moreover, identifying and promoting genes or key
characteristics supporting beneficial community engineering of endophytic microbiome could

be a target to reach for plant breeding.
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4.2.2 Role de I’espéce végétale dans la sélection du microbiome de sa rhizosphére

La recherche de moyens de lutte efficaces contre la pourriture racinaire du pois est
particuliérement intense dans 1’objectif de revaloriser cette culture. Le recours a la lutte
biologique représente une piste prometteuse, avec le développement de solutions biocontréles
s’appuyant sur des agents microbiens. Au vu de la richesse rencontrée dans la rhizospheére, des
nombreuses interactions plantes-microorganismes dont elle est le siége, cet habitat constitue
une source privilégiée pour isoler des agents antagonistes d’intérét. La forte influence des
couverts vegétaux sur la structure et la diversité des communautés microbiennes associées pose
la question de leur effet sur le recrutement d’agents de biocontrole. Outre I'utilisation d’agents
isolés par inoculation, une autre approche consiste a s’appuyer sur le caractére suppressif des
sols envers les pathologies. Il convient alors de s’interroger sur I’influence des couverts
végétaux sur I’assemblage des communautés microbiennes bénéfiques a la santé des plantes.
Le but ici est donc d’évaluer et de comparer le potentiel de plusieurs espéces végétales a
favoriser la présence des populations biocontrdles dans leur rhizosphére au travers (1) d’une
approche classique par isolement d’agents antagonistes cultivables, prometteurs dans un
objectif de développement de solution de biocontrole et (2) d’une approche plus globale, basée
sur une analyse métabarcoding par un séquencage haut débit, considérant 1I’ensemble des
microorganismes associés dans la rhizosphére.

Plusieurs souches bactériennes avec effet antagoniste in vitro envers A. euteiches ont été isolées
de la rhizosphére du colza et de la féverole mais pas de celle du pois. Une distinction claire de
la diversité et de la structure des communautés bactériennes a été observée entre les trois
couverts végétaux. La communauté fongique semble quant a elle influencée principalement par
le type de sol et secondairement par le couvert végétal. Un focus sur les genres microbiens
décrits comme ayant un effet antagoniste envers A. euteiches a montré de la méme facon des
différences significatives en fonction du couvert veégeétal. Le choix de I’espéce végétale cultivée
apparait comme un déterminant clé pour le recrutement de populations bénéfiques,
potentiellement utiles pour la culture suivante. Le choix des cultures au sein de la rotation
pourrait ainsi constituer un moyen de lutte pertinent, en sélectionnant naturellement des
associations bénéfiques d’agents de biocontrdle, pour une approche durable de la gestion des

maladies.

L’étude est présentée sous forme d’article qui a été soumis dans le journal Agronomy.
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Abstract:

Pea root rot caused by Aphanomyces euteiches leads to considerable loss of income. Management of this
disease is currently based mainly on preventive diagnosis using a specific biological assay. Intensive
researches are deployed to find accurate solutions to fight this pathogen. Multiple abiotic factors are
also determinant for soil suppressiveness to pea root rot but relatively less is known about the role of
microbiome. An alternative could be the development of biocontrol solutions relying on microbial
antagonism. Different microorganisms are known for their interesting biocontrol potential against A.
euteiches. The aim was here to evaluate and compare the potential of several crop species to favor
recruitments of beneficial biocontrol populations in their rhizosphere through (1) a classical cultivable
approach to isolate antagonistic bacteria and (2) global consideration of the whole associated
microbiome in the rhizosphere. Several bacterial strains with in vitro antagonistic effect on A. euteiches
mycelium growth were successively isolated from rapeseed and faba bean rhizospheres, but not from
pea. A clear distinction in the diversity and structure of the microbial community was observed
between the 3 crops. A focus was then realized on microbial genera already described for their
biocontrol potential towards A. euteiches. The 3 crops presented differential assembly of these
biocontrol genera. These results confirmed the great influence of crop, mainly through root exudation,
on the structure and diversity of microbial communities, intertwined with soil parameters. Crops
appeared to be a key determinant to recruit beneficial populations, potentially useful for subsequent
culture. Purposeful crop rotation could be a relevant tool, deployed to shape soil biocontrol potential
as a sustainable approach for disease management.

Keywords: Soil microbiome, Biocontrol agents, Aphanomyces euteiches, Crop

1. Introduction

Legumes, celebrated in 2016 by the FAQO, are very valuable in terms of nutrient richness for human
and animals’ food supply, particularly with their high protein content in grains [1,2]. These crops are
promoted by the common agricultural policy also because of their benefits for ecosystem biodiversity
and input reduction [1]. However, their culture is compromised by their susceptibility to numerous
pathogens and pests, massively destroying aerial or root parts and causing major yield losses [3]. The
soil-borne pathogen Aphanomyces euteiches is responsible of detrimental and highly destructive
phytopathology affecting several legumes, including the pea root rot [4,5], with pathogenic oospores,
the infectious and resistant form, staying in soil for more than 10 years [6]. Pea root rot is considered as
the most damaging disease affecting pea (Pisum sativum) [5]. Unfortunately, only few strategies of
disease management could be deployed, with limited efficiency due to the lack of efficient protection
methods. Development of resistant cultivar through plant breeding is generally considered as the most
reliable solution against pests [7]. Current pea varieties present only partial tolerance to pea root rot [8-
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12], restricting their use, in a more global strategy, due to the rapid resistance circumvention by the
pathogen [13].

Preventive diagnosis for pathogen avoidance remains generally the most recommended strategy
to manage A. euteiches [5,14,15]. Additionally, crop rotation constitutes an important tool to slow down
pathogen infection by increasing the delay between pea cultures and limiting the culture of other
sensitive hosts [16,17]. Other studies have also shown the positive effect of introducing crops such as
members of Poaceae or Brassicacea genera, because of their production of antimicrobial compounds
with antagonist effects on A. euteiches development [18,19]. The long livespan of A. euteiches oospores in
soils and the broad spectrum of host species represent the major barriers that could impact negatively
the efficiency of crop rotation [5,20]. Biological control is another widely studied alternative to
pesticides, based on the use of predators, antagonists, natural parasites or bioactive natural compounds
to control harmful organisms [21,22]. Notably, the value of native microbial agents retrieves a
resurgence of interest in view of their multiple benefits for disease management [23-26]. Exploiting and
valuing the diversity of microbial community as a source of valuable soil-borne biocontrol
microorganisms represents a great challenge for efficient crop disease management. Various soils are
indeed described for their suppressive potential towards different plant diseases, with biological
elements representing the principal contributors to this characteristic [27-31]. In this context, numerous
studies try to shed light on microbial determinism of suppressiveness, particularly to identify involved
taxa, and even isolate strains with biocontrol potential [32]. Isolation, screening, and identification of
soil strains with biocontrol activity towards A. euteiches could represent an important part of integrated
protection against pea root rot [5,33-35].

The rhizosphere appears to be a favored reservoir for beneficial microbial agent, essential to plant
nutrition and health [24,36]. This heavily populated environment is the location of complex interactions
between plant and microbial populations but also strong competition between microorganisms [37].
Because rhizosphere microbiome constitutes the first battle line of plants in soil against abiotic and biotic
stresses, this environment could be particularly richer with biocontrol isolates. Another approach could
be to manipulate native soil microbiome in this habitat as a sustainable alternative to promote plant
growth and manage plant disease [38,39]. The objective is to shape the composition of microbiome to
enhance beneficial interaction [40], and more specifically to enrich soil and associated microbiome with
biocontrol taxa [32,41,42]. Microbial communities are highly influenced by plant root secretions which
constitute important molecules for growth and signaling [29,36]. Composition of root exudates has been
demonstrated to depend on plant species, genotype, developmental stage or root part [43—46] Crop,
additionally to direct impact on pathogen density [17] could also promote beneficial association with
microbial antagonists to support A. euteiches control.

The aim of this study was to 1) to isolate and identify bacterial strains with biocontrol potential
against A. euteiches in the rhizosphere of 3 different crops (pea, sensitive host; rapeseed, non-host and
faba bean, resistant host), 2) demonstrate the role of crop species on general fungal and bacterial
composition of the microbiome associated to their rhizosphere and 3) to evaluate the power of
recruitment of biocontrol taxa of these 3 crops as a strategy for pea root rot management.

2. Materials and Methods
2.1. Soil sampling and physicochemical analyses

Soil samples were collected in May 2018 from the rhizosphere of 3 different crops, from two fields
in Normandy, France: a 9-month old culture of winter rapeseed and a 7-month old culture of winter
pea, not mixed but adjacent on the same plot (49°47°11.364"’N, 01°27°5.076”'E); a 4-month old culture of
spring faba bean in another closed plot (49°46'52.716”’N, 01°40'49.116”E). Soils were sampled with a
shovel at a maximum depth of 20 cm, as closed as possible to plant roots. Those 3 rhizospheric soil
samples were sieved at 2 mm to remove plant residues. For bacterial isolation and DNA extraction,
three sub-samples were collected and short-term stored respectively at 4 °C and - 80 °C for further
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analyzes. Standard soil analyzes were performed using the standard methods. Soil texture was
determined using a laser granulometer Malvern Mastersizer (Malvern Instruments, Malvern, UK). Soil
pH was determined according the ISO standard NF ISO 10390. Soil total and organic carbon was
measured using a TOC analyzer Shimadzu SSM-5000A/TOC-VCSH Carbone (Shimadzu, Kyoto, Japan).
Soil total nitrogen was determined with the Kjeldahl method [47]. Calcium content determination was
performed following the international standard NF X31-108 (2002). Soil labile carbon was determined
through classical simplified measure of permanganate-oxidizable carbon [48]. Soil P status were
determined using two methods allowing to estimate directly available and exchangeable-assimilable P,
respectively with the international standard NF ISO 11263 standard (1995) for P Olsen and NF X31-161
for P Joret-Hébert.

2.1. Bacterial isolation from soil

Isolation of potential antagonistic bacteria was conducted using traditional plate assay technique.
Five grams of each soil sub-sample were diluted in 45 ml of NaCl 0.9% solution and shaken for 5
minutes. After 10-fold serial dilution, 100 uL of two appropriate dilutions were sprayed on Petri dishes
containing Luria broth (LB) agar medium and R2A medium. Assay plates were incubated for 48 h in
the dark at ambient temperature. Isolates were then selected on all the Petri dishes, considering the
largest possible diversity of phenotype. Fifty-two strains for rapeseed rhizosphere, 49 strains for pea
rhizosphere and 50 strains for faba bean rhizosphere were isolated and stored at —80 °C in 15 % glycerol
after purification by repeating streaking.

2.1. Culture of Aphanomyces euteiches

Aphanomyces euteiches (A. euteiches) isolate Ae84 was provided by Terres Inovia (Rennes, France).
This strain, originally isolated from infected pea, is used as the French reference of A. euteiches isolates
[49]. Ae84 strain was maintained on potato dextrose agar (PDA) plates in darkness at 8 °C for long-term
storage and regularly re-inoculated in plants after each third sub-culture to maintain virulence.
Screening of biocontrol potential and confrontation tests were realized with a second sub-culture of A.
euteiches.

2.2. Biocontrol screening and confrontation tests

Isolated strains were tested for their ability to inhibit mycelium growth of A. euteiches. A first
screening step to detect antagonistic activity relied on a plate assay consisted of 4 droplets of 1 puL each
of a 24 h-old liquid LB culture of each tested bacterial strains poured at 2.5 cm around an A. euteiches
plug (5mm diameter, placed at plate’s center). Strains capable of limiting A. euteiches growth after 10
days were selected for following confrontation test using a classical dual plate assay technique. Three
hundred microliters of a 24 h-old liquid LB culture of each chosen strains were sprayed into LB Agar
plate and incubated 48 h in the dark at ambient temperature. A 5 mm bacterial plug of this solid culture
was placed in front of a 7 days-old A. euteiches plug (from a second sub-culture) (d0), and then incubated
in the dark at ambient temperature. From d4 to d10, Petri dishes were photographed to determine
biocontrol impact on A. euteiches mycelium growth by measuring the length (radius) of mycelium
growth, using imageJ software. A. euteiches culture alone was used as a negative control for both
screening techniques.

2.3. Enzymatic activities

Bacterial isolates showing antagonistic activity were characterized by their production of 3
enzymes of interest: chitinase, protease and cellulase. Chitinase activity was detected by growth on agar
plate constituted of nutrient broth and 0.2 % colloidal chitin, incubated for 2 days at 30 °C [50]. An
orange-yellow colored halo surrounded the bacterial colony indicated the production of chitinase by
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the screened strain. Proteolytic activity was detected by growth on agar plates containing LB medium
and 5 g.L* skim milk, incubated for 2 days at 30 °C [51]. A clear halo surrounded the bacterial colony
indicating the production of protease. Cellulase activity was detected by growth on carboxymethyl
cellulose (CMC) agar plates (10 g.L-t CMC; 1 gL' yeast extract; 2.5 gLt (NH4)2S504; 0.25 g.L!
K2HPO4.3H20; 0.1 gL, NaCl;, 0.125 gL' MgSO4.7H20; 0.0025 g.L-' FeSO4.3H20; 0.025 g.L!
MnS04.4H20; 10 g.L! agar) supplemented with trypan blue. The plates were incubated at 30 °C for 2
days. Cellulolytic isolates were distinguished by a clear halo around colony [52].

2.4. Isolates identification

All isolates were grown in liquid LB medium during 48 hours at 30°C with an agitation at 130 rpm.
Liquid bacterial cultures were then stored at -20°C for 24 hours and extemporaneously heated at 60°C
for cell lysis. Isolates were identified based on nucleotide sequence data from 16S rDNA. PCR
amplifications for all isolates were carried out with 2 pL of each bacteria culture, 1 uM of each primer
63f [5- CAGGCCTAACA CATGCAAGTC -3’] [53] and BU1654 [5CTGCTGCCTCCCGTAGG-3]
derived from 341F [54], 25 pL of GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA) in
the GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).. The amplification
protocol was 2 min at 94 °C, followed by 35 cycles 1 min at 94 °C, 1 min at 55 °C, 1 min at 72 °C. A final
extension step was carried out at 72 °C for 7 min. All PCR products were visualized by electrophoresis
on agarose gel stained with ethidium bromide. PCR products were then sequenced by Genoscreen
(Lille, France).

