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Dans la perspective de répondre a une demande croissante pour I’alimentation humaine et
animale, la production céréaliere devrait augmenter et avoisiner 2 818 milliards de tonnes a
I’horizon 2025 et atteindre 3 000 milliards de tonnes d’ici 2050 (FAO, 2009 ; OCDE, 2016).
Cette forte demande impliquera une hausse de 70% de la production agricole a 1’échelle
mondiale (Guyomard H., 2009). Selon les estimations de I’Organisation de coopération et de
développement économiques (OCDE, 2016), la production mondiale en céréales devrait
augmenter de 12% et notamment celle du blé qui devrait progresser de 10% a 1’horizon 2025
par rapport a la période de référence (2013/2015). Ce défi représente le principal enjeu pour la
sécurité alimentaire en particulier pour le blé, deuxieme culture céréaliére dans le monde apres
le mais et la premiére en France (Agreste, GRAPH’AGRI 2020). Cependant, la production de
blé est particulierement sensible aux différents stress environnementaux abiotiques (salinite,
sécheresse, fluctuations des températures, métaux lourds) et biotiques, notamment les maladies
fongiques (Kong et al., 2020, Chen et al.,2019). En effet, en Europe, les principales maladies
du blé sont causées par des agents pathogenes fongiques. A eux seuls, ils sont responsables
d’environ 15 a 20% de pertes substantielles annuelles de la production mondiale de ble,
estimeées a plusieurs milliards de dollars (Dean et al., 2012, Figueroa et al., 2018, Twamley et
al., 2019, Savary et al., 2017, 2019).

Parmi les maladies fongiques du blé, 1’oidium, causé par 1I’agent pathogene biotrophe Blumeria
graminis f. sp. tritici, est susceptible d’attaquer le blé a tous les stades de son développement
(fiches.arvalis-infos). La gestion des maladies fongiques, et notamment de 1’oidium du blé,
repose non seulement sur 1’utilisation des variétés résistantes et I’adaptation des pratiques, mais
principalement sur 1’usage des fongicides conventionnels de synthese tels que les inhibiteurs de
déméthylation des stérols, de la quinone et les inhibiteurs de la succinate déshydrogénase en
plus des fongicides aza-naphtalénes dont deux principes actifs sont enregistrés, le quinoxyféne
et le proquinazide (Vielba-Fernandez et al., 2020). Toutefois, 1’'usage systématique et intensif
des produits phytosanitaires conventionnels, dont les programmes de pulvérisation impliquaient
plusieurs applications par saison, a montré ses limites et est souvent entravé par I'émergence
d'isolats résistants aux fongicides. En effet, le Comité d'Action contre la Résistance aux
Fongicides (FRAC) et I'Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des
Plantes (OEPP) ont classé I'oidium du blé (B. graminis) comme un agent pathogéne présentant
un risque de développer des souches résistantes (FRAC Pathogen Risk List 2019). Des
fréquences d’apparition des souches resistantes de B. graminis f. sp. tritici aux principales

classes chimiques des fongicides ont été rapportées dans I’Hexagone, le méme constat est
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dressé a I’échelle européenne et mondiale ( Vielba-Fernandez et al., 2020). De plus, les effets

déléteres des fongicides chimiques sur la santé humaine et 1’environnement sont largement

décrits (Garron et al., 2012, Caylak et Tokar, 2012, Itoiz et al., 2012, Ritter et al., 2006).

Afin de réduire leur usage, différents plans nationaux et internationaux ont ét¢ mis en ceuvre,
visant a soutenir le développement des moyens alternatifs et complémentaires a la lutte
conventionnelle afin de garantir un niveau de production agricole avec une rentabilité suffisante
et ce dans le cadre de systemes de production plus durables et plus respectueux de
I’environnement et de la santé humaine (Maya et Matsubara ; 2013). En effet, depuis 2008, la
France s’est engagée a réduire sa consommation en produits phytosanitaires conventionnels et
a instauré plusieurs plans nationaux dont Ecophyto, Ecophyto I, Il, 11+ sous la directive cadre
européenne 2009/128/CE sur I'utilisation durable des pesticides. L’objectif était de développer
une agriculture moins dépendante des produits phytosanitaires chimiques, de réduire
I’utilisation des pesticides de synthése a I’horizon 2025 et a accroitre la protection des
populations. Une mobilisation de I’ensemble des acteurs scientifiques et professionnels a été
ainsi mise en ceuvre pour promouvoir I’identification, le développement et la diffusion des

produits de biocontréle.

Le développement des moyens de lutte alternatifs aux fongicides, telles que des molécules bio-
sourcées a activités antifongiques et/ou des stimulateurs de défense des plantes (SDP)
constituent une solution prometteuse. En effet, dans le second cas, ces substances telles que le
tréhalose, la silice et le Milsana® appliquées par pulvérisation foliaire permettent de réduire le
dévelopement de I’agent pathogéne B. graminis f. sp. tritici grace a la stimulation des
mécanismes de défense du blé (Tayeh et al., 2012 ; Guével et al., 2007, Randoux, et al., 2006).
D’autres méthodes alternatives de biocontrole, s’appuyant sur 1’utilisation de microorganismes
vivants bénéfiques, sont également explorées. Parmi les microorganismes symbiotiques, les
champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) sont décrits comme de potentiels agents de
lutte contre les maladies des plantes (Pozo et al., 2013). En effet, 1’établissement de la symbiose
mycorhizienne procure de nombreux bénéfices a la plante hote, dont une amélioration des
nutritions hydrique et minérale mais aussi une meilleure tolérance aux stress environnementaux
comme les agents pathogénes (Cameron et al. 2013, Comby et al., 2017, Kadam et al., 2020).
C’est pourquoi, les CMA ont suscité une attention particuliére ces dernieres années du fait de
leur potentiel effet protecteur. Leur efficacité a été le plus souvent mise en évidence dans le cas
des infections racinaires mais rarement contre les maladies foliaires et plus rarement dans le cas

des agents pathogenes biotrophes (Castellanos-Morales et al., 2012, Maffei et al., 2014, Mustafa
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et al., 2016 ; 2017, Miozzi et al., 2019, Comby et al., 2017). Toutefois, récemment, il a été
montré que certains inoculums mycorhiziens a base de CMA pouvaient protéger le blé contre
I’oidium en stimulant les réactions de défense de la plante par la mise en place d’une résistance
induite, MIR (Mycorrhiza Induced Resistance) (Mustafa et al., 2016, 2017).

Ainsi, dans le cadre de la lutte contre 1’oidium du blé, les deux moyens de biocontréle (SDP et
CMA) ont été jusqu’a maintenant souvent ¢tudiés séparément. Dans I’optique d’optimiser la
protection contre cette maladie impactante, mon projet de these a pour objectif de tester
I’efficacité de 1’association d’un stimulateur de défense bio-sourcée en traitement foliaire avec
un inoculum mycorhizien a base de CMA appliqué au niveau racinaire dans le cadre du
pathosystéme blé/oidium et d’¢élucider les mécanismes de défense sous-jacents impliqués dans

cette protection.

Ainsi, mon travail de these qui s’inscrit dans le cadre du projet INTERREG V BioScreen, vise
a:

1- Réaliser un criblage de molécules et d’inoculums fongiques présentant un effet
protecteur contre 1’oidium du blé. Quatorze molécules issues de diverses familles
chimiques ainsi que six inoculums fongiques ont été testés, contre Blumeria
graminis f. sp. tritici (Bgt) chez le blé (Triticum aestivum L.) et ce dans des
conditions contr6lées via des essais in vitro (germination des spores de Bgt, effet
direct) et in planta (taux de protection, effet SDP).

2- Rechercher une éventuelle amélioration de 1’effet protecteur en associant un SDP et
un inoculum mycorhizien sélectionnés sur la base de leur efficacité de protection

3- Comprendre les mécanismes de défense impliqués dans la protection du blé contre
I’oidium suite a I’application foliaire d’un SDP pré-sélectionné, et de I’inoculum
mycorhizien additionné au substrat de culture du blé, utilisés séparément ou en
combinaison en étudiant la réponse du blé aux traitements (SDP seul, CMA seul,
combinaison SDP+CMA) en conditions infectieuses et non infectieuses par : (i) le
suivi de I’expression de différents génes marqueurs de défense du blé (telles que les
protéines «Pathogenesis-Related », la voie des phénylpropanoides, le systeme anti-
oxydant...) ii) I’analyse globale, puis ciblée du métabolome foliaire et (iii) le dosage

de I’activité enzymatique peroxydase (POX).
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Projet SMARTBIOCONTROL -BIOSCREEN

Mon projet de these s’inscrit dans le contexte général du portefeuille de projets
SMARTBIOCONTROL - INTERREG V, financé par le Fond Européen de développement

régional, qui avait pour objectif de présenter des solutions de biocontrdle d’origine biologique

et multifonctionnelles efficaces contre divers agents pathogénes de différentes especes

végeétales. Des travaux collaboratifs ont été répartis sur cing projets constitutifs regroupant 26

partenaires de la région transfrontaliere issus des centres de recherche, de laboratoires

universitaires et des syndicats d’agriculture. Le but principal étant d’évaluer le potentiel des

produits de biocontr6le sur les plantes d’intérét agronomique en Belgique et en France.

Mon travail de thése entre plus exactement dans le cadre du projet BIOSCREEN qui vise

a développer une plateforme de screening a haut débit de 200 nouveaux produits a activité

fongique et/ou inducteurs de la résistance des plantes (Figure 1).

SMARTBIOCONTROL

interreg [H

France-Walonie-Vissnderen oo

SMARTBIOCONTROL

!

Bioscreen

Développer une
plateforme de
screening a haut débit
de nouveaux produits
de biocontrole.

1

4

l

Optmiser les procédés
de production,
développer la

formulation et étudier

la biodégradabilit¢ des
composés actifs.

Tester les différents
produits disponibles
ou en développement
sur différents
pathosyst¢mes ¢n serre
et en champs.

Développer de
nouveaux capteurs
pour détecter les
agents pathogénes en
champs.

Assurer la
coordination et la
comumunication entre
les différents
portefeuilles du projet.

Figure 1 : Présentation des cing projets de SMARTBIOCONTROL et de leurs principaux objectifs.
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. Pathosysteme Blé-Oidium

1. Leblé

1.1. Historique et taxonomie

Le blé (genre Triticum) est une céréale originaire du croissant fertile (qui s’étend de I’Irak
jusqu’au Nil en Egypte). La domestication du blé (tendre et dur) a été un élément fondateur des
premiéres civilisations humaines. Initialement, récolté sous sa forme sauvage, la culture du blé
s’est ensuite répandue entre 8900 et 7500 ans avant Jésus-Christ. Sa domestication a commencé
avec la sédentarisation de I’Homme lors du Dyras, un épisode de seécheresse et de
refroidissement climatique, ou la constitution de stock alimentaire fut vitale (Bonjean, 2001).
La culture du blé s’est alors étendue a I’ Asie centrale, a ’Europe du sud et a I’Egypte entre
7500 et 6200 ans avant Jésus-Christ (Feldman & Millet, 2001). La premiére hybridation entre
Triticum urartu Thum. Ex Gandil (AA; 2n = 14) et Aegilops speltoides (BB ; 2n =14), il y a
environ 0,2 Millions d’années, a conduit a une nouvelle espéce l'allotétraploide T. turgidumL
(AABB) (Figure2). Ensuite, I’hybridation des blés tétraploides (AABB) avec A. Tauschii Coss
a conduit a I’obtention des blés allohexaploides (2n=42, AABBDD) il y a environ 9000 ans
(Feldman et Levy, 2005).
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Figure 2 : Représentation schématique de 1’évolution historique des especes de blé

hy br1d1zat1on
(7 00- 9500 va)d

(Chantret et al., 2005).

Le blé est une monocotylédone, il fait partie du régne des Plantae, du sous regne des
Tracheobionta, de la classe des Liliopsida, de la famille des Poaceae (autrefois appelée
Graminées), de la tribu des Triticeae et du genre des Triticum qui contient a peu pres 300

especes (Matsuoka, 2011).

Aujourd’hui, deux espéces majeures sont communément cultivées: le blé tendre (Triticum
aestivum L. ssp. aestivum, 2n =42, AABBDD) et le blé dur (Triticum turgidum L. ssp. durum,
2n = 28, AABB). Le blé tendre constitue la matiére premiére pour la fabrication du pain, et le
blé dur est utilisé pour la fabrication des semoules et des pates alimentaires. Hormis ces deux
especes, il en existe également d’autres plus rustiques, cultivées localement dans différentes
régions du monde. Cette diversité génétique est une ressource particulierement intéressante
pour les selectionneurs, le brassage de tout ce patrimoine génétique ayant permis des
ameliorations variétales a ’origine des cultivars ou variétés constituant actuellement la sole

francaise de ble.
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1.2. Cycle de développement

Le blé tendre (Triticum aestivum L.) est une graminée annuelle a feuilles alternes. Elle est
formée d’une tige appelée chaume qui porte un épi renfermant deux rangées d’épillets.L’échelle
de croissance du ble, décrite par Zadoks et al. (1974), est composée d’une successionde stades
de croissance allant de la germination a la production de nouveaux grains et leur maturation.
Principalement, trois grandes étapes sont distinguées au cours du développement du blé (Figure
3):

(i) la phase végétative : cette phase correspond a la germination jusqu’au stade 3 feuilles. La
germination nécessite une hydratation des grains et une température d’au moins 3 a 4 °C. Elle
aboutit a ’apparition de la radicule et du coléoptile qui émergent de la graine. Dés que la
premiére feuille a perce I'extrémité du coléoptile, celui-ci s'arréte de croitre et se desseche peu
a peu. Cette premiéere feuille s'allonge, une deuxiéme apparait, puis une troisieme. Chacune
delles est imbriquée dans la précédente. Le stade "3 feuilles” qui suit, est une étape
déterminante dans le développement de la plante. En effet, durant cette étape, les bourgeons se
forment a I’aisselle des 3 feuilles déja présentes, initiant ainsi la formation de tiges secondaires,

les talles.

(i1) la phase reproductrice : elle débute avec le tallage. Cette étape est caractérisée par 1’émission
de talles au méme niveau que le maitre brin. Paralléelement, 1’ébauche de 1’épi apparait a
I’intérieur de la tige principale. Lors de la montaison, 1’élongation des entre-nceuds et le
développement de 1’épi s’activent et les dernieres feuilles apparaissent. Au moment de
I’épiaison, 1’épi sort de la gaine protectrice de la feuille ’drapeau’’. Lorsque les températures
dépassent 14°C, la floraison est possible. Elle s’observe a partir du moment ou les étamines

sont visibles en dehors des glumelles.

(iii) la phase de maturation : le cycle de développement s’achéve par cette phase qui correspond
a la formation et a la maturation des grains. Au cours de ces stades, il y aura I’accumulation des
réserves (amidon, matieres protéiques). Cette période se traduit par une premiére phase de
multiplication cellulaire intense, correspondant au stade laiteux de la graine. Cette étape est
suivie par une phase d’accumulation des glucides et des protéines. Elle est appelée maturité
pateuse ou stade pateux de la graine. La maturité complete est acquise lors de la phase de
dessiccation au cours de laquelle la teneur en eau du grain diminue. L’épi mir acquiert une

couleur jaune.
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Figure 3 : Echelle de Zadoks indiquant les stades de développement reperes du blé

(https://www.terre-net.fr) A : phase végétative ; B : phase reproductive ; C : phase de

maturation.
1.3. Importance économique
Selon un rapport publié en 2019 par I'Organisation des Nations Unies, la population mondiale

devrait passer de 7.7 milliards aujourd’hui a 9.7 milliards d’habitants en 2050 et pourrait

atteindre 11 milliards d’ici 2100 (https://www.un.org/fr/sections/issues-

depth/population/index.html), ce qui nécessiterait une augmentation d’au moins 70% de la

production agricole (FAO). La production céréaliére, ressource alimentaire la plus importante
au monde, devra dépasser les 2.1 milliard de tonnes et s’accroitre de prés de 1 milliard de tonnes
d’ici 2050 (FAO) (http://www.fao.org/news/story/fr/item/35656/icode/). Aujourd’hui, le blé est

parmi les trois principales céréales vivrieres cultivées a travers le monde, aussi bien sur le plan

de I’alimentation que sur le plan économique (Shewry, 2009). Le blé est la deuxiéme céréale
produite apres le mais représentant 29% et 40 % de la production de céréales, respectivement,
suivi du riza 19% (UDSA, 2016). Il occupe plus de 220 millions d'hectares des terres cultivées
et sert de source d’alimentation de base a 30% de la population humaine du monde entier

(Meyer et al., 2014 ; Henry et al., 2016).

Les enjeux économiques autour de cette céréale sont donc d’une grande importance. D’apres
les prévisions de la FAO sur la production mondiale de blé, celle-ci devrait atteindre 762.6

millions de tonnes (Mt) en 2020 (http://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/fr/).

Les céreales les plus cultivées dans 1’Union Européenne (UE) sont le blé tendre et I’épeautre

avec 43.8%, représentant ainsi la principale culture céréaliére dans plus de 111 régions de ’'UE
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(Eurostat, 2017) (Figure 4). Ainsi, I’'UE est le premier producteur mondial de blé suivie par la
Chine, I’Inde, la Russie et les Etats-Unis avec une production de blé tendre de 138 Mt en 2018-
2019 (Statista, 2020). La France est le 5*™ producteur mondial de blé tendre et le 1% producteur
Europeen, en totalisant 27% de la production totale de I’UE, avec une superficie de 9.1 millions
d’hectares (Figure 5). Au niveau national, la production des céréales en France a été évaluée a
71 Mt et celle du blé tendre a 39.7Mt (soit 79,2 g/ha) en 2019 avoisinant le record de 40.9 Mt
enregistré en 2015 (soit 79,3 g/ha) (Agreste 2019).

La production céréaliére de 'Union Européenne (28 pays) en 2018
Le blé tendre, l'orge et le mais grain représentent 86 % de la production
Source : Eurostat

Blé tendre
et épeautre

Sorgho
03%

102§

» Production totale = 295,11 Mt *(sarrasin, millet, alpiste, grains mélangeés...)

Figure 4 : Production céréaliére de I’Union Européenne en 2018 (Passion Céréales,
https://www.passioncereales.fr)

8 pays représentent plus des 3/4 de la production de l'Union Européenne en 2018

Source : Eurostat
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Figure 5 : Principaux pays de I’Union Européenne producteurs de blé

(Passion Céréales, https://www.passioncereales.fr)
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Maladies cryptogamiques aériennes du blé

Le blé est sensible a divers stress biotiques tout au long de sa culture. Ces derniers sont liés a

des maladies d’origines fongiques, bactériennes ou virales. Les maladies les plus

dommageables sont d’origine fongique et sont dites cryptogamiques. Elles sont responsables,

chaque année, de pertes importantes de rendement et de qualité, voire de problémes sanitaires.

Ces agents pathogénes attaquent la plante a tous les stades de son développement au champ et

sont capables d’atteindre différentes parties de la plante, telles que les feuilles ou les grains

(Tableau 1 & Figure 6). La colonisation de la plante hote par les champignons phytopathogenes

peut s’effectuer selon deux modes de vie principaux :

biotrophe, I'agent pathogéne colonise des tissus vivants d'une plante hote. Il n’est pas
dans I’intérét biologique de ce pathogene de provoquer la mort de sa plante hote, ni de
déclencher des réactions de défense; son génome contient une grande proportion de
génes codant des petites protéines sécrétées considérées comme des effecteurs putatifs
par rapport a la proportion de genes codant des enzymes de dégradation de la paroi
végétale ou impliqués dans la biosynthése de métabolites secondaires (Nemri et al.,
2014 ; Lo Presti et al., 2015).

nécrotrophe infecte les tissus vivants et provoque la nécrose des cellules de 1’hote et se
développe sur les tissus nécrosés. C'est un pathogéne non obligatoire qui tue les cellules
avant de s’en nourrir. Sa stratégie d’infection est basée sur 1’utilisation de toxines et des
enzymes lytiques responsables de la déliquescence des tissus végétaux (Le poivre, 2003,
Petit, 2017). Une catégorie intermédiaire est celle des champignons hémibiotrophes
(Mendeng et Hahn, 2002). Le cycle de vie de ces derniers comporte les deux formes
d'acquisition d'éléments nutritifs, passant d'une phase initiale biotrophe au cours de
laquelle il se développe sans dégrader les cellules végétales, a une phase nécrotrophe a

des stades ultérieurs de la maladie (Laluk et Mengiste, 2010).
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Tableau 1 : Principales maladies cryptogamiques affectant le blé
(http://www.syngenta.com/).

Nom commun de la

maladie

Oidium

Helminthosporiose

Septoriose

Rouille jaune

Rouille brune

Piétin verse

Rhizoctone

Charbon nu

Fusariose

Principales espéces

pathogénes responsables

tritici

Helminthosporium tritici-

repentis

Mycosphaerella

graminicola, Phaeosphaeria

nodorum,

Phaeosphaeria avenaria

f.sp.
triticea

Septoria nodorum

Puccinia striiformis

Puccinia graminis

Cercosporella

herpotrichoides

Rhizoctonia cerealis

Ustilago tritici

Fusarium graminearum,

Fusarium culmorum,

Microdochium nivale

Blumeria graminis f. sp.

Organes
affectés

Feuilles, tiges et épis

Feuilles

Feuilles, épis ,gaine,

glumes

Feuilles, épis

Feuilles, tiges, glumes

Base des

plantes, gaines, tiges

Gaines et tiges

Epis

Epis

Symptémes observés

Feutrage blanc
poudreux a la surface
des feuilles
Taches foliaires,
nécroses, découpage
du limbe

Téches chlorotiques du
limbe, nécroses,
pycnides

Petites pustules jaunes
pulvérulentes
alignées et groupées en
stries suivant les
nervures
Pustules orangées puis
noires
Taches brunes sur la
gaine des feuilles, a la
base de la tige
Taches ovales claires
nettement
délimitées par un liseré
brun
Hypertrophie des
ovaires, production
de spores noires
Desséchement
prématuré des épillets,

Période
principale de
contamination

Epis1 cma ler

neeud
1 nceud a

floraison

1¥ neeud a

floraison

ler nceud a

floraison

ler noeud a
floraison
Epis1cma ler

neeud

Tous les stades

Floraison

A partir de la

floraison
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apparition de mucilage
rosé formé

d'une multitude de

spores
Carie Tilletia tritici Grains Aspect ébouriffé de De la levée au
1I’épi, Intérieur du stade 2
grain remplacé par des feuilles
spores

Figure 6 : Symptdmes des principales maladies du blé : oidium (A), helminthosporiose (B),
septoriose (C), rouille jaune (D), rouille brune (E), piétin verse (F), rhizoctone (G), piétin
échaudage (H), charbon nu (I), fusariose des épis (J), carie (K) (http://www3.syngenta.com/ ;
http://www.fiches.arvalis-infos.fr/).

2.1. Oidiumdu blé

Les champignons responsables des maladies désignées sous le nom d’oidiums ou encore
appelées maladies « du blanc » appartiennent a l'ordre des Erysiphales, famille des
Erysiphaceae. Ces maladies sont exprimées suite a la multiplication asexuée de certains
Ascomycetes (Bolay, 2005). Auparavant appelé Erysiphe graminis, Oidium monilioides ou
Oidium tritici, Blumeria graminis est la seule espéce du genre Blumeria. Cependant, B.graminis
a développé quatre formes spéciales distinctes (f. sp.) qui sont adaptées a des hotes spécifiques
(Marchal, 1902 ; Oku et al., 1985). En effet, ’oidium du blé n’affecte pas les autrescéréales et
la forme infectant le blé est nommée Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) (Tosa et

16


http://www3.syngenta.com/
http://www.fiches.arvalis-infos.fr/

Synthése bibliographique

al., 1990). Trois autres formes spéciales de Blumeria graminis ont été définies en fonction de
I’hote qu’il infecte : Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) chez I’orge, Blumeria graminis f. sp.
avenae chez I’avoine et Blumeria graminis f. sp. secalis (Bgs) chez le seigle (Tosa et al., 1990
; Takamatsu, 2004).

L’oidium provoque chez le bl¢ des altérations de la cuticule des feuilles, une diminution de la
photosynthése, une augmentation de la respiration ainsi qu’une réduction de la croissance et un
affaiblissement général de la plante (Rabbinge et al., 1985). Selon Czembor (2002), ces
perturbations peuvent occasionner des pertes du rendement pouvant atteindre 20%. Celles-ci
sont liees a une diminution du nombre de grains par épi et une chute du poids de mille grains
(PMG). L’installation de la maladie est favorisée par des températures optimales de 15 a 20°C,
une hygrométrie elevée de 90%, une densité de semis élevée et un exces de fertilisation azotée
(Newman et Pottorf, 2012). Le symptome caractéristique de 1’oidium est la formation d’un
feutrage mycélien blanc cotonneux sur les deux faces des feuilles, les gaines foliaires et les épis
entrainant des réductions de rendement généralisées dans de nombreuses régions productrices
de blé (Singh et al., 2016).

2.2. Cycle de développement de Blumeria graminis f.sp. tritici

A la fin de I’été, lorsque les conditions deviennent défavorables, la reproduction sexuée du
champignon débute avec la formation des cléistothéces, qui correspond a une forme de
résistance a la sécheresse et aux basses températures ; ils permettent ainsi au pathogéne
d’hiverner en absence de 1’hote. Néanmoins, en hiver et lorsque I’humidité devient importante,
les cléistotheces peuvent libérer les ascospores responsables d’infections automnales sur les
plantations des blés d’hiver.

Au printemps, les ascospores libérées sont disseminées sur de nouvelles plantes. La formation
du mycélium et des spores par voie asexuée sont favorisées par I’augmentation des
températures. Ainsi, dans des conditions favorables, de nouvelles conidies peuvent étre formées
en 7 jours ce qui contribue a la propagation rapide de la maladie au champ. A la surface de la
feuille, la germination des conidies débute par I’émergence d’un tube germinatif primaire (TGP)
puis celle d’un second tube germinatif nommé tube germinatif appressorial (TGA) (Green et
al., 2002) (Figure 7). Ce dernier se forme 5 a 8 heures apres la perception de la surfacede la feuille
par le champignon (Giese et al., 1997). Suite a I’hydrolyse enzymatique de la cuticule, le TGA
traverse la paroi végeétale et forme un appressorium (Pryce-Jones et al., 1999).
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L’appressorium se différencie ensuite en haustorium au niveau de la membrane plasmique. Ce
dernier assure le transfert des nutriments de la plante au champignon, comme le glucose (Sutton
et al., 1999). A la surface du végétal, un mycelium se développe. Des conidiophores sont alors
formés, assurant la libération de nouvelles spores asexuées permettant la dissémination de

I’agent pathogéne (Figure 7).
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Figure 7 : Phase asexuée du cycle de développement de B. graminis f. sp. hordei
(Both et al., 2005).
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1. Mécanismes de défenses des plantes

1. Relations et interactions parasitaires

Durant leur cycle de développement, les plantes subissent différents stress, non seulement,
abiotiques a savoir les variations de températures, la sécheresse, les disponibilités altérées en
nutriments, mais aussi des stress biotiques tels que des attaques d’un large éventail de
phytopathogeénes et d’herbivores (Wilkinson et al., 2019, Hilker et Schmiilling, 2019). En effet,
les plantes présentent une niche offrant un apport constant de carbone et de nutriments pour
certains phytopathogenes y compris les virus, les bactéries, les champignons et les nématodes
(Biere et Goverse, 2016). Pour accéder a cette source, les mécanismes de défense des plantes
allant des barriéres passives aux réactions de défense induites qui doivent étre surmontées. En
effet, les plantes ont développé un arsenal de mécanismes de détection et de signalisation pour
percevoir et réagir d’une maniére appropriée et efficace a chaque type de stress (Romera et al.,
2019). Ainsi, les plantes peuvent étre résistantes a certains microorganismes nuisibles.
Cependant, un nombre restreint de bioagresseurs peut engendrer des maladies ayant des
conséquences économiques et écologiques majeures (Gill et al., 2015; Lipka et al., 2008). A
cet égard, les interactions entre les plantes—agents pathogénes se distinguent en 3 types de

relations différentes selon les deux partenaires :

- Larelation dite non-héte correspond a une incompatibilité fondamentale entre la plante
et I’agent pathogéne. Ce dernier est incapable de pénétrer et de se développer au dépend
de la plante. En effet, les barrieres passives de la plante sont suffisantes pour stopper le
bioagresseur, cette relation se définit par une incompatibilité entre tous les cultivars
d’une espéce végétale et tous les biotypes d’un agent pathogene déterminé (Lepoivre,
2003).

- Dans une relation hote, pour une espece végétale particuliere, la relation parasitaire peut

aboutir soita :

(1) Une interaction incompatible pour les biotypes avirulents des champignons :
bien que I’agent pathogene parvienne a dépasser les barrieres passives et pénétrer dans
la plante, son installation et son développement au sein de la plante hbdte sont
immédiatement arrétés grace a la mise en place de réponses de défense appropriées et

efficaces. Ainsi la plante est dite résistante, 1’agent pathogene avirulent est donc
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incapable de causer la maladie (Reignault et Sancholle, 2005). Cette résistance est le
plus souvent caractérisée par une réaction de type « hypersensible » (hypersensitive
response, HR) (Agrios, 2005; Lepoivre, 2003).

(i) Une interaction compatible est suivie par une prolifération active de 1’agent
pathogéne virulent. Les défenses mises en place par la plante sont inefficaces pour
bloquer le développement du parasite. La colonisation totale ou partielle de la plante est
suivie par I’apparition de symptomes chez les plantes dites sensibles. En effet, la relation
compatible est plus ou moins marquéee selon les génotypes des plantes sensibles ou

tolérants (Reignault et Sancholle, 2005).

2. Mécanisme d'induction de la résistance chez les plantes

Dans le cas d'une relation héte compatible, les phases précoces de contact entre la plante et
I’agent pathogene fongique vont déterminer la capacité de 1’agent pathogéne a infecter la plante.
Aprés la pénétration de 1’agent phytopathogéne a travers la paroi végétale ou via une blessure,
sa présence peut étre percue par la plante et peut conduire a I’induction des réactions de défenses
(Boulenouar et al., 2011).

La résistance des plantes est obtenue par 1’induction de la défense qui se met en place dés
I’attaque de I’agent pathogene. En 2006, Jones et Dangl ont proposé un modéle dit « en zig-zag
» décrivant les phases de reconnaissances successives qui peuvent avoir lieu lors de I’interaction

entre une plante et un agent pathogéne (Figure 8).
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PTI ETS ETI ETS ETI

Pathogen
effectors
Pathogen

effectors Avr-R

Figure 8 : Schéma du modéle « en zig-zag » illustrant I’évolution de I’immunité de la plante,
’agressivité et la virulence des agents pathogenes (Jones et Dangl, 2006). PAMP: Pathogen-
Associated Molecular Pattern, PRR: pattern recognition receptor, PTI1: PAMP-Triggered

2.1

Immunity, ETI: Effector Triggered Immunity.

Phase 1 : Cette étape correspond a la résistance basale. La plante détecte les motifs
moléculaires PAMP produits par tous les agents pathogenes par le biais des récepteurs de

reconnaissance des motifs PRR, entrainant 1’établissement de la PTI.

Phase 2 : Certains agents pathogénes adaptés sont capables de contourner la PTI en
produisant des molécules qualifiées d’effecteurs, déclenchant ainsi la deuxiéme phase de
ce modéle : ’ETS (Effector-Triggered Susceptibility).

Phase 3 : De son coté, la plante réagit par une deuxieme ligne de défense amplifiée de la
PTI, appelée ETI et pouvant induire une réaction d'hypersensibilité ot un effecteur donné
produit par I’agent pathogene (Avr) est spécifiquement reconnu par une protéine R. Cette
reconnaissance permet le développement d’un niveau élevé de résistance, associé a la HR.
En réponse, 1’agent pathogéne peut contourner I’ETI en produisant de nouveaux
effecteurs qui ne seront pas reconnus par la premiére protéine R, et la plante redevient
sensible donc a I’ETS.

Reconnaissance du stimulus d’attaque et induction de la résistance
basale : la PTI

La premiere étape de la signalisation de défense correspond a la reconnaissance par la plante

des éliciteurs moléculaires exogénes associés aux agents pathogenes appelés PAMPs
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(Pathogen-Associated Molecular Patterns), plus généralement appelés MAMPs (Microbe-
Associated Molecular Patterns) (Chisholm et al., 2006). Les PAMPs peuvent étre des
glycopeptides, des oligosaccharides ou des peptides, issus de la paroi, comme la chitine chez
les champignons pathogenes ou la flagelline chez les bactéries (Boller et Felix, 2009 ; Henry et
al., 2012 ; Jones et Dangl, 2006). A ces molécules s’ajoutent des motifs endogénes a la plante
dites DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns), résultant de la dégradation des parois
végétales par les enzymes de 1’agent pathogéne (Henry et al., 2012). Ces motifs peuvent étre
de nature protéique, glucidique ou lipidique (Boller et Felix 2009, Nurnberger et al., 2004). Ils
sont reconnus par des récepteurs membranaires PRR (Pathogenic-Related Receptors) et
induisent une résistance basale (appelée aussi résistance non-spécifique) sous le nom de PTI
(PAMP-Triggered Immunity) (Jones et Dangl 2006 ; Jung et al., 2009 ; Nilrnberger et al., 2004).

Cette réponse est mise en place pour stopper la prolifération de 1’agent pathogéne (Figure8).

2.2. Reéponse de I’agent pathogene : PETS

En retour, I’agent pathogéne peut augmenter son armement contre la PTI dans le but de
contourner cette premicre ligne de défense basale et d’infecter la plante (Gohre et Robatzek,
2008). Une phase de sensibilité en découle ; elle est dite ETS (Effector-Triggered
Susceptibility). En effet, I’agent pathogene secréte donc des effecteurs correspondant a des
protéines souvent riches en cystéines (Oliva et al., 2010). Ces effecteurs peuvent étre
apoplastiques ou cytoplasmiques. Ces effecteurs sont impliqués dans la manipulation du
métabolisme de la cellule végétale (perturbation de la balance hormonale, activité
photosynthétique ou modification de la transcription de génes impliqués dans les voies de
défense), permettant a I'agent pathogene de coloniser les tissus de la plante et installation de la
maladie (Kamoun, 2006 ; Lo Presti et al., 2017). Les effecteurs apoplastiques vont agir dans
I’apoplasme pour protéger la chitine fongique contre les chitinases végétales ou contre la
reconnaissance des PAMPs (Lo Presti et al., 2017). Les agents pathogénes filamenteux
sécretent leurs effecteurs dans I’apoplasme au niveau d’une interface étroite avec la cellule
végétale, grace a leurs haustoria (Okmen et Doehlemann, 2014). Par exemple, le champignon
biotrophe Ustilago maydis, responsable de la maladie du cahrbon du mais, est capable de
secréter un effecteur apoplastique Pepl capable de supprimer les réponses de défense de la

plante en inhibant la peroxydase (POX12) (Hemetsbergeret al., 2012). Toutefois, il n’a pas été
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décrit de quelle fagon les effecteurs de ces agents pathogenes sont internalises dans la cellule
végétale (Lo Presti et Kahmann, 2017).