2.7. DNA extraction and metabarcoding analysis

Total soil DNA was extracted from 0.5 g of moist rhizospheric soil using Fast DNA spin Kit for Soil
(MP-Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) according to manufacturer’s procedure. Soil DNA
concentrations was assessed by fluorimetry using the Fluorescent DNA quantitation Kit Hoechst 33258
(Biorad, Hercules, CA, USA), following the manufacturer’s instructions. The DNA solutions were stored
at - 20 °C until use. Total DNA from three soil samples were extracted for all studied rhizosphere. All
PCR amplifications, made in duplicate for each soil sample and pooled for further analysis, were
realized by Biofidal, Vaulx-en-Velin, France - http://www.biofidal-lab.com - according to their own
procedures. A 16S rRNA gene fragment targeting the V3-V4 region was amplified for bacterial
identification using primers 165-341F (5' - CCTACGGGNGGCWGCAG - 3’) and 165-805R (5’ -
GACTACHVGGGTATCTAATCC - 3') with specific forward and reverse Illumina primer overhang
adapters. The variable internal transcribed spacer 2 (ITS2) region was amplified for fungal identification
using specific fungal primers gITS7 (5" - GTGAATCATCGARTCTTTG - 3') and ITS4 (5" -
TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) with specific forward and reverse Illumina primer overhang
adapters. A second round of PCR amplification were then performed on 16S and ITS2 amplicons to

attach indices and Illumina sequencing adapters using the Nextera® XT index kit as recommended.
Foolowing normalization, building of amplicons library, Illumina MiSeq sequencing (2 x 300-bp paired-
end reads) and bioinformatics analyzes were also performed by Biofidal, according to their own
procedures. Negative controls were included during the library preparation. Briefly, paired-end
sequence reads were collapsed into so-called pseudoreads using sequence overlap with USEARCH
version 9.2 [55]. A total of 1 131 609 and 2 100 951 pseudoreads for bacteria and fungi, respectively, were
obtained from 9 soil samples. Classification of these pseudoreads was performed based on the results
of alignment with SNAP version 1.0.23 [56] against the RDP database [57] for bacterial organisms, while
fungal organisms are classified using the UNITE ITS gene data base [58]. Low abundance sequences
were filtered at 0,005 % [59]. All OTUs present in negative controls were excluded from the dataset.

2.8. Statistical analysis

All tests were performed with Rx64 software version 3.4.1 [60] and statistical significance was set
at p < 0.05. For bacterial screening, comparison of A. euteiches mycelium growth in confrontation tests
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between screened strains were performed using a non-parametric Kruskal-Wallis test, followed by post-
hoc test with krulkalmc function, using the R package “pgirmess”. For microbiome analyzes, the
numbers of unique and shared OTUs between the 3 rhizospheric soils were compared in Venn Diagrams
using the R package “vegan”. Shannon (function “Shannon”), Piélou (calculated as Shannon indice / log
(Richness indice)) and Richness (representing the total number of OTUs) indices were calculated with
the R package Vegan. Comparisons of microbial diversity and richness indices, relative abundance of
each microbial phylum and relative abundance of known antagonistic microbial genus were performed
using a non-parametric Kruskall-Wallis test, followed by post-hoc test with krulkalmc function, using
the R package “pgirmess”. PCA analysis was used to compare total microbiomes associated with the 3
plants’ rhizosphere and genera known for their potential biocontrol activity against A. euteiches with the
R package “ade4”.

3. Results
3.1. Isolation of potential antagonistic bacteria against A. euteiches
3.1.1. Screening and confrontation tests

Faba bean rhizospheric soil presented distinct physicochemical characteristics from those of pea
and rapeseed (Figure 1). Higher value of pH and available P were observed in faba bean rhizosphere,
and lower values for all other measured parameters, compared to pea and rapeseed rhizospheres (Table
S1).
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Figure 1: Principal component analysis of physicochemical characteristics for the three studied
rhizospheres (F: faba bean; P: pea and R: rapeseed) and their respective three replicates. Ca: Calcium,
N: Nitrogen, TC: Total Carbon, TOC: Total Organic Carbon, C_N: ratio Carbon/Nitrogen, OM: Organic
matter, POXC: permanganate-oxidizable carbon, P205 Olsen: directly available soil phosphorus,
P20OH_JH: Exchangeable-assimilable soil phosphorus, pH_H2O: Water hydric potential, pH_KCI: KCl
hydric potential.

Based on the first screening test, a total of 17 bacterial isolates with antagonistic activity, with
complete interruption of A. euteiches mycelium growth (Figure 2), out of 150 isolated bacteria were
recovered, including 9 from rapeseed rhizospheric soil (so 17 % of all rapeseed isolates) and 8 from faba
bean rhizospheric soil (so 16 % of all faba bean isolates). Although rapeseed and pea were adjacent on
the same plot, no antagonistic bacteria could be brought out of all isolates isolated from pea rhizospheric
soil. On the contrary, a higher proportion of bacterial isolates with repellant effect (20 %) were found in
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the cultivated pool of bacterial obtained from pea rhizospheric soil (Figure 2), compared to rapeseed (17
%) and faba bean (14 %). For all studied rhizospheric soil, most of bacterial isolates showed no effect on
A. euteiches growth.

Figure 2: Screening of bacterial isolates as biological control agents against A. euteiches. The potential
biocontrol of each isolate was assessed, after 10 days of culture on PDA Petri dishes, by 4 deposits at 2.5
cm from the unique A. euteiches 5 mm plug at the center of the plate. The biocontrol potential has been
classified intro 3 different categories: A) Isolate presenting no effect on A. euteiches growth — overgrowth
of A. euteiches covering the 4 isolate deposits; B) isolate showing a repulsif effect - weak inhibition of A.
euteiches on the Petri dish edges; and C) isolate with an antagonistic effect — strong inhibition of A.
euteiches mycelial growth.

Classical dual plate confrontation tests were applied on the 17 potential antagonist isolates. A significant
decrease of A. euteiches mycelium growth were observed when confronted to 8 bacterial isolates out of
17, only 1 bacterial isolate (I1-SRS) out of 9 from rapeseed and 7 out of 8 from faba bean rhizospheric
soil samples (I1-RSF to I7-RSF). Inhibition of A. euteiches mycelium growth varied from 14% to 41%
according to tested bacterial isolates (Figure 3). The most efficient antagonistic activity was observed
for I1-RSR and 14-RSF isolates, from respectively rapeseed and faba bean rhizospheres.

3.1.2. Enzymatic characterization and identification of selected bacterial isolates

A total of 17 bacterial isolates, from the first screening step, were identified based on 16s rDNA
sequences compared to GenBank databank. All isolates of interest were classified into 3 bacterial genera:
Bacillus, Pseudomonas and Acinetobacter. In rapeseed rhizospheric soil, all interesting isolates belonged
to the genus Bacillus, except one isolate from the genus Pseudomonas (Table 1). In faba bean rhizospheric
soil samples, 4 isolates belonged to the genus Bacillus, 3 to the genus Pseudomonas and one to the genus
Acinetobacter. The 2 most efficient antagonist bacterial isolates, I1-RSR and I4-RSF, were identified both
as Pseudomonas. Enzymatic characterization revealed that all Bacillus isolates presented a common
profile with only protease activity. On the contrary, each of the 4 bacterial isolates from the Pseudomonas
genus presented a unique enzymatic profile: [1-RSR with cellulase and protease activities, 14-RSF with
protease and chitinase activities, 16-SRF with no detected activity for the 3 tested enzymes and 17-SRF
with the 3 enzymatic activities. The Acinetobacter isolate presented none of tested enzymatic activity.
The 8 bacterial isolates with antagonistic activity, when confronted with A. euteiches in dual plate assay,
were identified as a Pseudomonas isolate from rapeseed rhizosphere (I1-RSR), and the 7 others from faba
bean rhizosphere: 3 Bacillus isolates (I1-RSF, 13-RSF, I5-RSF), 3 Pseudomonas isolates and the
Acinetobacter isolate (Figure 3). These bacterial isolates showed different enzymatic profiles, and even
for two of them no detected enzymatic activities (I2-RSF and 16-RSF) (Table 1).

Table 1: 165 rDNA identification of bacterial isolates showing antagonist activity against A. euteiches
and characterization of cellulase, protease and chitinase activities. Id: Strain name, +: Positive enzymatic
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activity, -: Negative enzymatic activity. Cellulase test was measured according to Kim et al., 2012,
protease test was measured according to Kumari ef al., 2014 and chitinase test was measured according

to Okay et al., 2008. Enzymatic activities were detected with a halo surrounded the bacterial colony on

an agar Petri dishes containing each specific medium.

Id Genus Cellulase Protease  Chitinase
I1_RSR Pseudomonas sp. + + -
I12_RSR Bacillus sp. - -
I3_RSR Bacillus sp. - + -
14_RSR Bacillus sp. - + -
I5_RSR Bacillus sp. - + -
16_RSR Bacillus sp. - + -
I17_RSR Bacillus sp. - + -
I18_RSR Bacillus sp. - + -
I9_RSR Bacillus sp. - + -
I1_RSF Bacillus sp. - + -
12_RSF Acinetobacter sp. - - .
I13_RSF Bacillus sp. - + -
14_RSF Pseudomonas sp. - + +
I5_RSF Bacillus sp. - + -
16_RSF Pseudomonas sp. - - -
I7_RSF Pseudomonas sp. + +
I18_RSF Bacillus sp. - -
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Figure 3: Inhibition of A. euteiches radial mycelial growth observed after 10 days of dual culture with
bacterial isolates from faba bean rhizosphere (RSF, light grey) and from rapeseed rhizosphere (RSR,
dark grey) compared to control A. euteiches (black histogram) Inhibition was measured by the impact of
bacterial isolate on mycelial growth radius compared to the control, A. euteiches (alone). Results are the

mean of A. euteiches radial mycelial growth expressed in percentages from 5 replicates with standard

deviation.

3.2. Rhizospheric microbiome comparison

3.2.1. Diversity and richness indices

Fungal and bacterial communities were successfully analyzed by high throughput sequencing.
After bioinformatics filtration to remove sequencing errors or putative chimeric sequences (realized
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by Biofidal) and low abundance sequence filtration, the number of high-quality sequences retained,
respectively in rapeseed, pea and faba bean rhizospheres, was 62 061 (+ 8 658), 63 121 (+ 3719) and 53
702 (+ 6455) sequences for bacterial datasets, and 32 795 (+ 10 144), 49 574 (+ 944) and 80 569 (+ 16 789)
sequences for fungal datasets. These sequences were then clustered into 2307 (+66), 2351 (+ 43) and
2278 (+ 93) bacterial OTUs; 396 (+ 10), 383 (+ 8) and 566 (+ 14) fungal OTUs, respectively for rapeseed,
pea and faba bean rhizospheres. Rarefaction curves for bacterial and fungal datasets were drawn based
on the number of sequences retrieved for all OTUs (data not showed). Fungal curves revealed that the
number of OTUs increases with the number of reads and reached a plateau for all samples. Similarly,
bacterial curves were very closed to reach a plateau for all samples, and so that reads were sufficient
to allow representative description of microbiomes (data not showed).

Fungal and bacterial communities were evaluated using richness and diversity indices (Table 2). No
significant difference could be observed between bacterial richness (as number of different OTUs) for
the 3 studied crops whereas a higher fungal richness was detected for faba bean compared to the 2
others. For bacterial community, Shannon and Pielou evenness indices were higher for rapeseed and
lower for faba bean. For fungal community, conversely, the highest Shannon index was observed for
faba bean and the lowest for pea, but no difference for Pielou evenness index. No clear significant
difference was observed for all indices between rapeseed and pea.

Table 2: Microbial diversity and richness indices for rapeseed, pea and faba bean rhizospheres. Means
were calculated from three replicates per each rhizospheric soil. Standard deviations are indicated in
parentheses. Significant differences among rhizospheric soils are indicated by different letters at P <
0.05, differences observed with a kruskalmc test (package pgirmess, R).

Community Soil  Crop Rhizosphere Shannon's index Richness index Piélou's index
Bacteria 1 Rapeseed 6.31(+x0.02) b 2307 (+66) a 0.815 (+0.004) b
Pea 6.29 (+0.03) a,b 2351 (+43) a 0.810 (+0.002) a,b
Faba bean 6.19 (+0.05) a 2278 (£93) a 0.801 (+0.003) a
Fungi 1 Rapeseed 4.05 (+0.25) a,b 396 (+10) a 0.677 (+0.042) a
Pea 3.47 (+0.34) a 383 (+8) a,b 0.583 (+0.058) a
2 Faba bean 4.26 (+0.16) b 566 (£14) b 0.671 (£0.023) a

3.2.2. Microbiome composition

All sequences were assigned at taxonomic levels (from phylum to species). The 3 rhizospheric
soils presented the same overall bacterial and fungal composition. Regarding fungal community (Figure
4), Ascomycota was predominant in all 3 rhizospheres (respectively 82.2 %, 81.33 %, 70.97 % for
rapeseed, pea and faba bean), and significantly higher in rapeseed rhizosphere than in faba bean
rhizosphere (Table 52). Zygomycota (respectively 11.03 %, 8.78 %, 16.9 % for rapeseed, pea and faba
bean) was significantly higher in faba bean rhizosphere than in pea rhizosphere (Table 52). Abundance
of Basidiomycota (respectively 6.15 %, 9.44 %, 11.24 % for rapeseed, pea and faba bean) was not
significantly different between rapeseed, pea and faba bean rhizospheres (Table S2). The 4 other phyla
were under 1% of relative abundance and did not differ significantly between each rhizosphere (Table
52). Regarding bacterial community (Figure 5), Proteobacteria and Actinobacteria were the 2
predominant phyla in the 3 rhizospheres (respectively 34.38 %, 35.86 %, 29.50 % and 29.71 %, 26.07 %,
35.16 % for rapeseed, pea and faba bean). Proteobacteria was the major phylum in pea (with the highest
relative abundance) and rapeseed rhizosphere whereas Actinobacteria was the predominant one in faba
bean rhizosphere. Significant differences of relative abundance were observed for these 2 phyla between
pea and faba bean, while rapeseed presented intermediate values (Table S2). Nine other bacterial phyla
presented a relative abundance ranging between 1 to 7 % (Chloroflexi, Firmicutes, Acidobacteria,
Bacteroidetes, Candidatus Saccharibacteria, Planctomycetes, Verrucomicrobia, Nitrospirae,
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Gemmatimonadetes). Some differences in relative abundance of these phyla were highlighted
depending on crop rhizosphere (Table S2). Chloroflexi was significantly more abundant in rapeseed
rhizosphere than in faba bean rhizosphere. Acidobacteria and Nitrospirae were more abundant in pea
rhizosphere than in faba bean rhizosphere. Candidatus Saccharibacteria and Verrumicrobia were more
abundant in faba bean rhizosphere than in pea rhizosphere. Twenty minor bacterial phyla were also
identified, accounted for less than 4 % of relative abundance (Table S3).

The structure of the bacterial and fungal communities was analyzed by PCA to compare the three
rhizospheres based on global OTU composition (Figure 6). A discrimination of bacterial communities
based on soil was observed on the first axis of PCA (Figure 5). The bacterial community observed in
faba bean rhizosphere (from one field) is clearly opposed on the first axis to those associated with
rapeseed and pea rhizospheres (from the other field). But a discrimination was also observed on 2" axis
concerning rapeseed and pea rhizospheres with separated bacterial community. Concerning fungal
communities, the same discrimination was observed between faba bean rhizosphere (from one field)
and the 2 others (from the second field). But the distinction between rapeseed and pea was more
tenuous. The observed variability into each rhizospheric soil sample was higher than for bacterial
community. Concerning OTU composition, Venn diagrams permitted to observe the shared and unique
bacterial and fungal OTUs between studied rhizospheric soils (Figure 7A and 7B). In the bacterial
community (Figure 4A), 2420 OTUs were shared by all rhizospheres, 159 shared by rapeseed and pea
(localized in the same field), 151 shared by pea and faba bean (on two different fields), 122 shared by
rapeseed and faba bean (on two different fields). In rapeseed, pea and faba bean rhizosphere,
respectively 17, 32 and 59 OTUs were unique. In the fungal community (Figure 7B), 336 OTUs were
shared by all rhizospheres, 58 shared by the rapeseed and pea rhizospheres, 71 shared by pea and faba
bean and 93 shared by rapeseed and faba bean. In rapeseed, pea and faba bean rhizospheres,
respectively 76, 53 and 234 OTUs were unique.
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Figure 4: Relative abundance levels of bacterial phyla, expressed as percentages of all sequences,
detected in pea, rapeseed and faba bean rhizospheres.
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Figure 5: Relative abundance levels of fungal phyla, expressed as percentages of all sequences, detected
in pea, rapeseed and faba bean rhizospheres.
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Figure 6: Principal component analysis of the three studied rhizospheres (F: faba bean; P: pea and R:
rapeseed) and their respective three replicates (1 to 3) generated from bacterial (A) and fungal (B) OTUs
matrices of relative abundance.
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Figure 7: Venn diagrams indicating the numbers of shared and unique bacterial (A) and fungal (B) OTUs
between the three rhizospheres: rapeseed, pea and faba bean.

3.3. Comparison of the relative abundance of bacterial and fungal genera known as biocontrol

Bacterial and fungal genera already known for their biocontrol potential against A. euteiches
were listed from the literature (Table 3) and from this study. Relative abundance of these potential
biocontrol bacterial genus considering OTUs data set were then compared between rapeseed, pea and
faba bean rhizospheres. Some significant differences in the relative abundance of bacterial genera could
be highlighted. Arthrobacter and Lysobacter were significantly more abundant in rapeseed rhizosphere
compared to faba bean. Paenibacillus and Rhizobium were significantly more abundant in pea
rhizosphere compared to faba bean. Bacillus was significantly more abundant in faba bean rhizosphere
compared to pea. Concerning fungi, Trichoderma genus presented a high abundance in pea rhizosphere
(Table 3).

The structure of the potential antagonistic microbial communities was analyzed by PCA to compare the
three rhizospheres based on all OTUs from antagonistic bacterial genus, coming from the literature or
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identified in this study (Figure 8). This PCA showed that each rhizosphere presented distinct assembly
of biocontrol bacteria, with one or more known antagonistic bacterial genus preferentially associated
with each rhizosphere. Faba bean rhizosphere was more associated with the presence of Bacillus,
Achromobacter, Streptomyces and Funneliformis, rapeseed rhizosphere with Arthrobacter, Lysobacter and
Microbacterium, and pea rhizosphere principally with Pseudomonas, Rhizobium, Trichoderma, Paenibacillus,
Acinetobacter and Variovorax.

Table 3: Relative abundance levels of microbial genera presenting known antagonistic species against
A. euteiches into each rhizosphere (rapeseed, pea and faba bean). Means were calculated from three
replicates per rhizosphere and per antagonistic bacterial and fungal genus. Standard deviation is
indicated in parentheses. Significant differences among rhizospheres are indicated by different letters
at P <0.05, differences observed with a kruskalmc test (package pgirmess, R).

Soil 1 Soil 2

Antagonist (genus) Rapeseed Pea Faba bean References
Bacteria
Acinetobacter 0.062% (£0.009) a  0.092% (+0.015)a  0.051% (+0.005) a this study
Achromobacter 0.0010% (+0.0018) a 0.0005% (+0.0009) a 0.0048% (+0.0035) a Godebo et al. (2020)
Arthrobacter 1.33% (+0.05) b 0.71% (£0.05) ab 0.50% (+0.06) a Godebo et al. (2020)

- Godebo et al. (2020) & Wakelin et al.

0, 0, 0,

Bacillus 0.63% (+0.03) ab 0.47% (+0.12) a 1.95% (+0.05) b (2002) & this study
Brevibacillus nd 0.002% (+0.002) a  0.009% (+0.009) a Godebo et al. (2020)
Burkholderia 0.09% (£0.01) a 0.11% (+0.01) a 0.07% (x0.02) a Heungens & Parke (2000)
Flavobacterium 0.45% (+0.08) a 0.68% (+0.21) a 0.65% (£0.02) a Godebo et al. (2020)
Lysobacter 1.13% (x0.11) b 0.81% (x0.09) ab 0.64% (£0.04) a Godebo et al. (2020)
Microbacterium 0.11% (£0.01) a 0.07% (x0.01) a 0.08% (£0.01) a Godebo et al. (2020)
Paenibacillus 0.19% (x0.04)ab  0.31% (x0.07)b  0.07% (x0.01) a (ngge;)’o etal. (2020) & Wakelin et al.
Pantoea nd 0.0046% (+0.0052) a 0.0046% (+£0.0036) a Godebo et al. (2020)
Pseudomonas 0.28% (+0.02) a 0.45% (£0.01) a 0.27% (£0.04) a Godebo et al. (2020) & this study
Rhizobium 0.56% (£0.02) ab 2.4% (+0.91) b 0.46% (+0.05) a Godebo et al. (2020)

Stenotrophomonas 0.01% (£0.01) a 0.05% (£0.02) a 0.03% (£0.02) a Godebo et al. (2020)

Streptomyces 4.16% (+0.08) a 3.98% (+0.62) a 4.99% (+0.11) a Godebo et al. (2020)

Variovorax 0.25% (£0.02) a 0.29% (+0.05) a 0.20% (0.004) a Godebo et al. (2020)

Fungi

Trichoderma 0.45% (£0.14) a 4.7% (£2.2) b 0.25% (£0.04) ab Dandurand et al. (1993)

Glomus 0.004% (+0.007) a  0.001% (£0.002) a  0.001% (+0.002) a  Thygesen et al. (2004)

Funneliformis 0.01% (+0.01) a 0.01% (+0.01) a 0.05% (+0.02) a Badker et al. (2002) & Rosendahl (1985)
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Figure 8: Principal component plots of the pea, rapeseed and faba bean rhizospheres from antagonistic
bacterial and fungal genera matrices of OTUs relative abundance.

4. Discussion
4.1. Identification of potential biocontrol agents against A. euteiches from crop rhizosphere

Using microorganisms as biocontrol agent represents a realistic alternative to manage crop
diseases. The value of these microorganisms is well studied and described [61-64]. In this study, 3
different crop rhizospheres were explored for bacterial biocontrol potential. Rapeseed, pea and faba
bean were chosen to diversify environments and maximize the probability to isolate bacterial
antagonist. Eight bacterial isolates with in vitro antagonism towards A. euteiches were successfully
screened from rapeseed and faba bean rhizospheres. These strains were identified as belonging to
Pseudomonas, Bacillus and Acinetobacter genera. Pseudomonas and Bacillus represented the most
prominent bacterial genera including species well-known for their interest in disease management [65-
67]. Various inoculants are indeed available as commercial inoculant for biological control [68].
Similarly, the biocontrol potential of Acinetobacter strains had also already been described against
different pathogens [69-71]. Several microbial genera have been identified as potential biocontrol
agents against A. euteiches such as Pseudomonas fluorescens [72,73], Burkholderia cepacia [74], Gliocladium
roseum [75], Clonostachys rosea [76], Trichoderma harzianum [77] or arbuscular mycorhizal fungi [78,79].
More recently, Godebo et al., (2020) realized a screening of soil bacterial isolates and pointed out the
multitude of genera found in soil and presenting a biocontrol interest towards pea root rot, including
those also described in this study. To our knowledge, it is the first time than an Acinetobacter strain were
showed to have a biocontrol potential towards A. euteiches.

Microbial agents used for biological control act through a great variety of mechanisms such as antibiosis,
hyperparasitism, competition, induction of plant defense and plant growth promotion [80]. The
complementary screening methodologies could give some clues concerning modes of action. With the
first assay, most strains were totally overlaid by the pathogen while others possessed ability to repulse
and forced it to circumvent bacterial colony. This could be linked to very local production of specific
metabolites repulsing the pathogen without impacting its global growth. Only 17 isolates seemed to be
antagonist and stopped mycelium growth, reflecting direct antibiosis and/or parasitism towards A.
euteiches. With classical confrontation dual plate assay, only 8 out of 17 bacterial strains remotely limited
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A. euteiches growth. These bacterial strains seemed to secrete bioactive metabolites diffusing in the
medium to limit pathogen growth. The variation in the degree of A. euteiches growth inhibition observed
among screened isolates, was probably linked to different biocontrol arsenal of bacteria [35,81]. Soil-
borne bacteria belonging to Pseudomonas genus are well known to present multiple traits of interest for
biocontrol. Numerous strains were showed to produce a wide variety of antimicrobial metabolites, such
as 2,4-diacetylphloroglucinaol, phenazine-1-carboxylic acid, pyoluteorin, pyrrolnitrin that play a
prominent role in the suppression of soilborne plant pathogens [82-86]. Similarly, plentiful soil-borne
members of the Bacillus genus produce a large range of bioactive metabolites including bacteriocins,
antimicrobial peptides and lipopeptides, polyketides and siderophores [87,88]. Some Acinetobacter
strains were also showed to produce interesting antimicrobial metabolites for pathogen inhibition, such
as the antifungal compounds iturin, [89]. Generally, direct antagonism results from combined
production of secondary metabolites and cell wall degrading enzymes, that impaired mycelium growth.
Cell degradation is caused by a range of lytic enzymes, like chitinase, protease and cellulase activities,
classically searched enzymatic panel during biocontrol screening [90]. Cellulase is particularly relevant
for hyperparasitism towards oomycota. Here, no specific enzymatic pattern could be distinct for
bacterial isolates with closed or even long-distance effect and even no detected activities for [2-RSF and
16-RSF isolates. In this study, all tested enzymatic activities have been highlighted at least once in
Pseudomonas isolates. Existence of characterized chitinolytic, proteolytic and cellulolytic activities of
biocontrol Pseudomonas strains have already been described [91-93], as for Bacillus sp. [94-97]. However
only proteolytic activity was observed here for all Bacillus isolates. Lastly, although these 3 tested
enzymatic activities have been reported in Acinefobacter spp. [69,98,99], none of them appeared to be
produced here by I2-RSF. Finally, besides antagonisms through antibiosis or parasitism, another
possible mechanism of action could be competitive interaction for nutrients and space [65,100,101].
Further assessments are now needed to evaluate the actual efficiency of these bacterial isolate to protect
pea. Indeed, some bacterial strains that showed interesting in vitro potential could sometimes failed to
reduce plant symptoms in controlled conditions [35]. Furthermore, microbial antagonist would have to
be tested in natural field conditions. Indeed, numerous studies showed a problematic huge difference
between in vitro, in vivo and in situ deployment. One challenge in the development of biocontrol solution
based on microorganisms stay the difficulty to transfer technology to natural complex environment,
where various factors of influence could interact and impede strategy success, particularly climatic
conditions, soil parameters, cultural practices or coalition of several pathogens associated in a disease
complex, such as in the case of pea root rot [102]. In this context, deciphering both the fine mechanisms
of action of microbial biocontrol agents to optimize their action and understand the complexity of
pathobiome functioning remains an essential for reliable integrated pest management.

4.2 Determinism of microbiome structure and diversity in rhizosphere

The crucial influence of plants on microbiome assembly is clearly demonstrated in a multitude
of studies [103-107]. Here, analyzes of assigned OTUs in the metabarcoding dataset showed that the
structure of bacterial communities was distinct between the 3 crops. Particularly, a clear differentiation
between rapeseed and pea could be highlighted even though they were co-localized in the same field,
under similar soil physicochemical characteristics. Crop influence remained in this case the only
deciding factor for bacterial microbiome structuration. Root exudation by plants of a large range of
molecules, including numerous primary metabolites like sugars, amino acids or carboxylic acids and
various secondary metabolites, constitute indeed the major driver shaping microbial community in the
rhizosphere [108]. These secreted compounds represent both readily available nutrient supporting
microbial growth but also a multitude of signaling molecules acting on microorganisms [44,46,109]. The
composition of root exudates greatly varies according to plant species, and so do their associated
microbiome [37]. In faba bean rhizosphere, here, the distinct bacterial community probably resulted
from the combined effect of plant and soil parameters [110]. Indeed, soil edaphic characteristics have
been shown to influence strongly microbial community [37], with soil pH and soil type generally
considered as the major predictors [111-113].
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Rhizospheres were here mostly predominated by Proteobacteria and Actinobacteria, particularly
abundant and widespread in soils and plant rhizospheres [107,114-117]. These two phyla encompassed
a plethora of species showing large metabolic diversity, with key role in the principal biogeochemical
nutrient cycling [117,118]. Moreover, numerous Proteobacteria and Acidobacteria presented interesting
abilities to promote plant growth and health [117,118]. Here, Actinobacteria dominated faba bean
rhizosphere, whereas Proteobacteria dominated the 2 others, as previously described [119-122]. Several
other low-abundance bacterial phyla were detected as differentially balanced between the 3 crops.
These bacterial groups, classical described as minor members of plant rhizosphere, support important
potential functions in soils [37,119-121,123]. Acidobacteria, more present in pea rhizosphere, is
ubiquitous and mostly dominant in soils [124] but less in rhizospheres [125]. Their ecological functions
stay poorly understood, although probably involved in biogeochemical cycles [126]. Similarly, a higher
abundance of Nitrospirae, particularly implicated in nitrification process [127], could be detected in pea
rhizosphere. Both rapeseed and pea rhizospheres harbored more abundant Chloroflexi, known to be
widespread in soil with possible functions in nitrogen and carbon cycling [114,128,129]. Planctomycetes,
more abundant under rapeseed, have already be found in a wide range of soil habitats, even though
very little is known about their functions [130]. Faba bean hosted more abundant Firmicutes population,
that constitute generally a significant proportion of soil microorganisms with implication in nitrogen
cycling [131]. Diverse Candidatus Saccharibacteria, also well represented under this crop, are often
found in rhizosphere, although little is known about their metabolism and functions [132]. Recently,
Starr et al., (2018) showed that a member of Candidatus Saccharibacteria was able to use microbially-
processed plant-derived carbon. Verrucomicrobia, one of the less frequent in soils and still poorly
understood [133], was more present in faba bean rhizosphere. Finally, Bacteroidetes and
Gemmatimonadetes were equally abundance in the 3 crop rhizospheres. These phyla were commonly
and consistently detected in all terrestrial systems [131,134].

For fungal community, analysis of assigned OTUs showed a distinct structuration between faba bean
and the 2 other crops. Fungal community appeared to be more strongly influence by soil characteristics
than bacterial community. Similarly, Singh et al., (2009) observed that soil location is the most important
factor structuring fungal community. The tenuous difference between pea and rapeseed showed that
the influence of crop on fungal community appeared to be secondary [110]. Besides soil properties,
differences in farming practices between the two fields could also represent a determining factor of
fungal structuration [135]. Ascomycota was massively predominant in the 3 studied rhizospheres, as
classically observed, followed by Basidiomycota and Zygomycota [121,123,136,137]. The relative
abundance of these 2 phyla was variable between the 3 crops, with a particularly high abundance of
Zygomycota associated with faba bean, contrary to other studies [122,123]. All other observed fungal
phyla stay globally marginal for all crops, as previously observed [121,123,137].