2.3. Induction de la résistance spécifique : PETI

En réponse a I’ETS, la plante peut mettre en place une deuxiéme vague de défense plus rapide,
prolongee et amplifiée par rapport a la PTI (Figure 5). Cette réaction est décrite comme une
immunité déclenchée par la reconnaissance des effecteurs et est appelée ETI (Effector-
Triggered Immunity). Les effecteurs sont définis en tant que des protéines d’avirulence, codés
par des génes d’avirulence avr qui sont reconnus par la plante grace a des récepteurs des genes
de résistance R de type NB-LRRs (a domaines Nucleotide Binding Site et Leucine Rich Repeat)
(Elmore et al., 2011). Cette complémentarité intracellulaire entre les produits des genes avr de
I’agent pathogéne et les produits des genes R de la plante correspond a une résistance génétique
dite « géne pour géne » (Flor,1971). Cette interaction est indispensable pour assurer une
résistance spécifique contre le bio-agresseur. L’ETI est également appelée résistance
spécifique/verticale. Elle caractérise les interactions de type incompatible entrainant une
résistance de la plante au pathogene et au cours de laquelle peut intervenir la HR, se
caractérisant par une mort cellulaire rapide au site d‘infection (Jones et Dangl, 2006 ;
Benhamou et Rey, 2012) (Figure 1). Par exemple, une HR est observée chez le blé et découle
de la reconnaissance des protéines effectrices appelées AVRPM2 produites par Blumeria
graminis f.sp. tritici (Bgt) reconnu par un récepteur de la plante codé par des genes de résistance
nommés Pm (Bourras et al., 2018). Cette interaction, entre les produits des génes R et avr,
conduit a la résistance totale du blé contre Bgt (Das et Griffey, 1995). Dans certains cas, 1’agent
pathogéne peut arriver a contourner I’ETI déclenchée en acquérant des effecteurs

supplémentaires (Jones et Dangl, 2006).

3. Reésistance locale et résistance systemique

3.1. Résistance locale acquise

La resistance locale acquise (Local Acquired Resistance, LAR) se manifeste dans les cellules
situees au niveau du site d’infection par une augmentation de la résistance des tissus adjacents,

mais qui ne s’étend pas aux tissus distants du point d’infection. La LAR conduit & une HR au
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niveau des cellules avoisinantes du site d’infection et donc a un arrét de pénétration de I’agent
phytopathogéne. Une accumulation des protéines PRs (pathogenesis-related protein) tels que
la PR9, PR15 et I’accumulation de la POX qui conduit & un renforcement de la paroi cellulaire

et a la production des phytoalexines (Jones et Dangl, 2006).

3.2. Reésistance systémique acquise

En plus de la mort cellulaire au niveau du site de I’infection et donc de I’inhibition directe de
I’agent pathogéne biotrophe, la HR peut libérer des signaux conditionnant les cellules distantes
a devenir plus réactives et activer des réponses dans les tissus distaux du site de 1’infection
(Kombrink et al., 2001). C’est ce qui conduit a la résistance systémique acquise (Systemic
Acquired Resistance, SAR) qui est une forme généralisée de LAR ayant comme point de départ
le site de pénétration de 1’agresseur et qui se développe dans 1I’ensemble de la plante (Durrant
et al., 2004). Les premicres études sur la SAR chez les monocotylédones ont fait état d’une
résistance contre une souche de B. graminis f. sp. hordei virulente au niveau des feuilles d'orge
non infectées et pré-infectées avec des isolats virulents ou avirulents du méme agent pathogene
(Hwang et Heitefuss, 1982) et d'une résistance accrue contre Pyricularia oryzae dans des tissus
de riz pré-infecté avec la bactérie Pseudomonas syringae pv. syringae (Smith et Metraux,
1991).

La SAR est généralement induite suite a I’infection par des agents pathogénes foliaires
biotrophes (Vlot et al., 2009 ; Fu et Dong, 2013), mais aussi en réponse a des traitements par
des activateurs chimiques connus pour « mimer » la mise en place de la SAR : acide salicylique
(salicylic acid, AS) et ses analogues fonctionnels tels que I’acide B-amino-butyrique (B-Amino-
Butyrique Acid, BABA), I’acide 2,6-dichloro-isonicotinique (INA) ou acibenzolar-S-methyl
(ASM) ou le benzothiadiazole (BTH) (Sticher et al., 1997; Mandal, 2010, Wang et al. 2018).
Suite a un traitement au BTH, une résistance induite généralisée a été observée chez le blé
contre I’oidium du blé (Bgt) et la rouille causée par Puccinia triticina (Pt). Cette résistance est
liée a I’induction de génes codant pour la lipoxygénase (LOX) et une proteine riche en soufre
(Gorlach et al., 1996 ; Hafez et al., 2014). La résistance conférée a la plante est efficace contre
un large panel d’agents pathogenes incluant virus, bactéries, champignons et nématodes
(Durrant et Dong 2004, Jourdan et al., 2008). Pour ce faire, la SAR implique des modifications
de la paroi du site de I’infection provoquant la nécrose, une accumulation de phytoalexines et

une induction de I’expression des génes codant pour les protéines PR dans les tissus éloignés
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du site de I’infection (Durrant et Dong 2004 ; Ebrahim et al., 2011). La surexpression du facteur
protéiqgue NPR1 (Non-expressor of Pathogenesis-Related Genes1), connu comme un régulateur
important de la voie de I’AS, aboutit a la mise en place de la SAR et entraine une augmentation
de la résistance vis-a-vis a plusieurs pathogenes (Dong, 2004 ; Hofte, 2003 ; Grant et Lamb,
2006). En effet, suite a I’infection par 1’agent pathogéne, des oligoméres de NPR1 seraient
convertis en monomeres et transferés du cytoplasme au noyau ou ils interagissent avec des
facteurs de transcription TGA et WRKY pour activer I'expression de multiples génes PR (Cao
et al., 1994 ; Delaney et al., 1995 ; Ryals et al., 1997 ; Shah et al., 1997 ; Mou et al., 2003,
Fobert et al., 2005, Pieterse et al., 2014).

L’activation de la SAR est associée par une accumulation locale d’AS au site de 1’infection et
de maniere systémique a des concentrations plus faibles dans les tissus plus distants de la plante
(Bostock, 2005). Neanmoins, Vot et al. (2008), ont démontré qu’un autre signal lipidique,
I’acide jasmonique (jasmonic acid, AJ) semble étre impliqué dans les voies de signalisation de
cette résistance. En effet, une accumulation de I’AJ et I’expression des genes en dépendant sont
corrélés avec I’induction de la SAR (Truman et al., 2007). La SAR observée chez I’orge et mise
en place suite a une infection primaire par Pseudomonas syringae pv japonica (Psj) ou
Xanthomonas translucens pv cerealis (Xtc), confere une résistance a une infection secondaire
par Xtc. Selon Dey et al. (2014), cette résistance n’est pas associée a 1’accumulation locale ou
systémique de 1I’AS. Elle serait plutot associée a une accumulation locale non systémique de
I’acide abscissique (ABA). En effet, des applications locales de MeJA (methyl ester jasmonic
acid) ou ABA ont déclenché une résistance contre Xtc. De méme, cette résistance n’était pas
médiée par NPR1 mais plut6t par deux types de facteurs de transcription de type WRKY et ERF

(Ethylene Responsive Factor).

4. Résistances suite a I’interaction plantes-microorganismes du sol

4.1. Résistance systemique induite: ISR

Les microorganismes tels que les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ou les PGPF
(Plant Growth-Promoting Fungi), ont la capacité de moduler la PT1 afin de pouvoir coloniser
la plante et de déclencher une résistance induite (Zamioudis et Pieterse, 2012). En 1991,
differents travaux ont montré, pour la premiére fois, que la colonisation des racines par des

rhizobactéries promotrices de croissance connues sous I’appellation PGPR, stimulait le systéme

25



Synthése bibliographique

immunitaire des plantes en mettant en place une résistance systémique induite ISR (Induced
Systemic Resistance) (revue Pieterse et al., 2014 ; Van Loon et al., 1998). L’ISR a été observée
chez les plantes monocotylédones et dicotylédones en réponse a la présence de PGPR tels que
Pseudomonas, Serratia, et Bacillus sp. Cette résistance se révele bien systémique car
I’inoculation des plantes par les rhizobactéries au niveau racinaire permet la protection des
parties aeriennes via I’induction des mécanismes de défense lors d’une attaque ultérieure par
un pathogene (Pieterse et al., 2014 ; Van Peer et al., 1991 ; Wei et al., 1991). L’ISR est
déclenchée également par des champignons de la rhizosphere (PGPF) comme Trichoderma spp.
ou Piriformospora indica et encore la forme avirulente de Fusarium spp. (Segarra et al., 2009
; Alizadeh et al., 2013 ; Pieterse et al., 2014) et confére une résistance a un large spectre de
pathogénes des parties aériennes de la plante (Hossain et al., 2007 ; Pieterse et al., 2014). Dans
la littérature, plusieurs souches de Trichoderma spp. ont été décrites pour leurs capacités a
induire une ISR. La souche T39 de T. harzianum induit une résistance systémique contre
I’oidium sur vigne cause par Erysiphe necator (Perazzolli et al., 2008) et contre Botrytis cinerea

sur la tomate et le tabac (De Meyer et al., 1998) (Figure 9).

Contrairement a la SAR, la voie de signalisation de I’ISR n’est pas associée a 1’accumulation
de I’AS (Pieterse et al., 2000). L’ISR semble plutdt mediée par la voie de signalisation de I’AJ
et de I’éthyléne (ET) (Pieterse et al., 1998 ; Kloepper et al., 2004 ; Kishimoto et al., 2006;
Heinen et al. 2018). L’utilisation de mutants chez Arabidopsis thaliana, dont les voies de
signalisation de I’AJ (jarl-1) ou de I’ET (etrl-1) sont altérées, a permis de démontrer
I’implication de ces hormones dans I’ISR (Pieterse et al., 1998 ; van Wees et al., 2000 ; van
Loon et al., 2006 ; Pieterse et al., 2014). Toutefois, certaines PGPR semblent capables de
déclencher une ISR qui est dépendante de I’AS. Pseudomonas aeruginosa 7NSK2, une souche
mutante de PGPR produisant I’AS, a assuré une résistance chez la tomate et le haricot contre
B. cinerea mais pas chez la tomate NahG transgénique non accumulatrice de I’AS (De Meyer
et al., 1999 ; Audenaert et al., 2002). Cette résistance induite dépend du génotype de la plante
hote, du microorganisme inducteur mais aussi du mode de vie de 1’agent pathogene (Suty,
2010). En effet, I'ISR semble étre efficace contre les bioagresseurs qui sont sensibles aux
réactions de defense dépendantes aux voies de I’AJ /ET tels que les agents pathogénes
nécrotrophes et les insectes ravageurs (Van Wees et al., 2008 ; Pineda et al., 2010) (Figure 9).
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SYSTEMIC
SYSTEMIC

LOCAL

Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dans la résistance systémique acquise (SAR)
induite par un agent pathogeéne et la résistance systémique induite (ISR) déclenchée par les
microorganismes bénéfiques du sol (Modifié de Pieterse et al. (2014)).

4.2. Résistance induite par les champignons mycorhiziens arbusculaires

Les réactions impliquées dans la protection des plantes par les CMA restent peu connues (Basu
et al., 2018). Elles ne sont pas reliées uniquement a I’amélioration de la nutrition minérale ou
au changement dans la morphologie racinaire de la plante et a la concurrence avec des agents
pathogénes pour les carbohydrates, mais elles s’averent étre également liées a la synthese des
substances biochimiques végétales telles que les composés phénoliques et I'expression de genes
liés a la défense (Feldmann et Boyle 1998 ; Ruiz-Lozano et al., 1999 ; Jung et al., 2012). Les
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CMA, champignons du sol du sous-phylum Glomeromycotina (Spatafora et al.,2016),

conféerent a la plante une tolérance aux stress abiotiques et biotiques (Fiorilli et al., 2018).

La résistance induite par les CMA est appelée MIR (mycorrhizal induced resistance) (Pozo et
Azcdn-Aguilar, 2007), elle est similaire a I’'ISR déclenchée par les microorganismes bénéfiques
du sol. Cette résistance est bien systémtique puisqu’elle est observée au niveau des tissus aériens
des plantes mycorhizées (Bruisson et al., 2016 ). Certains travaux suggéreraient que la
protection observée chez les plantes mycorhizées contre des pathogénes du sol serait due a une
compétition directe entre le CMA et les organismes phytopathogénes pour la disponibilité des
nutriments (Bedker et al., 2002). Cependant, certaines études menées en systeme des racines
séparées (split root) ont démontré qu’une résistance systémique contre Phytophthora parasitica
a bien été observée au niveau du compartiment des racines de tomate non mycorhizée par le
CMA Funneliformis mosseae (Cordier et al., 1998 ; Pozo et al., 2002). L’induction de la
résistance est caractérisée par un épaississement des parois des cellules de 1’h6te contenant des
pectines non estérifiées, 1’accumulation des composés phénoliques, de B-1,3-glucanases ainsi
que des protéines de défense PR1a au niveau des racines de tomate non mycorhizées (Cordier
et al., 1998 ; Pozo et al., 1999 ; Maldonado-Bonilla et al., 2008). De plus, Fritz et al. (2006)
ont indiqué que la colonisation des plants de tomate par le CMA réduisait d’une maniére
significative les symptomes précoces de I’alternariose causée par Alternaria solani. Ceci serait
di en partie a un mécanisme semblable a I’ISR (De la Noval et al., 2007 ; Pozo et Azcon-
Aguilar, 2007).

Les MAMPs issus des CMA reconnus par la plante déclenchent une MTI (MAMP-Triggered
Immunity) et pourraient amorcer des réactions de défenses dépendantes de I’AS (Zamioudis et
Pieterse, 2012). L’augmentation de I’activité des enzymes telles que les -1,3-glucanases et les
chitinases, la surproduction des phytoalexines, des composés phénoliques et I’activation de la
voie des phénylpropanoides au niveau des racines de la plante hdte sont impliqués lors de la
MTI déclenchée par les CMA (Cameron et al., 2013). Ces réactions de défense sont efficaces a
protéger contre un panel d’agents pathogeénes : virus, bactéries, oomycétes, champignons et
nématodes (Al-Karaki, 2013 ; Yang et al., 2014, Sun et al., 2018). Plusieurs travaux ont rapporté
I’apport de la symbiose mycorhizienne dans la réduction des dommages causés par lesagents
pathogénes du sol tels que Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium, Phytophthora et Pythium
(Pinochet et al.1996, Whipps 2004, De la Pefia et al. 2006, Li et al. 2006, Elsen et al.2008 ;
Vos et al., 2011 ; Vos et al., 2013, Comby et al., 2017). Cependant, ces réactions de
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défense varient selon les espéces de CMA, la plante hote, I’agent pathogene et les conditions

environnementales (Whipps, 2004 ; Azcon-Aguilar et Barea, 1997).

La mise en place de la symbiose mycorhizienne implique une reprogrammation des fonctions
chez les deux symbiotes. Plusieurs mécanismes sont déclenchés lors de la mise en place de la
MIR dans des tissus foliaires, tels que 1’augmentation des activités de la chitinase, la B-1,3-
glucanase, de la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL) et de la lipoxygénase (LOX) dans les
feuilles de tomate mycorhizée par F. mosseae lors de I'inoculation par Alternaria solani (Song
etal., 2015). L’induction de I’expression de divers génes de la plante sont également observées,
tels que des genes codant des protéines impliquées dans la transduction du signal (OsDUF26 et
OsMPK®6) et la signalisation médiée par le calcium (OsCBP, OsCaM et OsCML4) chez les
plantes de riz mycorhizées par Rhizophagus irregularis puis infectées par M. oryzae (Campos

-Soriano et al., 2012).

De plus, la protection obtenue par la MIR semble étre fortement dépendante du mode de vie de
’agent pathogéne fongique (biotrophe, nécrophe ou hémibiotrophe) (Shaul et al., 1999 ; Fiorilli
et al., 2011; Miozzi et al., 2011; Campos-Soriano et al., 2012; Jung et al., 2012; Song et al.,
2013; 2015; Sanchez-Bel et al. 2016). En effet, les plantes mycorhizées présentent une
protection accrue contre les agents pathogenes foliaires nécrotrophes, tels que A. solani et B.
cinerea chez la tomate colonisée par R. irregularis ou F. mosseae (Fritz et al., 2006 ; De la
Noval et al., 2007; Fiorilli et al., 2011; Song et al., 2015), Fusarium sp. chez le fraisier et le lin
mycorhizés respectivement par F. mosseae et R. irregularis (Dugassa et al., 1996; Li et al.,
2010; Sikes 2010) et Fusarium oxysporum chez le concombre colonisé par R. irregularis ou

Glomus versiforme (Wang et al., 2012).

Plusieurs travaux ont montré que les effets de la symbiose mycorhizienne sur les maladies
foliaires causées par différents pathogénes hémibiotrophes sont partagés et peuvent varier entre
une absence de résistance induite a une réduction de la maladie (Lee Song et al., 2005 ;
Chandanie et al., 2006 ; Li et al., 2010). Concernant les agents pathogeénes biotrophes, 1’effet
des CMA varie d'une augmentation d'incidence de la maladie, a une protection. Ainsi, il a été
démontré que I’infection par Oidium lini chez les plantes de lin mycorhizées par R. irregularis
a été plus importante, mais elles ont moins souffert que les plantes non mycorhizées en termes
de poids frais des pousses, d'assimilation du CO; et de la teneur en saccharose des apex
(Dugassa et al., 1996). Dans le cas des plantes de I’orge mycorhizées par G. etunicatum, une

plus forte sensibilité & 1’oidium a été constatée puisque le taux de sporulation du champignon
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de l'oidium était deux fois plus important que sur les plantes témoins (Gernns, 2001). A
I’inverse, 1'inoculation du blé avec F. mosseae et R. irregularis a réduit le nombre d’haustoria
de B. graminis, au niveau des cellules épidermiques des feuilles de blé, atténuant ainsi
I'apparition des symptémes avec une protection évaluée a 74% et 34% chez les blés inoculés
par F. mosseae et R. irregularis respectivement. En réponse a la mycorhization du blé par ces
deux CMA, une accumulation accrue de composés polyphénoliques et de peroxyde
d’hydrogeéne (H20:) a été observee au niveau des sites d'infection de Bgt, soit localement, soit
au niveau de la cellule entiéere en comparaison des plantes non-mycorhizées (Mustafa et
al., 2016, 2017) (Tableau 2).

Certaines réponses similaires a celles mises en place lors de I’interaction plante et agent
pathogene, ont été rapportées dans le cadre de la symbiose mycorhizienne arbusculaire. Allant
de la perception du champignon mycorhizien, a la transduction du signal jusqu’a 1’induction
des génes de défenses chez la plante hote, ces étapes ont été étudiées et les mécanismes de
défense qui en découlent augmentent d’une maniére transitoire lors de I’interaction CMA-
plante hote (Garcia-Garrido et Ocampo, 2002 ; Zamioudis et Pieterse, 2012). Cependant, les
protéines effectrices qui sont émises par le CMA dans le cadre de la symbiose mycorhizienne
afin d’atténuer les premicres réactions de défenses de la plante restent peu connues. Plett et al.
(2011) ont souligné le role des effecteurs qui semblent étre essentiels dans la régulation de la
réponse immunitaire des plantes et donc dans 1’issue de I’interaction symbiotique. Kloppholz
et al. (2011) ont démontré, pour la premiére fois, que lors de I’interaction avec la plante hote,
le CMA R. irregularis sécrete une protéine effectrice appelée SP7 au niveau des racines de
Medicago truncatula, qui interagit avec le facteur de transcription ERF19, fortement induit au
niveau du noyau dans les racines infestées par Colletotrichum trifolii d'une maniére transitoire
durant la colonisation du mycorhize. Ce dernier est généralement impliqué dans la régulation
des mécanismes de défenses induits en réponse aux applications de I’Ethyléne. SP7 interfére
donc avec la voie de signalisation de I'ET, une hormone clé dans I'immunité déclenchée par les
MAMP (Boutrot et al., 2010 ; Clay et al., 2009). En effet, I'expression constitutive de SP7 dans
les racines déja mycorhizées de Medicago truncatula conduit a une mycorhisation plus élevée
et une réduction de I'expression des génes de defense des plantes contre C. trifolii. Ces protéines
effectrices impliquées dans la symbiose semblent étre conservées dans le phylum des

Glomeromycota (Toro et Brachmann, 2016).

L’initiation de la relation symbiotique entre le CMA et la plante hdte implique des

modifications au niveau des genes, d’hormones et des exsudats racinaires tels que les
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strigolactones et des lipochito-oligosaccharides qui jouent un réle clé dans 1’activation de la
cascade de signalisation des défenses en aval (Mohanta et Bae, 2015). L’induction de la
résistance systémique dans les plantes mycorhizées suggére I'implication d'un signal induit par
les CMA. Cependant, le mécanisme sous-jacent des réponses de défense mis en place lors de la
MIR reste peu connu (Basu et al., 2018 ; Song et al., 2015). 1l a été démontré que les plantes de
tomate colonisées par R. irregularis et F. mosseae ont développé une résistance contre B.
cinerea et A. solani en impliquant I’induction de la voie des oxylipines, notamment
l'accumulation de 1’AJ, avec une nette réduction des teneurs en AS (Sanchez-Bel et al., 2016).
Chez les plantes de tomate pré-inoculées par F. mosseae et infectées par A. solani, une
stimulation des activités enzymatiques de la B-1,3-glucanase, la chitinase, la PAL
(Phénylalanine ammonia-lyase) et de la LOX (Lipoxygénase) a été enregistrée. Tandis qu’en
condition non infectieuse, la symbiose mycorhizienne seule n’a pas induit de modification sur

le profil des genes étudiés.

Hors contexte infectieux, I’inoculation mycorhizienne des plantes de Medicago truncatula par
R. irregularis, est capable d’induire une accumulation des transcrits des génes codant des
protéines impliquées dans les réponses de défense (Liu et al., 2007). Song et al. (2015) ont
démontré que I’inoculation des plantes de tomate avec F. mosseae, ne provoque pas de
changement de I’activité enzymatique mais une faible induction des transcrits des génes codant
I’AOC, PR1 et PR2. La MIR aurait un effet de potentialisation ou priming qui prépare,
localement et de facon systématique, tous les tissus de la plante a une éventuelle infection avec
un agent pathogéne. Dans le cas d’une potentialisation, les mécanismes de défense se mettent
en place uniquement lorsque les plantes sont attaquées par un agent pathogéne (Song et al.,
2015). L'induction des réponses de défense dans les plantes pré-inoculées par le CMA était plus
rapide que celle des plantes non inoculées en présence d'une infection par un agent pathogéne
(Pieterse et al., 2009 ; Song et al., 2015). Néanmoins, chez le blé pré-inoculé avec F. mosseae,
une élicitation systémique de 1’expresion de genes codant des marqueurs de défense tels que la
peroxydase (POX), une protéine a activité chitinase (CHI1), PAL et NPR1 est observée dans les
feuilles de plants de blé mycorhizés et ce uniquement avant 1’infection par Bgt (Mustafa et al.,
2017). Dans cette étude, les résultats montrent que la mise en place de la MIR s’était traduit par
une élicitation systémique des défenses de la plante plutot qu’un effet priming. Campos -
Soriano et al. (2012) suggérent que la MIR dans le cas de la mycorhization du riz par R.
irregularis peut avoir une double activité, un effet priming ainsi qu’un effet éliciteur en

induisant I’expression de genes de défense au niveau des tissus foliaires en I’absence du
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pathogene. En effet, I’établissement de la symbiose mycorhizienne chez le riz a ét¢ marquée
par une induction systémique des génes impliqués dans les réponses de la plante (OsNPR1,
OsAP2, OsEREBP et OsJAmyb) au niveau des racines. Au niveau des feuilles du riz mycorhizé,
des génes impliqués dans la transduction du signal (OsDUF26 et OsMPKG6) et dans le processus
de signalisation médiés par le calcium (OsCBP, OsCaM et OsCML4) ont été induits en absence
de I’infection. En présence de 1’agent pathogene P. oryzae, I’inoculation mycorhizienne s’est
avéree efficace pour conférer une protection tout en induisant certains génes liés a la
pathogenese (OsPR1a, OsPR5, OsPBZ1 et OsPR10). D'aprés ces résultats, il semble que les
génes jouant un réle régulateur dans la réponse du riz a l'infection par des agents pathogénes,
qui fonctionnent de maniére dépendante de I’AS (OsNPR1) ou I’AJ (OsJAmyb), ainsi que
le géne OSAOC impliqué dans la biosynthése de 1’AJ, sont tous régulés a la hausse dans les
feuilles des plants de riz mycorhizés. Cette étude souleve la possibilité d'une éventuelle
modulation de la défense régulée par les mycorhizes et dépendante des voies a la défense I’AS

et/ ou I’AJ dans les plants de riz.

Cependant, selon Cameron et al. (2014), la MIR se distingue de la SAR, elle semble étre
indépendante de I’AS et serait plutét médiée par I’AJ. En effet, la MIR partage certaines
caractéristiques avec la SAR telle que I’induction de la voie de I’AS mais aussi avec I’ISR,

induite par des PGPR, souvent dépendante de la voie de I’AJ (van Wess et al., 2008).
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif de I'effet de la colonisation mycorhizienne a arbuscules sur les agents phytopathogénes aériens ((+) : protection, (-) :

Agent pathogene
Aérien
Cladosporium fulvum
(Biotrophe)

Blumeria
graminis f.sp. tritici
(Biotrophe)

Alternaria solani
(Nécrotrophe)
Funneliformis

Mosseae

Botrytis cinerea
(Nécrotrophe)

Alternaria triticina
(Nécrotrophe)

Phytophthora parasitica
(Hémibiotrophe)

sensibilité a la maladie et (&) : Absence de protection, (nd) : non décrit).

Nom de la maladie

Moisissure de la tomate

Oidium du blé

Alternariose

Pourriture grise

Alternariose du blé

Mildiou

Plante

Tomate
(Solanum lycopersicum)

BIé tendre
(Triticum aestivum L.)

Tomate
(Solanum lycopersicum
Mill.)

Tomate
(Solanum lycopersicum)

Blé
(Triticum aestivum L.)

Tomate
(Solanum lycopersicum)

Meécanismes de défense

Augmentation
significative des activités
superoxyde dismutase et
peroxydase, ainsi qu'une

diminution des taux de
H.0>
Mise en place de la MIR
Surexpression de la
POX, CHIZ1, PAL et
NPR1
Effet priming
Augmentation de
Iactivité f-1,3-
glucanase, chitinase,
phénylalanine
ammoniac-lyase (PAL)
et lipoxygénase (LOX)
Accumulation des
transcrits des génes PR1
, PR2 et PR3
Augmentation des
teneurs en ABA liée a la
protection
nd

Mise en place de la MIR
Dépdt de callose,
induction de PR1a

Références

Wang et al. (2017)

Mustafa et al.
(2016,2017)

Song et al. (2015)

Fiorilli et al. (2011)

Siddiqui et Singh (2005)

Cordier et al. (1998)
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Suite du tableau

Rhizophagus irregularis

Glomus etunicatum

G. mosseae,
G. etunicatum,
G. fasciculatum,
G. margarita

Phytophthora sojae

(Hémibiotrophe)
(oomycéte)
Magnaporthe oryzae
(Hémibiotrophe)

Fusarium oxysporum
(Hémibiotrophe)

Alternaria solani
(Nécrotrophe)

Podosphaera xanthi
(Biotrophe)

Botrytis cinerea
(Nécrotrophe)

Blumeria graminis f. sp.

hordei.
(Biotrophe)

Phytophthora
Capsici
(oomycete)

Pourriture
phytophthoénne

Pyriculariose

Flétrissement

Alternariose

Oidium

Pourriture grise

Odium de I’orge

Pourriture du poivron

Synthése bibliographique

Soja
(Glycine max)

Riz
(Oryza sativa)

Lin
(Linum usitatissimum L)

Tomate
(Solanum lycopersicum)

Concombre
(Cucumis sativus)

Tabac
(Nicotiana tabacum cv.
Xanthinc)

Orge

(Hordeum vulgare)

Poivron
(Capsicum spp.)

Libération de H,0,
et accumulation d’AJ

Priming
Surexpression des genes
liés a la défense du riz

OsNPR1, OsAP2,
OsEREBP et OsJAmyb
Accumulation de
phytohormones (auxines,
gibberelline-like)
nd

nd

nd

nd

Augmentation
significative des activités
B-1,3-glucanase et
chitinase

Lietal., (2013)

Campos-soriano et al.,
(2012)

Sikes (2010), Dugassa et
al. (1996)

Fritz, (2006)

Larsen et al., (2004)

Shaul et al., (1999)

Gernns, (2001)

Ozgonen et Erkilic
(2007), Pereira et al.,
(2016) Ozgonen et al.

(2009)
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5. Réponses cellulaires précoces dans la transduction du signal

Lors d’une interaction plante-agent pathogene, les éliciteurs (PAMPs, DAMPS) sont libérés. La
perception de ces éliciteurs est suivie par la mise en place d’une cascade d’événements de
signalisation (Gracia-Burgger et al., 2006). Les réponses cellulaires précoces et tardives

conduisent a la transduction du signal d’attaque.

5.1. Fluxioniques

La modification la plus précoce observée et impliquée dans la transduction du signal est liée
une altération de la perméabilité membranaire aux ions. En effet, suite a la reconnaissance de
PAMP, la modification des influx/efflux d’ions, mobilisant des transporteurs et des canaux
cationiques/anioniques sont observés (Yan et al., 2015) et vont entrainer une dépolarisation
rapide et transitoire de la membrane plasmique. Un premier influx de H* provoque une
augmentation du pH dans le cytoplasme, accompagné par une forte élévation cytosolique de
Ca?*. L’accumulation de Ca?" intracellulaire induit I’activation des canaux anioniques au niveau
de la membrane plasmique ainsi que I’inhibition de I’entrée de K* dans la cellule avec une sortie
de CI" et de K* de la cellule vers I’apoplasme (Yan et al., 2015). Ces flux ioniques agissent dans
un délai de 5 min apres la perception du PAMP, en amont d’autres événements de signalisation
intracellulaire (Steal et al., 2015). Le Ca?* en particulier a un role essentiel dans la cascade de
signalisation puisqu'il intervient en tant que second messager et est impliqué dans la majorité
des événements de transduction du signal (Ali et al., 2007). La signalisation du Ca ?* dépend
également des CaM (capteurs intracellulaires de Ca 2* comprenant les calmodulines), ainsi que
d'un groupe de protéines liées a la CNB (calcineurine B), appelées protéines de type CNB-Like
(CBL) (Batisti¢ et Kudla, 2009 ; Tena et al., 2011). Ces protéines sont capables de lier, décoder
et relayer le message du Ca 2* induisant des interactions protéines/protéines ou cascades de
phosphorylation. En effet, Takezawa (1999) a montré le rle important du Ca* dans la cascade
de signalisation de la MAP kinase (Mitogen-Activated Protein Kinase) chez les plantes de blée

en controlant les niveaux des transcrits de la MAPK.
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5.2.  Phosphorylation et déephosphorylation des protéines

Les protéines kinases MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), présentes dans le
cytoplasme et le noyau, participent a différents processus tels que la croissance, le
développement cellulaire et les réponses aux différents stress (Pitzschke et al., 2009 ; Gupta et
Chakrabarty, 2013 ; Sheikh et al., 2013 ; Danquah et al., 2015; Wang. et al., 2015). Ces
protéines kinases, impliquées dans les cascades de phosphorylation, sont conservees de maniére
évolutive et retrouvées aussi bien chez les insectes, les mammiféres que chez les plantes
(Nlrnberger et al., 2004 ; Xu et al., 2017).

La phosphorylation des protéines kinases a Serine-Thréonine active plusieurs protéines
effectrices dans le cytoplasme ou le noyau y compris d'autres kinases, protéines du cytosquelette
ou facteurs de transcription en entrainant des changements de leurs localisations et des
modifications de leur activité biologique ou de leur durée de vie (Khokhlatchev et al., 1998 ;
Xing et al., 2002 ; Rodriguez et al., 2010). Ces cascades impliguent généralement trois sous-
familles de protéines kinases qui interagissent de maniere sequentielle : les MAPK, les MAPK
kinases (MAPKK), les MAPK kinases kinases (MAPKKK) (Hamel et al., 2006 ; Suarez-
Rodriguez et al., 2010). D’autres MAPK kinases kinases kinases (MAPKKKK) ont également
été identifiées chez les plantes (Colcombet et Hirt, 2008 ; Raja et al., 2017) (Figure 10).

En réponse a un stress, les MAPKKK activent par phosphorylation deux résidus Ser / Thr situés
dans la boucle d'activation des MAPKK. Les MAPKK activées déclenchent a leur tour via une
double phosphorylation les MAPK. Les MAPK transmettent a leur tour le signal (Hamel et al.,
2012) et activent en aval I’expression des génes codant pour des PR-protéines et encore divers
mécanismes qui contribuent a la mise en place d’une HR et d’une SAR (Gao et al., 2011). La
famille MAPKKK est la plus hétérogéne et la plus importante qui agit en amont de la cascade
de phosphorylation (Danquah et al., 2014). Les génomes de monocotylédones, tel que riz
(Oryza sativa) et le mais (Zea mays) contiennent respectivement 75 et 74 genes MAPKKK (Rao
et al., 2010 ; Kong et al., 2013) tandis que chez le blé 155 genes MAPKKK ont été identifiés
(Wang et al., 2016).
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Figure 10 : Cascade d’activation des MAPK en réponse a un stimulus et réponse des cellules
suite a I’activation des MAPK. MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases; MAPKK:
MAPK-kinase; MAPKKK: MAPKK-kinase (Jagodzik et al., 2018).

Chez la plante modeéle, Arabidopsis thaliana, pres de 110 genes codant pour ces familles de
kinases ont été identifiés. Ils codent pour 20 protéines MAPK, 10 MAPKK et 80 MAPKKK
(Colcombet et Hirt, 2008; De Zelicourt et al., 2016; Raja et al., 2017). Les études réalisées sur
les MAPKs d’A. thaliana se sont focalisées sur les MAPK3, MAPK4 et MAPK6 qui
interviennent apres la détection de PAMPs (Pitzschke et al., 2009). Aprés traitement d’une
molécule élicitrice dérivée de la flagelline, flg22, la MAPKKK (MEKK1) phosphoryle MKK4
et MMKS5 (des MAPKKS) qui sont responsables de I’activation de la MAPK3 et MAPKG6 (Ren
et al., 2008) avec une activation exacerbée des MAPK3/6 et MAPK4 sur une culture cellulaire
d’A. thaliana (Droillard et al., 2004).

En 1999, Takezawa a décrit pour la premiére fois le géne TaMAPK3 chez le blé, précédemment
connu sous le nom de WCK-1, géne activé par un éliciteur d’origine fongique. Les MAPK de
blé caractérisées en réponse a des stress biotiques et abiotiques, sont MPK 3 et 6 (Rudd et al.,
2008 ; Gao et al., 2011 ; Alsaiari, 2012 ; Cevher-Keskin, 2015). Rudd et al. (2008) ont identifié
TaMPK3 comme I’'un des geénes codant pour une MAPK chez le blé et ont montré son rdle
déterminant dans le déclenchement de la PTI lors de la phase nécrotrophe du cycle de vie de

I’agent pathogéne hémibiotrophe Z. tritici.
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Plus récemment, Wang et al. (2018) ont souligné le rdle de régulateur positif de MPK4 dans la
résistance du blé a Puccinia striiformis. En effet, I’infection du blé dont le gene TaMAPK4 est
rendu silencieux, par une souche avirulente de P. striiformis induit une accumulation moins
importante de SA et de transcrits des genes codant des protéines PR, TaPR1, TaPR2 et TaPR5
par rapport aux plantes de blé témoins. Toutefois, la famille des protéines kinases bien qu’elle
soit impliquée dans les voies de transduction de signaux responsables de nombreux processus

biologiques chez les plantes, demeure peu étudiée chez les céréales (Goyal et al., 2018).

5.3. Accumulation des formes activées d’oxygeéne (Reactive Oxygen
Species : ROS)

Les plantes utilisent I’oxygéne afin de fournir I’énergie nécessaire a leur développement. Lors
de la chaine respiratoire, la réduction de I’oxygene est accompagnée par la production des
radicaux oxygeneés. En effet, des molécules hautement réactives, dérivées de 1’oxygeéne sont
produites lorsque la réduction est incompléte, parmi lesquelles des radicaux libres comme
I’anion superoxyde (O2 * "), le radical perhydroxyle (HO: ), le radical hydroxyle ("OH), le
radical peroxyle (ROz") et le radical alkoxyle (RO) ainsi qu’une forme non radicale comme le
peroxyde d’hydrogéne H.O,. Parmi ces espéces réactives de 1’oxygene (Reactive Oxygen
Species, ROS), il existe des formes phytotoxiques telles que I’anion hydroxyle (I’OH") et le Oa.
Ce dernier est produit dans I’apoplasme, et peut étre converti en H2O2 par la superoxyde
dismutase (SOD) (Hammond-Kosack et Jones 1996, Malecka et al., 2001). Comme tous les
radicaux libres, les ROS sont délétéres et agissent sur la structure des protéines, I’ADN et sur
les lipides membranaires. Cependant, elles sont également impliquées dans la réponse des

plantes aux stress biotiques et abiotiques (Baxter et al., 2014; Mittler, 2017; Parent et al., 2008).

En absence de stress, les plantes produisent des ROS en faible quantité au cours du métabolisme
aérobie grace a plusieurs enzymes notamment des NADPH-oxydases (Nicotinanide Adenine
Dinucleotide Phosphate), des peroxydases de type 111 (Camejo et al., 2016; Torres et al., 2006)
et ’oxalate oxydase(OXO) chez le blé (Hu et al., 2003). Ces faibles teneurs sont maintenus
grace a une balance pro-oxydant /antioxydant dans laquelle intervienne diverses enzymes
antioxydantes, telles que les superoxydases dismutases (SOD) (MnSOD ; FeSOD ;
Cu/ZnSOD), la catalase (CAT), I’ascorbate peroxydase (APX), et la glutathion peroxydase
(GPX) (Benhamou et Rey, 2012a; Parent et al., 2008, Sharma et al., 2012). Il existe aussi un

systéme non-enzymatique regroupant différentes molécules comme la proline, ou des
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oligoéléments comme le sélénium, le cuivre ou le zinc qui sont des co-facteurs des enzymes
antioxydantes (Benhamou et Rey, 2012a; Mendoza, 2011). Cet equilibre est essentiel pour
réguler les voies métaboliques de la plante et assurer les processus cellulaires (Czarnocka et
Karpinski, 2018). Lors d’un stress, une accumulation de ROS, liée a I’apparition d’un

« déséquilibre » du ratio ROS/ enzymes antioxydantes en faveur des ROS, est constatée. Dans
le cadre d’une ETI (résistance génétique), cette accumulation importante est appelée burst
oxydatif ou stress oxydant (Benhamou et Rey, 2012). Il se présente comme un acteur essentiel
de I’'immunité qui conduira en particulier a la régulation de 1’expression de geénes de défense

(Benhamou et Rey, 2012; Bolwell, 1999; Mittler 2017; Torres et al., 2006) (Figure 11).

Basal level

ROS
Cytostatic Redox biology Cytotoxic
(oxidative stress)
Cellular
proliferation Physiological
cell death
Stress

acclimation v Pathogen

defense

Signal Differentiation  Metabolic
transduction  and development regulation

Figure 11 : Les différents seuils et effets des espéces réactives de I’oxygene (ROS) (Mittler,
2017).

Lors de la reconnaissance de 1’agent pathogéne par la plante, les ions relachés dans I'apoplasme
(K+) contribuent a l'alcalinisation du milieu extracellulaire et favorisent la production d’H20>
par la cellule végétale. Les taux élevés des ROS apoplasmiques, médies par des enzymes
membranaires NADPH oxydases et des peroxydases, sont généralement atténués avant qu’ils
n’atteignent le noyau (Torres et Dangl, 2005 ; Suzuki et al., 2011 ; Mittler 2017). Le H.O; agit
souvent comme un signal transducteur pour déclencher des réponses en aval (Wrzaczek et al.,
2013 ; Baxter et al 2014 ; Camejo et al., 2016). En effet, la propagation sous forme de ‘vagues’
des signaux ROS est similaire & celle rapportée pour le Ca?* (Mittler et al., 2011 ; Suzuki et al.,
2013 ; Toyota et al., 2018 ; Fichman et al., 2019). Des chercheurs ont démontré qu'un peptide
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éliciteur de la flagelline, flg22, connu pour activer les MAPK, la phosphorylation de diverse
protéines membranaires (canaux ioniques...), des protéines kinases ou des protéines
phosphatases, induit également dans un délai de 5 a 10 min d’exposition la RBOHD
(Respiratory burst oxydase homologue protein D), une NADPH oxydase calcium-dépendante,
dans des cultures cellulaires d’Arabidopsis ( Benschop et al. , 2007).

Les ROS, et particuliérement le H2O-, sont également connus pour avoir un effet antimicrobien
direct sur ’agent pathogéne. lls peuvent également ainsi inhiber directement la germination des
spores de nombreux agents pathogenes (Low et Merida, 1996 ; Lamb et Dixon, 1997). De plus,
les ROS participent au renforcement des barriéres physiques de défense au niveau de la paroi
de la cellule végétale par pontages oxydatifs de protéines et de glycoprotéines comme les
HRGPs (glycoprotéines structurales riches en hydroxyproline) ou par 1’oxydation de
polysaccharides et de composés phénoliques (Lamb et Dixon, 1997 ; Mellersh et al., 2002;
Mendoza, 2011) (Figure 11).

Les ROS interviennent dans les réactions de defense et voies de signalisation en aval de leur
synthese (Foyer et al., 2005). En effet, les signaux de ROS peuvent se propager du tissu stimulé
aux tissus systémiques non stimulés (Mittler et al., 2011). Le H2O- est capable de traverser les
canaux aqueux de la membrane plasmique et par la suite d’oxyder des protéines a distance de
son site de synthese conduisant ainsi a une modification des flux ioniques, la phosphorylation
des protéines, I’expression de genes de défense et de la mise en place de la mort cellulaire
programmée (programmed cell death ou PCD) lors de la HR (Low et Merida 1996, Agrios,
2005 ; Miller et al., 2010 ; Benhamou et Rey, 2012) et la réponse systémique acquise (SAR)
(Parent et al., 2008). En effet, les signaux systémiques de ROS font partie d'un réseau de
signalisation important qui coordonne les réponses physiologiques et moléculaires entre

différentes parties distales de la plante (Devireddy et al., 2018) (Figurel2).

Une étude récente sir blé a démontré que les ROS étaient impliqués dans la PCD chez le blé
infecté par 1’oidium accompagnée d’une accumulation de I’AS (Cheng-yang et al., 2018). Xiao
et al. (2013) ont observé une activation plus importante des voies conduisant au burst oxydatif
chez un cultivar sensible par rapport a un cultivar résistant pendant la phase nécrotrophe de F.
graminerarum. A D’inverse, Shetty et al. (2003) ont montré que ’infection d’un cultivar
résistant du blé par un champignon hémibiotrophe, Zymoseptoria tritici était accompagnée par
une forte et précoce accumulation d’H20> pendant la phase biotrophe. Cette réaction, observée
dans le cadre d’une réaction incompatible, n’était pas retrouvée lors d’une réaction compatible
chez un cultivar sensible.
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Figure 12 : Production et implication des espéces réactives de I’oxygeéne dans les mécanismes
de défense des plantes (Torres et al., 2006).

Bien que I’accumulation des ROS a principalement été décrite dans de nombreuses études se
focalisant sur les interactions entre plantes et agents pathogenes, elle a été également observée
plus récemment lors d’interactions de plantes avec des organismes non-pathogenes de type
symbiotiques et plus largement bénéfiques, CMA et bactéries PGPR (Torres, 2010). En effet,
lors de I’association mycorhizienne, les ROS sont considérés comme des messagers secondaires
de ce type d’interactions (Garcia-Garrido et Ocampo, 2002). Li et al. (2013) ont observé une
libération de H20- en parallele & la stimulation des activités antioxydantes dans les feuilles de

soja dont les racines étaient colonisées par R. irregularis.

6. Voies de signalisation intercellulaires

Les phytohormones sont des messagers chimiques essentiels a la régulation des processus
biologiques de la plante tels que la croissance et le développement mais également les
mécanismes de défense en réponse a des stress biotiques (Bari et Jones, 2009). En effet, les
plantes sollicitent des réseaux hormonaux complexes pour relayer les stress biotiques et
reprogrammer leur métabolisme de croissance (primaire) vers des réponses de défense
(secondaire) (Heitz, 2019). L’attaque par un agent pathogéne met en place une cascade de
réactions entrainant des modifications hormonales et par la suite, module I'expression des génes
liés a la défense (Adie et al., 2007 ; Robert-Seilaniantz et al., 2007 ; Denancé et al., 2013 ;
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Heitz, 2019). Trois voies de signalisation sont particulierement impliquées dans ces
interactions, chacune liée a une phytohormone : la voie de I’acide salicylique (AS), la voie de

I’acide jasmonique (AJ), et la voie de I’éthyléne (ET) (Yang et al., 2013 ; Dar et al., 2015).

D’autres phytohormones plutot associées a la croissance de la plante, telles que les auxines,
I’acide gibbérellique (GA), les cytokinines, les brassinostéroides ainsi qu’une hormone de stress
I’acide abscissique (ABA), pourraient également étre impliquées dans le contrble des
mécanismes de défense des plantes (Pieterse et al., 2009, 2012) bien que leurs contributions
soient peu détaillées. Ces phytohormones peuvent agir seules ou en combinaison avec I’AS,
I’AJ etou I’ET (Kazan et Lyons 2014 ; Torres-Veraet al., 2014). Les trois hormones principales
du stress (AS, AJ et ET) sont impliquées dans des voies de signalisation menant a des réponses
de défense de la plante adaptées au mode de vie de l'agent pathogéne, que ce dernier soit
biotrophe, hémibiotrophe ou nécrotrophe (Bari et Jones, 2009). En général, les mécanismes de
défense efficaces contre les agents pathogénes biotrophes ou hémibiotrophes sont induits par la
voie de signalisation de I'AS. A D’inverse, les réponses de défense efficaces contre les agents
pathogenes nécrotrophes semblent majoritairement dépendre de la voie de signalisation faisant
intervenir I’AJ et ’ET (Glazebrook 2005 ; Van der Ent et al., 2009 ; Pieterse et al., 2012)
(Figure 13).
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Figure 13 : Implication de différentes hormones dans la régulation positive ou négative de la
résistance des plantes a divers agents pathogenes biotrophes et nécrotrophes. Les fleches
indiquent une activation ou une interaction positive et les lignes bloquées indiquent une
interaction négative ou une inhibition (Bari et Jones 2009). SA : acide salicylique, AJ : acide
jasmonique, ET : éthylene, ABA : acide abscissique, GA : acide gibbérellique, AUX : auxines,
BR : brassinostéroides, Cks : cytokinines.

42



Synthése bibliographique

6.1. L’acide salicylique (AS)

L’acide salicylique (2-hydroxy benzoic acid) est un dérivé aromatique qui joue un réle crucial
dans la mise en place de la résistance (PTI et ETI) contre les agents pathogénes biotrophes
(Glazebrook, 2005). L’accumulation d’AS est souvent observée au niveau du site de I’infection
mais aussi dans des tissus distants du site d’infection. Elle est aussi associée a la mise en place
de la HR avec une surexpression des génes PR et I’induction d’une résistance systémique
acquise (SAR) (Nawrath et Métraux, 1999 ; An et Mou, 2011).

La biosynthése d’AS, composé phénolique, débute par I’accumulation d’acide chorismique,
produit a partir de lI'acide shikimique (Lefevere et al., 2020). Deux voies de biosynthése sont
possibles : la voie de la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL) et la voie de I'isochorismate
synthase (IC) (Vidhyasekaran, 2015, Maruri-Lopez et al., 2019) (Figure 14).

Dans le deuxiéme cas, la biosynthése de I’AS a lieu au niveau des chloroplastes par la voie de
I’IC. En effet, le chorismate est transformé en isochorismate grace a une isochorismate synthase
(ICS). L’isochorismate est ensuite transformé en AS par une isochorismate pyruvate lyase (Per

etal., 2017). L’AS, une fois synthétisé, est exporté vers le cytosol (Fragniere et al., 2011).

La deuxieme voie de la production de I’AS, plus complexe que celle de I’'IC, se fait dans le
cytosol par le biais de la voie des phénylpropanoides grace a une mutase. La PAL convertit la
phénylalanine (Phe) en acide transcinnamique (tCA). A son tour le tCA est transformé en acide
ortho-coumarique et benzaldéhyde. Ce dernier est transformé par I’enzyme aldéhyde oxydase
(AAO) en acide benzoique (BA). Ensuite, BA est converti en AS par une hydroxylase(BA2H).
Une fois produit, I’ AS peut étre modifié par glucosylation ou méthylation afin d’étrestocké sous
ses formes inactives : le salicyloyl glucose ester (SGE), le SA O-B-glucoside (SAG),le méthyl
salicylate (MeSA) et le méthyl salicylate O- B-glucoside (MeSAG) (Klessig et al., 2018 ;
Maruri-Lopez et al., 2019).

L’AS produit dans le chloroplaste passe au cytosol par le biais des transporteurs EDSS5. 1l est
ensuite glycolysé par une UDP-glucose SA-glucosyltransferase et transféré dans les vacuoles
par des transporteur ABC / d'antiporteur H™ pour étre stocké sous sa forme inactive (SAG).
Ensuite, I’AS est hydrolysé sous I’action d’une AS-glucosidase. Il retrouve sa forme active et
ensuite reparti dans toute la plante pour participer a la SAR et ainsi qu’au niveau du tissu infecté
(Peretal., 2017 ; Maruri-Lopez et al., 2019).

43



Synthése bibliographique

Sy.on Q. OH

Q, —»—)fﬁ )
HO' = kg o OH -_

Shikimic acid OHEN D .
i Chorismic acid

0.T OH

|
OH o
Chorismic acid

<
2
=
o
b~
=
(3
o
<

0_0 Gic

e
Salicylic aci

Salicyloyl glucosa ester (SA)

£ .

OH
o, on O 5
o-6lc . S o o
Methyl salicylate

(MeSA)
SA O- B-glucoside
184G) Methy| salicylate O- B-glucoside
(MeSAG)

Cytosol

Figure 14 : Voies de la biosynthése de I’AS. Les plantes utilisent deux voies pour produire de
I'AS, la voie de la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la voie de I'isochorismate (IC)
(Maruri-Lépez et al., 2019).

6.2. L’acide jasmonique (AJ)

L’acide jasmonique, appartenant au groupe des oxylipines, est connu pour son role dans la
régulation de la croissance et du développement de la plante ainsi que dans les mécanismes de
défense en réponse aux stress biotiques et abiotiques (Schaller et Stintzi, 2009). La biosynthese
de cette hormone est mieux décrite chez les dicotylédones tels que A. thaliana et le tabac que

chez les monocotylédones comme le riz, le mais ou le blé (Lyons et al., 2013 ; Lui et al., 2016).

La biosynthése de I’AJ et de ses métabolites s’effectue successivement dans les chloroplastes
et les peroxysomes via la voie des octadécanoides (également appelée voie des lipoxygénases).
La lipoxygenase impliquée dans la production de I’AJ est la LOX 13. Elle permet I’oxygénation
de I’acide linoléique pour former I’acide 13(S)-hydroxy linolénique (13-HPOT). Ce dernier est
converti en acide 12-oxophytodienoic (OPDA) sous 1’action des deux enzymes, I’alléne oxyde
synthase (AOS) et I’alléne oxyde cyclase (AOC). Ensuite, I’AJ est formé a partir de 12-OPDA
et du dn-OPDA par une B-oxydation multiple dans le peroxysome. L’AJ peut aussi étre modifié
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par méthylation (par la JA carboxyl MethylTransferase : JMT) afin d’obtenir un dérivé méthylé
important, le jasmonate de méthyle (MeJA) (Seo et al., 2001 ; Dar et al., 2015). L’acide 12-
hydroxyjasmonique (12-OH-JA) et la jasmonoyl-isoleucine, résultante de la combinaison de
I’AJ — et I’isoleucine (AJ — Ile), sont formés a partir de I’AJ dans le cytoplasme. Suite a une
infection, 1I’AJ est transformé en AJ-lle par une enzyme GH3 appelée JA-conjugate synthase
(JAR1) (Dar et al., 2015). Cette combinaison AJ — lle représente la forme biologique active de
JA dans les plantes (Fonseca et al., 2009 ; Wasternack et Strnad, 2016). Une fois I’AJ — lle,
générée, elle favorise I’interaction entre la protéine de type F-box CORONATINE
INSENSITIVEL COI1 et JAZ. Une fois que le complexe AJ — lle/ COI1/ JAZ va se fixer au
répresseur JAZ1, les facteurs de transcription vont étre libérés et permettront ainsi I’expression
des génes cibles de I’AJ (Heitz, 2019 ; Ruan et al., 2019) (Figure 15).

16:

13-LOX
AOS

+ +
+ AOC
Al - o8 e

chloroplast

peroxisome

Pl JARL ~a"

o
OH
cooHn. @@, &K CcoocH; cytoplasm
o

NH
e L.

¢ é:vr>9433

I 12-OH-JA-lle
4 cypoaci
| 12-COOH-JA-lle

Figure 15 : Voies de biosynthése des jasmonates chez Arabidopsis thaliana (Ruan et al., 2019).
Les enzymes et les intermédiaires sont indiqués comme suit: LOX : lipoxygénase, AOS : alléne
oxyde synthase, AOC : alléne oxyde cyclase, OPR3 : OPDA réductase, JAR1 : jasmonate
résistant 1, JMT : JA carboxyl méthyltransférase; 18: 3 : 1'acide a-linolénique, 16: 3 : I'acide
hexadécatriénoique, OPDA : l'acide 12-oxo-phytodiénoique, dnOPDA : I'acide dinor-12-oxo-
phytodiénoique, OPC8 : 8- (3-0x0-2- (pent- Acide 2-enyl) cyclopentyl) octanoique, OPC6 :
acide 6- (3-oxo-2- (pent-2-ényl) cyclopentyl) hexanoique, OPC4 : 4- (3-0x0-2- (pent-2-ényl)
acide cyclopentyl) butanoique, tnOPDA : tetranor-OPDA, 4,5-ddh-JA : 4,5-
didehydrjasmonate, JA : acide jasmonique, JA-lle : jasmonoyl-L-isoleucine et MeJA :
jasmonate de méthyle.
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En absence d’AJ — lle, les génes de défenses sont maintenus silencieux grace aux protéines
jasmonates (des protéines répressives) du domaine ZIM (JAZ). Ces JAZ, marquées par
I’ubiquitine et destinées a la dégradation par le protéasome 26S, agissent comme des répresseurs
de la voie de transduction de I’AJ en bloquant les facteurs de transcription (Chini et al., 2007 ;
Thines et al., 2007 ; Yan et al., 2007). La protéine NINJA (NOVEL INTERACTOROF JAZ)
interagit avec le domaine ZIM. Elle s’associe au corépresseur TPL (TOPLESS) grace a des
motifs appelés EAR (ERF-ASSOCIATEDAMPHIPHILIC REPRESSION) afin d’empécher
I’activation précoce de la voie de I’AJ (Pauwels et al., 2010 ; Kazan, 2006) (Figure 15).

Deux voies majeures interviennent en aval dans la signalisation de 1I’AJ impliquant deux
régulateurs transcriptionnels clés : la voie ERF, associée a la résistance contre les agents
pathogeénes nécrotrophes, et la voie MYC, associée a la réponse d’une blessure et contre les
envahisseurs herbivores (Pieterse et al., 2012). Les facteurs de transcription de AP2/ERF
(APETALA2 / ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR) déterminent I’expression du géne
marqueur PDF1.2 (PLANT DEFENSIN1.2) et interviennent dans la voie ERF. La voie MYC
est médiée par les facteurs de transcription de type MYC qui régulent la transcription de VSP2
(Vegetative Storage Protein 2), un géne marqueur de la voie de I’AJ. En résumé, I’interaction
de JAZ, COI1 et JA-lle conduit a la dégradation des protéines JAZ, MYC2 libéré a son tour

active I’expression des genes en aval (Galis et al., 2009) (Figure 16).

En absence de stress, les protéines JAZ agissent comme des répresseurs de la signalisation JA
en se fixant sur des régulateurs positifs comme MYC2, 3, 4. Chez Arabidopsis, 12 protéines
JAZ ont été rapportées. Tandis que, le riz en contient 15, le sorgho et le mais comprennent 16
et 23 génes codant pour JAZ, respectivement (Ye et al., 2009 ; Chung et al., 2010) (Figure 16).

Des mutants JAR1 d’Arabidopsis ont présenté une sensibilité accrue a Pythium irregulare. En
effet, les génes de défense, y compris le gene codant une V'SP, étaient faiblement exprimés chez
les plantes mutantes comparées aux plantes sauvages (Staswick et al., 1998). De méme chez le
riz ou deux genes codant pour les enzymes GH3 de type JAR1, OsJAR1 et OsJAR2, sont connus
et présentent des schémas d'expression differents en réponse a différents stress (Wakuta et al.
2011). Cependant, il a eté démontré que la formation de JA-Ile induite par Magnaporthe grisea
est médiée seulement par I'activité du OsJARL (Zhang et al., 2018). La voie de signalisation de
I’AJ, régulée par COI1-JAZ, est fondamentale pour la défense des plantes contre les agents
pathogenes. En effet, la région C-terminale des récepteurs JAZ contenant le domaine JAS (JA-
associated) est nécessaire et déterminante a l'interaction avec COI1 (Katsir et al., 2008b).
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Figure 16 : Voie de signalisation de 1’AJ au niveau (a) d’une cellule non stimulée et (b) une
cellule suite a I’attaque par un agent pathogeéne (Pieterse et al., 2012). (Les fléches pleines
indiquent les activités établies ou I'accumulation de composés, les lignes et croix indiquent la
répression de la transcription).

6.3. L’éthyléne

L’¢thylene (ET) est une hormone volatile secrétée lors de différentes interactions plantes-agents
pathogenes. La synthése de ce gaz (C2H4) se fait en trois étapes enzymatiques a partir de la
méthionine. Cette derniére est convertie en S-Adénosine-L-Méthionine (S-AdoMet) par une S-
adénosylméthionine (SAM) synthase au détriment d'une molécule d'ATP. Le S-AdoMet est
transformé en 1- aminocyclopropane-1-acide carboxylique (ACC) suite a ’action d’une ACC
synthase (ACS), une enzyme clé de la voie de biosynthese de I'éthylene (Muday et al., 2012).
Enfin, ’ACC est oxydé par une ACC oxydase (ACO) pour libérer 1’éthyléne (Houben et Van
de Poel, 2019) (Figure 17).
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Figure 17 : Voie biosynthétique et régulation de I'éthyléne (Wang et al., 2002). ACC : 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid, MACC : malonyll-ACC ; MTA : %
methylthioadénosine ; ROS : formes actives de I’oxygéne, SAM : S- AdoMet.

L’éthyléne chez Arabidopsis est médié par cing récepteurs, situés au niveau du réticulum
endoplasmique appelés ETR1, ETR2 (ETHYLENE RESPONSE 1 & 2), EIN4 (ETHYLENE
INSENSITIVE 4), ERS1 et ERS2 (ETHYLENE RESPONSE SENSOR 1 & 2) (Chang et al.,
1993 ; Schaller et Bleecker, 1995 ; Hua et Meyerowitz, 1998 ; Sakai et al., 1998). Des mutations
dans ’un de ces récepteurs peut empécher la liaison a I’ET, la plante devient donc insensible a
I’Ethyléne. La signalisation par I’ET débute au niveau des récepteurs ETR1, ERS1, ETR2, EIN4
et ERS2, la protéine kinase a sérine/ thréonine de type Raf-like CTR1 (Constitutive Triple
Response 1) et la protéine transmembranaire EIN2, une fois activées elles régulent les facteurs
de transcription EIN3, EIL1 et EIL2. Ces derniers activent a leur tour d’autres facteurs tels que
les ERF qui induisent des réponses liées a I’ET (Binder, 2020) (Figurel8).
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Figure 18 : Modele de signalisation de I'éthyléne chez Arabidopsis thaliana (Binder, 2020).

Il a été démontré que les Raf-kinases agissent dans les cascades de signalisation des protéines
activées par les MAPK (Pelegh et Sanghere, 1992). Le traitement par flg22 déclenche la
biosynthése de ’ET via la phosphorylation de I’ACS par MPK6 (Liu et Zhang, 2004). Ce
dernier agit avec ERF104, un facteur de transcription agissant comme un régulateur positif de
I’ET (Bethke et al., 2009).

Le facteur de transcription EIN3 régule les voies de la photosynthése ainsi que 1’expression des
geénes cibles tels que ORA59 et ERF1 impliqués dans la réaction de défense des plantes contre
les agents pathogenes nécrotrophes (Riechmann et al., 2000 ; Pre et al., 2008). En effet, ERF1
et ORA59 sont impliqués dans les deux voies signalisation de I’AJ et de I’ET ainsi que dans la
régulation de I'expression du géne PDF1.2 (Lorenzo et al., 2004). La voie de I’ET est impliquée
dans la stimulation des protéines PR (Martinez et al., 2001). Chez Arabidopsis, la surexpression
de ERF1 a renforcé la résistance contre les champignons nécrotrophes Fusarium oxysporum f.
sp. conglutinans, F. oxysporum f. sp. lycopersici et B. cinerea (Berrocal-Lobo et al., 2002 ,
2004). Cependant, I’activation des réponses liées a I’ET et la surexpression de ERF1 a augmenté
la sensibilité contre la bactérie Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Berrocal-Lobo et
al., 2002). Zhu et al. (2014) ont montré que le blé transgénique surexprimant TaPIEL (Triticum
aestivum Pathogen-Induced ERF1 ethylene responce factor 1) posséde une résistance améliorée
contre le champignon nécrotrophe Rhizoctonia cerealis contrairement aux plantes de blé sous-
exprimant le méme géne. De méme, la surexpression de TaPIEL a conféré une résistance
significativement accrue contre 1’agent pathogéne hémibiotrophe Bipolaris sorokiniana chez le
blé transgénique (Dong et al., 2010). L'ET peut donc avoir un impact négatif ou positif sur la
résistance aux maladies en fonction du mode de vie des agents pathogenes (De Vleesschauwer
et al., 2013). Il est admis que les réponses induites par I’ET sont déclenchées suite a une

blessure, un traitement par une PGPR ou suite a une infection par un agent pathogéne (Lorenzo
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et al., 2003 ; Broekaert et al., 2006 ; Mersmann et al., 2010 ; Gouws et al., 2012 ; Wen, 2015).
L’ET a été défini comme un facteur de 1’établissement de la PTI et un régulateur négatif des
réponses SA-dépendantes. En effet, Il existe de nombreuses interactions antagonistes ou
synergiques entre les voies de signalisation de I’AS, I’AJ et I’ET (Glazebrook, 2001; Melotto
et al., 2006). De plus, suite a I’infection par un agent pathogeéne qui induit la voie ERF et la
répression de la voie MYC, ’ET conditionne les réponses de 1’AJ et la production simultanée

de ’ET et I’AJ.

7. Les réponses de défense tardives

Les cascades de signalisation mis en place par la plante apres la perception d’un agent
pathogene induisent I’expression de genes de défense, nécessaire a 1’établissement des réponses
tardives telles que I’accumulation de métabolites secondaires, de protéines PR pour contrecarrer

I’invasion de I’agent pathogene.

7.1. Renforcement de la paroi cellulaire

La paroi des cellules végétales présente la premiére ligne de défense et forme une barriére
physique a la pénétration des bioagresseurs. Cependant, de nombreux champignons pathogenes
peuvent adhérer aux surfaces cellulaires de la plante grace a leur appresorium fongique et les
traverser par hydrolyse enzymatique ou simple pression mécanique. Afin d’empécher I’avancée
de I’agent pathogéne, les plantes ont mis en place un mécanisme qui vise a modifier la structure
et a renforcer la paroi. Le renforcement pariétal résulte d’une réorganisation structurale et
chimique gréce a I’incrustation des molécules polysaccharidiques telles que la callose, la lignine
et des divers composés phénoliques, tels que les flavonoides, des protéines et des glycoprotéines
structurales telles que les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGPs) (Benhamou et Rey,
2012).

7.1.a Lacallose

La compréhension des rdles des papilles callosiques dans le cadre de ’interaction plante-agent
pathogene permet de fournir une meilleure description des cibles génétiques de la résistance
contre certaines maladies du blé, riz, orge, mais et sorgho (Fincher et al., 2020). Lors d’une
attaque de la plante par un agent pathogéene, un dép6t de callose est généralement observé au

niveau du point de I’infection (Stone et Clarke, 1992 ; Voigt et Somerville, 2009). La callose
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constitue ainsi une barriére physique a la pénétration de 1’agent pathogene (Aist et al., 1991 ;
Voigt et Somerville, 2009). Les appositions callosiques nommés papilles contiennent comme

principal composant polysaccharidique le B-1,3-glucane (Jacobs et al., 2003).

Ces dépbts sont contrdlés par la voie de I’AS (Voigt et Somerville, 2009). La callose est
considérée comme un marqueur de défense en réponse aux PAMPs (Aspinall et Kessler,
1957 ;Brown et al., 1998 ; Gomez-Gomez et al., 1999). En effet, elle est synthétisée de novo en
réponse a une attaque d’un agent pathogene (Skou et al. , 1984 ; Enkerli et al. , 1997 ; Verma
et Hong, 2001). La callose est produite par des callose synthases, des enzymes de la membrane
plasmique codées par les génes CalS (Callose Synthase) ou GSL (Glucan Synthase-Like)
(Lepoivre, 2003 ; Ellinger et al., 2013). 1l a été démontré chez Arabidopsis, que les genes
GSL5/PMR4/CALS12 codant pour une callose synthase, contrélent la production de la callose
au niveau des papilles en réponse a des agents pathogenes (Chen et Kim, 2009). Aucun dépot
de callose n’a été observé chez des mutants PMR4 (POWDERY MILDEW RESITANT 4) apres
traitement avec flg22. En revanche, la surexpression de PMR4 chez Arabidopsis a induit un
dépbt éleve et précoce de callose aux sites d'infection et une résistance complete a la pénétration
de Golovinomyces cichoracearum, agent pathogene responsable de I'oidium (Ellinger et al.,
2013). De méme, la surexpression du géne PMR4 d’A. thaliana introduit chez 1’orge transformé
par une GFP (Hordeum vulgare) a entrainé une résistance compléte et accrue contre B. graminis
f. sp. hordei. De plus, il a été démontré que le traitement d'un cultivar de blé sensible avec des
fragments purifiés des parois cellulaires de Z. tritici a protégé le cultivar de blé contre le
développement de la maladie. Cette protection a été accompagnée par une augmentation de
I'expression du géne codant pour une B-1,3-glucanase et d’un dépot de callose (Shetty et al.,

2009).

7.1. b La lignification

Han et al. (2007) ont classé les composés phénoliques en 6 groupes, selon le nombre de noyaux
phenoliques et les éléments structurels qui relient ces cycles, a savoir : les acides phénoliques,
les flavonoides, les stilbénes, les tanins, les lignanes et les lignines polymeres. Ces derniers,
jouant un r6le structurel majeur de la paroi cellulaire végétale, conférent une résistance
mécanique et une tolérance aux facteurs de stress biotiques et abiotiques (Nguyen et al., 2016,
Liu et al., 2018). La lignification se manifeste par la formation de 1’apposition et provoque la
rigidification de la paroi cellulaire en la rendant plus résistante a la pression mecanique
appliquée par les appressoria fongiques lors de la pénétration du champignon, limitant ainsi sa

croissance et / ou le confinant (Siegrist et al., 1994 ; Lange et al., 1995 ; Baayen et al., 1996 ;

o1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4012593/#bib2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4012593/#bib2
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nguyen%2BTN&cauthor_id=26811086

Synthése bibliographique

Smit et Dubery, 1997 ; Bonello et al., 2003 ; Hudgins et al., 2004 ; Menden et al., 2007). De
plus, le dépot de la lignine modifie I’hydrophobicité de la paroi, assure une résistance non
seulement, a I’eau et aux enzymes de dégradation produites par 1’agent pathogéne mais aussi a
la diffusion des nutriments provenant de la plante vers le bioagresseurs (Nicholson et
Hammerschmitt, 1992 ; Vance et al., 1980 ; Zeyen et al., 2002).

En plus de son réle comme un facteur de défense préformé, 1’induction de la lignification a été
proposée comme un élément clé des mécanismes de résistance active des plantes contre les
champignons (Campbell et Sederoff, 1996 ; Bhuiyan et al., 2009). En effet, lors de I’interaction
entre le blé et F. graminearum, la lignification et 1’accumulation des composés phénoliques
sont considérées comme un élément majeur de la résistance de la plante (Mohammadi et
Kazemi, 2002).

La lignine est un biopolymeére polyphénoligue issu de la voie des phénylpropanoides (Gallego
- Giraldo et al., 2018). La PAL (Phénylalanine Ammonia Lyase) catalyse le L- phénylalanine
en acide cinnamique. Puis, une série d’hydroxylation et de méthoxylation consécutives du cycle
aromatique conduit a la formation des monomeres d'alcool hydroxycinnamylique appelés
monolignols : p-coumaryl, coniféryl et 1’alcool sinapylique (Boerjan et al., 2003 ; Mottiar et
al., 2016). Les lignines des graminées sont principalement dérivées de ces trois monolignols,
aboutissant a des unités p -hydroxyphényle, gaiacyle et syringyle (Menden et al., 2010).
Plusieurs enzymes interviennent dans la voie de biosynthése de ces monolignols telles que : la
PAL, la CAD (Cinnamyl Alcool Déshydrogénase), la CCOAOMT (Caffeoyl Coenzyme A
3- O -MethylTransferase), la F5H (Ferulate/coniferaldehyde 5-Hydroxylase), la COMT
(Caffeic Acid O-MethylTransferase) (Figure 19). Par la suite, les monolignols sont transportés
vers I’apoplasme pour étre polymérisés en lignine dans la paroi cellulaire sous 1’action des
laccases et des POX (Mottiar et al., 2016). La lignine est donc assimilée dans les parois
cellulaires avec les protéines structurales, les pectines, les hémicelluloses et la cellulose (Burton
etal., 2010).

Menden et al. (2007) ont démontré que I’infection d’un cultivar de blé résistant au champignon
biotrophe Puccinia graminis f.sp. tritici est accompagnée par une accumulation de la lignine
riche en syringyle. Chez un cultivar sensible de blé diploide (Triticum monococcum), des
transcrits de la PAL, COMT, F5H, CCoAMT et de CAD sont accumulés dans les cellules de
I'épiderme en réponse a I’infection par Bgt. De méme, I’inhibition des activités enzymatiques

de la PAL et de la COMT par leurs inhibiteurs spécifiques (acide a-aminooxy-p-
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phenylpropaonic, acide 2-aminoindan-2-phosphonic, 4-hydroxybenzoic hydrazide pour la
PAL, et O-dihydroxybenzene pour la COMT) a provoqué une pénétration plus importante du
champignon dans les feuilles par rapport aux plantes de blé témoins non traitées. En effet,
I’inhibition de ’expression des génes TmPAL, TmMCAOMT, TmCCoAMT, et TmCAD, par
silencing, a diminué la taille de la papille, rendant les plants de blé plus sensibles a Bgt, et a
permis également la pénétration du pathogene non hote B. graminis f. sp. hordei (Bhuiyan et
al., 2009).