4.3 Crop incidence on beneficial microbial assemblage

The use of microbial biocontrol agents generally relies on the artificial inoculation in the fields. The
ability of these microorganisms to colonize and persist in plant rhizosphere constitutes the prerequisite
for successful disease management [138-140]. Indeed, introduced bioagents must compete with
indigenous microbial community [141,142]. A suitable strategy for the screening of biocontrol
candidates is to specifically target microorganisms inhabiting rhizosphere. Rhizobacteria constitute the
most likely pool of organisms clustering desirable rhizosphere competences, maximizing for further
successful colonization of this habitat [24,29,143,144]. Three different rhizospheric environments were
explored here to find reliable antagonist towards A. euteiches. Because faba bean is a resistant host, a
focus on the microbiome in this suppressive niche seemed particularly relevant. In parallel, the
prospection of pea rhizosphere could allow to find well adapted isolates to that plant, more likely to be
competitive when re-introduced. And finally, brassicaceous rhizosphere, through the production well
known bioactive secondary metabolites called glucosinolates, constitute a very selective and specific
habitat for microbial community [145,146]. In this study, several promising bacterial antagonists were
isolated from faba bean and rapeseed rhizosphere, contrary to pea. So, a clear influence of crop species
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on antagonistic rhizobacteria towards A. euteiches could be highlighted, as observed by Berg et al., (2002,
2006) towards Verticillium dahlize. Numerous authors postulated that plants would be able to actively
recruit beneficial microorganisms in accordance with their requirements, as first line of defense against
pathogens [30,41,147]. Here, through the culturable approach, pea rhizosphere appeared to be a non-
advantageous environment, with ineffective selection of microbial antagonists, contrary to faba bean.
The reduced ability of pea to recruit beneficial partners to sustain root rot resistance could exacerbate
high susceptibility to A. euteiches in fields. Cultures of winter pea, considered as sensitive to A. euteiches
as spring pea, were nevertheless observed to be less affected by root rot in field. The major postulate for
this partial disease escape relies on temporal spacing between vulnerable stage of plant and favorable
period for pathogen development [12]. However, deciphering the ability of winter cultivars to select
beneficial rhizospheric partners and the consequences for both their tolerance and modulation of soil
suppressiveness must be explored.

Besides classical culturable approach, exploring the biocontrol potential of microbiome by
assessing global assemblage of beneficial populations would contribute to a better understanding and
exploitation of plant microbe interactions to counteract pathogens. Indeed, an alternative could be to
rely on modulating beneficial microbial associations in soils, leading to natural disease suppressiveness.
Soil suppressiveness constitutes the best example of the key role that could play native microbial
community on plant protection against soil-borne pathogens [32]. A large pool of bacterial and fungal
antagonists, able to interfere with pathogen development, were generally encountered naturally in most
soils [148,149]. Since plants constitute a key factor shaping global microbial community, the
comprehension of their roles in modeling beneficial association of antagonist in the rhizosphere
appeared essential for reliable disease management [41,108,150]. Based on this study and the previous
ones identifying antagonist towards A. euteiches [35,74,78,79,81,151,152], in silico analyzes of bacterial
and fungal OTUs dataset were achieved. Distinct combination of potential antagonistic genera was
observed according to crop species. Some populations appeared to be more dedicated to each crop.
These microbial assemblages could be in relation with specific requirements of each plant species
[40,41]. Pea rhizosphere hosted an abundant population of Rhizobium strains, as expected because of
symbiosis for nitrogen fixation. On the contrary, surprisingly, a similar high abundance was not
recorded in faba bean rhizosphere. Interestingly, pea rhizosphere also harbored abundant Pseudomonas
populations, gathering multiples known strains of biocontrol interest [65], particularly against A.
euteiches [152], whereas no antagonist strain was successfully isolated from pea here. The use of specific
medium to target Pseudomonas could allow a more profound prospection of these microorganisms to
find interesting isolates. Landa et al. (2002) similarly described a high Pseudomonas abundance associated
with pea. Co-inoculation of Rhizobium and Pseudomonas strains showed a great potential to promote pea
growth and production [154]. Pea rhizosphere also hosted abundant Trichoderma populations, well
known for their biocontrol potential (Harman, 2006), including towards A. euteiches [152]. Screening
fungal diversity instead of bacteria could be interesting to explore the biocontrol potential of this
community. Contrary to the previous observation from the culturable approach, rhizospheric
microbiome of pea seemed to possess an interesting potential for biocontrol. This ability to recruit
Rhizobium, Pseudomonas and Trichoderma could finally constitute one of the factors explaining disease
escape of winter pea in fields. Finally, Paenibacillus, Acinetobacter and Variovorax had already been
described for their PGPR effect on pea growth [155-157]. Faba bean rhizosphere appeared to be more
characterized by richer Bacillus and Streptomyces populations, known for multiple PGPR and biocontrol
benefits on this crop [158-161]. Similarly, abundant populations of Achromobacter and of the arbuscular
mycorrhizal fungus Funneliformis were noticed, in relation with plant nutrient needs, principally
towards phosphorus and nitrogen [162-164]. Rapeseed hosted comparatively a higher abundance of
Arthrobacter, Microbacterium and Lysobacter. Some strains belonging to first two bacterial genera were
well described for their ability to solubilize phosphorus and mineralize organic sulfur [165-167].
Because rapeseed is known to present a high phosphorus and sulfur requirement [168], recruiting
phosphorus-solubilizing and arylsulfatase-producing microorganisms would be advantageous. Lastly,
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strains of the bacterial genera Lysobacter were associated with biocontrol abilities, for example towards
clubroot disease caused by Plasmodiophora brassicae and impacted cruciferous crop [169].

The primary interest of this study remained to highlight the influence of plant species on beneficial
microbial populations in their rhizosphere. Once again, selective enrichment of biocontrol agent in plant
rhizosphere under the influence of crop species towards A. euteiches is totally in accordance with
previous observation in the case of V. dahlia [148,149,170]. As plant could adjust their associated
microbiome in front of pathogen attack to promote disease suppressiveness [41], deciphering the
beneficial microorganisms recruited in the pea rhizosphere in conjunction with A. euteiches presence
could be very informative for the global understanding of this pathobiome. Besides crop influence, soil
parameters could also play a role in shaping antagonists” assemblage [149], leading to more abundant
Bacillus and Streptomyces populations with faba bean.

4.4 Microbial recruitment and modulation of assemblage at the benefit of plant health

The exceptional potential of microbiome to sustain plant health opens prospects for the future of
sustainable disease management. The objective would be to construct and optimize soil habitat in order
to promote the establishment of robust beneficial interactions between plant and indigenous
microorganisms leading to the elaboration of soil suppressiveness at field scale [41,171]. Numerous
agricultural practices, such as tillage, input of organic matter or artificial inoculation of biocontrol agents
could markedly impact microbial community and constitute de facto valuable tools to shape beneficial
assembly [108]. The importance of plant-driven selection on microbiome is here clearly relevant as a
promising and sustainable strategy for target enrichment towards beneficial functions [41,172]. The
influence of plant species could be larger than only strictly limited to the closed rhizosphere
[171,173,174]. The pool of available microbial partners in soils for the newly forming rhizosphere is
directly the legacy of those recruited by the previous crop [175]. Crop rotation constitutes a secular tool
commonly used to manage soil fertility and plant health, which major expected benefit is to reduce
density of soil-borne pathogens [176]. All the results obtained here highlighted the necessity to consider
this practice also as a powerful tool to customize beneficial microbial community, based on soil state
and plant requirement, in order to manage pea root rot [108,150,177,178].

5. Conclusion

The multiple nutritional, agronomic, environmental and economic benefits carried out by pea,
make it valuable crop to be included in agrosystems. However, the threat caused by A. euteiches lead to
massive disengagement of farmers towards this crop. The absence of reliable existing solutions to
efficiently mitigate pea root rot triggers intense researches. The use of microbial agent for biological
control of soil-borne pathogens represents a promising alternative to overcome currently impasses. In
this study, several antagonistic bacterial isolates, able to limit A. euteiches growth, were successfully
screened from the rhizosphere of faba bean and rapeseed. The main supposed mechanism of action
relied on the production of specific unknown metabolites and a panel of lytic enzymes. Surprisingly, no
culturable antagonists were found in pea rhizosphere.

Observed differences in the structure and diversity of bacterial community was clearly due to
plant-driven selection, whereas soil type seemed to be determinant for fungi. Similarly, in silico analyzes
of antagonistic microbial populations showed distinct assemblages between the 3 crops. These observed
dedicated beneficial communities were linked to specificity in selection and recruitment by crop species,
probably through root exudation. The legacy of this microbiome modulation, governing by the previous
crop, represent the reservoir of microorganisms for the following culture, and so the bricks for a build-
up of suppressiveness. These findings highlighted the potential of crop rotation to shape microbial
community at the benefit of plant health, through the enrichment of antagonistic agents, as a pertinent
approach to manage pea root rot.
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Table S1: Physicochemical characteristic of rhizospheric soil from the 3 studied crops. Values are mean
from 3 replicates. Standard deviations are indicated in parentheses.

Rapeseed Pea Faba bean
pH H,0 7.90 (= 0.05) 7.84 (= 0.05) 7.98 (= 0.05)
pH KCI 7.40 (+ 0.01) 7.46 (£ 0.02) 7.41 (£ 0.11)
TOC (gkg™ dry soil) 18.74 (+ 0.26)  19.78 (+ 0.40)  19.78 (+ 0.28)
TC (gkg™ dry soil) 19.62 (+ 0.17)  20.69 (+ 0.44)  10.64 (+ 0.26)
% OM 3.37 (£ 0.03) 3.56 (x 0.07) 1.83 (£ 0.04)
N (g kg™ dry soil) 2.55(+0.03)  243(x0.05)  1.59 (+0.06)
CIN 7.69 (£ 0.17) 8.53 (x 0.23) 6.69 (x 0.17)

Ca® (mgkgdrysoil) 6.52(£0.17)  6.56 (+0.16)  3.94 (+ 0.09)
POXC (mg kg™ dry soil) 733.33 (+ 17.36) 764.65 (+ 15.06) 592.19 (+ 29.02)
P Olsen (mg kg™ dry soil) 2.5 (+ 0.10) 1.18 (+ 1.79) 22.12 (£ 0.29)
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Table S2: Relative abundance for each fungal phylum per rhizosphere. Means were calculated from
three replicates per rhizosphere (Rapeseed, Faba bean and Pea). Standard deviation of the mean is
indicated in parentheses. Significant differences among rhizospheres are indicated by different letters
at P <0.05, differences were observed with a kruskalmc test (package pgirmess, R).

Phylum Rapeseed Pea Fababean
Ascomycota 82.195% (+2.247)b 81,326% (+5.789) a,b 70,974% (£5.150) a
Basidiomycota 6.155% (+1.508) a 9,438% (+6.269) a 11,243% (+8.931) a
Chytridiomycota 0,536% (+0.198) a 0,317% (+0.151) a 0,714% (+0.404) a
Fungi_phy_Incertae_sedis 0.006% (+0.008) a,b nd 0,105% (+0.061) b
Glomeromycota 0.069% (+0.025) a 0,135% (£0.050) a 0,061% (£0.002) a
Rozellomycota 0.009% (+0.116) nd nd

Zygomycota 11.030% (+1.958) a,b 8,784% (+2.943) a 16,902% (+3.918) b
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Table S3: Relative abundance for each bacterial phylum per rhizosphere (rapeseed, faba bean and pea).
Means were calculated from three replicates per rhizosphere. Standard deviations are indicated in
parentheses. Significant differences among rhizospheres are indicated by different letters at P < 0.05,

differences were observed with a kruskalmc test (package pgirmess, R).

Phylum

Rapeseed

Pea

Fababean

Acidobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Armatimonadetes
Bacteroidetes
Calditrichaeota
Candidatus Atribacteria
Candidatus Campbellbacteria
Candidatus Saccharibacteria
Candidatus Tectomicrobia
Chlamydiae

Chlorobi

Chloroflexi
Cyanobacteria
Deinococcus-Thermus
Dictyoglomi
Elusimicrobia
Fibrobacteres
Firmicutes
Fusobacteria
Gemmatimonadetes
Ignavibacteriae
Nitrospinae

Nitrospirae
Planctomycetes
Proteobacteria
Rhodothermaeota
Spirochaetes
Tenericutes
unclassified Bacteria
Verrucomicrobia

4,27% (+0,132) a,b
29,715% (+0,510) a,b
0,004% (+0,002) a
0,178% (+0,004) a,b
4,676% (+0,041) a
0,003% (+0,002) a
0,090% (+0,006) a,b
0,001% (+0,001) a
3,498% (+0,051) a
0,035% (+0,008) a
0,084% (+0,002) a,b
nd

6,260% (+0,052) b
0,372% (+0,029) a
0,065% (+0,007) b
0,108% (+0,005) b
0,030% (+0,001) a,b
0,044% (+0,019) a
5,239% (+0,280) a
0,004% (+0,002) a
1,620% (+0,058) a
0,017% (+0,004) a
0,015% (+0,005) a
1,974% (+0,053) a,b
3,375% (0,074) a
34,280% (+0,538) a,b
0,004% (+0,001) a
0,178% (+0,020) a
0,011% (+0,010) a
0,638% (+0,034) a
2,657% (+0,053) a,b

5,973% (£0,719) b
26,072% (+2,592) a
0,006% (+0,003) a
0,213% (+0,030) b
4,419% (+0,768) a
0,005% (+0,002) a
0,068% (0,019) a
0,003% (+0,002) a
4,614% (+0,161) a,b
0,018% (+0,004) a
0,135% (+0,016) b
0,005% (+0,002) a
5,798% (+0,183) a,b
0,316% (+0,017) a
0,0423% (0,004) a,b
0,080% (+0,007) a,b
0,049% (+0,008) b
0,060% (+0,017) a
5,460% (+0,745) a
0,004% (+0,002) a
1,493% (+0,241) a
0,023% (+0,009) a
0,032% (+0,004) a
2,757% (£0,234) b
2,931% (0,190) a
35,859% (+1,625) b
0,004% (+0,001) a
0,175% (+0,025) a
0,014% (+0,003) a
0,901% (+0,075) a
2,469% (+0,041) a

3,992% (+0,205) a
35,158% (£0,297) b
0,007% (x0,001) a
0,073% (£0,006) a
5,048% (+0,227) a
nd

0,192% (+0,014) b
0,001% (£0,001) a
5,165% (+0,186) b
0,029% (£0,002) a
0,041% (£0,007) a
0,002% (£0,001) a
4,556% (+0,282) a
0,225% (+0,034) a
0,029% (£0,005) a
0,033% (+0,003) a
0,014% (£0,007) a
0,016% (+0,006) a
6,242% (+0,138) a
0,004% (+0,001) a
1,501% (+0,041) a
0,014% (+0,003) a
0,011% (£0,002) a
1,087% (+0,029) a
2,881% (£0,101) a
29,499% (+0,293) a
nd

0,095% (£0,016) a
0,003% (0,003) a
0,840% (0,014) a
3,243% (£0,005) b
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5 Synthése, discussion générale et perspectives

Au vu des multiples bénéfices environnementaux, alimentaires et agronomiques des
protéagineux, les pouvoirs publics cherchent a en promouvoir la culture, en particulier dans
I’objectif de se libérer de la dépendance vis a vis des importations de soja. La culture du pois
protéagineux a fortement chuté au cours des derniéres années en raison des nombreuses
contraintes affectant cette espece végétale, en particulier 1’atteinte par la pourriture racinaire
causée par A. euteiches, causant des dégats parfois considérables imputant fortement le
rendement. Aucun traitement totalement efficace n’étant a ce jour disponible, le monde
scientifique est aujourd’hui mobilisé pour la recherche de solutions de lutte contre cette
maladie, pour une culture sans risque majeur et un retour sur parcelle plus fréquent. De
nombreuses pistes sont ainsi explorées, depuis la sélection variétale jusqu’au développement
de solutions de biocontréle. Ce travail demande une meilleure compréhension du

fonctionnement de cette maladie et des facteurs ayant une influence sur celle-ci.