L-Phenylalanine

PAL
C4H
4CL

4-Coumaroyl-CoA CCR

HCT ™
C’3H 4-Coumaraldehyde
CSE
CAD
aCL \
CCoAOMT HO
Feruloyl CoA = OH
CCR * O 4-Coumaryl alcohol
HiCO = e (4-hydroxyphenyl unit)
HO e
CAD H lignin
Coniferaldehyde \

OH
FSH . o >
H3CO Coniferyl alcohol
:@A\)‘\H (guaiacyl unit)
HO ¢

é’“ G lignin
5-Hydroxy-coniferaldehyde g

CcCOMT J,
CAD
OCHs
Hz:@\/\/
l OH
HsC =~

Sinapaldehyde
Sinapyl alcohol

S lignin <— (syringyl unit)

Figure 19 : Voie de biosynthese de la lignine (Gallego - Giraldo et al., 2018).

7.1.c Les protéines PR (Pathogenesis-Related)

Les protéines liées a la pathogenése (PRs) ont été décrites pour la premiére fois dans le cadre
d’une infection du tabac par le virus de la mosaique de tabac (Nicotiana tabacum L.) (Loon et
Van Kammen, 1970 ; Gianinazzi, 1970). Ces protéines sont produites par la plante hote et sont

induites en réponse a I’infection de la plante par un agent pathogéne d’ou le terme Pathogenesis-
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Related proteins (Antoniw et al., 1980). Leurs roles dans les réactions de défense ont été
largement étudiés lors de différentes interactions plantes/pathogénes (Van loon et al., 20086,
Chaves et al., 2009, Das et al., 2011, Colas et al., 2012, Agarwal et al., 2014).

Les protéines PR sont détectées dans tous les organes vegétaux, les feuilles, les tiges, les racines
et les fleurs (Van Loon et Van Strien, 1999). De faibles poids moléculaires (6 a 43 kDa) (Sinha
et al., 2014) et résistantes aux protéases apoplastiques et vacuolaires, ces protéines
s’accumulent préférentiellement dans 1’apoplasme mais certaines protéines PR peuvent
également étre transportées vers la vacuole grace a une sequence de signal localisée dans la
partie C-terminale (Van Loon et Van Strien, 1999 ; Benhamou et Rey, 2012a ; Ali et al., 2018).
Elles sont répertoriées en 17 classes en fonction de leurs activités enzymatiques et leurs
séquences en acides aminés (Van loon et Strien, 1999 ; Datta et Muthukrishnan, 1999 ; Van
loon et al., 2006, Sinha et al., 2014) (Tableau 3).

La synthese est particulierement induite en cas de stress biotique ou abiotique et ces protéines
jouent un réle majeur dans la résistance aux maladies (Ali et al., 2018). Waspi et al. (2001) ont
remarqué que les genes de défense codant pour les protéines PRWIR1 et WIR2s ont fortement
transcrits 1 heure aprés I’inoculation du blé par Bgt. En effet, les protéines PR sont des
composantes clés de la SAR et possédent diverses fonctions biologiques. Bien gque certaines
familles de PR n’ont pas encore de fonction biologique connue mais la majorité d’entre elles
ont soit un effet toxique direct vis-a-vis de 1’agent pathogéne, soit une activité hydrolytique des
parois fongiques (Adie et al., 2007, Benhamou et Rey, 2012).

Les protéines PR1 sont les plus étudiées chez les plantes et représentent une famille de 23
protéines chez le blé (Breen et al., 2016). Elles jouent un rdle dans la réponse de la plante au
stress biotique (Lincoln et al., 2018). En effet, elles sont régulées a la hausse au début de la
réaction de défense et associées aux interactions pathogenes - hdtes incompatibles et
compatibles (Gruner et al., 2003 ; Hong et al., 2005 ; Lazniewska et Macioszek, 2010 ; Leon
Reyes et al., 2009 ; Lu et al., 2011 ; Santamaria et al., 2001 ). Toutefois, 1’expression du géne
PR1 (HQ848391) est induite pendant tout le processus infectieux du blé par Bgt chez un cultivar
sensible (Tayeh et al., 2015). En effet, les PR 1 sont considérées comme des marqueurs
spécifiques de la SAR (Jourdan et al., 2008) et donc caractéristiques de I'activation des voies
de réponse de la HR et de I’AS (Buchel et Linthorst, 1999 ; van Loon et al ., 2006 ; van Loon
et van Strien, 1999 ). Suite a ’attaque d’un agent pathogéne biotrophe, la voie de I’AS stimule
la transcription de NPR1 qui & son tour aboutit & I’activation et a I’accumulation locale de PR1,
PR2 et PR5 et aussi a la mise en place de la SAR (Ali et al., 2018). De plus, I’accumulation des
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transcrits des genes PR1 et PR2 est considérée comme un marqueur moléculaire de la SAR (Ali
et al., 2018). Lincoln et al. (2018) ont rapporté que la surexpression du gene PR1 module a la
hausse les niveaux des ROS et des mécanismes de signalisation, entrainant une résistance
accrue aux maladies chez les plantes de tomate transgéniques. De plus, les protéines PR1 sont
accumulées dans les papilles, ce qui suggere qu'elles pourraient empécher la pénétration de
I'agent pathogéne en renforcant les parois cellulaires de I'néte (Santén et al. 2005, Egorov et
Odintsova, 2012 ; Lazniewska et al., 2012).

Les PR5 comprennent les protéines thaumatine-like (TLPs), les osmotines et les permatines
(Liu et al., 2010). Elles sont identifiées comme des composés présentant des activités
antifongiques et qui s’accumulent dans les vacuoles végétales (Anzlovar et Dermastia, 2003 ;
van Loon et al., 2006 ; Rather et al., 2015). Il a été prouvé que la surproduction de TLPs offre
une tolérance accrue aux agents pathogenes fongiques (Velazhahan et Muthukrishnan, 2003).
L’expression des protéines PRS est généralement induite exclusivement en réponse a une
attaque de pathogene ou une blessure (Monteiro et al., 2003). La surexpression de PR-1, TLP
et £ 1,3 glucanase chez le blé ou de Zm PR-5 et Zm 1,3 S-glucanase chez le mais, conférait une
résistance contre le champignon Bipolaris sorokiniana (Manghwar et al., 2018).

La plupart des PR ont une activité antifongique (Hejgaard et al., 1991 ; Caruso et al., 1996) ou
une activité antibactérienne, insecticide, nématicide ou encore antivirale (Cutt et al., 1989,
Edreva, 2005). Ainsi, certaines protéines PR possedent une activité enzymatique B -1,3-
glucanase pour PR-2 (Kombrink, 1988) ou chitinase pour PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11 (Heitz et
al., 1994 ; Van loon et al., 2006) et sont donc capables de dégrader la paroi fongique de 1’agent
pathogene et limiter son développement. De plus, I’action de ces enzymes pourrait contribuer
a libérer des monomeres de glucane et de chitine, qui a leur tour peuvent agir en tantqu’éliciteurs
et induire une PTI (van Loon et van Strien, 1999 ; Tuzun, 2006; Prasannath, 2017).En effet, une
résistance a I’infection par Bgt et a Puccinia recondita f. sp. tritici a été observeechez le blé
sur-exprimant le géne codant une chitinase de classe Il (PR3) issu de I’orge en comparaison a

des plants de blé non transformés (Oldach et al., 2001).

D’autres protéines, riches en cystéine, possédent également une activité antimicrobienne, ainsi
les protéines PR6 définies comme des inhibiteurs de protéases, les protéines PR13 appelées
thionines végétales et les protéines PR12 ou défensines (Ali et al., 2018). Les PR12, présentant
une activité antibactérienne, mais aussi antifongique et insecticide (Wijaya et al., 2000 ; van
Loon et al., 2006, Stotz et al., 2009). En plus des défensines, les protéines PR14 appelées
protéines de transfert des lipides (LTP : Lipid Transfer Protein) ont une activité antibactérienne

55


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucanase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/beta-glucanase

Synthése bibliographique

et jouent un rdle dans la synthése de la cutine (Regente et al., 2005 ; Kader, 1996). Il a été
démontré que les LTP provoquent une déstabilisation et une perméabilisation de la membrane

des agents pathogenes (Sels et al., 2008 ; Finkina et al., 2018).

La famille des PR9 codent pour des peroxydases (POX). Ces PR9 catalysent les dép6ts de la
lignine en réponse a I’attaque d’un agent pathogéne et renforce ainsi la paroi végétale (Passardi
etal., 2004). De plus, elles ont un rdle dans la production de métabolites antimicrobiens comme
les phytoalexines (Almagro et al., 2009). Les PR9 sont induites par plusieurs agents pathogénes
du blé et de I’orge tels que Bgt, Bgh et Pseudomonas syringae (Thordal-Christensen et al. 1992
; Gregersen et al. 1997 ; Vallélianbindschedler et al. 1998). L’expression d’un géne codant une
POX est fortement induite en réponse a I’infection d’un cultivar de blé résistant par Puccinia

triticina (Casassola et al., 2015).

Les protéines PR 10 de type ribonucléase sont généralement localisées dans les espaces
intracellulaires (van Loon et van Strien, 1999). Elles présentent une activité antibactérienne
observée contre P. syringae, Agrobacterium tumefaciens, A. radiobacter, P. aureofaciens et
Serratia marcescens (Xie et al., 2010 ; Jiang et al., 2015). Wu et al. (2016) ont démontré qu’un
riz transgenique sur-exprimant le gene codant une PR10 (JIOsPR10) présente une résistance a

M. oryzae par rapport aux blés non transformes.

Deux autres familles PR15 et PR16 correspondent a des enzymes a activité oxalate oxydase
(OXO) et oxalate oxydase-like respectivement (Van Loon et al., 2006). Ces oxydoréductases
catalysent 1’acide oxalique (ou 1’oxalate, une puissante toxine fongique) en H20O2 et CO> (Sels
etal., 2008). En réponse a une attaque par un agent pathogeéne, les plantes accumulent des OXO.
L’H20, résultant de 1’oxydation de 1’oxalate, agit comme un facteur de signalisation dans les
mécanismes des defenses des plantes mais aussi comme un antimicrobien direct (Pan et al.,
2007). Des plantes de soja et du tournesol exprimant un gene de blé codant une OXO sont plus
résistants contre Sclerotinia sclerotiorum (Donaldson et al., 2001; Burke et Riesenberg, 2003 ).
Chez les ceréales, les germines, des protéines apoplastiques et glycosylées avec une activité
oxalate-oxydase, sont principalement étudiées dans le cadre des réactions de défense contre un
agent pathogéne (Zimmermann et al., 2006). L’induction du géne codant une OXO a été
observé parmi les premiéres réponses lors de I’inoculation du blé par Bgt (Tayeh et al., 2015).
De plus, 1l a été démontré que I'expression des génes codant des OXO est induite dans le cadre
d’interactions compatibles et incompatibles chez le blé en réponse au blé et Bgt, entre 12h et
24h post infection (Hurkman et Tanaka, 1996, Wang et al., 2012, Tayeh et al., 2015).
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Tableau 3 : : Les 17 classes de protéines PR (d’aprés Adi et al., 2018 ; Sels et al., 2018, Wang et al., 2018).

Bgh : Blumeria graminis f. sp. hordei; Bgt : Blumeria graminis f. sp. tritici; Pt : Puccinia tritici; Pst, Puccinia striiformis f. sp. tritici; Pgt : Pucciniagraminis f.
sp. tritici; Fc : Fusarium culmorum / (nd) non défini.

Membre Taille Cible N° d'accession

type SOl typique(kDa) DESHATE microbienne du gene

Accession du blé Pathogeénes Références

Antoniw et al. (1980)
Gorlach et al. (1996)

) Nicotiana - . . TaPR1la_CAA07473 Bgh, Bgt, Vallélianbindschedler et
FRHL Tabac PR-1a o cum £ EngTE inconnu V(ST TaPR1b_CAA07474 Pt, al.(1998) Molina et al. (1999) Lu
et al. (2014) Gao et al. (2015)
Wang et al. (2016)
Antoniw et al. (1980) Sock et al.
Tabac PR-2, 14 B-1,3- (1990) Kang et Buchenauer
PR-2 0 N. tabacum 30 B-1,3-Glucanase Glucane M59443.1 TaPR2_CAA77085 Pst, Pgt, Fc (2002): Liu et al.(2010); Wang et
al. (2016)
Van Loon (1982) Yu et al. (1994)
Gregersen et al. (1997)
Endochitinase TaPR3_Chit2_ AAD28730 Bah. Bat Vallélianbindschedler et al.
PR-3 Tabac P,Q  N.tabacum 25-30 (Typel, 11, 1V, Chitine X77111.1 TaChit4 AAD28733 9 F gt (1998) Li et al. (2001)
V, VI, VII) TaChitlb_CAA53626 g Shin et al. (2008) Gao et al.
(2013) Wang et al.
(2016)
Chitinase
antifongique Van Loon (1982) Caruso et al.
‘D> } (class I, 11), . TaPR4a_CAA06856 (1999); Caruso et al. (2001);
PR-4 Tobacco ‘R N. tabacum 15-20 Liaison Chitine- Chitine NW_015888419.1 TaPRAb_CAAQ6857 Fc Bertini
protéines et al. (2003); Wang et al. (2016)
Van Loon (1982)
Vallélianbindschedler et al.
Thaumatine- Bgh, Bgt, (1998); Reiss and
PR-5 Tobacco S N. tabacum 25 proteines Membrane NW_015793016 TaPR5_AAZ94267 Pst. Pt Horstmann (2001) Wang et al.
(2010) Li et al. (2015); Wang et
al. (2016)
Solanum Inhibiteur ) Green and Ryan (1972) Gaddour
PR-6 Tomate | lycopersicum 8 Proteinase nd NW_004196001.1 TaPR6_DR752088 et al. (2001); Gao et al. (2013)
S. . Vera et Conejero (1988) Jorda et
PR-7 Tomate P69 lycopersicum 75 Endoproteinase nd NC_015445.2 nd nd al. (2000)
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PR-8 Concombre | Cucumis 28 Chitinase (type Chitine NC_026660.1 nd nd Metraux et al. (1988)
chitinase sativus 1)
Tobac
« lignin- . Bgh, Bagt, Lo
PR-9 forming N. tabacum 35 Peroxidase nd EC1.11.17 nd Pss Lagrimini et al. (1987)
peroxidase »
Persil Petroselinum Ribonuclease- :
PR-10 «PR1 » crispum 17 like nd NC_026940.1 nd nd Somssich et al. (1986)
Tobac .
PR-11 «class V’ N. tabacum 40 Chltlnals)e s Chitine 0i[899342 nd nd Melchers et al. (1994)
chitinase »
PR-12 RadisRs-  Raphanus 5 Defensine Membrane ~ NC_025209.1 nd nd Terras et al. (1995)
AFP3 raphanistrum — ' :
Arabidopsis ~ Arabidopsis At 8
PR-13 THI2 1 thaliana 5 Thionine Membrane 0i|1181531 nd nd Epple et al. (1995)
Garcia-Olmedo et al. (1995)
Protéine de Molina et Garcia-Olmedo (1993);
transfert des
phospholipides TaLTP5_DN551584 Garciaolmedo et al. (1995);
Hordeum et d'acides gras Membrane 9il1045201 Bgh Kirubakaran et al. (2008); Zhu et
PR-14 Orge LTP4 vulgare 9 TaLTP3F1_ABO28527 | (2008);
al.
(2012)
Orge OxOa . .
PR-15 (germine) H. vulgare 20 Oxalate oxidase nd 0i|2266668 nd Bgh Zhang et al. (1995)
PR-16 Orge OXOLP H. vulgare 20 Oxalate oxidase nd gi|1070358 nd Bgh Wei et al. 1998)
PR-17 TF(,)RbS;(%O N. tabacum 27 Non connu nd - nd Bgh Okushima et al. (2000)
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I11. Méthodes de lutte contre ’oidium du blé

1. Méthodes de lutte actuelles

Pour assurer une production agricole de qualité et en quantité suffisante, la protection des
cultures demeure aujourd’hui une nécessité. Les stratégies de gestion des maladies des plantes
devraient garantir un systeme durable et productif pour I'avenir (Russell, 2005, Weller et al.,
2014). Les recherches menées sur la lutte et les moyens de prévention contre les maladies
fongiques du blé sont parmi les principaux enjeux actuels. En effet, I’identification des maladies
et le développement des méthodes alternatives de protection des plantes compatibles avec une
agriculture plus durable respectueuse de la santé de I’homme et de son environnement sont des
points essentiels a la mise en place des moyens de luttes adéquats qui peuvent étre adoptés pour

la gestion des maladies.

1.1. Lutte chimique

En Europe, et de par le monde, la protection des cultures, notamment des céréales repose
essentiellement sur I’utilisation des produits phytosanitaires issus de la chimie de synthése
(Butault et al., 2011). Le blé fait partie des cultures qui requiérent une utilisation intensive de
fongicides (McDougall, 2014 ; Kuck et Gisi, 2008). Selon un rapport publié en 2017 par
I’Agreste (le service statistique du ministére de 1’Agriculture), I’indice de fréquence de
traitement (IFT) du blé tendre est de 6.3 dans la région Nord-Pas-de-Calais dont 2.9 pour les

fongicides. (Tableaux 4, 5).
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Tableau 4 : Indicateur de fréquence de traitement (IFT) total, selon les espéces, par ancienne

région en 2017.

% e
e g . T EE§ges8:, E

$ s gt 2228 E8 &3¢ 5
= = s &« 2 2 £ E £ 5 =
@ [= e & £ = &8 & 8§ & b=

Alsace 3.4 29

Aquitaine 1.9 3.1 22| 28 11 1.7

Auvergne 3.5 23| 58| 25 21| 3.3

Basse-Normandie 51 46| 35| 6,7 56| 25 51 55

Bourgogne 4.3 49| 24| 69| 25| 40| 23| 29 21 4,0

Bretagne 4.6 44| 37| 38 25| 25 17.5| 3.4

Centre 53| 55( 47| 29| 68| 30| 55| 26| 3.2| 6,1|12,5 3.0 50

Champagne-Ardenne 57 4,0/ 30| 64 41| 28| 30| 64 |18.8 4,1

Franche-Comté 4.4 4.3 6,2 21

Guadeloupe 1.7

Haute-Normandie 6.6 53 6,6 55| 24 52|17 4| 48 55

lle-de-France 6.4 4.7 6,5 5.4 29| 57|13,1 4.1

La Réunion 32

Languedoc-Roussillon 32 0,5 25| 43

Limousin 24 18

Lorraine 4.5 37| 25| 59| 26| 28| 23| 29 37

Martinique 3.2

Midi-Pyrénées 33| 43| 28| 22| 57| 26| 43| 20| 26 18| 15 21

Nord-Pas-de-Calais 6.3 4.7 5.1 47| 25| 2,3| 47(16.5 4.7 45

Pays de la Loire 49| 43| 43| 33| 57| 25| 46| 24| 2.7 25 42

Picardie 5.8 4.9 6,2 53| 23| 2,5| 52167 4.0 46

Poitou-Charentes 49| 48| 45| 28| 75| 26| 46| 23| 29 24 3,5

Provence-Alpes-Cote d'Azur 2.4

Rhéne-Alpes 32| 30| 28| 20| 45| 27 24| 3.0 21

Ensemble 51| 42| 44| 26| 64| 2,7| 46| 24| 2,8| 55|16,5 2,7| 3,2| 1.8 51| 3.8

Tableau 5 : Evolution du nombre moyen de traitements fongicides en grandes cultures entre

2011 et 2017, a champ géographique commun (nd: non diffusé).

(SSP - Agreste - Enquéte Pratiques culturales en grandes cultures 2017, Pratiques culturales en grandes

Blé tendre 27 31 29
Blé dur 1,7 2,2 22
Orge 23 2,2 23
Triticale 08 1,0 09
Colza 1,9 20 18
Tournesol nd 0,1 01
Pais protéagineux 1,5 19 19
Mais fourrage nd nd nd
Mais grain nd nd nd
Betterave sucriére 1,5 16 20
Pomme de terre 12,8 15,5 127
Canne a sucre 0 nd

cultures Agreste Chiffres et Données n° 2019-3)
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Actuellement, il existe plusieurs fongicides chimiques homologués utilisés pour lutter contre
B. graminis f. sp. tritici, et en particulier des inhibiteurs de biosynthése des stérols (IBS) (Yang
et al., 2013) tels que les triazoles (flutriafole, diniconazole,..) et les amines y compris les
morpholines (fenpropimorphe), pipéridines (fenpropidine) et spirocétalamines (spiroxamine)
(Walker et al., 2006). A ces IBS s’ajoutent aussi les diaminopyrimidines qui inhibent la
synthése des acides nucléiques. Les strobilurines a base d'acrylate de méthyle, appelés aussi
Qol (Quinone outside Inhibitors) ainsi que les phénoxyquinoléines connus pour inhiber,
respectivement, la respiration mitochondriale et la germination des spores ainsi que la formation
des appressoria (Walker et al., 2004 ; Bernard et Rameil, 2005).

Il a été démontré que ces traitements fongicides contribuent a la réduction des pertes de
rendements dans les systéemes de productions actuels (Ridgway et al., 1978 , De Waard et al.,
1993; Bartlett et al., 2002; Carvalho, 2006 ). Cependant, la lutte chimique présente différents
inconvénients. En effet, ['utilisation systématique et excessive de ces fongicides peut altérer la
qualité des grains de blé, notamment la réduction de la teneur en protéines (Ruske et al., 2004).
De plus, I'utilisation répétée des fongicides conduit a 1’apparition de souches d'oidium
résistantes aux produits phytosanitaires (Bélanger et Benyagoub, 1997 ; Ishii et al., 2001).
D’aprés Walker et al. (2004), des souches de B. graminis résistantes aux fongicides ont été
retrouvées sur le territoire francais et en particulier dans le Nord du Pays. En effet, le pouvoir
d’adaptation de I’agent pathogéne est d a la courte durée de sa reproduction asexuee, le nombre
important de conidies produites et leur dissémination anémophile. D’autre part, 1’utilisation des
fongicides est remise en question apres la prise en conscience des risques de contaminations de
la chaine alimentaire, du sol, de I’eau et de I’air qu’ils peuvent générer (Itoiz et al., 2012 ;
Caylak et Tokar, 2012 ; Garron et al., 2012). L’emploi répété des fongicides peut engendrer
aussi des effets toxiques sur la santé humaine (altération du systéme immunitaire, troubles
neuro-développementaux et maladies respiratoires chroniques) (Ritter et al., 2006, Burns et al.,
2016).

Ces contraintes ont réduit 1’attrait des produits chimiques. La législation et I’homologation de
nouveaux fongicides sont en train d’évoluer. Une réglementation de plus en plus stricte, en
particulier en Europe, a entrainé le retrait de nombreuses matiéres actives (Lucas et al., 2015).
De plus, le colt et les contraintes liées a la découverte et a la mise sur le marché des nouveaux
produits de traitement ont également entrainé une diminution de la diversification des
fongicides. Il devient donc impératif d’explorer des options alternatives éco-compatibles et

efficaces contre 1’oidium du blé (Gao et al., 2018).
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1.2. Lutte génétique

Bien que I’incidence de la maladie puisse varier d'une année a l'autre, la sensibilité des variétés
hotes joue un réle majeur (Singh et al., 2016 ). En effet, le choix variétal est I’un des premiers
criteres pour réduire l'incidence des pathogenes sur la culture. La lutte contre les maladies
foliaires du blé va donc reposer sur la résistance génétique de la variéeté choisie (Ezzahiri, 2011).
Il s’agit d’insérer, par croisements, des génes de résistance dans des plantes sensibles a partir
d’autres plantes résistantes. Depuis 1979, I’introduction du géne de résistance mlo (mildew
resistance locus o) dans des cultivars d’orge sensibles a atténué considérablement les pertes des
rendements dues a I'oidium ( Lyngkjeer et al., 2000 ). A ce jour, 54 loci de génes de résistance
race-spécifiques (genes R) a I’oidium notés pm1- pm91 ont été identifiés chez le blé (Cao et al.,
2012 ; He et al., 2009 ; Tang et al., 2018).

L’usage intensif des variétés résistantes a contribué a la réduction de la diversité génétique chez
le blé. Les genes de résistance ont traditionnellement fourni des niveaux élevés de contrdle des
maladies contre I'oidium bien que les cultivars se sont souvent révélés vulnérables a I'émergence
de nouvelles souches virulentes. Toutefois, cette voie pourrait présenter une alternative
temporaire, en raison de 1’adaptation du pathogeéne, ce dernier a la capacité de muter le géne
d’avirulence Avr correspondant au gene R de la plante et donc de contourner la résistance de la
plante (McDonald et Linde, 2002). Certaines études ont alerté sur le risque de manque de
diversification des genes de résistance (Donini et al., 2000). En effet, les principales limites de
cette technique de lutte (la non-durabilité et les contraintes accompagnant la sélection de
nouvelles variétés résistantes) ne permettent pas de contrbler efficacement les maladies

fongiques, d'ou la nécessité de mettre en place d'autres méthodes alternatives.

1.3. Lutte prophylactique

La conduite culturale correcte est la premiére voie a adopter afin de minimiser les risques de
développement de tout agent pathogene. La réduction de I’incidence de la maladie débute par
’adoption de pratiques culturales vertueuses. Hormis I’utilisation de cultivars résistants, la lutte
prophylactique contre 1’oidium du blé implique différents volets de la conduite de la culture.
En effet, le choix de I’antécédent cultural est essentiel pour limiter la persistance des souches
fongiques sur les résidus de culture pouvant étre une source de contamination pour les semis

suivants. La destruction des repousses, le broyage et 1’enfouissement des résidus de récoltes
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permettent ainsi de limiter le risque du développement des maladies. De plus, le travail du sol
et une fertilisation équilibrée peuvent étre des éléments décisifs dans le développement de la
maladie. Un apport excessif en azote favorise I’installation de I’oidium sur le bl¢é. La date et la
maitrise de la densité de semis sont également primordiales. En effet, les semis de blé tardifs
sont plus propices au développement de 1I’oidium notamment en cas de forte hygrométrie la nuit
et de temps sec le jour. De plus, une densité de semis élevée permettra de créer une atmosphére

humide favorable a I’installation et a la propagation de 1’oidium.

2. Lutte alternative : les stimulateurs de défense des plantes (SDP)

2.1. Principe

Le biocontrole ou la lutte biologique repose sur le recours d’organismes vivants ainsi que
I’utilisation des produits naturels stimulant les défenses naturelles ou le développement des

plantes dans le contexte de la protection contre les bioagresseurs (Herth, 2011).

En 1975, ce sont Albersheim et Anderson qui ont introduit le terme de ‘Stimulateurs de Défense
des Plantes’ ou SDP. Les SDP sont ¢galement abrégés SDN pour stimulateur de défense
naturelle, mais aussi appelé éliciteur ou inducteur. Un SDP est défini comme toute molécule
d'origine naturelle ou non qui, appliqué sur une plante, est capable de mimer I’effet des éliciteurs
(PAMPs, DAMPs , MAMPs) et de promouvoir un état de résistance face a un stress biotique
causé par un agent pathogéne (champignon phytopathogéne, insecte phytophage, bactérie ou
virus) ou abiotique (Benhamou et Rey, 2012; ELICITRA, https://elicitra.org).

En plus de leur effet éliciteur, les SDP peuvent étre utilisés comme des potentialisateurs sur les
plantes. En effet, un éliciteur active les réponses de défense des plantes et ce méme avant
I’attaque d’un agent pathogene. Tandis que, lors d’un traitement avec un potentialisateur, les
mécanismes de défense ne se mettent en place que si les plantes sont attaquées par un agent

pathogene (Benhamou et Rey, 2012).

L’utilisation des SDP pour la protection des plantes a été proposée des les années 1980. Dans
les années 1990, un premier SDP de synthése (Bion®) a été mis sur le marché comme un produit
phytosanitaire. Toutefois, I’approbation et 1’enregistrement des produits de biocontréle sont
soumis a la méme réglementation européenne des fongicides conventionnels (Faessel et al.,

2014). A ce jour, seules deux molécules SDP : le Vacciplant® (ou lodus 2) de Goémar et le
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Bion50 WGR de Syngenta ont été approuveés pour une utilisation sur blé (Faessel et al., 2014).
Les SDP naturels peuvent étre d’origines diverses : végétale (algues, spermatophytes),
microbienne (bactéries, champignons) ou encore d’origine minérale (calcium...) (Siah et al.,
2018). lIs peuvent étre également synthétiques tels que le BABA (acide R-aminobutyrique) ou
de I’ASM (acibenzolar-S-méthyl, ou BTH pour Benzo (1,2,3) thiadiazole-7-carbothioic acid S-
methyl ester) (Siah et al., 2018).

Divers micro-organismes bénefiques présents dans la rhizosphere ou la phyllosphére sont
considérés comme des SDP capables d’induire des réponses de défense chez la plante. Ces
micro-organismes sont essentiellement des PGPR, tels que les genres Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces, Enterobacter, Azospirillum, et Burkholderia, et des PGPF (plant growth-
promoting fungi) Trichoderma, Penicillium, Fusarium et Heteroconium (Siah et al., 2018).
Parmi les agents de biocontrole, les champignons mycorhiziens arbusculaires tels que les genres
Glomus, Funneliformis et Rhizophagus ont été décrits comme de potentiels agents de lutte
biologique contre divers agents pathogénes (Song et al., 2011, Campos-Soriano et al., 2012,
Pozo et al., 2013, Comby et al., 2017 ; Siah et al., 2018).

3. Stimulateurs de défense étudiés dans le cadre de cette these

3.1. Chito-oligosaccharides (COS)

De nos jours, le recours aux techniques traditionnelles et aux ressources naturelles gagne de
I’importance afin de préserver la production agricole et de limiter les intrants chimiques. A titre
d’exemple ; la poudre de coquille de crevette et de crabe, riche en maticres chitineuses, a ¢té
utilisée comme un amendement du sol, notamment pour limiter les maladies des cultures (Ha
et Huang, 2007). Identifiée en 1884, la chitine (poly-p-(1,4)-Nacetyl-D-glucosamine) est le
deuxiéme polymeére le plus abondant au monde aprés la cellulose (Younes et Rinaudo, 2015).
A I’état naturel, la chitine est un polysaccharide structurel blanc, elle se présente sous forme de
microfibrilles dures formant un constituant structurel des parois cellulaires des champignons,
des levures ainsi que de I’exosquelette des arthropodes tels que les crustacés marins
(Rinaudo, 2006, Kim et Rajapakse, 2005). Cependant, la chitine ne peut pas étre utilisée
directement du fait de son degré d’hydrophobicité important (Kim et Rajapakse, 2005). Elle est
géneralement convertie en chitosan et en chito-oligosaccharides. Le chitosan est synthétisé a

partir de la chitine suite a sa désacétylation partielle (Rinaudo, 2008 ; 2012 ; 2014). La chitine
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présente plusieurs inconvénients a utiliser dans des applications biologiques, notamment une
mauvaise solubilité dans des conditions physiologiques. Par conséquent, un nouvel intérét est
apparu sur le chitosan, qui est synthétisé a partir de la chitine suite a sa désacétylation partielle
(Rinaudo, 2008 ; 2012 ; 2014), partiellement hydrolysé, les chito-oligosaccharides ou les
oligosaccharides de chitosan (COS). lIs sont des polyméres polyvalents issus de 1’hydrolyse de
la chitine et ou du chitosan (Phil et al., 2018). En effet, les COS résultent de la dégradation
enzymatique ou de I’hydrolyse chimique suite a des étapes de désacétylation et de

dépolymérisation (Naveed et al., 2019) (Figure 20).

A B

Deacetylation & Depolymerization
(Acid hydrolysis &
Enzymatic degradation)

Deacetylation =a

Chemical hydrolysis by NaOH
Enzymatic hydrolysis by chitin deaceylase

CH3 OH
OH 0=< Chitosan Y = i NHy|
N NH Poor water soluble, only o’ > JHO M~
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o:( OH IOH|
L CHs In i R=HorAc,n=0-8 n
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Hardly dissolves in water, acids and alkali solvents Entirely dissolves in water
Poor absorbability, Mw > 1000 kDa Absorbability 100%, Mw < 2 kDa

Figure 20 : Structures chimiques de la chitine du chitosan et du COS. (A) Désacétylation de la
chitine produisant du chitosan (B) Dépolymérisation du chitosan pour générer du COS (Phil et
al., 2018).

Compte tenu de leurs propriétés physicochimiques, les COS sont connus pour avoir plusieurs
utilisations dans les secteurs de la biomédecine, I’industrie alimentaire, ou encore dans
I’agriculture (Kidibule et al., 2018 ; Naveed et al., 2019). Les COS provoquent plusieures
réponses précoces et tardives chez la plante de la reconnaissance sous forme de PAMP a la
transduction du signal éliciteur et jusqu’a I’activation des réponses de défense chez les plantes

(Iriti et Faoro et al., 2009 ; Zhao et al., 2019).

Le prétraitement des plantes avec des COS a amélioré la résistance contre M. oryzae et Erysiphe
cichoracearum chez le riz et Arabidopsis, respectivement (Tanabe et al., 2006 ; Wan et al.,
2008). Tanabe et al. (2006) ont observé une accumulation de I’expression des geénes PR1 et
PR10, dans les racines riz immergées et les feuilles traitées par un COS, en correlation avec la

mise en place d’une résistance systemique contre M. oryzae. De méme, Faoro et al. (2008) ont
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montré que la pulvérisation foliaire du chitosan sur I'orge diminuait I'infection par le pathogéne
de I'oidium B. graminis f. sp. hordei via la mise en place d’une résistance locale et systémique.
Ainsi, une accumulation plus importante d’H20- aux sites de pénétration du pathogéne et dans
les parois cellulaires est observée en comparaison des plantes non-traitées. De plus, Orzali et
al. (2014) ont démontré que le traitement des semences de blé par le chitosan a réduit la gravité
de la maladie causée par F. graminearum, et a stimulé les activités enzymatiques telles que la

polyphénol oxidase (PPO) et la POX a4 jours en post infection et traitement par le COS.

Cependant, SCOS (chitooligosaccharide sulfaté) ne possede pas des récepteurs spécifiques dans
les plantes. Deux protéines de liaison au SCOS ont éte identifiées dans la membrane plasmique
du tabac et d'Arabidopsis. La protéine du tabac est de 75 kD, est similaire au récepteur CERK1
des oligosaccharides de chitine, mais des études plus approfondies sont nécessaires pour
déterminer le role de cette protéine. La protéine de I"Arabidopsis est assez petite (12 KD), ce
qui suggére qu'elle ne peut pas étre un récepteur (Yin et al., 2016). Liu et al., (2018) ont identifié
trois protéines de liaison des COS sur la surface de la membrane plasmique des protoplastes de
blé dont deux d’entre elles (W5HY42 WHEAT et W5I0R4_WHEAT) sont detype sérine /
thréonine-protéine kinases qui ont montré une homologie avec (GsSRK) chez A. thaliana. La
perception de la présence de COS est suivie par une premiere réaction précoce dela plante, telle
que I’accumulation des ROS et la fermeture des stomates a peine 5 minutes aprésl’ajout de
I’éliciteur (Srivastava et al., 2009). Les ROS jouent donc un réle important dans la transduction
du signal des COS. Chez des mutants d’Arabidopsis nahG, incapables d’accumuler I’AS, une
absence totale de I’induction de réactions de défense, d’accumulation de ROS et de fermeture
des stomates a été observé en réponse de 1’application de chitosane (Prodhan et al., 2017). Cette
¢tude démontre le role crucial de I’AS dans la signalisation de la reconnaissance du COS par la

plante et la mise en place des mécanismes de défenses.

De plus, la structure chimique des COS est déterminante dans l'induction des réactions de
défense de la plante. En effet, la taille, le degré d’acétylation (DA) et notamment la
concentration des COS sont des parametres clés pour I’accumulation de 1’H203, I’activation de
la voie des phénylpropanoides et la mise en place de la mort cellulaire (Cabrera et al., 2006).
Par exemple, l'injection des COS avec un DA inférieur a 20%, dans les espaces intercellulaires
des feuilles de blé a induit I'activité de PAL mais le POD n'a été que faiblement activé. Avec

l'augmentation du DA jusqu'a 35% l'induction de PAL et POD a augmenté. Mais, aucune
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augmentation supplémentaire de I'induction du PAL n'a été observée avec des DA de 50% a

60%, alors que I'induction de la POX a continué d'augmenter (Vander et al., 1998).

3.2.  Rhamnolipides

Les rhamnolipides (RLs) sont des glygolipides amphiphiles connu pour étre produit par des
bactéries, des genres Pseudomonas et Burkholderia (Abdel - Mawgoud et al. , 2010). Les RLs
sont constitués d’une (mono-rhamnolipides, mono-RL) ou deux molécules (mono-
rhamnolipides, mono-RL). Des rhamnoses forment une téte polaire hydrophile reliée par une
liaison B-glycosylique a un ou deux acides gras 3-hydroxy (Abbasi et al., 2012) (Figure 21). La
diversité des RLs produits est tres importante en raison de la longueur de la chaine carbonée
des acides gras qui varie de 8 a 16 atomes de carbone (Abdel-Mawgoud et al., 2010). Les RLs

sont naturellement synthétisés par les bactéries sous le format d’un mélange de RLs.

En plus de leurs applications industrielles trés répandues en tant que biosurfactants, les
rhamnolipides sont également utilisés dans les secteurs pharmaceutique, cosmétique et de la
bioremédiation en raison de leurs propriétés de biosurfactants (Hoskova et al., 2013 ;
Pornsunthorntawee et al., 2010 ; Lawniczak et al., 2013). Différentes utilisations des
traitements a base de rhamnolipides ont été rapportées en agriculture, dans le but de contréler
différentes maladies affectant les plantes cultivées (Sanchez et al., 2012). De plus, les RLs
présentent également aussi pour des activités antifongiques et antibactériennes (Randhawa et
Rhaman, 2014 ; Dos santos et al., 2016, Yan et al., 2015). Enfin, les RLs sont aussi définis
comme d’excellents agents mouillants et peuvent ainsi étre ajouté a la formulation des
traitements phytosanitaires, en augmentant leur adhésion a la surface hydrophobe des feuilles
(Liu et al., 2016).
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Figure 21 : Structure chimique des principaux rhamnolipides produits par Pseudomonas
aeruginosa (RLs). (A) principal mono-RL ; (B) principal di-RL : 2- O -a- L -rhamnopyranosyl-
a- L -rhamnopyranosyl-p-hydroxydécanoyl-B-hydroxydécanoate. (Tan et Li., 2018).

En 2009, Varnier et al. ont décrit pour la premiere fois les RLs comme des MAMPs, faisant
d’eux, des substances prometteuses du biocontréle (Varnier et al., 2009). Compte tenu de leur
caractere amphiphile, les RLs pourraient interagir directement avec les lipides de la membrane
plasmique végétale et activer ainsi les voies de signalisation de défense chez la plante (Varnier
et al., 2009 ; Sanchez et al., 2012). Ces modifications subtiles dans la dynamique des lipides
pourraient étre liés a l'induction de la résistance chez les plantes (Monnier etal.
, 2019 ). Plusieurs études ont démontré que les RLs augmentaient la résistance des plantes
contre divers pathogénes, comme Botrytis sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp., Phytophtora sp.
Fusarium sp., Magnaporthe grisea ou encore A. alternata (Kim et al., 2000 ; De Jonghe et al.,
2005 ; Yoo et al., 2005 ; Yan et al., 2015). L’induction de mécanismes de défense par les RLs
a été décrite pour la premiére fois sur la vigne puis sur A. thaliana et la tomate (Varnier et al.,
2009, Sanchez et al., 2012). Chez la vigne, les trois RLs testés, Rh-C10-C10, Rh-Rh-C10-C10
et Rh-Rh-C14-C14 appliquésa des faibles concentrations sont capables d’induire un afflux de
Ca?*, la production de ROS, I’activation des MAPK ainsi que la production d’oxylipines et de
phytoalexines. Les auteurs ont suggéré que la mise en place d’une PCD dépendait
principalement des concentrations des RLs testés (Varnier et al., 2009). Sanchez et al. (2012)
ont montré qu’un sécrétome de P. aeruginosa riche en RLs était susceptible d’induire
I’expression des génes de défense tels que PR1, PR4 et PDF1.2, et I’accumulation d’AS et d’AJ
dans les feuilles d’A. thaliana. L’AS apparait comme étant essentiel a I’induction de la
résistance chez Arabidopsis par RLs contre la bactérie hémibiotrophe Pst DC3000, I’oomycéte
biotrophe H. arabidopsidis et contre le champignon nécrotrophe B. cinerea, tandis que I’ET

participe a la protection contre Pst DC3000 et H. arabidopsidis, en revanche, 1’AJ semble étre
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impliqué dans la résistance contre B. cinerea (Sanchez et al., 2012). Chez la tomate, le
prétraitement avec un mélange de mono et di-RLs, a conféré une protection contre A. alternata
associée a une augmentation des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase et
la catalase. Néanmoins, en réponse a I’infection par A. alternata, une diminution des quantités
de ROS et une stimulation des activités de 1’ascorbate peroxydase et de la glutathion réductase
sont observés chez les plantes prétraités par les RLs, en comparaison des plantes témoins (non-
traités) (Yan et al., 2015). Plus récemment, il a été prouvé que les traitements aux RLs conférent
une protection contre B. cinerea chez le colza. Cette protection est également associée a
I’induction des réactions de défense telles que la production des ROS,le dép6t de callose et
notamment I’expression de certains genes de réponse tardive tels que PR1,PR4 (Monnier et al.,
2018). En revanche, aucune étude ne décrit I’utilisation des rhamnolipidesdans le cadre de la

protection du blé et les céréales contre I’oidium.

3.3. Lipopeptides

Les lipopeptides (LPs) sont des composés amphiphiles formés généralement d’une ou plusieurs
queues acylées et d’un court oligopeptide linéaire ou cyclisé liés a une liaison amide (Hamley,
2011). Ces molécules sont produites par différents microorganismes sous forme de métabolites
secondaires notamment par des champignons tels que le genre Aspergillus ou des bactéries tels que

les genres Streptomyces spp., Pseudomonas spp. et Bacillus spp. (Raaijmakers et al., 2010).

Ces LPs formés d’une fraction peptidique cyclique hydrophile et d’une chaine d’acide gras
hydrophobe, sont biosynthétisés par voie non ribosomique impliquant des synthétases peptidiques
(NPRS) (Jacques, 2011). Selon leurs séquences d’acides aminés et le type et/ou la liaison de la
chaine acyle grasse, les LPs produits par de B. subtilis sont répertoriés en trois familles distinctes a
savoir les surfactines, les fengycines et les iturines (Figure 22) (Ongena et Jacques 2008, Falardeau
et al., 2013, Dimki¢ et al. 2017). Parmi ces LPs synthétisés par B. subtilis, Il existe au moins 8

fengycines, 13 surfactines et 14 iturines précedemment décrits (Caulier et al., 2019).

Les bactéries PGPR Bacillus spp. a Gram positif, sont considérées comme des usines microbiennes
produisant, a grande échelle, une gamme variée de lipopeptides aux propriétés antimicrobiennes a
large spectre (Emmert et Handelsman, 1999 ; Ongena et Jacques, 2008, Falardeau et al., 2013 ;
Roongsawang et al., 2010, Cochrane et Vederas, 2014, Caulier et al., 2019). En plus de la nature
amphiphile qui leur garantit une meilleure interférence avec les membranes végétales et la
formation de biofilm, les LPs sont notamment connus comme des inducteurs de résistance

systémique (Ongena et Jacques 2008). Plusieurs études suggerent que les LPs peuvent agir en
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synergie avec par exemple de la surfactine et I’iturine, la surfactine et la fengycine ainsi que I’iturine
et la fengycine (Maget-Dana et al., 1992 ; Koumoutsi et al., 2004 ; Ongena et al., 2007 ; Romero
et al., 2007). En effet, les LPs reconnus comme des MAMPs, sont capables de mettre en place une
ISR et de déclencher des réponses de défenses des plantes telles que 1’afflux du Ca?*, I’accumulation
des ROS et des protéines PR, le dépot de callose et la synthése des phytoalexines ainsi que
I’activation des voies de synthése de I’AJ et de I’AS et/ou des auxines (Erbs et Newmann 2003 ;
Ongena et Jacques, 2008 ; Falardeau et al., 2013, Sun et al. 2012 ; Chandler et al., 2015). Bien que
les LPs soient connus pour leurs roles dans la mise en place d’une ISR, les mécanismes de
perception et de reconnaissance des LPs par les plantes sont encore peu connus (Newmann et al.
2013, Farace et al., 2014, Malviya et al., 2020).

Les LPs sont biodegradables et peu susceptibles d’entrainer 1’apparition de souches résistances aux
Lps chez les agents pathogenes ciblés (Mondol et al., 2013). Ces caracteéristiques font que les LPs
sont considérés comme une alternative prometteuse aux fongicides afin de permettre le
développement d’une agriculture plus durable (Penha et al., 2020). Certaines souches de B.subtilis
produisant des LPs ont été enregistrées et commercialisées telles que SERENADE ® (B. subtilis
str. QST 713) et Kodiak®, en tant qu’agents de lutte biologique trés prometteurs (Falardeau et al.,
2013).
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Figure 22 : Structures représentatives des trois principales familles de lipopeptides cycliques :
les surfactines, les fengycines et les iturines (d’aprés de Ongena et Jacques (2008)).

3.3.a Les surfactines

Les surfactines sont des composes heptapeptidiques liés & un acide gras B-hydroxy dont la longueur
varie entre 12 et 16 atomes de carbone (Hamley et al., 2013 ; Caulier et al., 2019). Ces LPs sont
décrits principalement comme d’excellents tensioactifs d’origine biologique ( Ongena et Jacques,
2008 ; Jacques, 2011, Falardeau et al., 2013, Khong et al., 2013). Il a été reporté que les surfactines
possedent des propriétés hemolytiques, antibactériennes et antivirales (Buchoux et al., 2008).
Cependant, leur activité antifongique est limitée (Pérez-Garcia et al., 2011). La perception et de la
surfactine par la bicouche lipidique de la membrane plasmique végétale induit une ISR (Henry et
al., 2011). Le traitement des plants de tabac a la surfactine, induit des réponses précoces de défense
telles que I’alcalinisation du milieu extracellulaire et la production des ROS (Henry et al ., 2011;
Jourdan et al ., 2009 ). Khong et al. (2013) ont montré que la surfactine n’avait aucun effet
antifongique direct contre Bgt quelque soit la concentration testée. La pulvérisation foliaire de la
solution de surfactine a assuré une protection de la plante de 41% contre Bgt, suggérant un mode

d’action lié & une induction des défenses naturelles du blé (Khong et al., 2013). Ainsi en conditions
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non infectieuses, la surfactine serait capable d’induire 1’expression de génes de défense, tels que les
génes POX2, POX381 codant deux protéines péroxydasiques différentes (Khong et al., 2013). De
méme, les tests in vitro ont révélé que la surfactine n’a pas d’effet sur le développement d’un autre
pathogene fongique du blé, Zymoseptoria tritici (Le Mire et al., 2018). Le traitement foliaire a la
surfactine a confére une protection du blé de 70% contre Z. tritici en induisant les mécanismes de
défenses médiés par voiesde I’AS et de I’AJ (Le Mire et al., 2018). En effet, la surfactine est capable
de stimuler les activités enzymatiques de la PAL et de la POX chez le tabac (Henry et al ., 2011 ;
Jourdan et al ., 2009).

3.3. b Les fengycines

Les fengycines ou les plipastatines sont des lipopeptides composés d’un décapeptide constitués
d’une chaine d’acide gras B-hydroxy de 13 a 19 atomes de carbone (Hamley et al., 2013).
Contrairement aux surfactines, les fengycines sont principalement connus pour leur pouvoir
antifongique puissant. Cette activité a été particulierement décrites contre les champignons
filamenteux (Deleu et al., 2008). En effet, ’activité antifongique de fengycine a été démontrée
contre plusieurs agents pathogénes des plantes : Plasmodiophora monoliforme, Fusarium
moniliforme, F. graminearum et Podosphaera fusca et Magnaporthe grisea (Hu et al., 2007 ; Chan
et al., 2009 ; Romero et al., 2007 ; Li et al., 2013, Zhang et Sun, 2018). Le traitement des plantes
de blé a la fengycine a retardé la croissance de 1’agent pathogeéne Z. tritici en diminuant la
germination des conidies (Mejri et al., 2018). De plus, il a été démontré que ces LPs peuvent jouer
un double réle dans la protection des plantes contre les agents pathogénes notamment par une
activité antimicrobienne directe mais aussi par I’induction d’une résistance systémique contre B.

cinerea chez la tomate et le haricot (Ongena et al., 2005 ; 2007).

3.3.¢ Lesiturines

La famille des iturines comprenant la bacillomycine, I’iturine et la mycosubtiline, sont des
heptapeptides cycliques reliés avec une chaine latérale f-amino en C14 a C17 (Ongena et Jacques,
2008). Les iturines ont une forte action antifongique in vitro mais des activités surfactante et
antibactérienne modérées. Cependant, aucun effet antiviral n’a été démontré pour cette famille
de LPs (Korenblum et al., 2011, Sachdev et al., 2013). Certaines études ont rapporte la faculté
des iturines a provoquer un turgescence et I’éclatement des spores de certains agents pathogénes
(Arrebola et al., 2010). En 1949, Walton et Woodruff ont décrit la mycosubtiline comme le
premier lipopeptide antifongique produit par B. subtilis. La mycosubtiline inhibe la croissance
de divers levures et champignons pathogenes, tels que B. cinerea, Candida albicans, C.

tropicalis, C. glabrata, F. oxysporum, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae et Yarrowiali
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polytica (Nasir et Besson, 2012). L’activation du géne PR1 chez A. thaliana et des genes gluc
et Vv1.3 chez la vigne suggeére que les voies de signalisation dépendantes de I’AS et 1’ AJ soient

impliquées dans les réponses de défenses induites par la mycosubtiline (Farace et al., 2014).

4. Les Champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA)

4.1. Généralités

Parmi les micro-organismes telluriques figurent certains champignons qui induisent, au niveau
des racines de plantes, des organes nouveaux appelés mycorhizes, les symbioses végeétales les
plus répandues dans les écosystemes terrestres (Smith et Read, 2008). Le terme mycorhize fut
introduit par Albert Bernhard Frank en 1885, pour désigner I’association des filaments du
champignon du sol (du grec : mycos) et les racines (rhiza). Il existe sept types de mycorhizes
classés selon leur écologie, leur morphologie et leur structure : les mycorhizes a arbuscules, les
ectomycorhizes, les ectendomycorhizes, les mycorhizes arbutoides, monotropoides, éricoides
et orchidoides (Smith et Read,1997)

A ce jour, la symbiose mycorhizienne est recensee chez environ 80% a 92% des espéces
végétales et ce, dans tous les écosystemes terrestres y compris les foréts tropicales a tempérées,
les déserts, les prairies et les agroécosystemes (Brundrett, 1991; Read et Perez-Moreno, 2003 ;
Wang et Qiu 2006). Cependant, il existe certaines familles de plantes non mycotrophes. En
effet, les Brassicacées, Caryophyllacées, Cypéracées, Juncacées, Chénopodiacées et

Amarantacées, ne forment pas de mycorhizes (Cardoso et Kuyper, 2006).

L'étude de fossiles du Dévonien supérieur a révélé que les mycorhizes arbusculaires existaient
avant méme l'apparition des plantes terrestres il y a de ¢a plus de 460 millions d'années
(Stubblefield et al.,1987 ; Remy et al., 1994 ; Redecker et al., 2000). Des données moléculaires
ont confirmé leur apparition entre I'Ordovicien et le Dévonien (Simon et al., 1993). Il est
désormais admis que leur apparition coinciderait avec celle des végétaux terrestres il y a 450
millions d’années, suggérant que la symbiose mycorhizienne arbusculaire aurait facilité la
transition des plantes du milieu aquatique au milieu terrestre, en promouvant le développement
des racines (Brundrett, 2002, Wang et Qui, 2006 ; Humphreys et al., 2010 ; Kenrick & Strullu-
Derrien, 2014). Les CMA ont par conséquent directement contribué a I'évolution du monde
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vivant, au développement de la biodiversité, a la survie des végétaux et par conséquent a

I'équilibre des écosystémes actuels (Cardon et Whitbeck, 2007).

4.2. Classification des champignons mycorhiziens arbusculaires

Jusqu’en 2001, les champignons mycorhiziens arbusculaires n’appartenaient pas a un groupe
monophylétique séparé des autres embranchements de champignons (Morton, 2000).
Néanmoins, les analyses moléculaires et phylogénétiques ont permis de classer les
champignons mycorhiziens arbusculaires sous le phylum Glomeromycota qui regroupe 18
genres et 4 espéces dont les Glomérales, les Diversisporales, les Paraglomérales et les
Archeosporales (Schiifler et Walker, 2011; Redecker et al., 2013).

4.3. Fonctionnement général de la symbiose mycorhizienne arbusculaire

Les CMA sont des biotrophes obligatoires, ils dépendent entierement de leur plante héte qui leur
fournit les éléments carbonés nécessaires a leur développement (Bonfante et Bianciotto, 1995).
L’établissement d’une symbiose mycorhizienne fonctionnelle nécessite une signalisation
élaborée entre la plante héte et le champignon (Genre et al., 2005; Bonfante et Genre, 2010; Choi
etal., 2018). La symbiose mycorhizienne est initiée par un échange de molécules de signalisation
entre le CMA et la plante (Tamasloukht et al., 2000, Akiyama et al., 2005).

Le cycle de développement des CMA se divise en cinq étapes (Figure 23):

Etape a : Communication pré-symbiotique : les deux symbiotes s’échangent des signaux
moléculaires a savoir les buténolides et les oligosaccharides (Waters et al., 2017; Zipfel et
Oldroyd, 2017; Limpens et al., 2015). La perception des oligosaccharides fongiques tels que le
chitotétraose/chitopentaose (CO4-5) et les mycorhizes-lipooligosaccharides (Myc-LCOs) induit
des oscillationscalciques dans le rhizoderme pour activer la symbiose (étapes 1,2,3) qui régule
I'expression des génes liés a la pénétration rhizodermique. Elle résulte en la germination des
spores et 1I’émergence d’un mycélium primaire (Tamasloukht et al., 2000; Akiyama et al., 2005).
En effet, c’est un dialogue chimique entre le champignon et la racine compatible qui permet la
rencontre des deux partenaires. Lors de la détection des exsudats racinaires (branching factor)
de la plante hote identifiés comme des strigolactones, le CMA active le métabolisme oxydatif

entrainant la croissance du CMA, la germination des spores, la croissance et la ramification de
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I’hyphe, ce qui augmente les chances du champignon d’entrer en contact avec une
racine(Akiyama et Hayashi, 2006; Besserer et al., 2006; 2008; Leonie et al., 2017).

Etape b : Contact racinaire et formation d’un hyphopode (appressoria) : des structures

fongiques de fixation, appelées hyphopodes, se forment a la surface des cellules. Les cellules
épidermiques sous-jacentes a 1’hyphopode subissent un processus particulier spécifique a la
mycorhize. Elles forment un appareil de pré-pénétration (PPA) (prepenetration apparatus) qui
prédétermine le chemin de la croissance du champignon a travers la cellule végétale de la racine
(Genre et al., 2005).

Etape c : Pénétration dans le cortex externe : le mycélium se développe a I’intérieur de

la racine pour initier la formation des structures hyper-ramifiées appelées arbuscules, lieu

d’échanges entre les deux partenaires (Genre et al., 2005, 2008, 2009).

Etape d : Formation d'arbuscules : la formation des arbuscules permet I'absorption du

carbone en échange des éléments minéraux fournis par le champignon Ces structures ont une
durée de vie limitée estimée en moyenne a 8,5 jours (Javot et al., 2007a). Toutefois, ils ne sont
actifs que pendant 4 a 5 jours (Taylor, 2010 ; Kobae et Hata, 2010).

Etape e : Formation de vésicules et de spores : d’autres structures telles que les vesicules,

structure de stockage riche en triglycérides ou selon les espéces fongiques des spores qui sont

des structures de dissémination se forment parfois au sein de la racine ( Walker, 1995).

Parallelement a la colonisation de la racine, le CMA va se développer a I’extérieur de la racine
dans le sol. Le mycélium extra-racinaire organisé en un réseau dense d’hyphes, peut explorer le
sol environnant afin d’extraire les nutriments au-dela de la rhizosphére (Mikkelsen et al., 2008).
C’est aussi a ce niveau-la que le CMA va former de nouvelles spores, ou des chlamydospores

complétant ainsi son cycle de vie (Rouphael et al., 2015).
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Figure 23 : Cycle de vie d’un champignon mycorhizien a arbuscules (Choi et al., 2018).

4.4. Bénéfices de la symbiose mycorhizienne arbusculaire

Les champignons mycorhiziens a arbuscules peuvent représenter de 5 a 50% de la biomasse
microbienne du sol (Cardoso et Kuyper, 2006). La symbiose mycorhizienne est une association
mutualiste a bénéfices réciproques entre les deux partenaires de 1’association (Harrier et
Watson, 2003; Lewis, 1973). Elle est basée sur un échange bi-directionnel de nutriments entre
le CMA et la plante héte. En échange, des photosynthétats apportés par la plante, le CMA
améliore la nutrition hydrique et minérale de la plante héte ainsi que sa tolérance aux stress
biotiques et abiotiques. Les CMA sont également décrits comme des biofertilisants et jouent un
role important dans la stabilité du sol grace notamment a la production d’une glycoprotéine, la
glomaline (Rajtor et Piotrowska-Sege, 2016) Les interactions mycorhiziennes permettent

d’augmenter la productivité de certaines plantes (Jakobsen et al., 1992 ; Cavagnaro et al., 2005).
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Par conséquent, la symbiose mycorhizienne apparait donc comme une stratégie développée par
les plantes afin d'assurer leur survie et leur développement (Akinnifesi et al., 2001; Harley et
Smith, 1983).

4.5. Beénéfices pour le CMA

En raison de leur faible activité exo-enzymatique, les CMA sont incapables de dégrader les
composés organiques du sol (Owen et coll., 2015; Jansa et al., 2019). lls sont donc
essentiellement dépendants des plantes hotes pour assurer leur cycle complet de développement
(Riche et al., 2017).

Les champignons symbiotiques, hétérotrophes, recoivent des plantes le carbone nécessaire a
leur croissance sous forme de glucides et de vitamines (Nagae et al., 2016). Les plantes assurent
leur nutrition en leur allouant une part importante de leurs photosynthétats (10 - 20 %) (Leake
et al., 2004 ; van der Heijden et al., 2015). En effet, les racines mycorhizées sont des véritables
puits de carbone (Douds et al., 2000 ; Bago et al., 2000). La symbiose mycorhizienne entraine
une surexpression des genes liés aux transporteurs de sucre (SUcrose Transporters (SUTS) et
Sugars Will Eventually Be Exported Transporters (SWEETS)) ainsi que des génes codant pour
des enzymes de métabolisation du saccharose telles que les saccharoses invertases (Roth et
Paszkowski, 2017). Le saccharose est transporté jusqu’aux racines des plantes puis, celui-ci est
hydrolysé par les invertases de la paroi cellulaire de I'n6te (Barratt et al.,(2009) en
monosaccharides a savoir le glucose, le fructose et le mannose (Rich et al., 2017). Le glucose
est la principale forme C transférée au CMA a l'interface plante-champignon (Helber etal.,
2011 ; Ait Lahmidi et al ., 2016) (Figure 24).

Ces hexoses, passent a travers la membrane plasmique végétale jusqu’a I’interface symbiotique
grace a un transport passif (Schaarschmidt et al., 2007). Ils sont ensuite transférés de I’apoplaste
aux champignons mycorhiziens par des transporteurs fongiques tel que MST1 et MST2
(monosaccharide transporter) (Schiifler et al., 2006 ; Helber et al., 2011; Mohanta et Bae,
2015). Les hexoses sont stockés au niveau des spores et vésicules sous forme de tréhalose et en
quantités plus faibles sous forme de glycogene ( Shachar-Hill et al., 1995; Riche et al., 2017).
IIs seront par la suite distribués dans les parties extraracinaires du champignon mycorhizien
(Bago et al., 2000).
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Plus récemment, la découverte d’une voie de biosyntheése lipidique spécifique au CMA dans les
cellules contenant des arbuscules suggére qu’outre les glucides, les acides gras sont transportés
jusqu’au CMA et représentent une source majeure de carbone organique fournie au champignon
(Jiang et al., 2017 ; Luginbuehl et al., 2017).

Des études récentes sur des mutants de Medicago truncatula et Lotus japonicus ont démontré
que plusieurs génes associés a la biosynthése et a I’exportation des lipides sous forme d’acides
gras sont induits a savoir les thioesterases (FatM) et le glycérol-3-phosphate acyltransférase
RAM2 qui sont nécessaires pour 1’établissement d’une symbiose mycorhiziennefonctionnelle
(Gomez et al., 2009 ; Gobbato et al., 2013 ; Bravo et al ., 2016, 2017; Jiang et al., 2017; Keymer
et al., 2017; Luginbuehl et al., 2017, Brands et al., 2018). 1l a été suggéré que le FatM et le
RAM2 régulent en aval la synthése de 1’acide palmitique (C16 :0) et du 2- monopalmitine (p3-
MonoAcylGlycérol) (B-MAG), un monoglyceéride ( Luginbuehl et Oldroyd,2017; Luginbuehl
et al., 2017). Ce dernier est ensuite transféré a travers la membrane péri- arbusculaire au CMA
via des transporteurs lipidiques STR et STR2 (Gutjahr et al., 2012; Bravoet al., 2017; Roth et
Paszkowski, 2017). D’autres part, Wang et al., (2017 a, b), ont rapporté que 1’expression de ces

deux transporteurs (STR et STR2) est réprimée en présence de fortes teneurs en P.
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Figure 24 : Transfert du carbone sous forme de sucres et de lipides au niveau de I'interface

biotrophique de la plante hote et le champignon arbusculaire mycorhizien (Wipf et al., 2019).

78


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glycerol-3-phosphate-acyltransferase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glycerol-3-phosphate-acyltransferase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glycerol-3-phosphate-acyltransferase
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.13943#tpj13943-bib-0006
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.13943#tpj13943-bib-0024
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.13943#tpj13943-bib-0027
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.13943#tpj13943-bib-0032
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982217307790#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982217307790#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5940448/#bib17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5940448/#bib17

Synthése bibliographique

4.6. Bénéfices pour la plante

4.6.a Nutrition hydrique

Les bénéfices nutritionnels de I’interaction plante-CMA ont été largement examinés notamment
sur les niveaux physiologiques et moléculaires (Harrison et al. 2002 ; Paszkowski et al., 2002 ;
Nagy et al., 2005; Bucher 2007; Smith et Smith, 2011; 2012). En effet, les CMA ne sont pas
qu’une simple extension du systéme racinaire. Les interactions mycorhiziennes impliquent des
changements des caractéristiques structurales et fonctionnelles des racines (Harley et Smith,
1983). Elles sont susceptibles d’affecter 1’acquisition des ressources hydriques par la plante de
différentes manieres telles que : 1’amélioration de I’exploitation du sol par les racines, les
changements hormonaux et la régulation osmotique (Augé, 2001). En effet, une meilleure
disponibilité de phosphore (élément-clef des métabolismes énergétiques) et du potassium
(impligué dans les modifications osmotiques rapides) améliore la photosynthese et la croissance
de la plante (Augé, 2001 ; Bondonga et al., 2011).

4.6. b Nutrition minérale

Outre I'amélioration de la nutrition hydrique, les plantes mycorhizées, présentent une
assimilation accrue des nutriments peu mobiles du sol [phosphore (P), zinc (Zn), calcium (Ca),
potassium(K) magnésium (Mg), fer (Fe)] (Sjoberg 2005 ; Smith et Read 2008 ; Cornejo et
al., 2008a, 2008b , 2009; Kaya et al.,2009; Campanelli et al.,2012;. Evelin etal.,
2012; Garg et Bhandari, 2016 ).

Le P est I'un des nutriments minéraux les plus étudiés dans le cadre de la symbiose
mycorhizienne. Du fait de son absorption rapide par la plante et de sa faible mobilité dans le
sol, une zone d’appauvrissement autour des racines est rapidement observée (Smith et Read
2008 ). Le mycélium extra-racinaire permettra a la plante d’accéder aux pools de P du sol se
trouvant au-dela de la zone d'appauvrissement des racines et inaccessibles a la plante (Allen.,
2007). Le CMA posséde des phosphatases qui jouent un réle clef dans le processus dela
minéralisation et de I’immobilisation du P organique (ShoaibRana et al., 2020). En effet,
I’activité des phosphatases dépend de la concentration du P organique du sol (Spohn et
Kuzyakov, 2013). Dans des conditions de déficit en P, les phosphatases sont capables
d’hydrolyser le P organique en P inorganique (P1) et d’assurer son transfert a la plante via des

transporteurs de Pi spécifiques (Bucher, 2007 ; Smith et al., 2011). Des transporteurs de Pi ont
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éteé identifiés chez les solanacées mycorhizés par le CMA Fm a savoir (TRlae; Pht1;myc,) pour
le blé (ZEAma; Pht1;6) pour le mais et (HORvu; Pht1;8) chez I’orge (Glassop et al., 2005).

Certains CMA sont capables d’allouer jusqu’a 100% des besoins en Pi de la plante. (Smith et
al., 2003 ; Smith et al., 2004 ; Yang et al., 2012). Des études ont montré que 1’inoculation
mycorhizienne augmente la teneur en P des parties aériennes du blé de 27% (culture en pots) et
de 16 % (culture en champs) (Talukdar et Germida, 1994 , Al-Karaki et Clark, 1999 , Graham
et Abbott, 2000 ).

Les CMA sont capables également de fournir a la plante d’autres ¢léments minéraux tels que
I’azote (N), le zinc (Zn) ou le soufre (S) (Allen et Shachar-Hill, 2009; Sieh et al., 2013., Jansa
et al., 2019).Contrairement aux éléments nutritifs K, S, Mg, Ca et Fe, la teneur élevée en azote
et en phosphoredans le sol peut influencer la colonisation de la plante par les CMA. En effet,
lorsque la concentration de N est abondante dans la rhizosphere, I'efficacité de la relation
symbiotique est moins importante (Miransari 2013 ; Nouri et al., 2014). Ainsi les plantes
seraient capables de favoriser ou de limiter la colonisation par les CMA en fonction de leurs
besoins (Nouri et al., 2014).

4.6. ¢ Biofertilisation

L’amélioration de I’assimilation des éléments minéraux et I’augmentation de la croissance des
plantes en association mycorhizienne présentent les principaux intéréts des CMA en tant que
biofertilisants (Sofi et al., 2017 ; Sadhana, 2014). L’utilisation de ces bioinoculants dans les
conditions optimales aboutit a I’obtention d’un niveau de production rentable avec des faibles
doses d’engrais tout en réduisant les colits d’engrais et les risques environnementaux des
pesticides (Kour et al., 2020). De plus, il a été démontré que les CMA stimulent la microbiote
de la rhizospheére et interviennent dans la macroagrégation des constituants du sol (Tisdall,
1991). En effet, I’amélioration de la stabilité des agrégats et la productivité du sol ainsi que la
promotion de la santé des plantes font des CMA une alternative, éco-responsable, aux intrants
chimiques (Sofi et al., 2017).

4.6.d Protection contre les agents pathogenes

Les bénéfices de la symbiose mycorhizienne vont au-dela d’une amélioration de la nutrition
minérale et hydrique. Elle favorise par ailleurs une protection des plantes mycorhizées contre
les stress abiotiques (sécheresse, salinité), plusieurs agents pathogénes racinaires et certains

agents pathogénes foliaires (Whipps, 2004 ; Comby et al, 2017). Plusieurs mécanismes d’action
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liés a la symbiose mycorhizienne impliquant des modifications physiologiques et moléculaires

pourraient expliquer la résistance accrue des plantes :

L’amélioration de 1’état nutritionnel et la promotion de la croissance des plantes peuvent
compenser les dommages causés par les pathogénes (Rouphael et al., 2015).

La modification du systéme racinaire : les CMA favorisent 1’épaississement des racines
et leur ramification (Matsubara et al., 1995 ; Singh et Giri., 2017). Les changements de
I'architecture racinaire chez les plantes mycorhizées pourraient réduire le nombre de
sites d'infection pour des agents pathogeénes (Fusconi et al., 1999 ; Harrison, 2005). En
effet, les racines primaires sont généralement la cible de certains agents pathogénes tels
que les nématodes (Stoffelen et al., 2000 ; Wyss 2002 ; Elsen et al., 2003; Curtis et al.,
2009).

La structure des communautés microbiennes associées aux racines des plantes est
fortement dépendante de la quantité et de la qualité des exsudats racinaires. La
colonisation par le CMA peut conduire a une évolution de la qualité et la quantité des
exsudats racinaires (Sood, 2003; Pivato et al., 2008) et ainsi modifier la structures des
communautés microbiennes rhizosphériques. En effet, les exsudats des racines
mycorhizées sont des chimio-attracteurs de certaines bactéries PGPR telles que
Azotobacter chroococcum et Pseudomonas fluorescens qui peuvent conférer une
résistance chez les plantes (Sood, 2003). Ces changements peuvent notamment
augmenter la synthése des composés ayant des activités antagonistes a certains
pathogénes racinaires. Siasou et al. (2009) ont démontré que de P. fluorescens
protégeait les plantes de blé mycorhizées par R. irregularis contre I’ascomyceéte
Gaeumannomyces graminis Var. tritici en produisant le 2,4-diacetylphloroglucinol, un
antibiotique a large spectre (Thomashow et Weller, 1996).

La compétition directe des CMA avec les microorganismes antagonistes : en effet, les
agents pathogenes et les champignons mycorhiziens partagent un espace rhizosphérique
identique ainsi que les mémes ressources nutritives. Cependant, il a été suggéré que
I’effet de protection du CMA peut étre correlé positivement avec le degré de
colonisation (Vierheilig et al., 2008). En effet, un niveau critique de mycorhization est
considéré comme une condition préalable pour le biocontréle, souvent caractérisé par la
présence d’arbuscules, bien que cela soit plus susceptible 1lié a 1’induction des

mécanismes de résistance qu’a la concurrence directe (Pozo et Azcon-Aguilar, 2007).