Ce projet de these avait plus particulierement pour but de mieux comprendre le role des
facteurs biologiques (espéce végétale — variétés d’une méme espéce — microbiomes associés)
dans le déterminisme de la maladie. Nos recherches ont permis de mettre en avant 1)
I’importance du choix variétal de pois protéagineux (pois d’hiver / pois de printemps) de par la
variabilité de I’expression de la maladie en lien avec les modifications architecturales induites
par A. euteiches, 2) Iimportance du choix variétal, de par cette fois ci la présence et le
recrutement différentiel d’endophytes antagonistes envers A. euteiches au sein des nodules
racinaires et 3) I’'importance du choix des espéces végétales au sein de la rotation culturale sur

la composition du sol en microorganismes dont des genres biocontréles contre A. euteiches.

5.1 Synthese des résultats de thése

5.1.1 Expression différentielle de la pourriture racinaire du pois causée par A.
euteiches en fonction du génotype variétal.

Dans ce premier axe de recherche, I’hypothése de départ était qu’outre la vision
classique de I’échappement au champ par la désynchronisation des périodes de vulnérabilité de
la plante et de développement favorable au pathogéne, la sensibilité générale des pois d’hiver a

A. euteiches était moindre comparativement a celle des pois de printemps, en lien avec leur

261



262



génotype. Pour vérifier cette hypothese, une analyse comparative de 1’expression des
symptomes et des modifications architecturales induites par A. euteiches chez des variétés

d’hiver et de printemps de pois protéagineux a été menée.

Afin de n’introduire aucun biais dans 1’analyse, un systéme de culture inerte et stérile a
¢té mis en ceuvre en conditions phytotroniques contrdlées. Ce systéme de culture a permis de
réaliser des évaluations sur les premiers stades de développement des plantules : notation des
symptomes racinaires a travers un indice de maladie (DI pour Disease Index, représenté par une
note de 0 a 5 qualifiant le degré de pourriture), évaluation de différents traits architecturaux
aériens et racinaires reflétant la bonne croissance de la plante. Une des originalités de cette
étude a été de se baser uniquement sur des cultivars possiblement utilisés par les agriculteurs
au champ mais aussi d’évaluer et comparer les effets causés par deux doses pathogeénes de 15
et 30 oospores g de substrat inerte (respectivement considéré comme une dose faible et une
dose moyenne). En effet au-dela de 30 oospores g de substrat inerte, les plantes sont toutes
trés fortement atteintes, limitant la possibilité d’observer des différences. A Tlinverse, en
dessous de 15, les plantes ne montraient pas de symptomes. Le choix des oospores d’A.
euteiches en tant qu’inoculum, au contraire de la majorité des études sur ce pathogene utilisant
des zoospores, repose sur la volonté de permettre la mise en place du cycle infectieux entier.
En effet dans le sol, les sécrétions racinaires des plantes hétes, une fois percues, vont déclencher
la production de zoospores par les oospores, formes mobiles qui iront coloniser les tissus
racinaires. Lors de cette expérimentation, trois variétés de pois d’hiver (Dexter, Myster et
Indiana, fournis par R.A.G.T. semences) et trois variétés de pois de printemps ont été choisies

(Aurélia, Avenger et LG AURIS, fournies par Limagrain).

A dose faible de pathogéne, les résultats ont montré des symptdmes racinaires plus
importants chez les variétés d’hiver qui, pourtant, ne montraient pas de modifications
architecturales significatives par rapport aux plantes non inoculées tandis que les pois de
printemps voyaient déja leur architecture aérienne et racinaire décroitre. En revanche a dose
pathogeéne moyenne, aucune différence entre ces deux groupes variétaux n’était visible. La mise
en ceuvre de deux doses d’inoculum pathogeéne a donc permis de mettre en évidence des
mécanismes de défense probablement différents. Un méme retard d’apparition des symptomes
aeriens malgre une atteinte racinaire importante a de la méme fagon été decrit chez Brassica
napus face a Verticillium dahliae (Eynck et al., 2009). Les parties racinaires de tous les
génotypes testés étaient touchées de facon similaire tandis que seuls les génotypes sensibles

voyaient leurs parties aériennes colonisées. Ce différentiel reposait sur la présence de quantités
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plus importantes de composés phénoliques solubles au niveau des tissus de 1’hypocotyle,
limitant I’expansion du pathogéne. Un mécanisme de défense similaire pourrait par exemple
étre mis en place chez les variétés de pois d’hiver. Par ailleurs, une autre explication possible
est que chez les variétés de pois d’hiver, la fonctionnalité nutritive des racines arrive a étre
maintenue malgré les Iésions, pour soutenir le développement des parties aériennes. Cette
absence de modifications architecturales aériennes chez les pois d’hiver a dose faible de
pathogeéne appuie les observations empiriques au champ d’une meilleure tolérance a A.

euteiches du pois d’hiver.

Un autre résultat mis en avant est I’existence de deux patrons de réponse distincts a
I’infection par A. euteiches. Ainsi les variétés Myster (pois d’hiver), Dexter (pois d’hiver) et
Aurélia (pois de printemps) ont été caractérises par une augmentation de la croissance racinaire
en réaction au pathogeéne ; au contraire des variétés LG AURIS (pois de printemps), Avenger
(pois de printemps) et Indiana (pois d’hiver). Ce phénoméne de vigueur racinaire a été de la
méme fagon, observée chez divers génotypes de pois lors d’une infection par Fusarium solani
(Kraft and Boge, 2001). Une augmentation du nombre de racines latérales a aussi été notée lors
d’une infection par A. euteiches chez Medicago truncatula (Djébali et al., 2009). La vigueur
racinaire en réponse a I’infection des variétés Dexter, Myster et Aurelia s’accompagne d’une
sévérité légerement moindre des symptomes. Cette corrélation entre ’architecture racinaire
induite et la sévérité de maladie est bien connue (Snapp et al., 2003 ; Dias et al., 2004 ; Roman-
Avilés et al., 2004 ; Bonhomme et al., 2014). Les résultats obtenus ici confirment 1’étude de
Desgroux et al., (2018) montrant I’importance du choix variétal et de son architecture racinaire

en cas d’infection par A. euteiches.

Cette étude a permis de montrer que I’intérét des variétés de pois d’hiver vis-a-vis de la
pourriture racinaire causée par A. euteiches ne repose pas uniquement sur un évitement
temporel. Comme attendu, le génotype de la variéte joue un réle substantiel dans la résistance
contre la maladie en lien avec la mise en ceuvre probable de mécanismes de défenses

spécifiques.

5.1.2 Influence des cultivars sur la diversité intra-nodules des endophytes
bactériens du pois.

Outre 1’observation des modifications induites par A. euteiches chez des cultivars de
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pois d’hiver et de pois de printemps, ainsi que 1’évaluation des patrons de tolérance / sensibilité,
I’objectif de ce travail de thése a aussi été de prendre en considération les communautés
microbiennes associées aux plantes. L hypothése de départ était que les variétés de pois de
printemps et d’hiver vont présenter des spécificités d’associations avec des bactéries

endophytes au sein des nodules, et plus particulierement des antagonistes potentiels.

Le second axe de recherche s’est donc attaché a décrire 1’influence du choix variétal sur
la diversité et la structure des communautés bactériennes recrutées et observées au sein des
nodules racinaires, en ciblant spécifiquement les genres bactériens reconnus comme ayant un
effet biocontrdle envers A. euteiches. Les nodules racinaires constituent un environnement
particulier pouvant renfermer des agents antagonistes d’intérét, dont I’isolement pourrait étre a

la base du développement de solutions de lutte contre ce pathogene.

Les six variétés de pois précédemment utilisées ont été semées sur un sol natif exporté
d’une parcelle agricole normande. Aprés 1 mois de culture, les nodules des plantes ont été
échantillonnés et stockés, pour analyses ultérieures. Deux approches complémentaires ont été
déployeées : 1) Une approche cultivable par isolement des bactéries issues des nodules avec
caractérisation de leur potentiel antagoniste envers A. euteiches par test de confrontation et 2)
une approche métabarcoding par séquencage haut débit, pour une comparaison des diversités
et des structures des microbiomes bactériens globaux des nodules avec un focus in silico sur

I’abondance des genres bactériens reconnus comme biocontrdle.

La méthode d’extraction et d’isolement des bactéries issus des nodules de pois a permis
de mettre en évidence pour la premiére fois des agents de biocontrdle au sein des populations
endophytes présentes dans cet environnement particulier. Dix-sept isolats bactériens avec effet
antagoniste in vitro envers A. euteiches ont été isolés, principalement des variétés Aurélia (pois
de printemps), Dexter et Myster (pois d’hiver). Ces isolats a effet antagoniste, identifiés par
séquencage du gene codant pour I’ARN ribosomique 16S, appartiennent tous aux genres
Pseudomonas et Bacillus. Des membres de ces deux genres bactériens sont déja largement
reconnus pour leur pouvoir biocontrole, entre autres contre A. euteiches (Heungens & Parke
2000 ; Wakelin et al., 2002 ; Santoyo et al., 2012 ; Godebo et al., 2020). En revanche, nous
n’avons pas été en mesure de mettre en évidence un effet antagoniste des souches du genre
Rhizobium. Les genres Pseudomonas et Bacillus sont connus pour leur sécrétion de métabolites
secondaires aux proprietés antimicrobiennes (Weller, 2007 ; Fira et al., 2018). Ils présentent

par ailleurs une grande capacité de colonisation des tissus en tant qu’endophytes (Sturz et al.,
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2000). Par I’approche métabarcoding, nous avons mis en évidence une grande diversité
bactérienne au sein des nodules des différents cultivars étudiés. L’OTU trés majoritaire a été
identifié comme Rhizobium lusitanum, suivi par Rhizobium leguminosarum, deux espéces
bactériennes fixatrices d’azote. Si la seconde est connue comme étant le partenaire privilégié
spécifique du pois (Meade et al., 1985 ; Jensen, 1987 ; Laguerre et al., 2003), la premiére
(Rhizobium lusitanum) est pour la premiére fois identifiée au sein des nodules de cette espéce
végétale. Rhizobium lusitanum a été identifiée chez d’autres espéces comme le haricot
(\Valverde et al., 2011). Toutefois le pois est décrit comme ayant un spectre assez large en
termes d’acceptation de symbiontes fixateurs d’azote (Johnston and Beringer, 1976 ; Martinez-
Molina et al., 2016), sous la dépendance des conditions environnementales et de la variété
(Bourion et al., 2018). Outre ces 2 espéeces, une riche communauté bactérienne endophyte est
observée au sein des nodules, méme si ces organismes restent trés minoritaires. Les deux
cultivars de pois d’hiver, Dexter et Myster, présentent une abondance relative ainsi qu’une
diversité globale plus importantes de ces phyla bactériens mineurs. La diversité des organismes
endophytes est connue pour varier en fonction de la variété, mais aussi de son architecture ainsi

que de I’environnement (Berendsen et al., 2012 ; Philippot et al., 2013 ; Rossmann et al., 2017).

Dans notre étude, le seul facteur de variation reste la variété de pois. Cette différence se
retrouve en ciblant in silico les genres bactériens connus dont certaines souches ont montré des
effets antagonistes envers A. euteiches. En particulier, une abondance relative plus importante
des genres biocontrdles est notée chez les deux variétés d’hiver Dexter et Myster. La variété
d’hiver Indiana, quant a elle, présente un profil intermédiaire, plus proche des variétés de
printemps. Il est intéressant de noter que cette derniére est aussi caractérisée par une tolérance
au froid moindre que les deux autres variétés. Cette capacité a sélectionner et abriter des
endophytes potentiellement biocontréle envers le pathogéne pourrait ainsi constituer finalement
un des arsenaux de défense de ces variétés d’hiver. Leur stade de développement étant plus
avancé au champ au moment de la période propice a I’infection d’A. euteiches, les nodules sont
alors déja formés. La capacité a recruter des endophytes bénéfiques, selon un processus de co-
évolution, constituerait donc une nécessité pour ces variétés (Baltrus, 2017). A I’inverse, chez
les variétés de pois de printemps, séverement impactées des les premiers stades de
développement, la mise en place des nodules est largement entravée. Il serait intéressant de
décrypter I’existence d’un lien entre le génotype des cultivars étudiés et la capacité de
recrutement d’endophytes bénéfiques. Ce trait particulier pourrait a termes représenter une autre

piste d’orientation de la sélection variétale du pois.
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5.1.3 Influence de I’espéce végétale sur la modification de la diversité et la
structure du microbiome de la rhizosphére.

La lutte biologique par inoculation d’agents de biocontrdle ou par un choix de la variété
cultivée pourrait étre complémenter par la mise en ceuvre des rotations culturales. En effet de
nombreuses ¢tudes montrent I’impact des especes végétales sur le développement d’A.
euteiches (Muehlchen et al., 1990 ; Fritz et al., 1995 ; Smolinska et al., 1997 ; Williams-
Woodward et al., 1997 ; Moussart et al., 2008 ; 2013 ; Hossain et al., 2014). Toutefois aucune
¢tude ne s’est attachée a montrer I’impact ciblé des especes cultivées sur les genres microbiens
de la rhizosphére connus comme ayant un effet antagoniste envers A. euteiches. Notre
hypothése de départ était que le couvert végétal représentait un facteur de sélection et de

recrutement d’agents de biocontréle d’intérét pour la lutte contre A. euteiches.

Au cours de ce travail, trois couverts végétaux ont été plus particulierement étudiés, au
travers d’un dispositif en parcelle agricole naturelle. Deux parcelles normandes ont été
échantillonnées : une accueillant simultanément une culture de colza incluse dans une culture
de pois et I’autre parcelle avec une culture de féverole. Deux approches ont été réalisées : 1)
une approche classique cultivable pour isolement des bactéries du sol et évaluation de leur
potentiel antagoniste envers A. euteiches par test de confrontation in vitro et 2) une approche
métabarcoding par séquengage haut débit dans le but d’évaluer et comparer la diversité et la
structure des communautés bactériennes et fongiques présentes dans la rhizosphére, avec une
attention particuliere portée aux genre bactériens et fongiques reconnus comme possédant un

intérét biocontrole.

L’approche cultivable a partir des échantillons de sol rhizosphérique issu des trois
cultures a permis de mettre en évidence dix-sept isolats bactériens a effet antagoniste in vitro.
Aucun antagoniste ne provient de la rhizosphére de la culture du pois tandis que neuf
proviennent de la rhizosphére du colza se trouvant pourtant sur la méme parcelle. Enfin huit
isolats proviennent du sol rhizosphérique sous couvert féverole. Les isolats bactériens a effet
antagoniste envers A. euteiches ont été identifiés comme appartenant aux genres Bacillus,
Pseudomonas et Acinetobacter. Des membres des genres Bacillus et Pseudomonas ont déja été
répertoriés en tant qu’agents de biocontrdle envers A. euteiches (Wakelin et al., 2002 ; Godebo
et al., 2020). Le genre Acinetobacter est lui aussi connu comme ayant un effet antagoniste
envers certains pathogénes (Trotel-Aziz et al., 2008 ; Xue et al.,2009 ; Labuschagne et al.,

2010) mais n’a encore jamais été identifi¢ comme antagoniste envers A. euteiches. Les
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différences entre les trois rhizosphéres semblent indiquer a premiere vue, que le pois ne semble
pas selectionner les mémes microorganismes comparativement au colza mais aussi a la
féverole. Les tests de screening effectués ont permis de déceler plusieurs modes d’action
potentiels pouvant expliquer le controle d’A. euteiches, a savoir 1’antibiose par sécrétion de
composés volatiles bien décrits chez les genres Pseudomonas (Weller and Thomashow, 1993 ;
Haas and Keel, 2003) et Bacillus (Sansinenea and Ortiz, 2011 ; Fira et al., 2018) et peut-&tre
aussi un mécanisme de compétition pour 1’espace et/ou les nutriments (Santoyo et al., 2012 ;
Blumenstein et al., 2015). Toutefois, le mode opératoire de ces agents microbiens devra encore

étre exploré, de méme que la capacite réelle de protection des plantes face au pathogene.

L’analyse métabarcoding a permis de mettre en évidence 1’influence du couvert végétal
sur la composition et la structure des communautés microbiennes du sol. En effet les trois
microbiomes bactériens rhizosphériques se distinguent les uns des autres. La rhizosphére de la
féverole présente une abondance relative plus importante d’Actinobactéries, Firmicutes,
Verrucomicrobia tandis que les couverts pois et colza présente davantage de Protéobactéries et
des abondances variables pour les autres phyla. Les différences observées entre le pois et le
colza sont le fait unique de I’effet du couvert sur la structuration des populations bactériennes.
Les plantes vont agir sur les microorganismes du sol principalement a travers la sécrétion des
exsudats racinaires dont le contenu varie en fonction de 1’espéce végétale (Philippot et al.,
2013). Ces exsudats constituent a la fois une source nutritive importante pour les
microorganismes et en tant que molécules signal, voire méme possedent des propriétés
antimicrobiennes (Bais et al., 2006 ; Badri et al., 2009 ; Sasse et al., 2018). Concernant le
couvert féverole, méme si I’effet de ’espéce végétale sur la composition du microbiome est
certain, il ne peut pas étre exclu non plus un fort impact des propriétés physicochimiques du
sol, assez différentes entre les deux parcelles de I’¢tude. Les composantes abiotiques sont en
effet reconnues comme ayant une forte influence sur la diversité et la structure des
communautés microbiennes (Berg and Smalla, 2009). Concernant la communauté fongique,
I’impact de la localisation, donc des caractéristiques physicochimiques des sols, semble plus
prédominant que 1’influence de 1’espéce végétale, méme si les deux effets sont probablement
combinés (Singh et al., 2009). En effet, la communauté fongique de la rhizosphére féverole se

distingue des deux autres, dont les différences sont plus ténues.

Un focus in silico a ensuite été effectué sur la base de données des OTUs, en fonction
des genres bactériens et fongiques ayant un effet biocontr6le reconnu contre A. euteiches
(Rosendahl, 1985 ; Dandurand 2000 ; Heungens and Parke, 2001 ; Bgdker et al., 2002 ; Wakelin
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et al., 2002 ; Thygesen et al., 2004 ; Godebo et al., 2020). Les résultats ont montré une affinité
spécifique des genres biocontroles en fonction de 1’espéce cultivée, et donc une forte influence
de I’espeéce végétale sur le recrutement et la sélection des microorganismes dans la rhizosphere
des plantes. Ainsi, par exemple, une certaine richesse d’espéces appartenant au genre bactérien
Pseudomonas et au genre fongique Trichoderma, particulierement intéressants pour le
biocontréle (Harman, 2006 ; Santoyo et al., 2012), a été mise en évidence chez le pois, bien
qu’aucune souche a effet antagoniste n’ait pu étre isolée lors de ce travail. Les assemblages
particuliers observés des genres potentiellement biocontrdle sont probablement la résultante des
exigences particuliéres de chacun des couverts, en fonction des conditions environnementales

environnantes.

Cette étude a mis en évidence une sélection forte des microorganismes du sol, dont
certains sont biocontrdles d’A. euteiches, en lien avec 1’espece végétale cultivée mais aussi en
fonction des caractéristiques abiotiques du sol. Le modelage des associations microbiennes, mis
en place avec la plante par la sélection orientée des microorganismes du sol au travers des
couverts végétaux, pourrait se révéler étre un outil précieux pour la gestion des maladies des
plantes. La culture pourrait disposer d’un pool de microorganismes biocontrdles a recruter par
le biais d’un travail d’assemblage du microbiome au préalable par les cultures de la rotation, et

en particulier par héritage du précédent cultural, au bénéfice de la santé des cultures suivantes.

5.2 Intérét de ces résultats pour une compréhension systémique des interactions
Pois — microorganismes telluriques : contribution au développement de
moyens de lutte contre A. euteiches

La capitalisation des résultats obtenus ont permis une avancée notable des connaissances
pour la comprehension du rdle moteur des composantes biotiques et en particulier les
interactions « Pathogene - Génotype végetal (variété ou espece) - microbiome associé » dans le
déterminisme de la pourriture racinaire du pois. Il s’agit de se placer dans une vision holistique
intégrative du systéme, partant de la vision classique du pathosystéme vers celle plus complexe
du pathobiome (Vayssier-Taussat et al., 2014). Ces travaux pointent plus spécifiquement
I’intérét de combiner différents leviers, reposant sur I’exploitation de mécanismes naturels, pour
une mise en pratique des grands principes de la lutte intégrée au sein des agrosystemes. Ainsi,

une gestion intégrée des maladies des cultures doit étre envisagée en considérant le systeme
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entier : la plante et ses microbiomes, a savoir 1’holobionte, dans leur écosystéeme tellurique,

sous contraintes environnementales et agricoles (Vandenkoornhuyse et al., 2015).

5.2.1 Le choix variétal : premier levier agronomique.

Semées a la fin de 1’été jusqu’au début de 1’automne, les variétés de pois d’hiver
présentent des benéfices agronomiques équivalents aux variétés de printemps. Ces variétés ont
été specifiqguement sélectionnées uniquement sur la base de leur résistance au froid et au gel.
Cette tolérance hivernale serait liee a un délai entre le stade végétal le plus sensible au froid et
I’exposition a des températures basses (Lejeune-Hénaut et al., 1999) ou encore a un phénomeéne
d’acclimatation au froid (Bourion et al., 2003; Kuwabara and Imai, 2009). La culture des
variétés de pois d’hiver peut conduire a rendement supérieur pour les agriculteurs, avec une
production plus importante de biomasse ainsi que de graines (Bourion et al., 2003; McGee et
al., 2017). Un bénéfice attendu de leur implantation est en outre d’interrompre le cycle des
ravageurs et des pathogénes, ou tout du moins de limiter leur incidence. Les variétés de pois de
printemps et d’hiver sont en général affectés par les mémes ravageurs et pathogenes (McGee et
al., 2017). Mais la désynchronisation entre les périodes favorables a leurs développement et la
vulnérabilité des plantes constitue une approche prophylactique efficace (McGee et al., 2017).
Les agriculteurs et les conseillers techniques constatent généralement un impact moindre voire
pas d’impact de la pourriture racinaire au champ (McGee et al., 2017). Dans la vision collective,
la raison évoquée expliquant I’intérét a cultiver des variétés de pois d’hiver vis-a-vis du risque
lié a A. euteiches repose uniquement sur 1’évitement temporel par désynchronisation des cycles
plante / pathogene (McGee et al., 2017). Cette vision semble trop réductrice au vu des résultats
obtenus lors de ces travaux. La spécificité de réponse des cultivars étudiés en réponse a A.
euteiches indique que les différences génétiques entre les variétés ont aussi des conséquences
sur les patrons de tolérance et de sensibilité. En conditions de culture identiques, les cultivars
étudiés ont deployé des stratégies de défense distinctes, conduisant a des sevérités de
symptomes et des modifications architecturales différentes. En particulier, deux comportements
intéressants ont pu étre soulignés. Tout d’abord, les variétés de pois d’hiver présentent un retard
d’impact sur leurs parties aériennes malgré une atteinte similaire aux variétés de printemps de
leurs parties racinaires, lorsque la pression pathogene reste modérée. Un accroissement du
systéme racinaire en réponse a 1’infection est aussi noté chez certains cultivars, sans lien strict
avec leur appartenance aux groupes hiver ou printemps. Les 2 caractéristiques mises en avant

ici (délai d’impact sur les parties aériennes et vigueur racinaire) constituent deux traits d’intérét
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a valoriser, optimiser, voire méme combiner pour orienter la sélection variétale. De plus il est
nécessaire de prendre en considération les différences éventuelles en lien avec I’amplitude de

la pression pathogene subie par les plantes.

Quelques limites :

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail de doctorat démontrent aussi
I’impossibilité de genéraliser les conclusions concernant les effets variétaux observés en
fonction de leur appartenance aux groupes hiver et printemps. Ici, seuls 6 cultivars ont été
¢tudiés quant a leur sensibilité et leurs réponses a 1’infection par A. euteiches. Elargir par la
suite le panel de cultivars étudiés issus des deux groupes hiver / printemps pour en déterminer
les patrons de sensibilité, en lien avec les traits architecturaux et la séveérité des symptémes
observés sur la partie aérienne constituerait une évaluation pertinente pour la recherche des
variétés présentant les traits d’intérét proposés ci-dessus. De plus, les cultivars choisis
présentent des différences phénotypiques notables au niveau du systéme racinaire en I’absence
du pathogene. Aucun lien flagrant avec les patrons de sensibilité n’a pu étre mis a jour ici,
contrairement aux observations de Desgroux et al. (2018). A nouveau, il serait intéressant
d’¢élargir le panel de cultivars étudiés pour confirmer (ou non) 1’absence de relation observée
ici. Enfin, I’ensemble des expérimentations a €té effectué dans un substrat inerte, qui pourrait
entrainer des réactions différentes que celles observées en situation naturelle. La reproduction
de ces expérimentations dans un sol, dépourvu de microorganismes pour limiter les sources de
variabilité, pourrait fournir des informations intéressantes concernant les mécanismes mis en
place dans un environnement plus proche de la situation au champ. Une forte variabilité intra-
cultivar a malheureusement été observée tout au long des expérimentations. La nécessité
d’appliquer des doses pathogenes raisonnables pour ne pas induire uniquement une mortalité
systématique des plantes est immanquablement accompagnée d’un risque important
d’hétérogénéité plus grande dans le milieu de culture. Les conclusions discutées ici sont la
plupart du temps seulement des tendances et doivent donc étre considerées avec prudence quant
a leur application. Par ailleurs, il pourrait étre intéressant de mener une expérimentation plus
longue pour réaliser ces évaluations sur des stades de développement des plantes plus avancés.
Enfin, la souche A. euteiches utilisée est un isolat francais de référence. La comparaison des
réactions engendrées sur ces cultivars de pois par des souches de virulence variable pourraient

révéler d’autres différences.
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5.2.2 Le r6le des microorganismes dans la gestion de la pourriture racinaire du
pois.
5.2.2.1 Les microorganismes : arsenal antagoniste naturel envers A. euteiches.

La valorisation des potentialités des microorganismes au bénéfice de la santé et de la
nutrition des plantes constitue a I’heure actuelle un challenge important pour le biocontrole, en
particulier pour une application en grande culture. La rhizosphére, riche en diversité, est le siege
privilégié ou s’instaurent les interactions entre les plantes et les communautés microbiennes.
Cet environnement constitue donc a ce titre un réservoir important d’agents de biocontrdle
(Barea et al., 2005). En effet, cette microflore va constituer la premiére ligne de défense
naturelle des racines des plantes contre les stress de nature biotique et abiotique. De plus, les
organismes issus de cette niche, ou la compétition est grande, possédent naturellement les
compétences nécessaires pour la coloniser et s’y maintenir (Igbal and Ashraf, 2017; Karthika
et al., 2020), pré-requis essentiel au succes de 1’utilisation d’agents microbiens de biocontrole.
Outre la rhizospheére, le compartiment racinaire est habité par de nombreuses populations
microbiennes endophytes (Rossmann et al., 2017), en particulier au sein des nodules dans le
cas spécifique des légumineuses (Martinez-Hidalgo and Hirsch, 2017). Cette communauté
microbienne, tres intimement liée aux plantes, et ne se limitant pas aux bactéries fixatrices
d’azote, présentent aussi de nombreuses potentialités PGPR prometteuses (Santoyo et al.,
2016). Explorer et exploiter cette diversité endophyte nodulaire dans un contexte de protection
des cultures semble tout indiqué (Berg et al., 2017). Le succes des agents de biocontrdle passe
aussi par une spécificité d’utilisation et d’application. Combiner les compétences
rhizosphériques et/ou racinaires nécessaires a la spécificité vis-a-vis de 1’hote pourrait ainsi
maximiser leur efficience au champ (Pliego et al., 2011). Différents isolats antagonistes ont pu
étre mis en évidence au cours de ce travail, issus a la fois de la rhizosphére de différents couverts
mais aussi des nodules de pois. Ces souches constituent des pistes a explorer pour le
développement de nouvelles solutions de biocontrdle ciblant le pathosystéme pois / A.

euteiches.

Nous pouvons nous interroger sur la pertinence d’extraire des ¢léments microbiens
unitaires pour les ré-inoculer de fagon individuelle dans les sols. 1l est probablement regrettable
de négliger ainsi I’extraordinaire avantage que constitue la diversité microbienne dans la lutte

contre les phytopathologies (Berg et al., 2017). En effet, les microbiomes associées aux plantes
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comprennent des milliers d’espéces, alors que seule une petite proportion de cette diversité

taxonomique est actuellement exploitée en biocontrole. Une tendance émergente en protection
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des cultures est cette fois ci d’avoir recours non plus a un seul agent de biocontrole isolé mais
plut6t & un consortium microbien (Berg et al., 2013 ; 2017 ; Sarma et al., 2015 ; Palmieri et al.,
2017). Dans le sol, les PGPM (Plant Growth-Promoting Microorganisms) sont organisés en
communauté complexe, accompagnés de nhombreux organismes non PGPM. Ce mode de vie
communautaire incite a considérer le bénéfice possible a développer des solutions de lutte
biologique sur la base de mélange d’agents de biocontrdle de différentes espéces (Sarma et al.,
2015). L’utilisation de mélange microbien complexe pourrait alors en améliorer la fiabilité et
la constance d’efficacité dans des sols différents et sous des conditions climatiques variables
(Stockwell et al., 2011). De plus, le spectre d’activité relativement étroit contre les pathogénes
que peut posséder individuellement un agent de biocontrdle est une contrainte majeure pour
I’exploitation commerciale de ces organismes (Palmieri et al., 2017). L’utilisation d’un
consortium microbien a I’avantage d’augmenter I’efficacité via la multiplicité des mécanismes
d’action (Massart et al., 2015). Les microorganismes étant rarement seuls dans leur
environnement, les introduire en combinaison pourrait faciliter leur implantation dans le sol,
par la conservation d’interactions nécessaires entre eux. Enfin, la combinaison d’agents de
biocontrdle peut aussi permettre de faire face a des phytopathologies complexes. Certaines
maladies, considérées comme étant le résultat d’une infection causée par un pathogene primaire,
résultent en fait de la co-occurrence de plusieurs autres pathogénes opportunistes, 1’hdte

devenant plus sensible du fait de la premiére infection (Bass et al., 2019).