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6974554/#B53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964414000802#b0960
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964414000802#b0735

Synthése bibliographique

La mise en place d’une résistance locale et systémique induite par les CMA chez les
plantes mycorhizées: En tant que biotrophes obligatoires, les CMA sont capables de
déclencher des réactions de défense des plantes lors des premiéres étapes de la
colonisation racinaires (Paszkowski, 2006). En effet, plusieurs études ont rapporté
I’accumulation des phytoalexines, de protéines PR, de callose, de glycoprotéines riches
en hydroxyproline, des composés phénoliques, ainsi que la stimulation de I’activité
d’enzymes hydrolytiques y compris les chitinases, et les B-1,3-glucanases (Dalpé, 2005
; Singh et Giri., 2017). En effet, la résistance induite par les mycorhizes (MIR) consiste
en un réarrangement métabolique et se traduit par 1’induction ou la suppressionde
certains mécanismes de défense. Elle est généralement liée a I’accumulation de certains
métabolites secondaires (Singh, 2017). Par ailleurs, les phytohormones AS, Alet ’ET
sont également régulées lors de la symbiose mycorhizienne et sont fortement impliquées
dans la protection des plantes mycorhizées contre les stress biotiques (Van Wees et al.,
2008). Les effets de la symbiose des CMA-plante hote ont été démontré pour réduire
principalement les dommages causés par les pathogénes du sol tels que leschampignons
oomyecetes en particulier les genres Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium,Phyotophtora
et Pythium ainsi que les nématodes en particulier les genres Pratylenchus et
Meloidogyne (Pinochet et al.,1996 ; Whipps 2004 ; De la Pefia et al., 2006 ; Li et al.,
2006 ; Elsen et al., 2008; Vos et al., 2012). Contrairement aux agents pathogénes
racinaires, peu de travaux ont été menés sur la protection conférée par les CMA contre
les maladies foliaires et les résultats sont parfois contradictoires (Pozo, 2013). Mustafa
et al. (2016 ; 2017) ont étudié la réponse du blé mycorhizé avec F.mosseae et R.
irrégularis suite a I’infection par Bgt. Ces travaux ont montré que le nombre d’haustoria
était significativement réduit au niveau des cellules épidermiques des feuilles de blé,
atténuant ainsi l'apparition de l'oidium avec une protection de 74% et 34% par F.
mosseae et R. irrégularis respectivement. De plus, une accumulation de composés
polyphénoliques et du peroxyde d’hydrogéne (H202) aux sites d'infection deBgt et au
niveau de la cellule entiere, a été observée chez le blé mycorhizé par ces deuxCMA
(Mustafa et al. 2016, 2017).
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Chapitre 11

Criblage de moleécules et d’inoculums
fongiques efficaces contre I’oidium du blé
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1. Introduction

La premiére phase du projet Bioscreen a consisté en 1’identification de nouvelles molécules,
majoritairement d’origine biologique et présentant divers modes d’action, pour le biocontrdle
de différents agents phytopathogenes, afin de réduire 1’usage des produits phytosanitaires
potentiellement nocifs pour ’Homme et I’Environnement. En amont de nos travaux réalisés
chez le blé, la mise en place d’une plateforme de criblage a haut débit au sein du projet
Bioscreen a permis une premiére sélection de produits montrant une efficacité vis-a-vis de
divers agents phytopathogénes, qu’il s’agisse d’un effet biofongicide et/ou un effet inducteur
de défenses naturelles chez les plantes (SDP). Quatre principales familles de produits ont été
testées dans le cadre de cette étude notamment les rhamnolipides, les lipopeptides, les
cyclodextrines et un chito-oligosaccharide.

D’autres méthodes de biocontrole font appel a des microorganismes vivants bénéfiques connu
pour étre capables de stimuler les défenses naturelles des plantes. Les champignons
mycorhiziens arbusculaires (CMA) ont souvent été étudiés comme agents de biocontréle contre
les maladies racinaires (Miozzi et al., 2019), mais beaucoup plus rarement contre les maladies

aériennes des plantes (Comby et al., 2018).

Afin d’optimiser 1’efficacité des traitements de biocontréle, nous nous proposons dans le cadre
de ce travail de these de combiner ces deux types de traitements, a savoir un traitement foliaire
a base de molécules a effet SDP et/ou antifongique, et un traitement racinaire a base d’un
inoculum mycorhizien, pour lutter plus efficacement contre Blumeria graminis f. sp. tritici,
agent pathogéne fongique aérien et biotrophe, responsable de 1’oidium chez le blé. Les études
examinant la protection des CMA contre certains agents fongiques aériens notamment
biotrophes sont rares et parfois contradictoires (Pozo et Aguilar 2007 ; Jung et al., 2012, Comby
et al.,, 2018). En effet, en fonction de I’espéce végétale, du CMA et/ou des conditions
expérimentales, I’inoculation mycorhizienne peut engendre une réduction ou augmentation de
la sensibilité & divers agents pathogénes foliaires biotrophes (Panstruga et Kuhn, 2019).
Récemment, Mustafa et al., (2016, 2017) ont étudié les bénéfices d’une inoculation du blé avec
Funneliformis mosseae (Fm) et Rhizophagus irregularis (Ri) en termes de protection contre B.
graminis. Ces travaux ont montré que I’inoculation mycorhizienne a atténué 1’apparition des

symptdmes de la maladie, confirmant la mise en place d’une protection contre 1’oidium du blé.

Ainsi, la démarche genérale suivie dans ce travail est la suivante :
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1- Dans un premier temps, un criblage de quatorze molécules appartenant a des familles
de natures chimiques différentes (rhamnolipides, lipopeptides, cyclodextrines et chito-
oligosaccharides) a été réalisé afin d’évaluer leurs effets protecteurs in planta contre B.
graminis.

2- Par la suite des essais in vitro ont été mis en place afin de tester ’effet direct de ces
molécules sur la germination des spores de B. graminis.

3- Enfin, plusieurs inoculums racinaires bénéfiques ont été testés quant a leur capacité de
colonisation des racines de blé et a leur efficacité protectrice du blé contre 1’oidium.
Ainsi, différents inoculums mycorhiziens, (Fm, Ri, Symbivit ® Pro et Agtiv®), ainsi
qu’un champignon endophyte (Trichoderma harzianum) ont été testés afin de
sélectionner le meilleur inoculum fongique racinaire capable d‘induire une protection

efficace du blé contre B. graminis.

2. Matériels et méthodes

2.1.  Matériels végétal, fongique et produits testés.

Les expérimentations ont été réalisées sur deux cultivars de blé tendre (Triticum aestivum L.),
Pakito et Alixan fournis par RAGT (Rodez, France). En raison de son retrait du marché, le
cultivar Pakito initialement utilisé a été ensuite remplacé par Alixan pour la suite des
expérimentations. Les deux cultivars Pakito et Alixan sont respectivement assez sensible (4) et
peu sensible (6) a B. graminis. Une échelle de sensibilité / résistance a B. graminis a été établie
chez le blé, qui s’échelonne entre 1 & 9, ou le niveau (1) correspond a une variété sensible et le
niveau (9) désigne une variété résistante a la maladie (D’aprés CTP et Arvalis — Institut du

Veégetal — Fiches variétés consulté : 08/2020).

Ces deux cultivars ont été infectés par le champignon biotrophe B. graminis, dont la souche
utilisée est MPEbgtl (Dr M.-P. Latorse de Bayer Crop Science, Lyon, France). Chaque
semaine, le champignon est inoculé et maintenu sur des plants de blé du cultivar Alixan (RAGT,
France) agés de 10 jours (Randoux et al. 2006). Aprés 12 jours de culture, les spores asexuées
formées sont prélevées et utilisées dans les différentes expérimentations ou pour le

renouvellement de la souche.
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2.1.a Molécules candidates

Pour les traitements foliaires, douze molécules et deux melanges de molécules appartenant a

quatre familles différentes (Tableau 6, Figure 25), ont été fournies par les partenaires du Projet

Bioscreen :

Tableau 6 : Familles et noms des molécules testées

Rhamnolipides Lipopeptides Cyclodextrines Chito-oligosaccharide
(1UT Béthune et (Lipofabrik) (UCEIV) (MateriaNova)
Université d’Artois )
Rh- Ether C10 Mycosubtiline o-CD BioA 187
Rh-Ether C12 Surfactine B-CD
Rh-Ester C12 Fengycine 6-CD
Rh-Succinate Mix 1: Mycosubtiline + RAMEB : B-

C12

Surfactine: M+S
(80:20w/w)

cyclodextrine méthylée

Mix 2 (Mycosubtiline +
Surfactine + Fengycine
M+S+F (30 :20
:50w/wiw)
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i) Les rhamnolipides:
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Figure 25 : Structures chimiques des molécules testées.
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2.1. b Inoculums fongiques racinaires bénéefiques testés

Dans le cadre de ce travail, différents inoculums mycorhiziens ont été testés. Le premier type
repose sur I’encapsulation dans des billes d’alginate des propagules de deux champignons,
utilisés séparéement ou en combinaison : le CMA Rhizophagus irregularis (Ri) (MUCL41833,
27 propagules/bille) et le champignon endophyte Trichoderma harzianum (29707, 10
conidies/bille). Ces inoculums ont été produits par le laboratoire Earth and Life Institute,
Applied microbiology, Mycology de 1’Université Catholique de Louvain La Neuve (Belgique).
Des billes d’alginate vides et des billes d’alginate contenant des propagules de CMA et du
champignon endophyte autoclavées pendant 20 minutes a 121°C (1 bar) ont été testées comme

témoins négatifs.

L’inoculation des plantes avec le champignon mycorhizien arbusculaire Ri (Blaszk., Wubet,
Renker et Buscot) MUCL 41833 a été réalisée en utilisant des plugs de gélose de 2 cm?
contenant des spores et hyphes, provenant d’une culture de racines de carottes transformeées
(Daucus carota L.) colonisées par Ri dans des boites bi-compartimentées sur un milieu Strullu-
Romand modifié (MSR) comme décrit par Cranenbrouck et al. (2005). Les plugs de Ri (MUCL
41833) ont été fournis par la collection in vitro Glomeromycota (GINCO

www.mycorrhiza.be/ginco-bel).

En plus, trois inoculums commerciaux ont éte testes :

e Funneliformis mosseae Fm (10 propagules/g FR140, MycAgro Lab., Breteniere,
France).

e Symbivit ® Pro, contenant 6 especes de CMA : Claroideoglomus etunicatum, C.
claroideum, Glomus microaggregatum, F. geosporum, Ri et Fm (1000 propagules/g
Inoculum Plus, France).

e Agtiv ® specialty crops contenant uniquement Ri (DAOM197198, 12000 propagules/ g
(Premier Tech, Canada)).

2.2. Conditions de culture des plantules de blé

Les plantules de blé utilisées pour les tests de criblage ont été cultivées dans des armoires de
croissance (Panasonic, MLR-352H) en conditions contrdlées avec une humidité relative de
70%, une photopériode 12/12 (h), une intensité lumineuse de 250 pmol/m?/s, une température
de jour de 18°C et une température de nuit de 12 °C (Randoux et al., 2006).
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Les tests de criblage des molécules ont été menés sur des plantules du cultivar Pakito. Les grains
de blé sont mis a tremper 24 heures dans I’eau, puis mis a germer dans des barquettes contenant
960 g de terreau (Jardiland, Calais, France ; Composition : NPK 18-10-20 & 1,2 kg/m? avec
oligoéléments (B 0,03%, Cu 0,13%, Fe 0,09% (chélaté Fe EDTA), Mn 0,17%, Mo 0,05%, Zn
0,04%)), a raison de 24 plantules par barquette. Les plantules ont été ensuite arrosees

régulierement avec de I’eau de robinet, en volumes identiques deux fois par semaine.

Les plantules de bl¢ cultivées en présence d’inoculum racinaire ont été réalisées sur le cultivar
Alixan et cultivées sur un substrat inerte composé de sable, de perlite et de vermiculite (4 :1 :1,
V/VIv). Les plantules ont été arrosées avec de 1’eau distillée et avec 50 ml de solution nutritive

de Hoagland P/2, par pot et par semaine (Hoagland et Arnon, 1950 ; Mustafa et al., 2016).

2.3. Traitement des plantules

2.3.a Application des molécules

Les molécules sont appliquées a une concentration de 100uM par pulvérisation foliaire sur les
plantules de blé. Cette concentration a été recommandée par les partenaires du projet BioScreen
et est considérée comme la dose maximale applicable pour des raisons de rentabilité
¢conomique. Les plantules de bl¢ traitées par I’eau ou le DMSO 0,1% ont été utilisées comme
témoins. En effet, les rhamnolipides, les lipopeptides et le chito-oligosaccharide ont été
solubilisés dans le DMSO a 0,1%. Seules les cyclodextrines ont été solubilisées dans de 1’eau
ultra pure. Les molécules sont appliquées & 1’aide d’un pulvérisateur (ITW Surfaces et Finitions,
Valence, France), afin que la partie aérienne de la plante soit totalement couverte. Pour la
premiere étape de criblage des molécules, les plantules de blé sont cultivées pendant 3 semaines
sur terreau, 15 ml de solution sont utilisés pour les 24 plantules d’une barquette. Dans le cas
des plantules agées de 3 semaines, cultivées en pots, 15 ml de solution sont pulvérisés sur 15

plantules réparties dans 3 pots.

2.3. b Applications des inoculums fongiques racinaires

Les grains de blé (cv. Alixan) hydratés pendant 24 heures, sont cultivés dans des pots contenant
600 g de substrat artificiel compose de sable, de perlite et de vermiculite (2 :1 :1, v /v /v). Le
mélange est autoclavé deux fois durant 50 min a 127 °C afin d’éliminer les populations
microbiennes qui pourraient étre présentes, notamment les spores de CMA indigenes (
Pellegrino et al., 2015).
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Les plantes témoins non mycorhizées sont cultivées sur un substrat autoclavé en absence de
tout traitement racinaire. Concernant les traitements avec des inoculums a base de billes
d’alginate (billes d’alginate vides ou contenant les inoculums (Ri, T. harzianum et Ri + T.
harzianum)), celles-ci ont été apportées a raison de 400 billes par pot. Pour les plantes de blé
traitées par Ri sous sa forme non encapsulée, ce CMA a été additionné en plug de 2cm? (un
mélange d’hyphes et de spores) au substrat de culture. Les plantes cultivées en présence du Fm,
I’inoculum mycorhizien est ajouté dans chaque pot a raison de 10% du poids total du substrat.
Pour Symbivit ® Pro et Agtiv ®, 2 grammes de chaque inoculum ont été additionnés
directement dans le pot contenant le mélange de sable, perlite et vermiculite.

2.4. Evaluation des taux de protection contre B. graminis

Deux jours apreés le traitement foliaire par les molécules, les plantules agées de 3 ou de 6
semaines, sont infectées avec une suspension de spores de B. graminis. Les spores sont
prélevées a 1’aide d’une pompe a vide et sont suspendues dans un liquide électronique et
chimiquement stable FC43 (heptacosafluorotributhylamine ou Fluorinert, 3M ™ Cergy-
Pontoise, France). La suspension des spores est calibrée a 500.000 spores mL™ a I’aide d’une
cellule de Malassez (Tayeh et al., 2013) et 7,5 mL de la solution sont appliqués sur les plantules
en barquette ou en pot a I’aide du pulvérisateur (ITW Surfaces et Finitions, Valence, France).
Douze jours aprés ’infection par B. graminis, 1’expression des symptomes est évaluée par
comptage des colonies fongiques blanches sur les deux faces de la 3°™ feuille (Randoux et al.,
2006). Les taux de protection sont calculés en appliquant la formule suivante (Reignault et al.,
2001) :

Taux de protection = 100x (Nombre de colonies sur les plantes témoins — Nombre de colonies sur les

plantes traitées) / Nombre de colonies sur les plantes témoins

2.5. Détermination des taux de colonisation des racines

Les taux de colonisation mycorhizienne ainsi que les taux de colonisation par Trichoderma
harzianum sont déterminés pour chaque condition a partir de racines issues de plantules de blé
cultivées dans 3 pots différents. Aprés 8 semaines de culture, les racines ont été prélevées,
lavées pour éliminer le substrat et rincées a 1’eau distillée. Les racines sont ensuite coupées et

placées dans des tubes Falcon de 50 mL puis éclaircies dans une solution de KOH 10% (v/v)
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pendant 1h a 70°C. La solution de KOH est ensuite éliminée et les racines sont lavées avec de
I’HCI 1%. Elles sont colorées pendant 1 heure a 70°C au bleu de Trypan 0,05% (0,5g de bleu
Trypan/ L dans un mélange d’eau, glycérol et acide lactique (1 :1 :1, v/v/v) puis conservées a

4°C (Phillips et Hayman 1970).

Apres coloration, 45 fragments racinaires de 1 cm issus du méme pot ont été placés entre lame
et lamelle, a raison de 15 fragments par lame et 3 lames par pot, et observés au microscope
optique (Gx40). Trois lectures par fragment ont été réalisées soit 405 lectures par condition (3

pots, 45 fragments par pot et 3 lectures par fragment).

A chaque intersection entre I’axe de I’objectif et le fragment racinaire, la présence ou l'absence
de structures fongiques spécifiques des CMA a été notée (Figure 26). Les taux de mycorhization
total, arbusculaire et vésiculaire ont été déterminés selon les équations suivantes (McGonigle
etal. 1990) :

N—-P

Taux de mycorhization totale = 100x

A+ AV

Taux de mycorhization arbusculaire = 100x

V+ AV

Taux de mycorhization vésiculaire = 100x

Al 3 __ﬁ
iy 2 E SR
o Arbuscules NJ‘V
Vésicules Hyphes
\A —_—

Figure 26 : Evaluation des différentes structures mycorhiziennes.
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Avec N : Nombre total d’observations avec une structure fongique (H + A +AV + V) (3x15), P
: nombre d’observations sans aucune structure fongique, A : avec présence d’arbuscules, V :
avec présence des vésicules, AV : avec présence d’arbuscules et de vésicules, H : présence

d’hyphes en absence d’arbuscules et de vésicules.

Le pourcentage de colonisation des racines par Trichoderma a été calculé a partir du nombre

de fragments de racines colonisées par un mycélium de T. harzianum suivant ci-dessous :

Taux de colonisation
Nombre total des fragments de racines observés — Nombre de fragments colonisés par des hyphes septées

= 100x - -
Nombre total des fragments de racines observés

2.6. Evaluation de I’effet direct des molécules testées sur la germination

des spores de B. graminis in vitro

L’effet direct des molécules sur la germination des spores de B. graminis est évalué dans des
boites de Petri contenant de I’agar a 12 g.L* préparé dans de ’eau déminéralisée. Chacune des
molécules (ou un mélange de molécules) a été mélangée a ce support de culture autoclavé avant
solidification, avec une gamme de concentrations croissantes (50, 100, 200, 300 uM), le témoin
étant un milieu contenant uniquement du DMSO 0.1% ou de I’H20. Les spores de B. graminis
sont dispersées sur deux boftes de Petri pour chaque traitement et concentration, puis observées
apres 48 heures afin de mettre en évidence un éventuel effet anti-germinatif ou fongicide des
produits. Environ 200 spores par traitement et par concentration ont été dénombrées et classées
dans différentes catégories : non germées (1.a), germées avec des tubes germinatifs
appressoriaux (TGA) avortés (1.b), germées avec un petit TGA (2), avec un long TGA (3) ou
avec plusieurs TGA (4) (Figure 27).
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la 1.b 2 3

Figure 27 : Différentes catégories de germination des spores de B. graminis in vitro : non
germeées (1.a), germées avec des tubes germinatifs appressoriaux (TGA) avortés (1.b), germées
avec un petit TGA (2), avec un long TGA (3) ou avec plusieurs TGA (4).

La répartition des spores par catégorie est ensuite exprimée en taux selon la formule suivante :

Taux des spores dune catégorie
Nombre de spores comptées dans la catégorie

=100
X Nombre total des spores observées

2.7. Traitement des données

Les tests statistiques ont été réalisés a partir de 3 réplicats avec le logiciel XLStat. Pour
I’ensemble des résultats obtenus, le test de Shapiro-Wilk et le test de Bartelett ont été utilisés
pour vérifier la normalité des échantillons. Les résultats ont été analysés en utilisant une analyse
de variance (ANOVA), suivie par une comparaison multiple par le test de Tukey (P <0,05). Les
données quantitatives ont été décrites par leur moyenne et leur écart type. Pour normaliser les
données présentées en pourcentages, a savoir les taux de germination des spores de B. graminis
et les taux de mycorhization, celles-ci ont été transformées en coordonnées angulaires (arc sinus

de la racine carrée : p’ = arcsin Vp), avant I’analyse statistique.
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3. Résultats

3.1. Criblage des molécules

3.1.a Test de protection in planta par les molécules contre B. graminis
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Figure 28 : Nombre de colonies de B. graminis et taux de protection observés sur la
3™ feuille de blé du cultivar Pakito, selon le produit testé & 100uM. En noir : Rh-Eth
C10, Rh-Eth C12, Rh-Est C12 et Rh-Succ C12 ; En jaune : BioA 187 ; En orange :
Mycosubtiline (M), Surfactine (S), Fengycine et les mélanges : Mix 1 (M+S) et 2
(M+S+F).

Ces tests ont été realisés sur plantules cultivées dans du terreau. Sur les plantules de blé témoins,
agées de 3 semaines et traitees par le DMSO, une moyenne de 185 colonies a éte observée sur
la 3°™ feuille. Un phénoméne de chlorose a été observé sur les plantules de blé traitées avec le
Rh-Eth C10 révélant une phytotoxicité de cette molécule utilisée a 100uM et empéchant de
définir son réel pouvoir protecteur contre B. graminis. Les traitements avec les rhamnolipides
Rh-Eth C12, Rh-Est C12 et Rh-Succ C12 ont conféré des taux de protection de 55, 60 et 65%
respectivement par comparaison a la condition témoin (DMSO). Le chito-oligosaccharide BioA
187 confére un taux de protection de 47%. Pour les lipopeptides, seules les plantules traitées

par les mélanges mix 1 (M+S) et 2 (M+S+F) montrent une différence significative du nombre
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de colonies de B. graminis formées par rapport aux plantules témoins. En effet, des moyennes
de 94 et 85 colonies ont été observées respectivement sur les plantes traitées avec les mélanges
Mix 1 et Mix 2, ce qui correspond a une protection du blé contre 1’oidium de 49 et 54% (Figure
28).
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Nombre de colonies sur la 3eme feuille de blé

Figure 29 : Nombre de colonies de B.graminis sur la 3°™ feuille de blé du cv. Pakito traité
par les cyclodextrines (RAMEB, a-CD, B-CD, 8-CD) a 100uM.

Concernant le traitement des plantules de blé avec les cyclodextrines, les quatre molécules
RAMEB, a-CD, B-CD et 6-CD, testées a 100M, n’ont montré aucune protection dublé contre
I’oidium. En effet, aucune différence significative du nombre de colonies formées n’a été

observée par rapport aux plantules témoins traitées a I’H>O (Figure 29).

3.1. b Validation de P’effet des molécules sur plantules cultivées sur substrat

artificiel.

Dans I’optique d’étudier 1’effet combine des deux traitements, a savoir la ou les molécule(s)
pré-sélectionnée(s) et un inoculum fongique racinaire, une mise au point des conditions de
culture a été indispensable. L’utilisation d’un substrat de type terreau n’est pas recommandé
dans le cas de culture en présence d’un inoculum mycorhizien en raison de sa teneur élevée en
phosphore qui est incompatible avec 1’établissement de la symbiose mycorhizienne. Il a été
démontré que les CMA sont sensibles a I’abondance du sol en nutriments (Jensen et Jakobsen,
1980 ; Miller et Jackson, 1998 ; Oehl et al., 2003). En effet, des études ont montré que
I’établissement de la symbiose mycorhizienne est affect¢ négativement voire supprimé en

présence de teneurs élevees de nutriments tels que 1’azote et le phosphore (Jansa et al., 2009).
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Ainsi, la validation de 1’effet des molécules, obtenu sur des plantules agées de 3 semaines et
cultivées sur terreau, a été réalisée sur plantules cultivees sur substrat inerte, arrosées comme
décrit précédemment avec une solution de Hoagland a P/2 (paragraphe 2.2). L’effet de 1’4ge a
également été évalue, dans la mesure ou la mycorhization des racines est un phénoméne
dynamique qui nécessite un délai assez long, estimé en moyenne a 6 semaines pour étre effectif
dans le cas du blé (Mustafa el al., 2016, 2017).
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Figure 30 : Nombre de colonies de B. graminis et taux de protection obtenus sur la 3°™
feuille des plantules de blé du cultivar Alixan agees de 3 et 6 semaines traitées par les
rhamnolipides C12 et le BioA 187 a 100uM.

La figure 30 montre le nombre de colonies de B. graminis et les taux de protection obtenus pour
les plantules de blé cultivées sur substrat artificiel et agées de 3 et 6 semaines en réponse aux
traitements foliaires par les rhamnolipides et BioA 187. Les plantules de blé témoins traitées au
DMSO 0.1% présentent une moyenne de 19 et 16 colonies de B. graminis par feuille. Le
rhamnolipide Rh-Eth C12 diminue significativement le nombre de colonies par rapport au
témoin DMSO 0.1%, des moyennes respectives de 7 et 6 colonies ont été observées a 3 et 6
semaines de culture, ce qui correspond a des protections respectives de 64,5 et 62% des
plantules de blé. Avec une moyenne 6 et 4 colonies, le Rh-Est C12 assure des taux de protection
respectifs de 68 % et 74% a 3 et 6 semaines de culture. En revanche, le Rh- Succ C12 ne
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présente pas de différence significative par rapport au témoin DMSO 0.1% dans les deux
conditions d'age. Pour le chito-oligosaccharide BioA 187, des moyennes de 8 et 7 colonies ont
été observées a 3 et 6 semaines de culture. Le traitement au BioA 187 a conféré une protection
de 59,6 et 60% contre I’oidium du blé pour les plantes agées de 3 et 6 semaines. La protection
du blé contre 1’oidium obtenue avec Rh-Eth C12, Rh-Est C12 et le BioA 187 n’est donc pas
affectée par 1’age de la plante (Figure 30) dans les premiéres semaines de son cycle de

développement.

3.2. Seélection des inoculums fongiques bénéfiques racinaires
La sélection des différents inoculums fongiques potentiellement efficaces tient compte de deux
critéres : (i) leur capacité a coloniser les racines de blé et (ii) leur capacité a protéger le blé

contre B. graminis.

3.2. a Détermination des taux de mycorhization des racines de blé

L'efficacité de la colonisation des racines de blé par les inoculums mycorhiziens testés a été
déterminée en mesurant le taux de colonisation mycorhizienne totale, arbusculaire et vésiculaire
sur les racines de blé apres 8 semaines de culture. Aucune structure mycorhizienne ni présence
mycélienne n’a été observée dans les racines des plantules témoin ou inoculées avec des billes
d’alginate contenant le CMA Ri, le champignon endophyte T. harzianum et la combinaison des
deux (Ri + T. harzianum). De méme, les racines de plantes inoculées avec Agtiv ® et Symbivit
® Pro (autoclavé ou non) et Fm autoclavé n’ont pas montré de structures mycorhiziennes. En
revanche, des arbuscules et vésicules démontrant la colonisation mycorhizienne chez les racines
de plantules inoculées avec Fm ont été clairement observés (Figure 31). Le taux de
mycorhization totale a été évalué a 23%. Les taux des colonisations arbusculaire et vésiculaire
ont eté estimés a 5 et 3% respectivement dans les racines de blés inoculés avec Fm (Tableau 7).

Tableau 7 : Taux de colonisation des racines de blé inoculé avec Fm aprés 8 semaines de
culture. Les résultats ont été obtenus a partir de trois expériences indépendantes.

Taux de colonisation (%)

Total 22.7+7.26
Arbusculaire 49+18
Vésiculaire 3.2+0.93
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Vésicules

Figure 31 : Racines de blé inoculées avec Fm montrant les différentes structures
mycorhiziennes (Arbuscules, Vésicules et Hyphes).

3.3. Test de protection contre I’oidium du blé

Aprés 6 semaines de culture sur un substrat artificiel, les plantules de blé cultivées en présence
d’un inoculum fongique racinaire ont été infectées par B. graminis. Le nombre de colonies sur
la 3°™ feuille a été compté 12 jours aprés infection, soit sur des plantules dgées d’environ 8
semaines (Tableau 8.a). En moyenne, 27 colonies de B. graminis ont été comptabilisées chez le
blé témoin (non inoculé) et chez le blé cultivé en présence des billes d’alginate vides. Les essais
des différents inoculums ont montré que les billes d’alginate contenant le CMA Ri ainsique T.
harzianum seuls ou en association n’ont pas d’effet sur la protection du blé contre 1’oidium. Les
plantules inoculées par le CMA Ri (MUCL41833), apporté en plug (spores et hyphes) ou
encapsulé dans des billes d'alginate, présentent respectivement une moyenne de 29et 23
colonies, et chez les plantules inoculées avec des billes d’alginate contenant T. harzianum,33
colonies ont ét¢ comptées. Aucune différence significative n’a été observée par rapport au

témoin non inoculé.

Enfin, I’effet de I’apport de trois inoculums commerciaux (Agtiv ®, Symbivit ® Pro et Fm) sur
une protection potentielle du blé contre I’oidium a été testé sur des plantules de blé agées de 8
semaines. Un témoin sans inoculum, ainsi que les inoculums commerciaux autoclavés ou non
ont été testés (Tableau 8.a. et 8.b.).
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Sur les plantules de blé témoin (non inoculées), 104 colonies ont été comptées sur la 3°™ feuille.
Chez les plantes inoculées avec Agtiv ® autoclavé ou non, aucune différence significative n’a
été observée par rapport aux plantules témoin non mycorhizées. En effet, 95 et 113 colonies de
B. graminis ont été respectivement observées. De méme, avec un nombre de colonies évalué a
91,3 et 79,3 colonies chez les plantules inoculées avec Symbivit ® Pro autoclavé ou non, aucune
différence significative par rapport aux plantules témoin non mycorhizées n’a été observée.
Quant aux plantules inoculées avec Fm, seules les plantes inoculées avec Fm non autoclavé ont
montré une réduction significative du nombre de colonies avec une moyenne de 69,5 et assurant
une protection de 33% contre I’oidium de blé (Tableau 8.b).

Tableau 8.a. : Impact de I'inoculation mycorhizienne sur le nombre de colonies de B. graminis
et les taux de protection sur la 3°™ feuille des plantules agées de pres de 8 semaines. Les valeurs

sont des moyennes + I'écart type. Les résultats ont été obtenus a partir de trois expériences
indépendantes et chacune correspond a 15 plantules dans trois pots.

Inoculums Nombre de colonies Taux de protection
Témoin non inoculé 27,29% 12a -
Billes d’alginate vides 26,67+12,1a 2.3%

Ri + Trichoderma harzianum
encapsulés dans des billes d'alginate 20.47x11.2a 25%

et autoclavés

Ri (plug) (MUCL41833) 29+13.6a 0%

Ri encapsulé dans des billes
23.13+15a 15%

d’alginate
Trichoderma harzianum encapsulé
) 33.33+15.4a 0%
dans des billes d’alginate

Ri+ Trichoderma harzianum

22,3345,3a 18%

encapsulés dans des billes d’alginate
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Tableau 8.b. : Impact de I'inoculation mycorhizienne sur le nombre de colonies de B. graminis
et les taux de protection sur la 3éme feuille des plantules cultivées en présence des inoculums
commerciaux et agées de pres de 8 semaines. Les valeurs sont des moyennes + I'écart type. Les
résultats ont été obtenus a partir de trois expériences indépendantes dans le temps et chacune
correspond a 15 plantules dans trois pots.

Inoculums Nombre de colonies Taux de protection
Témoin 103,8 £ 12,9A -
Agtiv ® 95,5+12,1A 8%
Agtiv ® autoclavé 113+15,4A 0%
Symbivit 79,3+ 11,8AB 23,5%
Symbivit ® Pro autoclavé 91,3+14,5AB 12%
Fm 69,5+9,4B 33%
Fm autoclavé 99,33+13,9A 4,3%

3.4. Effet direct des molécules sur la germination in vitro des spores de B.

graminis

Les molécules testées présentant un effet protecteur in planta contre 1’oidium, a savoir les
rhamnolipides C12, le BioA 187 et les lipopeptides, ont été testées in vitro afin d’évaluer leur
effet direct sur la germination des spores de B. graminis. Pour la condition t¢émoin (DMSO), 57
% des spores n’ont pas germé ou ont présenté des tubes germinatifs avortés. Parmi les spores
qui ont germé, 27% présentent un petit TGA, 9% un long TGA et 7% plusieurs TGA (Figure
32).

Le rhamnolipide Rh-Eth C12 inhibe totalement la germination a toutes les concentrations
testées. Le Rh-Est C12 n’a pas d’effet significatif sur I’inhibition de la germination des spores
a la concentration 50uM. En revanche, 89 et 93% des spores ne germent pas respectivement
aux concentrations 100 et 200uM du Rh-Est C12. A la concentration la plus élevée de Rh-Est
C12 (300uM), la totalité des spores ne germent pas ou présentent des TGA avortés. L’effet
inhibiteur du Rh-Succ C12 a été démontré a partir de 50uM. Ainsi, pour les concentrations
respectives de 50 uM et 100 uM, une inhibition significative de la germination a été observée
respectivement pour 90 et 92% des spores. A des concentrations plus élevées (200 et 300 uM),
le Rh-Succ C12 inhibe la germination a des taux respectifs de 96 et 98% (Figure 32).
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Figure 32 : Pourcentages de germination in vitro des spores de B. graminis, sur de I’agar
contenant du DMSO seul, ou contenant 1’un des 3 rhamnolipides (Rh-Eth C12, Rh-Est C12,
Rh-Succ C12) aux concentrations testées (50, 100, 200, 300 uM). TGA : Tube Germinatif
Appressorial.

Concernant le traitement au BioA 187, la concentration 50uM n’a pas affecté significativement
la germination des spores de B. graminis par comparaison au témoin DMSO. Pour les
concentrations plus élevées (100, 200 et 300 uM), un effet inhibiteur sur la germination des
spores a été observe, avec plus de 91% des spores de B. graminis qui n’ont pas germé ou ont

présenté des TGA avortés (Figure 33).
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Figure 33 : Pourcentages de la germination in vitro des spores de B. graminis sur de 1’agar
contenant du DMSO seul, ou contenant le BioA 187 aux concentrations testées : 50, 100, 200,
300 uM. TGA : Tube Germinatif Appressorial.
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De méme, I’effet direct des lipopeptides a été testé in vitro sur les spores de B. graminis. Chez
le témoin (DMSO), 62% des spores n’ont pas germé ou ont présenté des TGA avortés, 27 %
des spores ont germé avec un petit TGA, tandis que 7% des spores présentaient un long TGA
et 3% ont germé avec plusieurs TGA (Figure 34).

Seule la mycosubtiline a montré un effet inhibiteur significatif de la germination des spores de
B. graminis a toutes les concentrations testées (50, 100, 200, 300 uM). Une inhibition de 93 %
est obtenue a la concentration de 50uM et cette inhibition devient totale a partir de 100uM. En
revanche, la surfactine ne montre pas d’effet inhibiteur significatif a 50uM. Une relation dose
| effet anti-germinatif a été observeée pour la méme molécule a partir de 100uM. Des taux
d’inhibition respectifs de 67, 80 et 83.3% ont été obtenus pour les concentrations de 100, 200
et 300uM. Concernant la fengycine, aucun effet significatif n’a été observé a 50 uM par rapport
au témoin DMSO 0,1%. Aux concentrations élevées (100, 200 et 300uM), la germination des
spores est inhibée de plus de 90% par rapport au témoin. Pour les deux mélanges : Mix 1 et 2,
des taux d’inhibition de la germination des spores de B. graminis respectifs de 91 et 99% pour

la concentration de 50uM ont été obtenus. Pour chacun de ces mélanges, les concentrations

o
o
(32}

Figure 34 : Pourcentages de germination in vitro des spores de B. graminis sur de 1’agar
contenant du DMSO (témoin) ou contenant les lipopeptides seuls ou en mélange aux
concentrations testées : 50, 100, 200, 300 uM. TGA : Tube Germinatif Appressorial.

superieures ou égales a 100pM inhibent totalement la germination des spores (Figure 34).
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4. Discussion

4.1. Criblage des molécules

Dans notre étude, le criblage de diverses molécules a permis de mettre en évidence pour
plusieurs d’entre elles une activité inhibitrice de la germination des spores du champignon
phytopathogéne biotrophe B. graminis in vitro ainsi qu’une activité de protection in planta en
conditions controlées. La protection obtenue contre B. graminis pourrait ainsi résulter de
I’action inhibitrice directe de la molécule, sans pour autant exclure la possibilité d’une

résistance induite par stimulation des mécanismes de défense chez la plante.

4.1.a Lesrhamnolipides

Nos expérimentations ont montré que les plantules de blé traitées au Rh-Eth C10 a 100uM ont
présenté des chloroses au niveau foliaire, empéchant la validation de tout effet protecteur contre
B. graminis, et traduisant une probable phytotoxicité de la molécule. L’effet phytotoxique
observé 48H apres le traitement peut s’expliquer par un effet dose et/ou par le choix du cultivar
utilisé. En effet, des tests supplémentaires sont requis avec des concentrations inférieures a
100uM ou sur d’autres cultivars afin de confirmer ou non la phytotoxicité obtenue et de vérifier
plus clairement I’effet protecteur du Rh-Eth C10.

En revanche, les trois rhamnolipides avec une longueur de chaine de 12 atomes de carbone (en
C12), a savoir Rh-Eth C12, Rh-Est C12 et Rh-Succ C12, n’ont pas révélé de phytoxicité et ont
conféré une protection des plantules de blé supérieure a 50% contre 1’oidium a 3 et 6 semaines
de culture. Quelle que soit la fonction (éther, ester ou succinate) liant la chaine hydrophobe, les
rhamnolipides en C12 protegent le blé contre I’oidium a 100uM. L’efficacité d un rhamnolipide
a protéger le blé contre 1’oidium — et peut-étre en stimulant ses défenses — peut dépendre de la
longueur de la chaine carbonée, ainsi que la nature des liaisons et groupements des
rhamnolipides. Dans notre étude, la nature des liaisons testées semble peu influencer I’efficacité
des rhamnolipides C12. Par ailleurs, une étude récente a démontré que des rhamnolipides de
synthése, composés de deux rhamnoses et séparés par une chaine d'acides gras, peuvent
déclencher une réponse immunitaire chez Arabidopsis qui varie en fonction de lalongueur de la
chaine d'acides gras (Luzuriaga-Loaiza et al., 2018). En effet, les résultats de criblage effectué
dans le cadre du projet, ont démontré que les rhamnolipides en C8 et en C4 a100uM seraient
montrer moins efficace que les rhamnolipides en C12 contre P.infestans, B. cinerea,
Rhizoctonia solani.(Données non publiées) En terme de protection, des étudesantérieures ont

décrit que les rhamnolipides naturels sont susceptibles de protéger le vigne, le
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colza contre B. cinerea et ce en déclenchant des réponses de défense chez la plante (Vanier et
al., 2009 ; Monnier et al., 2018). D’autre part, Platel et al., (2020) ont décrit que les mono-
rhamnolipides sont notamment capables de protéger le blé contre Zymoseptoria tritici. Le Rh-
Est-C12, appliqué a 1,1 mg/mL (3200 pM), s'est montré efficace en affichant une réduction des
symptomes de la maladie avoisinant 78,9% et ce en les activités enzymatiques (CAT et POX)
et la production des ROS (Platel et al., 2020). De telles activités biologiques n’ont jamais été
décrites pour des rhamnolipides purifiés ni dans le cadre du pathosystéme oidium/blé, ni méme
plus généralement sur des pathosystémes mettant en jeu des interactions entre des agents
pathogenes foliaires biotrophes et des céréales.

Pour ce qui est de la stimulation des défenses, notre hypothése est soutenue par les travaux de
Robineau et al., (2020). En effet, I’efficacité des rhamnolipides Rh-Eth C10, Rh-Eth C12, Rh-
Est C12 et Rh-Car C12 appliqués par pulvérisation foliaire a 300uM a été étudiée sur des plantes
de tomate contre B. cinerea. Les tests de protection sur des plantules par les rhamnolipides a
C12 ont démontré une diminution significative des nécroses de B. cinerea. Cependant, le Rh-
Eth C10 n’a pas montré d’effet significatif par rapport au témoin DMSO 0.1%. L’effet de ces
rhamnolipides sur 1’¢licitation ou la potentialisation des mécanismes de défenses de la plante
ont été notamment étudiés. Hors contexte infectieux, aucune induction significative de
I’expression des genes PR1 (pathogenesis-related protein 1) et PRP69 (pathogen-induced
protease) n’a été révélée. Le prétraitement au Rh-Eth C10 n’a pas induit des modifications sur
I’expression des geénes. Cependant, 48H aprés infection par 1’agent pathogéne, le Rh-Car C12
a induit le géne PR1, tandis que les Rh-Eth C12, Rh-Est C12 ont activé 1’expression du géne

PRP69 suggérant ainsi un effet de potentialisation de ces rhamnolipides.

Par ailleurs, I’induction des réactions de défenses de la plante semble étre dépendante du mode
de vie du parasite. Sanchez et al. (2012) ont montré que le prétraitement des feuilles
d’Arabidopsis thaliana par le mélange de rhamnolipides (Rh-C10-C10 : 40% et Rh-Rh-C10-
C10 60%) a conféré une protection contre Hyaloperonospora arabidopsidis et B. cinerea. La
protection des plantules d’A. thaliana obtenue contre ces deux agents pathogenes suite a
I’application foliaire du meélange de rhamnolipides semblaient étre liée a 1’activation de
différentes voies de signalisation des défenses dépendant du mode de vie de I’agent pathogene.
Ainsi, la voie de I’AS est activée par les rhamnolipides, par potentialisation, dans le cadre de
I’infection par 1’agent pathogeéne nécrotrophe B. cinerea tandis que I’ET est impliquée dans la

résistance induite contre I’oomycéte biotrophe H. arabidopsidis (Sanchez et al., 2012).
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En plus du potentiel protecteur in planta nos résultats ont démontré que les rhamnolipides a
C12 présentent eégalement un effet anti-germinatif direct. En effet, une inhibition de la
germination des conidies de B. graminis in vitro a été observee pour Rh-Eth C12, Rh-Succ C12
a partir de 50uM ainsi que pour Rh-Est C12 a partir de 100uM. Un effet anti-germinatif quasi-
total est observé a des concentrations plus élevées. Récemment, Robineau et al., (2020) ont testé
également différents mono-rhamnolipides synthétiques, dont le Rh-Eth C10, le Rh-Eth C12, le
Rh-Est C12, ainsi qu’un Rh-Carbamate C12 (Rh-Car C12) sur la germination des conidies de
B. cinerea in vitro. Indépendamment des concentrations appliquées, une diminutionde la
germination des conidies et de la croissance mycélienne de B. cinerea a été observée a 2 jours
post-traitement par les différents mono-rhamnolipides confirmant ainsi leur effet anti-

germinatif.

Le plus souvent, les travaux menés sur I’utilisation des rhamnolipides dans le cadre du
biocontrdle se sont principalement intéressés a des mélanges de mono- et di-rhamnolipides
purifiés et ce contre différents agents pathogenes tels que Sclerotium rolfsii, F. oxysporium,
Phytophthora nicotianae et Macrophomina phaseolina (Reddy et al., 2016). Plusieurs études
ont rapporte leurs propriétés antimicrobiennes directes contre diverses espéces de champignons
nécrotrophes, oomycétes et bactéries in vitro. Par exemple, le mélange de rhamnolipides,
produits par Pseudomonas aeruginosa (mono et di-rhamnolipides : Rh-C10-C10 : 40% et Rh-
Rh-C10-C10 60%) a été testé a différentes concentrations (0,1, 0,2 et 1 mg/mL) in vitro vis-a-
vis de B. cinerea. Pour les concentrations (0,1 et 0,2 mg/mL), aucun effet significatif n’a été
observé sur la germination des spores et la croissance mycélienne par rapport au témoin.
Cependant, a une concentration plus élevée une forte inhibition de la germination des spores
(95%) a été observée en 24h (Sanchez et al., 2012 ; Vannier et al., 2009). Des études récentes
ont décrit I’effet antifongique des mélanges de rhamnolipides, se manifestant par une altération
de la croissance mycélienne et une inhibition de la germination des spores de certains agents
pathogenes foliaires tels que Cercospora kikuchii, Cladosporium cucumerinum, Colletotrichum
orbiculare, Fusarium verticillioides et F. graminearum (Kim et al.,2000 ; Sha et al., 2012 ;
Deepika et al., 2015 ; Borah et al., 2016). En effet, les mélanges de rhamnolipides peuvent
inhiber la croissance mycélienne et provoquer la lyse des zoospores de nombreux oomycétes
pathogénes, notamment Pythium aphanidermatum, Phytophthora capsici, P. sojae et
Plasmopara lactucae-radicis (Stanghellini et Miller, 1997 ; Kim et al., 2000 ; Soltani et al.,
2015 ; Miao et al., 2015).
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4.1. b Le chito-oligosaccharide

Dans le cadre de notre étude de criblage, le traitement foliaire des feuilles de blé par le chito-
oligosaccharide (COS) BioA 187 a 100uM a permis de réduire la séverité de la maladie
d’environ 60% chez des plants de blé agées de 3 et 6 semaines. En ce sens, les COS ont été
décrits pour protéger diverses plantes contre B. cinerea, telles que la vigne, le concombre et la
tomate (Aziz et al., 2006 ; Badawy et Rabea, 2009 ; Ben-Shalom et al., 2003). En effet, la
protection conférée suite a un traitement au COS résulterait non seulement de son activité
inhibitrice directe mais aussi de la stimulation des mécanismes de défense. 1l agirait comme un
éliciteur des réactions de défense des plantes (Aziz et al. 2006 ; Vander et al 1998). Faoro et al.
(2008) ont montré un effet systémique du chitosan. Une pulvérisation foliaire du chitosan sur
des plantules d'orge a conduit a une réduction de 55.5% de I’infection par B. graminis
f.sp. hordei sur les feuilles ayant recu le produit, mais aussi a une réduction d’environ57% sur
les feuilles non traités de la méme plante et infectées par le pathogéne. La résistance induite
chez les plantes traitées est associée a I’accumulation de phytoalexines via I’activationde la voie
de biosynthése des phénylpropanoides (Hammerschmidt 1999, Iriti et al., 2011, Azizet al.,
2007). En effet, les COS peuvent agir sur le développement de 1’agent pathogéne et moduler
difféeremment la réponse de la plante. D’aprés la littérature, son activité est corrélée ades
facteurs intrinseques tels que la nature, le degré de polymérisation, la désacétylation du
polymére ainsi qu’au mode d’application du traitement, la plante hote et ’agent pathogene

(Hadwiger et Beckman 1980 ; Das et al., 2013).

Concernant I’effet direct du BioA 187, un effet inhibiteur de la germination des spores supérieur
a 91% a partir de 100uM a été montré. L’activité fongicide du chitosan et de ses dérivés a été
rapportée contre divers champignons et oomyceétes (Muzzarelli et al., 1990 ; Vasyukova et al.,
2005). Par exemple, il a démontré que les propriétés inhibitrices du chitosan sont liées a sa
capacité a induire des altérations sur la croissance mycélienne (déformation et déshydratation
des hyphes) et la germination des spores (avortement des spores) de nombreux agents
pathogénes notamment F. oxysporum, F. graminearum, B. cinerea, Monilina laxa, Alternaria
alternata, Pythium aphanidermatum et Mucor piriformis (Kheiri et al., 2016 ; Rahman et al.,
2015 ; El Hassni et al., 2004 ; Rabea et al., 2003 ; Leuba et Stdssel, 1986). Les travaux realises
par Kheiri et al., (2016) ont rapporté que le traitement par des dérivés du chitosan a 5000 ppm
a altéré le développement des hyphes du F. graminearum en diminuant de 85% sa croissance

mycélienne in vitro.
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4.1.c Les lipopeptides

L’étude de I’effet protecteur in planta des molécules a porté aussi sur les lipopeptides (LPs),
produits par Bacillus subtilis, notamment la mycosubtiline (M), fengycine (F) et surfactine (S).
Ces LPs pulvérisés séparément a 100uM n’ont pas conduit & une protection significative des
plantules de blé contre I’oidium. La fengycine est particulierement étudiée contre les
champignons filamenteux (Deleu et al., 2008) et la mycosubtiline est connue pour son activité
antifongique contre un large panel d’agents pathogénes, notamment B. cinerea, F. oxysporum,
Pythium aphanidermatum et R. solani (Yu et al. 2002 ; Leclére et al. 2005). Ces deux LP n’ont
pas montré d’effet protecteur contre 1’oidium du blé dans nos conditions expérimentales. De
méme, la surfactine seule n’a pas conférée une protection du blé contre 1’oidium. Contrairement
aux LP utilisés séparément, les mélanges Mix 1 et Mix 2 ont permis d’obtenir une protection
de 49% et 54% respectivement, soulignant ainsi I’effet synergique entre les trois familles de ces
LP. Nos résultats corroborent les travaux de Deravel et al. (2014) qui ont démontré la protection
de la laitue contre ’oomycéte biotrophe Bremia lactucae par un traitement foliaire abase de
mycosubtiline (100 mg L) et d’un mélange de mycosubtiline et de surfactine (50:50 mg L™?).
Enrevanche, la surfactine seule n'a pas eu d'impact sur le développement de B. lactucaeet n'a pas
amélioreé la résistance de la plante a la maladie (Deravel et al. 2014). La surfactine, par son
action biosurfactante et son absence d’activité antifongique, pourrait favoriser 1’adhésion de la
mycosubtiline a la surface foliaire et améliorer par la suite 1’activité de cette derniere (Stock et

Holloway 1993 ; Jauregi et al. 2013 ; Deravel et al. 2014).

Khong et al., (2013) ont testé séparément la fengycine, la surfactine et la mycosubtiline dans le
cadre du pathosysteme blé (cv. Orvantis) / oidium dans des conditions contrdlées. Ils ont
rapporté que le traitement foliaire des plantules de blé a une dose de 0.01g/L, a assuré des
niveaux de protection de 49% et 41% obtenus pour la surfactine et la mycosubtiline,
respectivement. Bien que dans notre étude, la concentration correspondant a 100uM soit
environ 10 fois supérieure a celle utilisee par Khong et al. (2013), aucune protection contre B.
graminis n’a pu étre mise en évidence. L’effet protecteur des LP pourrait ainsi s’exprimer
differemment selon le degré de sensibilité du cultivar de blé a la maladie, puisque la surfactine
et la mycosubtiline se sont révélées plus efficaces en termes de protection contre B. graminis
chez un cultivar de blé assez sensible (cv. Orvantis) que chez un cultivar peu sensible (cv.
Alixan).
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En ce qui concerne I’effet inhibiteur de la germination des spores de B. graminis, notre étude a
montré une activité anti-germinative in vitro pour les LP et cela a des concentrations supérieures
a 100 uM. Pour la mycosubtiline, une inhibition de 93% est obtenue pour la concentration la
plus faible testée 50uM, inhibition qui devient totale a partir de 100pM. Les traitements a la
surfacine et la fengycine, n’ont pas d’impact significatif sur la germination des spores a 50uM.
Cependant, un effet inhibiteur relatif a la dose a été rapporté a partir de 100uM pour la
surfactine. Concernant le traitement a la fengycine, la germination des spores de B. graminis
est inhibée de plus que 90% pour les concentrations élevées en ce LP, a savoir 100, 200 et
300uM. Pour les deux mélanges : Mix 1 (M+S (80:20 w/w)) et Mix 2 (M+S+F (30:20:50
w/w/w)), des taux d’inhibition de la germination des spores de B. graminis respectifs de 91 et
99% pour la concentration de 50uM ont été rapportés. Pour chacun de ces mélanges, les
concentrations supérieures ou égales a 100puM inhibent totalement la germination des spores.
Toutefois, Khong et al., (2013), ont étudié¢ ’effet inhibiteur in vitro de la surfactine, la
mycosubtiline, la fengycine et d’un mélange de (M+S 50:50 w/w), a une concentration environ
10 fois plus faible que celles testée dans notre étude. Ils ont constaté que ces traitements n’ont
aucun effet sur la germination des spores de B. graminis in vitro. De ce fait, on peut suggérer

que I’effet anti-germinatif observé contre B. graminis serait lié aussi a un effet dose.

4.2. Criblage des inoculums racinaires

Concernant le criblage des inoculums fongiques racinaires testés, un taux de protection contre
I’0oidium de 33% a été obtenu uniquement chez les plants de blé mycorhizés par F. mosseae
FR140 (Fm). Parmi les différents inoculums testés, seul Fm a réussi a établir une symbiose avec
les racines de blé avec un taux de mycorhization d’environ 23 %. En revanche, aucune structure
mycorhizienne, ni aucune protection n’ont été observées chez les plantes cultivées inoculées
avec Agtiv ® et Symbivit ® Pro ou avec les billes d’alginate contenant Ri, T. harzianum et Ri
+ T. harzianum. L’absence de protection significative pourrait ainsi s’expliquer par 1’absence

de colonisation fongique des racines.

Bien que les inoculums mycorhiziens commerciaux soient disponibles sur le marché, il existe
peu de données sur I’utilisation des différents inoculums mycorhiziens dans le cadre de
protection du blé, notamment contre les agents pathogeénes foliaires tel que I’oidium. Des
travaux antérieurs realisés a I’'UCEIV, dans des conditions expérimentales similaires aux notres,

ont montré que parmi les différentes espéces de CMA testées, Fm semble avoir une capacité de
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colonisation des racines de blé plus élevée par comparaison a d’autres espéces comme Ri
(DAOM 197198) ou certaines especes de Glomus sp. (Solrize®) (Mustafa et al., 2016, 2017).
Bien que la variété de blé (Cv. Alixan) utilisée dans notre étude soit différente de celle (Cv.
Orvantis) décrite dans les travaux de Mustafa et al (2016, 2017), I’effet protecteur de Fm contre
I’oidium a été confirmé. Cependant, dans nos conditions d’étude, la souche de Ri
(MUCLA41833) utilisée n’a pas conféré une protection significative. L’absence de protection
peut étre due notamment par le choix de souches de Ri et de cultivars différents utilisés pour
nos experimentations. En effet, Léon et al., (2020) ont suggéré que la réponse de la plante a
Iinoculation mycorhizienne et I’effet protecteur dépendent de plusieurs facteurs tels que
I’espéce de CMA, le cultivar de blé, le mode de vie et I’agent pathogeéne. D’autres travaux,
réalisés sur différentes especes végétales, comme la tomate ou le riz, rapportent un effet
protecteur plus important chez Fm en comparaison a Ri contre divers agents pathogénes, qu’il
s’agisse d’oomycétes (Phytophthora parasitica) ou de nématodes (Meloidogyne graminicola)
(Pozo et al. 2002 ; Shrinkhala 2011). Par exemple, Larsen et Yohalem (2004) ont rapporté
qu’aucun effet significatif n’a été observé contre ’oidium causé par 1’agent pathogene
Podosphaerea xanthii sur des plants de concombre mycorhizés par Ri. D’autre part, Dugassa et
al. (1996) ont montré que la mycorhization du lin par Ri augmente l'infection foliaire par Oidium

lini, agent pathogene responsable de 1’oidium du lin.

La co-inoculation du CMA Ri et de I’endophyte T. harzianum n’a pas montré de protection du
blé, ni de mycorhization des racines. Les CMA en tant que biotrophes sont peu compétitifs par
rapport au microbiote racinaire et sont particulierement sensibles a la présence d'autres
microorganismes (Jansa et Gryndler 2010). En effet, De Jaeger et al. (2012) ont suggéré que la
nature mycoparasitique de T. harzianum pourrait inhiber le développement de Ri. En plus du
choix du cultivar du blé et de la souche de RIi, les propriétés mycoparasitiques de T. harzianum
peuvent expliquer donc 1’absence de colonisation mycorhizienne des racines de blédans nos
conditions de culture. En revanche, la technique de co-encapsulation de différents inoculums
bénéfiques est une technologie prometteuse visant a améliorer 1’établissement de lacolonisation
mycorhizienne. Des essais sur différents cultivars de blé, avec différentes doses d’inoculums
seront indispensables pour ameliorer les conditions d’apport d’inoculums d’organismes

bénéfiques au niveau racinaire.
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5. Conclusion

Des molécules de différentes natures ont été testées afin d’évaluer leur capacité a protéger le
blé contre ’oidium. Les résultats obtenus ont montré une efficacité de protection variable
suivant les molécules candidates. Cette étude de criblage nous a permis de sélectionner en
premier lieu les traitements les plus efficaces pour la protection du blé contre I’oidium in planta,
tout en s’assurant d’une absence d’effet phytotoxique. Les rhamnolipides a chaine carbonée
C12, les lipopeptides en mélange et le chito-oligosaccharide BioA 187 ont été sélectionnes et
évalués dans un second temps pour leur effet direct sur la germination des spores de B. graminis
in vitro. L’effet anti-germinatif de ’ensemble de ces molécules a été testé selon une gamme de
concentrations croissantes (50, 100, 200, 300uM). Elles ont toutes montré un effet inhibiteur
de la germination des spores B. graminis a partir de 100M. Pour la poursuite de mon travail
de these, nous avons retenu comme molécule candidate pour le traitement foliaire contre
I’oidium du blé, le chito-oligosaccharide, BioA 187. En plus de son origine biologique, cette
molécule bio-sourcée a montre a la fois un effet direct anti-germinatif contre les spores de B.
graminis ainsi qu’une protection contre 1’oidium du blé in planta. De par sa nature, cette

molécule est susceptible d’induire également les mécanismes de défense chez le blé.

Par ailleurs, parmi les CMA ¢également testés sur le pathosysteme blé/oidium, seul 1’inoculum
mycorhizien Fm a montré une efficacité de protection significative. Cet inoculum a donc été
retenu et fera partie du traitement combiné molécule/CMA pour la suite des expérimentations
d’optimisation de I’effet protecteur et d’étude des mécanismes impliqués dans cette protection.
Dans la suite de ces étapes de criblage, les travaux de thése ont porté sur les mécanismes de
défense induits chez le blé dans le but d’expliquer la protection obtenue, via (i) le suivi de
I’expression de genes marqueurs de défense, (ii) le suivi de I’accumulation de métabolites dans
les feuilles de blé, (iii) des dosages d’une activité enzymatique typique de défense chez le blé,
la POX.
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Chapitre 111

Association d’un traitement a base d’un

chito-oligosaccharide avec un champignon

mycorhizien arbusculaire pour lutter contre
I’oidium du blé

115



Résultats et discussions

116



Résultats et discussions

1. Introduction

Suite a I’étape de sélection des molécules et des inoculums fongiques au regard de leur capacité
de conférer une protection du blé contre I’oidium, réalisée dans la premiére partie de cette thése,
le chito-oligosaccharide BioA187 et un inoculum mycorhizien a base d’une espece de
champignon mycorhizien arbusculaire (CMA) Funneliformis mosseae (Mycagro Lab) ont été
retenus. Les efficacités de protection obtenues avec chacun d’entre eux étant significatives mais
partielles, la deuxieme partie de cette thése a consisté a associer ces deux traitements afin de

vérifier si une amélioration du taux de protection du blé contre la maladie pouvait étre obtenue.

Plusieurs études antérieures ont démontré que le chitosan, un chitosaccharide obtenu par
déacétylation de la chitine, en plus de ses propriétés antifongiques directes, est capabled’induire
une résistance locale et systémique des plantes a différentes maladies causées par desagents
pathogenes fongiques tels que F. oxysporum, B.cinerea, A. alternata (Al-dhabaan et al.,2018 ;
Leuba et al. , 1986 ; El Hassni et al., 2004 ; Benhamou et Picard, 2000 ; Faoro et al., 2008).
Cependant, en France trés peu de formulations a base de chitosan sont commercialisées
(Sharathchandra et al., 2004). A ce jour, un seul SDP, connu sous le nom d’Elexa® et dont la
molécule active est le chitosan a montré une efficacité contre différents agents pathogenes
fongiques, et notamment B. graminis f. sp hordei responsable de 1’oidium chez 1’orge (Jones,
2000 ; Agostini et al., 2003 ; Faoro et al., 2008). Utilisé en pulvérisation foliaire chez diverses
especes de cucurbitacées, la vigne, le tabac, ’orge ou comme un traitement de semence du
millet, le chitosan diminue I’incidence de certains agents pathogenes foliaires tels que Puccinia
recondita, Sclerospora graminicola et B. cinerea (Acar et al., 2008 ; Ma et al., 2011 ; Varnier
et al., 2009 ; Trotel-Aziz et al., 2006 ; Faoro et al., 2008, Iriti et al., 2011 ; Sharathchandra et
al., 2004 ; Popova et al., 2017). Sur blé, nous avons donc démontré que le traitement au
BioA187 a conduit a une réduction de I’infection de la plante par B. graminis comprise entre
47 et 60% dans nos conditions de culture, quel que soit le substrat utilisé (terreau ou substrat
artificiel supplémenté par la solution de Hogland), et quel que soit 1’age des plantules (3 ou 6

semaines).

En plus des traitements foliaires a base de SDP, I’inoculation des plantes par des
microorganismes bénéfiques permet dans certains cas d’induire une résistance chez les plantes
et représente donc une autre stratégie de biocontrdle intéressante des maladies fongiques. Parmi

ces microorganismes, les CMA ont été décrits pour leur capacité a protéger les plantes
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mycorhizées contre divers agents pathogenes racinaires (Castellanos-Morales et al., 2012 ;
Miozzi et al., 2019). En revanche, leur role dans la lutte contre les maladies foliaires a été
beaucoup moins étudi¢ (Comby et al., 2018). Des travaux récents ont montré 1’efficacité du
CMA Fm a protéger un cultivar de blé sensible (cv. Orvantis) contre I’oidium (Mustafa et al.,
2016 ; 2017). Cette protection semble résulter de I’induction d’une résistance systémique
appelée MIR pour Mycorrhiza-induced resistance, en réponse a la mycorhization du blé par Fm.
Ces auteurs ont suggéré que les mécanismes de défenses activés chez le blé lors de la MIR

altéraient le processus infectieux de B. graminis (Mustafa et al., 2016 ; 2017).

Afin de rechercher un éventuel effet pouvant améliorer la protection du blé contre I’oidium,
I’effet de ces traitements appliqués séparément ou en combinaison, a été évalué en mesurant
différents paramétres : (1) les taux de protection contre B. graminis, (2) les taux de
mycorhization des racines de blé, (3) les parametres de croissance du blé, (4) la réponse du blé
aux traitements en conditions infectieuses et non infectieuses par : (i) le suivi de I’expression
de différents génes marqueurs de défense ii) le dosage de I’activité enzymatique POX, marqueur

des réactions de defense du blé et (iii) des analyses métabolomiques globale et ciblée.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériels végétal, fongique et molécule testee

Les expérimentations ont été menées sur le cultivar de blé tendre Alixan (RAGT, Rodez,
France). Concernant I’infection a 1’oidium, la souche utilisée du champignon biotrophe B.
graminis est MPEB.graminisl (Dr M.-P. Latorse de Bayer Crop Science, Lyon, France). Les
plantules de blé agées de 6 semaines ont été traitées par pulvérisation foliaire avec le chito-
oligosaccharide BioA 187 a 100uM (Materia-Nova, Belgique). Pour la mycorhization du blé,
un inoculum mycorhizien commercial (MycAgro, Breteniere, France) contenant des propagules

de Funneliformis mosseae (Fm) (Walker et SchiRler 2010), a eté utilisé.

2.2. Conditions de culture des plantules de blé

Les plantules de blé utilisées pour les différentes expérimentations sont cultivées dans des
armoires de croissance (Panasonic, MLR-352H) dans des conditions contrblées avec une
humidité relative de 70%, une photopériode 12/12 (H), une intensité lumineuse de 250
pmol/m2/s, une température de jour de 18°C et une température de nuit de 12 °C (Randoux et
al., 2006). Hydratés pendant 24 heures au préalable, 6 grains de blé sont semés par pot contenant

600 g d’un substrat inerte compose de sable, de perlite et de vermiculite (2 :1:1, v/viv). Ce
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mélange est préalablement autoclavé deux fois durant 50 min a 127 °C afin d’éliminer les
populations microbiennes, notamment les spores de CMA indigénes, qui pourraient étre
présentes (Pellegrino et al., 2015). Apres germination, les plantules de blé ont été arrosées avec
de I’eau distillée et avec 50 ml de solution nutritive de Hoagland P/2, par pot et par semaine
(Hoagland et Arnon, 1950, Mustafa et al., 2016). La concentration de P étant égale a 62mg/L,
correspond a 73kg /ha, la dose recommandée au champ pour la culture du blé tendre en France
(Le Souder et al., 1998).

2.3. Traitements des plantules de blé

Pour la mycorhization des plantules du blé, I’inoculum mycorhizien a été introduit au début de
I’expérimentation dans chaque pot, a raison de 10% du poids total du substrat inerte. Les plantes
témoins non mycorhizées sont cultivées sur un substrat inerte autoclavé sans ajout d’inoculum
mycorhizien. Pour le traitement des plantules de blé avec le chito-oligosaccharide BioA 187,
ce dernier est préparé a une concentration de 100uM dans du DMSO a 0,1% dans de 1’eau
distillée, puis appliqué par pulvérisation foliaire a 1’aide d’un pulvérisateur (ITW Surfaces et
Finitions, Valence, France). Les plantules de blé utilisées comme témoins ont été traitées par le
DMSO 0,1%. Pour toutes les expérimentations effectuées, trois pots, a raison de 6 plantules par
pot, ont été utilisés pour chaque condition de traitement. Ainsi, 18 plantules de blé agées de 6
semaines, réparties dans 3 pots, ont été pulvérisées avec 15 ml de solution. Dans le cadre de
notre eétude, différentes modalités, citées ci-dessous, ont été étudiées en conditions infectieuses

et non infectieuses :

i.  Plantules de blé dont la partie foliaire est prétraitée uniquement par le BioA 187 :
BioA
ii.  Plantules de blé cultivées uniquement en présence de F. mosseae : Fm
iii.  Plantules de blé cultivées en présence de F. mosseae et prétraitées par le BioA 187:
BioA +Fm
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2.4. Infection des plantes par B.graminis et détermination des taux de

protection

Quarante-huit heures apres 1’application foliaire du BioA 187, les plantules de blé sont infectées
avec 7.5mL d’une solution de suspension de spores calibrée a 5.10° spores/ml (Chapitre 1
paragraphe 2.4). Les pourcentages de protection (ou taux de protection) sont calculés suivant la
formule suivante (Reignault et al., 2001) :

Taux de protection =100x (Nombre de colonies sur les plantes témoins traitées avec du DMSO 0.1% -
Nombre de colonies sur les feuilles des plantes traitées avec BioA, Fm et BioA+Fm) / Nombre de colonies

sur les plantes témoins traitées avec du DMSO 0.1%

2.5. Determination des taux de mycorhization des racines

Les taux de mycorhization sont déterminés pour chaque condition a partir de racines issues de
plantules de blé cultivées dans 3 pots différents. Aprés la lecture des symptémes de la maladie
et donc apres 8 semaines de culture, les racines sont préleveées, lavées et colorées. La coloration
des racines au bleu Trypan et I’évaluation des pourcentages de mycorhization selon la méthode
de McGonigle et al., (1990) sont décrits précédemment (chapitre 1 paragraphe 2.5). Trois points
de lecture par fragment sont effectués soit 405 lectures par condition (3 pots, 45 fragments/pot

et 3 lectures/fragment) afin d’estimer les pourcentages de mycorhization.

2.6. Mesure des parametres de croissance des plantules de blé

Afin d’étudier I’effet du traitement au BioA 187, de la mycorhization des plantules de blé avec
le CMA Fm, ainsi que I’effet du co-traitement BioA +Fm, différents paramétres de croissance
ont été évalués a 8 semaines de culture : la taille du maitre brin mesurée a partir du collet jusqu’a
I’apex de la derniére feuille du brin principal (en cm), le nombre de talles, le nombre de feuilles
par plante de blé ainsi que la biomasse séche de la partie aérienne des plants (Figure 35). Ces

mesures ont été réalisées sur six plantules de blé par pot et trois pots par condition.

120



Résultats et discussions

Taille du

maitre brin

Figure 35 : Parameétres de croissance aérienne mesurés sur des plantules de blé. (Taille du maitre
brin (cm), F : Feuilles, T : Talles).

2.7. Dosage des pigments photosynthétiques

Dans le but d’évaluer les teneurs en chlorophylles (totales, a et b) et en caroténoides, 25 mg de
feuilles prélevés a partir des 3°™ feuilles, des plantes de blé agées de 6 semaines, en condition
infectieuse et non infectieuse. Les feuilles ont été broyées dans du carbonate de magnésium
(0,5% v/v ; afin d’éviter I’acidification de la chlorophylle) et de I’acétone a 80%. Le mélange
est placé a 4°C, a I’obscurité et sous agitation permanente toute une nuit. La solution est ensuite
centrifugée a 4°C a 10 000g pendant 10 minutes. Les concentrations en chlorophylles a et b (Ca
et Cb) et en caroténoides totaux sont mesurés suivant la méthode de Lichtenthaler (1987). Les
concentrations en pigments ont été exprimées en pug mg?' de matiére fraiche initiale et

déterminées grace aux équations de Lichtenthaler ci-dessous :

o [Chla] pg mL = 12,25 x AB63 — 2,79 x A467 = Ca
e [ChIb] ug mL*=21,50 x A647 —5,10 x A663 = Cb
e [Chl totale] pg mL™ = 18,71 x A647 + 7,15 x A663 = Ca + Cb
e [Car] ug mL* = (1000 x A470 — 1,82 x Ca— 85,02 x Ch) / 198
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2.8. Dosage de I’activité enzymatique peroxydase

L’activité peroxydase (POX) a été mesurée chez les plantules de blé agées de 6 semaines et
traitées par le BioA 187, Fm, et le BioA 187 +Fm, ainsi que chez les plantules témoins, et ce en
condition infectieuse et non infectieuse. La 3°™ feuille du maitre brin des plants de blé a été
échantillonnée a 9H et 48H apres le traitement foliaire par le BioA 187 et ce en absence de
I’agent pathogéne. En condition infecticuse, les 3°™ feuilles ont été prélevées a 12H et 24H
apres infection (Hpi) par B. graminis, ce qui correspond a 60H et a 72H post-traitement (Hpt)
(Figure 36). Pour chague modalité, trois feuilles ont été prélevées a partir de 3 pots (a raison de

3 réplicats par condition) et ont été directement stockees a -80°C.