C’est dans ce contexte que ce travail de theése s’est positionné. La recherche multisite
d’agents bactériens d’intérét, a la fois dans le sol rhizosphérique mais aussi dans les nodules
racinaires ici, se veut a terme étre une occasion de développer un consortium pertinent,
combinant isolats rhizosphériques et endophytes. Une solution ambitieuse et intégrale pour une
lutte efficace contre A. euteiches reposerait alors sur la mise en ceuvre d’un pool de
microorganismes issus du terroir normand, pour en maximiser ’efficience. Il s’agit alors de
contribuer a ’enrichissement ciblé¢ dans le sol des associations et des interactions avec les
microorganismes natifs au bénéfice de la santé de la plante. Une attention particuliere
concernant le microbiome associé aux nodules racinaires apparait aussi comme essentiel. Par
le décryptage du determinisme des facteurs environnementaux ainsi que du génotype de la
plante héte sur les associations microbiennes permettra de développer des consortia optimaux
spécifiques, et donc favoriser le succés d’implantation des solutions (Martinez-Hidalgo and

Hirsch, 2017).
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Quelques limites :

Lors de ce travail, le potentiel antagoniste de I’ensemble des isolats a été mis en évidence
uniquement in vitro. Bien évidemment, les assertions concernant une utilisation comme moyen
de lutte contre A. euteiches ne peuvent étre validés qu’apres test en présence de la plante. Seul
deux milieux de culture tres généralistes (LB et R2A pour le sol rhizosphérique ; YMA pour les
nodules) ont été utilisés, ce qui a pu contraindre la diversité des souches récupérées. Il pourrait
étre intéressant de réaliser un screening a plus grande échelle, sur d’autres milicux de culture.
De plus, seul le potentiel bactérien a été exploré. Au vu des nombreux services des champignons
en lien avec la santé des plantes, il serait judicieux d’explorer ce compartiment. Outre la
recherche d’enzyme lytiques classiques, d’autres tests classiques de screening pourraient étre
appliqués pour une caractérisation PGPR plus compléte des souches (production d’auxine,
d’HCN, de sidérophores, solubilisation du phosphore). La conception d’un consortium a visée
de lutte contre les maladies nécessite aussi de vérifier la compatibilité entre les souches mises
en contact pour limiter les interactions négatives, néfaste a I’efficacité des assemblages (Sarma

etal., 2015).

5.2.2.2 Le pilotage des phytobiomes

Les microbiomes associés aux plantes jouent un réle capital dans la santé et la
productivité des plantes (Berg et al., 2017). La modification des équilibres entre
microorganismes au bénéfice de la santé des plantes est de plus en plus envisagée comme une
solution prometteuse pour la gestion des phytopathologies. Pour une lutte efficace contre les
phytopathologies, il s’agit de miser sur la construction de la suppressivité des sols par un
modelage microbien ciblé. L’existence de ce phénomene de suppressivité des sols est rapportée
pour différentes maladies comme par exemple la galle commune de la pomme de terre causée
par des Streptomyces, des fusarioses chez plusieurs especes végétales, ou encore le rhizoctone
brun chez la betterave ( Raaijmakers et al., 2009 ; Mendes et al., 2011). Le cas le plus connu
est le déclin naturel du piétin échaudage sur culture de ble au champ. En condition de
monoculture, la gravité de la maladie va augmenter les premieres années pour diminuer ensuite
naturellement. Ce phénomene est directement lié a la construction progressive dans les sols
d’une microflore antagoniste, principalement des populations de Pseudomonas fluorescens

(Weller et al., 2002). L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de ce travail démontre que
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les especes végétales voire les variétés d’une méme espéce constituent a elles seules un agent
de sélection tres efficace de populations microbiennes bénéfiques. Ainsi le couvert végétal en
place (ici colza, pois d’hiver et féverole) va conduire a des assemblages microbiens distincts
dans la rhizospheére, et donc des potentialités biocontrole differentes. Ces résultats soulignent
clairement que les plantes présentent donc des capacités variables de recrutement des
microorganismes. La compréhension des mécanismes qui gouvernent le recrutement ainsi que
I’activité des organismes recrutés dans 1’objectif de construire une communauté microbienne
bénéfique efficiente pourrait ouvrir de multiples opportunités d’exploitation pour augmenter la

productivite des cultures (Berendsen et al., 2012).

Les exsudats racinaires, utilisés en tant que substrats ou comme molécules signal,
représenteraient la clé du dialogue plantes - microorganismes (Ryan et al., 2009). Les plantes
ajustent en permanence la composition de leurs exsudats et modulent ainsi leurs microbiomes
(Lareen et al., 2016; Sasse et al., 2018). Les plantes vont attirer certains microorganismes au
regard de leurs exigences, surtout démontrées pour la nutrition (Parniske, 2008 ; Ferguson et
al., 2019). Les populations microbiennes recrutées par la plante constituent aussi sa ligne de
défense principale sur le front de bataille avec les pathogénes (Raaijmakers et al., 2009).
L’influence des plantes est probablement souvent bien plus large qu’uniquement limitée a la
zone rhizosphérique, rendant leur utilisation d’autant plus pertinent (Bakker et al., 2012). Ainsi,
puisque les plantes se succédent au cours des rotations des cultures, les microorganismes
colonisant la rhizosphére nouvellement formée vont provenir d’un pool construit au préalable
dans le sol (Jones et al., 2004). La disponibilité des populations bénéfiques est donc directement
sous la dépendance de la sélection par I’espece végétale cultivée précédemment. Les rotations
des cultures représentent un outil séculaire dont le bénéfice le plus important concerne la
réduction des maladies causées par des pathogénes. Jouer sur ce levier apparait a priori comme
un outil opérant pour limiter le développement des pathogénes (Abawi and Widmer, 2000). Ces
postulats manquent encore souvent d’observation et de mesures concretes. Or, il apparait
aujourd’hui nécessaire d’obtenir des connaissances supplémentaires sur les effets de ces
pratiques non plus seulement sur la dynamique des organismes pathogenes mais aussi pour la
construction d’un pool de populations microbiennes a potentialité bénéfique dans les sols, en
tant qu’héritage des précédents. Les pratiques culturales, tels que le labour, I’apport de matieres
organiques ou encore 1’inoculation d’agents microbiens, vont aussi avoir un impact fort sur les
communautés microbiennes et constituent de ce fait d’autres outils de choix pour les fagonner

(Hartman et al., 2018). Une des clés de succes pourrait étre déja de favoriser au maximum la
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diversité microbienne des sols (Berg et al., 2017), en misant sur une plus grande probabilite de
rencontrer des partenaires bénéfiques dans une communauté diverse et multiple. Cette diversité
microbienne constitue de plus un moyen de limiter la prolifération des pathogenes (Mendes et
al., 2011). Le concept de « Smart-farming », évoqué par Hartman et al. (2018) se dessine alors,
pour la mise en ceuvre, en bonne intelligence, de différents leviers et technologies visant a

ameliorer la qualité, la quantité et la durabilité des productions agricoles.

Une autre piste résultant des résultats obtenus dans le cadre de ce travail découle de
I’observation d’un effet du génotype des cultivars de pois sur le microbiome associé aux
nodules, en particulier concernant les associations privilégiées mises en place avec des
microorganismes a potentialité biocontr6le. La capacité a recruter des microorganismes
spécifiques constitue a ce titre une caractéristique d’intérét chez les plantes hotes. Les
programmes de sélection variétale ne prennent généralement pas en compte 1’aptitude des
lignées végétales a établir des interactions bénéfiques avec les microorganismes. Il s’agirait
alors de caractériser les traits spécifiques chez la plante, voire les genes, responsables de la
sélection de microorganismes a effet biocontrole issus du sol et de la mise en place
d’interactions au bénéfice de la santé des cultures (Smith and Goodman, 1999). La sélection
variétale pourrait alors étre repensée sur la base de la construction d’un holobionte complet, un
génotype végétal capable d’établir des relations bénéfiques avec un microbiome riche en
organismes PGPR, et plus spécifiquement a potentialité biocontrdle. Les variétés de pois de
printemps apparaissent ici comme peu efficiente pour recruter en abondance des endophytes
antagonistes, au contraire des variétés de pois d’hiver. Elucider la base génétique de cette
observation pourrait alors incrémenter les traits fonctionnels a rechercher pour diriger la
conception de variétés résistantes a A. euteiches, en complément de ceux mis en évidence lors
de la comparaison de 1’expression de la maladie et des modifications architecturales induites

chez les deux groupes variétaux de pois.

Quelques limites :

Toutefois, la prudence reste de mise concernant I’ensemble de ces résultats. En effet,
seul trois couverts végétaux ont été étudiés concernant les assemblages rhizosphériques et 6
cultivars pour les microbiome des nodules. Il convient donc de ne pas généraliser les résultats
obtenus, en particulier au regard de la forte influence que les caractéristiques physicochimiques
des sols peuvent avoir, ainsi que les pratiques culturales. De plus, I’ensemble des assertions sur

la construction de communautés microbiennes antagonistes reposent sur la description dans la
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littérature des capacités potentiels des genres bactériens ciblés. En aucun cas leur efficience
n’est totalement avérée ici en tant que microbiome d’intérét pour la lutte contre la pourriture
racinaire du pois. Cette étude se veut étre principalement une exploration de ces pistes, pour
une meilleure compréhension des systemes et la conceptualisation de la lutte intégrée contre les

maladies en prenant en compte 1’ensemble des interactions plantes — microorganismes.

5.2.2.3 Cas de la variété Indiana

Il est intéressant de faire un focus récapitulatif particulier concernant la variété de pois
d’hiver Indiana. L’ensemble des résultats obtenus concernant cette variété la rapproche en
général plus des variétés de pois de printemps que des autres pois d’hiver. Indiana présente de
base une architecture racinaire constitutivement plus courte que celles des autres variétés
¢tudiées ici. Dans les conditions de I’expérimentation mise en place pour comparer I’expression
de la pourriture racinaire du pois en fonction des doses pathogéenes, la variété Indiana montre
une sensibilité importante a ce pathogene, ainsi qu’une réduction de la croissance racinaire en
réponse a ’infection, au contraire des variétés Dexter et Myster. Les mécanismes de défense
mis en ceuvre sont donc trés probablement différents. Cette distinction se retrouve étonnamment
aussi concernant la diversité et la structure des microbiomes bactériens associés aux nodules,
globaux mais aussi en ciblant les genres connus comme biocontrole envers A. euteiches. La
diversité et I’abondance des endophytes bactériens au sein des nodules se rapprochent dans les
deux cas plut6t des variétés de pois de printemps. Il convient de noter que les variétés Dexter
et Myster présentent une résistance au froid plus importante qu’Indiana, finalement assez
sensible méme si elle reste pourtant considérée comme pois d’hiver (Source : R.A.G.T.
Semences). Il serait intéressant d’étudier de plus pres les différences génétiques entre ces
variétés, pour rechercher les facteurs de dissemblance pouvant sous-tendre ces associations

spécifiques avec les microorganismes.

L’étude de cette variété nous a finalement offert 1’opportunité d’observer un cas
intermédiaire. Mais il serait du coup judicieux d’élargir le panel de pois d’hiver a d’autres

variétés présentant une grande résistance au froid.
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L'ingénierie écologique au bénéfice de la santé
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Figure 53 : Schéma récapitulatif sous forme de concept qu’est 1’ingénierie écologique au
bénéfice de la santé des cultures. La santé des plantes est influencée par un grand nombre de
facteurs dont par exemple le climat, les pratiques agricoles et les interventions humaines, les
parameétres physico-chimiques et biologiques du sol. Par ces travaux de recherche, on'y
ajoute, le choix variétal avec son architecture racinaire ainsi que sa capacité a recruter des
agents de biocontrole qui proviennent d’un pool microbien directement influencé par le
precédent cultural et donc par la rotation. A tous ces facteurs influencant la santé des plantes,
le pool microbien peut étre agrémenter par un consortium artificiel bénéfique pour les plantes.
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5.2.2.4 Conclusion : ’ingénierie écologique des microbiomes au service de la
santé des plantes

Un nouvel horizon de recherche en médecine et en agriculture repose sur une
amelioration de la santé et de la performance des organismes par la modification de leur
microbiome (Costello et al., 2012 ; Gopal et al., 2013). Au vu de tous les bénéfices que peuvent
apporter les microorganismes, I’exploitation de leurs caractéristiques représentent une
alternative prometteuse pour soutenir la production agricole. Manipuler la composition des
communautés microbiennes pourrait ainsi constituer une solution durable pour promouvoir la
croissance des plantes et gérer les phytopathologies en limitant le recours aux fertilisants
chimiques et aux produits phytosanitaires (Adesemoye and Kloepper, 2009; del Carmen
Orozco-Mosqueda et al., 2018). Le développement de méthodes permettant de fagonner la
composition et la structure du microbiome dans le but d’encourager les relations bénéfiques est
une vision de plus en plus pertinente (Lareen et al., 2016). 1l s’agit plus particuliérement, par
ingénierie écologique, de pouvoir enrichir les sols et les microbiomes associés aux plantes en
groupes microbiens spécifiques dont les activités de biocontréle vont permettre de gérer les
pathogeénes (Ryan et al., 2009 ; Berendsen et al., 2012 ; Mueller and Sachs, 2015 ; Gémez
Exposito et al., 2017). La construction et 1’optimisation d’un environnement rhizosphérique et
racinaire qui permettraient a la plante d’établir des liens essentiels avec ces microorganismes
bénéfiques, constituent certes une utopie mais aussi un beau défi important a relever. Ce
modelage a fagon des interactions plantes-microorganismes au bénéfice de la santé des plantes

reposeraient sur la mise en ceuvre et la combinaison de différentes stratégies (Figure 53) :

- Le choix des variétés de pois cultivées, sélectionné en fonction de traits favorisant une
meilleure résistance a la pourriture racinaire, en lien avec 1’architecture racinaire et
surtout de leur capacité a recruter efficacement des microorganismes a potentialité
biocontrdle.

- Lamise en ceuvre de consortia artificiels spécifiques adaptés, a partir d’un assemblage
pertinent des isolats obtenus ici, ciblant a la fois la rhizosphére mais aussi
I’environnement racinaire, dans I’objectif d’amplifier et enrichir de fagcon choisie les
communautés microbiennes et donc de maximiser les potentialités d’interactions

bénéfiques.
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- La construction de séquences de rotation des cultures permettant de modeler les
communautés microbiennes des sols, en particulier selon I’héritage issu du précédent

cultural.

L’ensemble de ces actions ont pour objectif d’optimiser les associations microbiennes pour
fournir a la plante des partenaires efficaces a recruter, pour la lutte contre A. euteiches. Bien
évidemment, I’influence des caractéristiques physico-chimiques du sol, des pratiques culturales
ainsi que du climat sont autant de point a prendre aussi en considération. Il apparait évident
qu’un point de vue plus holistique des systémes, en partant de la vision simple du pathosystéme
vers la considération de I’holobionte jusqu’a la grande complexité du pathobiome, est
indispensable pour une meilleure compréhension des multiples interactions entre tous les
protagonistes, en particulier pour arriver a exploiter les équilibres microbiens et les variétés a

leur plein potentiel.

5.3 Quelques perspectives de recherche
5.3.1 Laspectroscopie Infra-Rouge en tant qu’outil de diagnostic précoce

Le seul moyen actuellement a disposition pour une gestion du risque lié a A. euteiches
est de réaliser des tests de diagnostic préventifs, biologique et/ou moléculaire, avant semis, pour
évaluation des parcelles agricoles par détection du pathogéne dans les sols (décrit dans la
partie 2.3.2 de la synthése bibliographique). Ce travail de thése a été 1’occasion de démontrer
I’existence possible de solutions de valeur pour la lutte contre ce pathogene, principalement a
travers une combinaison de différents leviers comme le choix des variétés, le développement
de consortia d’agents de biocontrole, la construction des microbiomes au bénéfice de la lutte
contre la pourriture racinaire du pois par la rotation culturale. Une autre piste a explorer repose
sur une détection précoce de I’infection par le pathogéne en ciblant non pas la notation de
symptomes sur le systeme racinaire (qui entrainerait une destruction de la plante) mais par
analyse non destructive des parties aériennes. Pour cela, I’intérét de 1’outil de spectroscopie
infra-rouge a été prospecté. Cette technologie connait un essor important dans le secteur agro-
alimentaire en tant que moyen de détection de pathogénes ou de composés biochimiques
particuliers (Davis and Mauer, 2010 ; Assaf et al., 2014). La spectroscopie infra-rouge est aussi

décrite dans la littérature comme moyen de détection des phytopathogénes sur plantes, et donc
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permettant de réaliser des diagnostic fiables (Conrad and Bonello, 2016 ; Zhang et al., 2017 ;
Yao et al., 2019).

Au sein de cette these nous avons entamé un travail exploratoire pour évaluer 1’opportunité de
développer un outil de détection précoce par spectroscopie a transformée de Fourier selon la
technique de la réflectance totale atténuée (FTIR-ATR), sur feuilles de pois. La FTIR-ATR est
décrite dans la littérature comme outil pertinent de détection et d’identification de certains
pathogenes fongiques sur plante (Salman et al., 2010). Ce travail a permis dans un premier
temps la création d’une banque de spectres en moyen infrarouge, acquis sur les feuilles de six
variétés de pois protéagineux saines ou infectées a deux doses pathogénes. La comparaison des
spectres obtenus a permis de commencer a rechercher I’existence de différence, non pas entre
variétés, mais entre plantes saines et plantes infectées, et qui permettrait donc un diagnostic
quelle que soit la variété cultivée par 1’agriculteur. La création d’un modeéle informatique (en
collaboration avec Lyes Lakhal, UniLaSalle campus de Beauvais), base sur un réseau neuronal
artificiel permettant une classification rapide des spectres, est en cours. Les premieres tendances
obtenues ont montré qu’un diagnostic de la pathologie serait possible a 80% de probabilité.
Toutefois, ce travail reste encore trop incomplet. 1l est nécessaire de compléter ce modeéle par
I’acquisition d’un nombre plus conséquent de spectres en moyen infrarouge, sur un panel plus
important de variétés. Il sera par la suite intéressant de confronter les résultats obtenus en

conditions in vitro avec la réalité du terrain par des prélevements en parcelles agricoles.

5.3.2 Décryptage des mécanismes de défenses mis en place par les variétés
d’hiver

Les résultats de 1’analyse comparée de la sévérit¢ des symptomes et des modifications
architecturales induites par A. euteiches chez les pois d’hiver et de printemps ont montré une
différence dans la symptomatologie aérienne lors d’une inoculation a dose faible de pathogéne.
L’absence de modifications de la partie aérienne chez les pois d’hiver, pourtant trés touchés au
niveau racinaire, suscite de nombreuses questions quant aux mécanismes de défense de ces
variétés. 1l serait donc intéressant dans de futures recherches de pouvoir décrypter les systémes
de défenses (genétiques, metaboliques, physiologiques, mécaniques) declenchés par I’infection
par A. euteiches. En particulier, une observation attentive et une comparaison entre variétés de

la structure des tissus végétaux se situant entre les parties aérienne et racinaire permettrait de
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mettre en évidence un éventuel mecanisme de barriére physique contre le pathogene, comme
observé par Eynck et al., (2009). Plus globalement, il pourrait étre intéressant de reéaliser un
suivi général comparatif de la colonisation des tissus par A. euteiches, en particulier lors de la

production nouvelle d’oospores au sein des racines, étape clé du cycle de vie du pathogene.

En paralléle, au vu des résultats obtenus, il serait judicieux de pouvoir évaluer en conditions
semi-contrélées (serres) et au champ la contribution des cultures de pois sur la multiplication
des densités d’oospores présents dans le sol, comparativement au pois de printemps. En effet,
on peut imaginer que le stock d’inoculum d’A4. euteiches pourrait étre influencé par la culture
des variétés de pois d’hiver. Leurs avantages, en lien avec une apparente meilleure résistance
au champ face a la maladie, ne doivent pas pour autant étre contrebalancés par une

augmentation du risque pathogéne pour les cultures suivantes.

5.3.3 Mesurer I’'impact des BCAs identifiés lors de cette thése sur la pourriture
racinaire du pois dans I’objectif de concevoir des consortia bénéfiques
adaptés

Les isolats bactériens issus du sol et des nodules de pois dont 1’effet antagoniste envers A.
euteiches a été mis en évidence ici uniquement in vitro feront 1’objet de recherche
complémentaire pour évaluer leur efficacité de protection réelle des plantes contre la pourriture
racinaire du pois. L’innocuité des souches sera testée en ajoutant les ou la souche(s) biocontréle
dans le substrat de croissance des plantes puis ’efficacité de protection pourra étre veérifié in
vitro en milieu stérile et en conditions semi-contr6lées dans du sol exporté, en présence ou non
des communautés microbiennes natives, avant de passer au test au champ. Enfin, la possibilité
de construction d’un consortium dédié a la protection contre A. euteiches nécessitera de réaliser
differentes combinaisons spécifiques et tester leur pertinence et leur efficacité sur différentes
variétés, dans différentes conditions environnementales. Une attention particuliére sera portée

a I’évaluation de la compatibilité des souches entre elles.

Les mécanismes d’action mis en ceuvre par les différents isolats contre A. euteiches pourront
également étre élucidés : recherche de la production de métabolites secondaires, test des effets
sur la germination des oospores ou sur les zoospores, production de sidérophores, production

d’auxine, etc.
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5.3.4 Détermination des facteurs du déterminisme du recrutement des
microorganismes au sein de la rhizosphere et des nodules

Les résultats obtenus au cours de ce travail de these ont mis en avant le pouvoir de recrutement
des especes végétales et des variétés, en particulier pour la mise en place d’interaction au
bénéfice de la résistance contre A. euteiches. Il serait intéressant d’extraire, étudier et comparer
la rhizodéposition voire méme uniquement les exsudats racinaires sécrétés, pour évaluer leur
contribution dans cette sélection d’organismes de biocontrole. Nous pourrions ainsi imaginer
une expérimentation permettant une récolte des exsudats des six variétés de pois utilisées
précédemment et évaluer leurs effets sur les communautés microbiennes du sol, ou plus

spécifiquement sur I’attraction et la croissance d’isolats antagonistes.

Plus globalement il serait aussi intéressant de rechercher des liens génétiques entre la capacité
de recrutement de microorganismes bénéfiques et la tolérance a la pourriture racinaire du pois.
Les résultats de 1’analyse métabarcoding ont montré que les microbiomes associés aux variétés
de pois d’hiver présentant une forte tolérance au froid se distinguent des autres variétés testées
dont la tolérance au froid est plus faible. Des recherches supplémentaires pourraient de cette
facon améliorer la compréhension du déterminisme de la sélection des endophytes mais aussi

des microorganismes de la rhizosphere par les cultivars.

5.3.5 Evaluer le pouvoir de la rotation culturale, et plus particulierement de
I’héritage du précédent cultural pour le modelage du phytobiome en faveur
de la lutte contre A. euteiches

Cet axe de recherche a permis de mettre en ¢évidence le réle de I’espece végétale et du choix
variétal sur la manipulation des genres microbiens a potentialité biocontréle au bénéfice des
plantes. Des futures recherches pourront étre réalisées pour comprendre davantage 1’effet
d’autres cultures trés présentes au sein des rotations normandes, par exemple, le blé, I’orge, la
betterave. Ainsi nous pourrons créer une base de donnees sur les différents microbiomes en
fonction des cultures et proposer une succession de cultures idéale avant pois. Par ailleurs il
sera intéressant de vérifier la pertinence de cette agriculture de précision ciblée sur les
interactions plantes — microorganismes bénéfiques par 1’évaluation de I’effet protecteur contre

la pourriture racinaire. Ainsi des cultures de differents précédents végetaux (blé, colza, etc.)
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pourraient étre effectués sur un méme sol de départ, en réalisant un suivi des modifications
microbiennes induites. Puis une culture de pois de printemps pourrait étre effectuée sur ces sols
post-modelage, avec inoculation artificielle du pathogene (a dose faible et modérée). L’objectif
serait alors d’évaluer les différences dans I’expression des symptomes et donc mettre en avant

un potentiel de protection
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Abstract

Pea, well-adapted to the Normandy pedoclimatic context, represents an important nutritional
source of plant proteins. At present, protein crops are among the promoting crops in view of
their many agronomical, economic, and environmental interests. Despite their multiple
advantages, the cultivation of protein peas is not as successful, mainly due to strong attacks by
various phytopathology. The most damaging is pea root rot caused by Aphanomyces euteiches
leading to a significant drop in yield and thus can penalize farmers. As there is no effective
treatment to date, numerous focus researches are in progress to develop efficient control
methods, which requires a holistic understanding of the pathobiome.

In this thesis, studies were focused on the understanding of some direct and indirect resistance
mechanisms of pea root rot caused by A. euteiches. The contribution of biotic factors in this
disease were studied, specifically the influence of varietal genotype and its associated
phytobiome, and so the establishment of multiple interactions with microorganisms.

The comparative analysis of disease severity and induced architectural modifications, showed
a differential expression according to their affiliation to winter or spring group. The two winter
pea cultivars characterized by a high cold tolerance presented two features of interest: a delayed
impact on aerial part despite significant root damage and an increased growth of root system in
response to infection. In addition, the study of intra-nodule bacterial diversity in these same
cultivars showed that the diversity of their nodule microbiome varies according to varietal
genotype. This study highlighted the strong biocontrol potential of intra-nodule bacterial
endophytes, with a higher relative abundance of known antagonistic bacterial genera towards
A. euteiches for two winter pea cultivars. The varietal genotype therefore constitutes a direct
and indirect lever by the establishment of interactions with beneficial microorganisms, to fight
against pea root rot. The last research line has demonstrated the strong influence of plant
cultivated species on the microbial associations in the rhizosphere, specifically a modulation of
the assemblage of beneficial populations. Shaping the microbial community composition
though the cultivation of crops to the benefit of the next crop represents an additional argument
in favor of crop rotation use as a lever against phytopathology.

Several interesting alternatives were highlighted in this research work to effectively and
efficiently manage A. euteiches: at the cultivar scale, by specific characteristics in relation to
varieties’ genotype and their ability to select protective endophytes, and at the scale of crop
rotation, by shaping microbiome in favor of pea. Great research perspectives are emerging,
especially the efficiency of protection resulting from all potential isolated biocontrol agents,
which would allow the development and implementation of beneficial consortia adapted to
Normandy soils and to pea cultivars specificities.
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Résumé

Le pois protéagineux, dont la culture est bien adaptée au contexte pédoclimatique
normand, représente une source nutritive importante en protéines végétales. A I’heure actuelle,
les cultures protéagineuses font partie des cultures d’avenir aux vues de leurs nombreux intéréts
agronomique, économique et environnemental. Malgré ses multiples atouts, la culture du pois
protéagineux n'a pas autant de succes, principalement en raison d’une forte atteinte par diverses
phytopathologies, dont le plus préjudiciable est la pourriture racinaire du pois causée par
Aphanomyces euteiches. Les dégats occasionnés peuvent conduire a une baisse importante du
rendement et ainsi pénaliser les agriculteurs. Ne disposant d’aucun traitement efficace a ce jour,
il est donc important de focaliser les recherches sur le développement de moyens de controle,
ce qui passe par une compréhension holistique du pathobiome.

Dans cette theése, les travaux se sont concentrés sur la compréhension de certains mécanismes
de résistance directs ou indirects a la pourriture racinaire du pois causée par A. euteiches, en se
focalisant sur I’étude de la contribution des facteurs biotiques, a savoir, le génotype variétal,
seul ou accompagné de son phytobiome, et donc la mise en place de multiples interactions avec
les microorganismes. L’analyse comparée de 1’expression de la maladie et des modifications
architecturales induites a montré une expression différentielle de la maladie selon leur
appartenance au groupe hiver ou printemps. Les variétés d’hiver caractérisées par une grande
tolérance au froid présentent 2 traits d’intérét : un retard d’impact sur les parties aériennes
malgré une atteinte racinaire et un accroissement du systéme racinaire en réponse a I’infection.
De plus, I’étude de la diversité bactérienne intra-nodules chez ces mémes variétés de pois
d’hiver et de printemps, a montré que la diversité de ce microbiome endophyte varie en fonction
du génotype variétal. Cette étude a permis de déceler le fort potentiel biocontrdle des
endophytes bactériens intra-nodulaires, avec une abondance relative observée des genres
bactériens connus pour leurs effets antagonistes envers A. euteiches plus importante chez deux
variétés de pois d’hiver. Le génotype variétal constitue donc un levier, direct et indirect via
I’établissement d’interactions avec des microorganismes bénéfiques, pour lutter contre la
pourriture racinaire du pois. Le dernier axe de recherche a démontré la forte influence des
especes cultivés sur les associations microbiennes au sien de la rhizosphére, en particulier sur
I’assemblage des populations bénéfiques. La manipulation de la composition des communautés
microbiennes par les couverts végétaux au bénéfice de la culture suivante représente un
argument de plus en faveur de I’utilisation des rotations des cultures comme levier contre les
phytopathologies.

Plusieurs pistes intéressantes ressortent donc de ce travail, pour une lutte efficiente et globale
contre A. euteiches : a I’échelle de la variété, par ses caracteristiques propres en lien avec son
génotype et sa capacité a sélectionner des endophytes protecteurs, et a 1’échelle de la rotation,
par la manipulation du microbiome en faveur du pois. De belles perspectives de recherche se
profilent, notamment la réalisation de tests d’efficacité de protection de tous les potentiels
agents de biocontréles isolés, qui permettraient la mise en ceuvre de consortia bénéfiques
adaptés au terroir normand et aux spécificités variétales du pois.