Les feuilles de blé ont été ensuite pesées, 100 mg du matériel biologique a été broyé et
homogénéisé avec 1 ml de tampon phosphate (0.1M phosphate, pH 7.0). Le mélange a été
centrifugé a 12000 x g pendant 5 min & 4°C, le surnageant est conservé sur de la glace avant de
servir pour le dosage de I’activité enzymatique POX (EC 1.11.1.7). Cette derniére a été mesurée
a I’aide de I’acide 2,2'-azino-bis acide 3- éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS), donneur
d’électrons a 20°C suivant la méthode de Mitchell et al., (1994). Pour chaque échantillon, 1 ml
du mélange réactionnel (500 uM d’ABTS, 25Mm d’un tampon d’acétate de sodium a pH 4.4 €t
250 uM de H>07 a 35%) a été additionné a un volume adéquat (1ml) de surnageant. Il est
compos¢ de 5 puL du surnageant de I’échantillon végétal ou du tampon d’extraction mélangé
avec 995 L du mélange réactionnel. La cinétique de I’activité enzymatique POX a été mesurée
toutes les 30 secondes & 412 nm (e = 32 400 M cm™) durant 5 minutes, les résultats sont
exprimés en nanokatal par mg de protéines. La concentration totale en protéines des extraits
foliaires est dosée a 750 nm selon la méthode colorimétrique de Lowry et al., (1951) gréce a
l'utilisation du kit "Total Protein Kit, Micro Lowry, Peterson’s Modification" (Saint-Quentin

Fallavier, France). La gamme étalon a été établie a partir de sérum albumine bovine (BSA).
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Figure 36 : Schéma récapitulant la meéthodologie des traitements selon les modalités (BioA 187, Fm et BioA+Fm) et la cinétique de
I’échantillonnage des 3°™ feuilles de blé pour chaque analyse. Les trois feuilles ont été prélevées a partir de 3 pots différents (a raison de 3
réplicas par modalité). Pour chaque temps de cinétique, des feuilles de plantes de blé témoins (DMSO 0.1%) ont éte prélevées.
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2.9. Suivi de I’expression des genes de défense chez le blé

Le suivi de I'expression des génes de défense a été effectué sur les 3™ feuilles de plantules de
blé a différents points cinétiques selon le schéma experimental (Figure 2). Une fois prélevées,

les feuilles sont conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation.

2.9.a Extraction des ARNs

L’extraction des ARNSs totaux a été effectuée selon une méthode adaptée de Chang et al. (1993).
Un mL de tampon d’extraction, contenant 2% de CTAB (bromure
d'hexadécyltriméthylammonium), 2% de PVP (polyvinylpyrrolidinone K30), 200mM Tris HCI
(pH8), 25mM EDTA (acide eéthylene-diamine-tétra-acétique), 2M NaCl et 3% -
mercaptoéthanol, est ajouté a 1g de poudre végétale issues du broyage a 1’azote liquide des
feuilles échantillonnées, puis I’ensemble est vigoureusement vortexé et chauffé a 65°C pendant
15 min. La phase aqueuse renfermant les acides nucléiques est séparée de la phase organique
en ajoutant 1mL de solution de chloroforme/alcool isoamylique (24 : 1) a chaque échantillon
(volume 1/1) et en centrifugeant I’ensemble a 16 100 RCF, a 4°C pendant 20min. La phase
aqueuse est prélevée afin de renouveler la séparation de phase au chloroforme/alcool
isoamylique (24:1) comme énoncé précédemment. La phase aqueuse a été récupérée et les
ARNs ont été précipités par 1’ajout de 250 pl de chlorure de lithium (10M) gardée a 4°C pendant
une nuit. Les culots d'ARNSs totaux, récupérés par centrifugation a 16 100 RCF pendant 20 min
a 4°C, sont ensuite lavés deux fois avec 500 ul d'éthanol (70%) refroidi a -20°C et séchésr
quelques minutes a I’air libre afin d’enlever les traces d’éthanol. Les culots d’ARN ont ensuite
¢été repris dans 25 ul d'eau exempte de RNase (Qiagen, Hilden, Allemagne). Afin d’éliminer
des contaminations d’ADN génomique, un traitement des échantillons a la DNase a été effectue
en ajoutant 5 pl d'un tampon composé d’un tampon 10X de DNase, du RQ1 RNase-Free DNase
et du RNasine® plus RNase Inhibitor (3 :1 :1, v/v/v ; Promega, Etats-Unis) suivi de 10 minutes
d’incubation a température ambiante. Puis, 400uL d'un tampon de lyse, composé de 10mM Tris
HCI (pH 8.0), ImM EDTA (pH 8.0), 1M NaCl et 0.5% SDS, ont ensuite été ajoutés et mélangés
aux échantillons. Une nouvelle purification des ARNs a alors été effectuée en complétant la
solution avec 500uL de chloroforme/alcool isoamylique (24:1) et en séparant les phases par
une centrifugation a 16 100 RCF, a 4°C pendant 10 min. Deux volumes d'éthanol (100%) ont

ensuite été ajoutés a la phase aqueuse récupérée, puis placés a -20°C pendant 2 heures pour
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précipiter les ARNs. Aprés une centrifugation de 45 min, & 16 100 RCF et a 4°C, les culots
contenant les précipités d'/ARN ont été lavés successivement quatre fois avec 500l d'éthanol
(70%) refroidi a -20°C, puis séchés afin de permettre I’évaporation de l'alcool. Le culot a ensuite
été re-suspendu dans 30ul d'eau exempte de RNase (Qiagen, Hilden, Allemagne). La
quantification et la qualité des ARNSs ont respectivement été évaluées par mesure de leur densité
optique a 260 nm et des rapports 260/280 et 260/230 suivant les instructions du fabricant du
biophotométre (Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Le rapport 260/280 est attendu entre 1.8 et
2 pour attester d’une absence de contamination par des protéines alors que le rapport de 260/230
doit étre supérieur a 2.0 pour indiquer une faible contamination par des polysaccharides ou
d’autres constituants. La qualité des ARNSs a ensuite été verifiée par migration sur gel d’agarose
(10g/L) additionné de GelRed (0,005% v/v), agent intercalant permettant 1’observation des
acides nucléiques sous UV (Fisher Bioblock Scientific), puis révélée sous UV, pour s’assurer
de I’absence de contaminations par de I’ADN génomique et de 1’absence de dégradation des

ARNS extraits.

2.9.b RT-PCR et analyse de I’expression des genes

Pour réaliser la transcription inverse des ARNs en ADNc a I’aide du kit « High Capacity
cDNA reverse transcriptase » (Thermofisher scientific anciennement Applied Biosystems®,
Foster City, CA, USA), pour lequel nous avons suivi le protocole indiqué par le fabriquant
(Tableau 9), 1 pg d'ARN total est utilisé. Le programme du thermocycleur (Agilent
Technologies SureCycler 8800) adapté pour réaliser la RT est composé d’une premicre phase
de 10 min a 25°C puis une deuxieme phase de 120 min a 37°C. A la fin du programme, les

échantillons sont stockés a -20°C jusqu’a leur utilisation.

Tableau 9 : Composition du mélange réactionnel de la reverse transcriptase.

Composition [Conc.] initiale Volume ajouté (uL)
RT tampon 10X 2

dNTP 25X 0,8

RT Random primers 10X 2

Multiscribe Reverse Trancriptase | 50 U /ul 1

H>0O RNase free - 4.2

ARN 100 ng/pL 10

Volume Total 20 pL

Afin d’attester de la bonne réalisation de cette étape de transcription inverse, une
réaction d’amplification d’ADN a été réalisée afin de vérifier que les ARNm ont bien été

transcrits en ADN complémentaire (ADNCc) : une quantité de 0,5uL de solution d’ADNc de
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chaque échantillon de notre cinétique a été prélevée afin de réaliser la réaction d’amplification

dont les conditions sont présentées dans le tableau 10 ci-dessous.

Tableau 10 : Composition du mélange réactionnel d’amplification d’ADN par PCR.

Composition [Conc.] initiale [Conc.] finale Volume ajoute (uL)
Tampon de réaction 10X 1X 2
dNTP 4 mM 0.2mM 1
MgCl, 25mM 2mM 1.6
Couple amorces
(Forward + Reverse) 10pM 1M 4
Taq Polymérase 5U/ ul 0.02U / ul 0.08
H20 - - 10.82
ADNCc - - 0.5
Volume Total 20 pL

Le programme du thermocycleur (Agilent Technologies SureCycler 8800) est composé
d’une phase de dénaturation initiale de 5 min a 95°C afin de séparer les hybrides ARN/ADNc
et d’homogénéiser le milieu réactionnel, suivie de 3 étapes successives se répétant sur 35 cycles
se composant d’une phase de dénaturation a 95°C de 45 sec pour séparer les ADNc double brin,
d’une phase d’hybridation des amorces & 60°C de 60 sec et d’une phase d’¢longation a 72°C de
30 sec pour permettre la synthése du brin complémentaire, puis enfin, une phase d’extension

finale & 72°C de 10 min.

Les échantillons d’ADNCc ont été utilisés afin de réaliser les réactions d’amplification en
temps réel impliquant une lecture du signal de fluorescence a chaque cycle de la réaction. Ce
signal de fluorescence est obtenu par 1’ajout d’un fluorophore, le SYBR green, qui présentela
particularit¢ de se complexer a un double brin d’ADN et d’absorber la lumiere bleue pour
émettre dans le vert. Le signal de fluorescence augmente avec la quantité d’amplicons formés.
Les réactions d’amplification ont été réalisées selon les instructions fournies par le fabricant du
Biorad CFX connect (Biorad, Hercules, CA, USA) en utilisant le SYBR SsoAdvanced
Universal Green Supermix (Biorad, Hercules, CA, USA). Chaque puits de la plague gPFD a été
chargé par 3uL de couple d’amorces (Tableau 10), 12uL de mix (7,5uL SYBR (2X), 4.35 pL
H20 et 0.15uL d’ADNc (1pg/uL). Le programme d’amplification est le suivant : 15 s a 95°C
(dénaturation) et 1 min a 60°C (hybridation et élongation) pendant 40 cycles. L'analyse des
courbes de fusion a éte realisee de 65 a 95°C a 0,5°C/s et la spécificité d'amplification a été

verifiée par la visualisation des pics des courbes de fusion. Les couples d’amorces utiliseés pour
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I’analyse de I’expression de 12 génes impliqués dans les réactions de défense proviennent d’un
d’outil moléculaire de criblage chez le blé de SDPs, développé par 'INRA d’Angers (Brisset
et Dugé de Bernonville, 2011). Les résultats obtenus ont été normalisés grace au suivi de deux
génes de reférence mesurés pour chacun des échantillons : TUBp, codant la tubuline g et ACT,
codant I’actine. Pour chaque temps de la cinétique, I'expression relative des genes est exprimée
en fonction des échantillons témoin respectifs, selon la méthode 2(-AACt) décrite par
Schmittgen et Livak (2008). Les valeurs du niveau d'expression des genes représentent la
moyenne des 3 répétitions biologiques, provenant de 3 pots distincts (1 feuille/pot) a raison de
trois triplicats techniques par géne. Deux expériences indépendantes (Exp.1 et Exp.2) ont été

réalisées pour confirmer les résultats.
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Tableau 11 : Liste des genes impliqués dans les mécanismes de défense du blé dont I'expression relative a été évaluée par RT-PCR.

Mécanismes de Géne Protéines codantes correspondantes Fonctions
défense
. . Impliquées dans les activités antimicrobiennes et l'intensification des signaux de
PR1 Pathogenesis-related protein 1 défense des plantes (Breen et al., 2017)
PRA Pathogenesis-related protein 4 (hevein- | Peptides antimicrobiens végétaux (AMP) agissant sur les parois cellulaires des
like) agents pathogeénes (Sudisha et al., 2012)
Pathogenesis-related protein 5 Respons’ables_de Ig lyse cel_lu’lalre des hyphes fongiques et |d,en@|f|ees comme des
PR5 S - composes antifongiques qui s’accumulent dans les vacuoles végétales (Sudisha et
- o (thaumatin-like, osmotin)
Protéines liées a la al., 2012)
pathogenése Pathogenesis-related protein 8 (classe Agissent comme _perturbateur_s Qe la paroi cel!ulalre des chgmplgno_ns par
PR8 . hydrolyse des liaisons glycosidiques des molécules de chitine (Sudisha et al.,
111 chitinase) 2012)
PR14 Pathogenesis-related protein 14 Associées a la paroi cellulaire, elles sont responsables du transfert de la charge
(protéine de transfert des lipides) lipidigue et impliquées dans ma synthése de la cutine (Sudisha et al., 2012)
PR15 Pathogenesis-related protein 15 Participent a la production d'espéces réactives d'oxygene (ERO) directement apres
(oxalate oxidase) I'infection par un agent pathogene (Sudisha et al., 2012)
Agit comme un régulateur positif de la voie de signalisation de l'acide salicylique
PAL Phenylalanine ammonia-lyase afin de s’opposer aux pathogenes microbiens via son activité enzymatique dans la
. voie des phénylpropanoides (Kim et al., 2014)
h \|/0|e des id CHS Chalcone svnthase Impliqué dans la voie de défense de I'acide salicylique par son role dans la
phenylpropanoides y biosynthése de flavonoides /isoflavones (Dao et al., 2011)
Participe a la biosynthése des flavones appelés des phytoalexines connus par ses
FNS Flavone synthase propriétés antimicrobiennes et insecticides (Du et al., 2010)
Svsteme Participe & la formation de la lignine et de la subérine, a la synthése des
an t?/ox dant POX Peroxydase phytoalexines, au métabolisme des ERO et des ERA (espéces réactives de l'azote)
y agissant sur la réponse hypersensible (Almagro et al., 2009)
Composés Permet la synthése de callose lors de I’infection des plantes par des agents
pariétaux CalS Callose synthase pathogenes microbiens (Voigt, 2014)
Voie de Iacide Impliqué dans I'activation des génes de biosynthese de I'acide salicylique afin de
WRKY | WRKY transcription factor 30 mettre en place une résistance systémique acquise (van Verk et al., 2011; Gao et

salicylique

al., 2015)
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2.10. Analyse métabolomique

L’analyse métabolomique a permis de définir le profil de 1'ensemble des métabolites primaires
et secondaires présents au niveau de la 3°™ feuille des plantules du blé selon les différents
traitements testés (Témoin, Fm, BioA et BioA+Fm). Les prélevements de feuilles ont été
réalisés hors contexte infectieux a 60H et 72H post traitement foliaire avec BioA 187 ou le
DMSO 0.1% pour les plantules témoins. De méme des prélevements ont été réalisés apres
infection des plantules par B. graminis, a savoir 12 et 24Hpi, afin de mettre en évidence I’effet
des traitements et de 1’infection sur le profil métabolomique. Le design expérimental présenté
en Figure 2 explicite les points de cinétiques auxquelles les feuilles des plantules de blé ont éte

prélevées.

2.10. a Extraction des métabolites et analyse par chromatographie et spectrométrie

de masse

La 3" feuille a été collectée, congelée dans 1’azote liquide puis conservée a -80°C jusqu’a
utilisation. Les échantillons ont eté lyophilisés pendant 24 heures (Freezone 2.5, Labconco,
Kansas City, USA) et ensuite pesés. Les échantillons (20 mg) sont broyés (4 x 30 secondes a
une vitesse de 30 oscillations / sec) dans des tubes Eppendorf de 2ml, a l'aide d'un broyeur a
billes (TissueLyser Il, Qiagen). Les métabolites sont extraits avec du méthanol (25uL/mg de
poids sec) complété par un standard interne (apigénine, 1mg/L). Les échantillons sont incubés
pendant 10min dans un bain a ultrasons (FB15050, Fisher Scientific, Hampton, USA) et
centrifugés a 12000g pendant 15min. Le surnageant est ensuite transféré dans des flacons
spécifiques pour les analyses LC-MS (flacon N9 en polypropyléne, Macherey Nagel, Heerdt,
France). Les échantillons sont analysés par chromatographie en phase liquide a ultra haute
performance (UHPLC, Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, Waltham, USA). Les
séparations chromatographiques sont effectuées sur une colonne analytique Nucleodur ™ C18
HTec (150 x 2mm, taille des particules 1.8um ; Macherey-Nagel, Diiren, Allemagne) maintenue
a 30°C. La phase mobile est constituée d’acétonitrile contenant 0,1 % d’acide formique (v/v)
(éluant A) et d’cau/acide formique (0,1%, v/v) (éluant B) & un débit maintenu a 0,3mL/min. Le
volume d’injection de I'échantillon est de 1uL. Le programme de gradient (temps (min), % B)
est le suivant : (0 - 1min, 95% B) ; (1 - 2min, 95% a 85% B) ; (2 - 7min, 85% a 0% B) ; (7-
9min, 0% B).

Le systeme UHPLC est couplé a un spectrometre de masse haute resolution Exactive Orbitrap
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA), équipé d'une source d'ionisation par électrospray

129



Résultats et discussions

(ESI) fonctionnant en mode positif afin d’étudier les ions positifs. Les parametres ont été fixés
a 300°C pour la température du capillaire de transfert d'ions et & 2500V pour la tension de

pulvérisation.

Le débit d’azote utilisé pour la nébulisation et comme gaz auxiliaire est fixé a 40 et 5 (unités
arbitraires) respectivement. Les spectres sont enregistrés dans la gamme de masse m/z de 100 a
1000 unités de masse atomique (u.m.a.), avec une resolution de 50 000 a m/z 200 u.m.a. Le
systeme est calibré en interne en utilisant du dibutylphtalate (lock-mass, m/z 279.1591), donnant
une précision en masse inférieure & 1ppm. L’instrument est contr61é a I'aide du logiciel Xcalibur
(Thermo Fischer Scientific, USA).

Les fichiers de données brutes issus des analyses métabolomiques en spectrométrie de masse
sont traités avec le logiciel Xcalibur. Les métabolites d’intérét ont été recherchés sur la base du
m/z calculé de I'ion pseudo-moléculaire correspondant [M+H] * en utilisant une approche de
recherche d’ions candidats (« suspect screening », Krauss et al., 2010 ; Flamini et al., 2013).
Les métabolites d’intérét ont été sélectionnés sur la base d’une analyse bibliographique de la
caractérisation du métabolome du blé. Ces métabolites appartiennent en particulier aux familles
chimiques suivantes : les benzoxazinoides, les flavonoides et les polyamines conjuguées aux
acides hydroxycinnamiques (hydroxycinnamic acid amides, HCAA) (de Bruijn et al., 2016 ;
Wojakowska et al.,2013 ; Li et al., 2018 ; Seybold et al., 2020). L’identification des métabolites
est proposée sur la base de ’analyse expertisée des spectres de masse correspondants et de la
comparaison avec les données publiées. Pour un certain nombre de métabolites (acides aminés,
hormones), ces identifications ont été confirmées & 1’aide des standards commerciaux

correspondants (Sigma-Aldrich, L’Isle-d’ Abeau, France

2.11. Traitement des données

Les tests statistiques ont été réalisés a partir de 3 réplicas avec le logiciel XLStat. Pour
I’ensemble des résultats obtenus, le test de Shapiro-Wilk et le test de Bartelett ont été utilisés
pour Vérifier la normalité des échantillons. Les resultats ont été analysés en utilisant un test
paramétrique pour 1’analyse de variance (ANOVA) ou un test non paramétrique (Kruskal-
Wallis). Les données quantitatives ont été décrites par leur moyenne et leur écart type. Les taux
de mycorhization, celles-ci ont été transformées en coordonnées angulaires (arc sinus de la

racine carrée : p> = arcsin \p), avant 1’analyse statistique.
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Les analyses statistiques et les représentations associées a 1’analyse métabolomique sont
réalisées grace a un pipeline d’analyse développé au sein de I’équipe MSV (INRAE Colmar)
avec le logiciel R. Les analyses différentielles sont réalisées a l'aide du test de Tukey (Tukey's
honestly significant difference test) suivie d'une correction de tests multiples (false discovery

rate, FDR) de Benjamini-Hochberg.

3. Résultats

3.1. Effet de ’inoculation mycorhizienne, du traitement par le BioA et de

leur association sur la protection du blé contre B. graminis

Les tests de protection ont été realisés sur des plantules de blé agées de 8 semaines cultivées en

conditions controlées.

Dans la premiére expérimentation, une moyenne de 50 colonies a été comptabilisée sur la 35
feuille des plantules témoins. Les plantes traitées au BioA 187 et au Fm ont présenté un nombre
de colonies de B. graminis, formées sur les 3°™ feuilles, significativement inférieur par rapport
aux plantules témoins, avec des moyennes respectives de 34 et 29 colonies. Ainsi, des taux de
protection partiels contre 1’oidium de 33 et 42% ont été obtenus suite aux traitements des plants
de blé par le BioA 187 et le Fm respectivement. La combinaison des deux traitements a permis
de réduire le nombre de colonies de B. graminis a 14 contre 50 chez le témoin. Le traitement
combiné (BioA 187+ Fm) montre ainsi un effet partiellement additif menant & un taux de
protection du blé contre 1’oidium de 72% (Figure 37.A). Pour la seconde expérimentation, une
moyenne de 70 colonies a été comptabilisée sur les 3™ feuilles de blé témoins. Des taux de
protection de 69 et 66% ont été observés respectivement avec les traitements BioA 187 et Fm
par comparaison au témoin. Une protection significative et quasi-totale (98%) contre 1’oidium
du blé a été observée chez les plantules traitées par la combinaison (BioA 187+Fm) confirmant

I’effet additif obtenu lors de la premiére expérience (Figure 37).
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Figure 37 : Nombre de colonies de B. graminis et taux de protection observés sur la 3°™ feuille
des plantules de blé &gées de 8 semaines traitées par BioA 187 en jaune ; Fm en marron et par
BioA 187+ Fm en bleu. Les plantules de blé témoins ont été traitées par le DMSO (en gris).
Deux expérimentations indépendantes Exp.1 et Exp.2 ont été effectuées pour confirmer les
résultats. Des lettres différentes indiquent des différences significatives (ANOVA P<0.05).

3.2.  Mycorhization des racines de blé

L’établissement de la symbiose mycorhizienne a été évalué en estimant les taux de colonisation
des racines de plantules de blé agées de 8 semaines et cultivées sur un substrat artificiel
autoclavé, additionné d’un inoculum mycorhizien commercial Fm. Aucune structure
mycorhizienne n’a été observée dans les racines des plantules de blé témoins (DMSO 0,1%)
cultivées sans ajout d’inoculum mycorhizien, confirmant ainsi 1’efficacité de la double

stérilisation du substrat.

Des structures spécifiques des CMA, arbuscules et vésicules, ainsi que des hyphes ont été
observés chez les plantules de blé cultivées en présence de I’inoculum mycorhizien Fm traitées
ou non avec le BioA 187. Seuls les résultats de I’Exp.1 sont décrits par la suite puisque des
résultats similaires ont été obtenus dans les deux expériences. Les taux de mycorhization totaux

ont été estimés a 23,7 % chez les racines de blé inoculées avec Fm et 27,7% chez celles traitées
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par le BioA 187+Fm. Les taux de mycorhization arbusculaire et vésiculaire ont été estimés
respectivement a 22,8 et 0,9% avec le traitement Fm et & 27,0 et 0,7% dans le cas du traitement
combiné (BioA 187+Fm). Il est a noter qu’aucune différence significative au niveau des
différents taux de mycorhization n’a été observée entre les racines de plantules inoculées avec
Fm et celles inoculées et traitées avec le BioA 187 et ce pour les deux expérimentations
indépendantes effectuées. Le traitement au BioA 187 des plantules de blé cultivées en présence
de Fm et agées de 6 semaines, ne semble pas avoir d’impact sur la colonisation racinaire par
Fm et ce, deux semaines post traitement foliaire (Tableau 12).

Tableau 12 : Taux de colonisation des racines de blé apres 8 semaines de culture en présence
de I’inoculum mycorhizien Fm. Les résultats ont été obtenus a partir de deux expérimentations
indépendantes (Exp.1 et Exp2). Des lettres différentes indiquent des différences significatives
des taux mycorhization totale, arbusculaire et vésiculaire des racines de blé obtenus avec BioA

187+Fm par rapport & Fm selon le test Anova (P< 0,05). Les observations ont été effectuées sur
135 fragments racinaires de 18 plantes prélevées dans trois pots différents.

Taux de colonisation ) o )
Totale Arbusculaire Vésiculaire

(%)
Em 23,7t26a 228+24Db 0,9+0,27 c
Exp.1
BioA+Fm |27,7+24a 27,0+2,1b 0,7+0,42 ¢
Em 242+25A 215+268B 27+19C
Exp.2

BioA+Fm |[23,5+2,7 A 23,5+2,7B 0,00C

3.3. Effet de ’inoculation mycorhizienne, du traitement par le BioA et de

leur association sur la croissance du blé

Les effets des traitements au BioA 187, de I’inoculation mycorhizienne avec Fm ainsi que du
traitement combiné (BioA 187 + Fm) ont éteé évalués sur différents paramétres de croissance du
blé par mesure de la taille du maitre brin, du nombre de feuilles, du nombre de talles et des
poids secs de la partie aérienne des plantules aprés 8 semaines de culture (Figure 38). Il est a
signaler que ces mesures n’ont pu étre réalisées que sur une seule expérimentation (18 réplicas

/ mesure). Alors que la taille du maitre brin des plantules de blé traitées au BioA 187 seul et les
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plantes inoculées avec Fm est significativement inférieure a celle des plantules témoins, la taille
du maitre brin des plantules qui ont recu le traitement combiné (BioA 187+Fm), n’ont présenté
aucune différence significative par rapport au témoin (Figure 1.A). Le traitement combiné BioA
187+Fm a augmenté significativement le nombre des feuilles par rapport au témoin, alors
qu’aucun effet n’a été observé pour les traitements BioA 187 et Fm (Figure 38.B). Un nombre

moyen de 2 talles par plantes a été comptabilisé et cela quel que soit la condition (Figure 38.C).

En ce qui concerne le poids sec des plantules, une diminution significative de 31% du poids sec
des plantules traitées au BioA 187 a été observée. En revanche, les plantules inoculées par Fm
ne montrent aucune différence significative par rapport au témoin. Enfin, le poids sec des
plantules traitées par (BioA 187 + Fm) a été significativement plus important (de 17%) que
celui des plantules témoin (Figure 38. D).

. . B
A Taille du maitre brin Nombre de feuilles
35 . 9
—~30 T 8 2
S s 27 ]
520 gs
® 15 Z4
& =3
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=
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Témoin BioA BioA+Fm Témaoin BioA BioA+Fm
c Nombre de talles D Poids sec de la partie aérienne
3 s 0,18
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@ 2.5 T 2
s 5 5 0,14
a 2 [ £ B0,12
L g 0,1
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Figure 38 : Mesure des parameétres de croissance sur des plantules de blé agées de 8 semaines
en réponse aux traitements par BioA 187 en jaune ; Fm en marron et par BioA 187+ Fm en
bleu. Les paramétres évalués sont, A : la taille du maitre brin (en cm), B : le nombre de talles
par plantule, C : le nombre de feuilles par plantule, D : le poids sec de la partie aérienne de
chaque plantule (en g). Les paramétres de croissance de la seconde expérimentation n'ont pu
étre mesurés. Les plantules de blé témoins sont présentées en gris. Des lettres différentes
indiquent des différences significatives (ANOVA P<0.05).
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3.4. [Effet de I’inoculation mycorhizienne, du traitement par le BioA et de
leur association sur les teneurs en pigments photosynthétiques des

plantules de blé

Les teneurs en pigments photosynthétiques (cholorophylles totales, a et b, caroténoides) ont été
mesurées dans les 3°™ feuilles des plantules de blé en condition non infectieuses (-B.graminis)
et infectieuses 24Hpi (+B.graminis) (Figure 4). Pour les deux expérimentations réalisées,
aucune différence significative des teneurs en pigments photosynthétiques n’a été observée
entre les traitements Fm, BioA 187 en conditions infectieuses et non infectieuses. Toutefois,
une diminution significative des teneurs en chlorophylles b a été mesurée chez les plantules non
infectées traitées par la combinaison (BioA 187+Fm). En ce qui concerne la teneur en
caraténoides, une diminition significative a été notée uniquement chez les plantules de blé

infectées ayant recgu le traitement combiné (BioA +Fm) (Figure 4).
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Figure 39 : Teneurs des pigments photosynthétiques (en pg.mg de matiere fraiche (MF)) dans
la 3°™ feuille de plantules de blé 4gés de 8 semaines en réponse a I’infection au B.graminis
(+B.graminis) 24Hpi et en conditions non infectieuses (-B.graminis), en fonction des
traitements : Fm en marron, BioA 187 en jaune, BioA 187 +Fm en bleu comparés au témoin
DMSO 0.1% en gris. Deux expérimentations indépendantes Exp.1 et Exp.2 ont été effectuées
pour confirmer les résultats. Des lettres différentes indiquent des différences significatives
(ANOVA P<0.05).
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3.5. [Effet de I’inoculation mycorhizienne, du traitement par le BioA et de

leur association sur I’expression des genes marqueurs des défenses du

blé

Deux expérimentations indépendantes, présentées ci -dessous, ont été effectuées sur les 3°me
feuilles de blé en conditions non infectieuses a 48Hpt et 72Hpt (post traitement foliaire par le
BioA 187/ DMSO en fonction des conditions). Le suivi de I’expression des génes impliqués
dans les réactions de défense du blé impliqués dans la voie des phénylpropanoides, voie de
I’acide salicyliques, des protéines liées a la pathogenése, systéme oxydant et aux composés
pariétaux (PR1, PR4, PR5, P8, PR14, PR15, PAL, CHS, FNS, POX, CalS, WRKY) a été
également réaliseé en conditions infectieuses 72Hpt. Les résultats ont été exprimés par
comparaison au t¢émoin DMSO respectif a chaque point de la cinétique (Figure 5). L’analyse de
I’expression des geénes est établie selon les profils des génes obtenus a partir des deux

expérimentations (A. Exp.1 et B. Exp.2).

3.5.a En conditions non infectieuses

Afin d’évaluer si les traitements BioA187, Fm et BioA187+Fm provoquent 1’induction des
génes marqueurs de défense du blé dans les tissus foliaires en absence du champignon
pathogeéne, un suivi de I’expression des 12 génes a donc été réalisés en condition non-

infectieuses.

L’effet de la mycorhization seule sur I’expression de ces genes au niveau foliaire a été évalué
en se référant simultanément au temps 48 et 72 Hpt (8 semaines + 2 ou 3 jours) de chacune des
expérimentations (Figure 5, A. Expl, B. Exp2). Nous avons donc considéré 1’induction ou la
répression du géne ciblé pertinente lorsque celle-ci était retrouvée au moins 3 fois sur 4, puisque
les échantillons de feuilles provenaient de plantes inoculées par le CMA 8 semaines auparavant
+ 48Hpt ou + 72Hpt. En ce sens, le suivi de I’expression des geénes marqueurs dans les tissus
foliaires du blé inoculé avec Fm seul, 8 semaines plus tét, semble révéler une modulation de
I’expression de certains genes marqueurs de défense suivis. En ce qui concerne les genes
impliqués dans la voie des phénylpropanoides, un des trois genes testes, le gene PAL, codant la
phénylalanine ammonia lyase, est surexprimé d’environ 2 fois par rapport aux plantules
témoins. Impliqué dans les systémes antioxydants, I’expression du gene POX est au minimum

doublée chez les plantes mycorhizées par rapport aux plantes témoins non mycorhizées. En
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revanche, aucun des 8 génes codant des protéines PR n’est induit de facon reproductible (Figure
40).

Contrairement a 1’effet de la mycorhization, considéré comme validé lorsqu’il était vérifi¢ au
moins trois fois sur quatre (2 expérimentations, deux temps de cinétique pour chacune mais
assimilés a un seul). L’effet de BioA 187 et de la combinaison (BioA 187+Fm) ont été observeés
a 48Hpt, puis a 72Hpt de fagon indépendante, puisque 1’application du produit peut impacter

differemment I’expression des genes dans les feuilles a 48Hpt et 72Hpt.

Suite au traitement avec BioA 187, I’induction de divers geénes codant des PR protéines est
observée. Ainsi les expressions de PR4 et de PR14 sont induites de fagon transitoire a 48 Hpt,
de 3,5 et 3,3 fois (Exp.1) et de 3,3 et 5,6 fois (Exp.2) chez les feuilles de blé traité au BioA 187
par rapport au témoin, respectivement. Une accumulation des transcrits de PR1 et PR5 a été
également observée mais de facon plus tardive a 72 Hpt, de 3,1 et 2,7 fois (Exp.1) et de 3,1 et
2,3 fois (Exp.2) par rapport au plantes témoins, respectivement. De fagon intéressante 2 des 3
génes codant des protéines impliquées dans la voie des phénylpropanoides sont surexprimés de
facon transitoire a 48 Hpt, I’expression de CHS est induite de 9.4 et 4.1 fois (Exp.1 et Exp.2) et
FNS de 2.3 et 2.9 fois (Exp.1 et Exp.2) en comparaison avec leurs témoins non traités respectifs.

Le géne POX est surexprimé pour les deux points de cinétique mesurés, soit une induction
d’environ 4 et 3.1 fois a 48 Hpt et de 2 fois a 72Hpt au regard des témoins, pour ’Exp.1 et
I’Exp.2, respectivement.

Enfin en ce qui concerne ’effet de la combinaison des deux traitements (BioA 187+Fm) sur les
génes ciblés, PR5 et PR15 sont surexprimés de facon transitoire a 48Hpt, de 2,9 et 2 fois par
rapport au témoin pour I’Exp.1 et de 5,3 et 2,5 par rapport au témoin pour I’Exp.2. En paralléle,
I’expression du gene PR4 est induite chez les blés exposés au double traitement aprés 72Hpt, a
raison 2,2 et 6,4 fois par rapport aux témoins des Exp. 1 et 2, respectivement. Enfin des transcrits
du gene PR1 sont accumulés a 48 et 72Hpt, a raison de 2,5 et 3,3 fois pour I’Exp.1 et3,7 et 5,3
fois pour ’Exp.2.

L’induction de I’expression du géne CHS est retrouvée sur les deux points de cinétiques suivis,
a savoir une expression de 2 et 3,3 fois supérieure aux témoins respectifs des Exp.1 et 2 a 48Hpt
et de 4,1 et 4,3 fois supérieure aux témoins respectifs des Exp.1 et 2 a 72Hpt. Enfin I’expression
relative de FNS est induite dans les feuilles des blés par le double traitement d’environ deux
fois (Exp.1 et Exp.2) en comparaison des témoins respectifs. Le gene codant la POX a été induit

a 48Hpt ainsi qu’a 72Hpt chez les feuilles de blé traitées au BioA 187+Fm. Pour les deux
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experimentations, Exp.1 et Exp.2, une surexpression de la POX a été notée respectivement de
2,1 et 2,8 fois par rapport au témoin a 48Hpt et d’environ 4 et 2,1 fois par rapport au témoin a
72Hpt. En effet, une induction plus précoce (& 48Hpt) des genes PR1 et PR5 a été observée
dans les feuilles de blé (BioA +Fm) avec une induction en plus du PR15 comparée par rapport

a I’expression des géenes des feuilles de blé BioA.

Enfin qu’il s’agisse des génes impliqués dans les renforcements pariétaux (CalS) ou dans la
voie de signalisation de I’acide salicylique (WRKY) aucune induction ni répression n’a pu étre
obtenue de fagon reproductible, pour aucun des traitements réalisés en conditions non-

infectieuses (Figure 40).

A.Exp.1 B.EXp.

48HpT 72HpT 48HpT 72HpT
Fm  BioA BioA+fm  Fm  BioA BioA+Fm _Fm _BioA BioAtfm _Fm ___BioA BioA+fm

PR1 15 08 25 1,8 31 3,3 07 11 = 37 - 21 53
PRA 47 35 05 11 13 22 30 33 17 17 07 | 64
PATHOGENESS  pRgy 08 15 29 10 27 22 12 05 53 BEEM 23 o
RELATED
PROTEINS PR8 0,8 15 11 1,0 1,2 1,7 19 13 14 2,0 11 18
PR14 06 33 08 19 16 22 40 56 18 07 04 12
PR1S 16 13 20 27 12 23 10 14 25 11 08 17
PAL 20 11 12 25 13 07 25 06 08 20 06 09
PHENYLPROPANOCID
IPIOPANOD ews | 21 [GAN 20 04| os 33 (4331 41 41 08 04 | 43
FNS 11 23 23 17 05 15 08 29 21 06 15 05
ANTIOXIDANT SYSTEM ~ POX 3,2 4,0 2,1 3,0 2,2 4,0 2,0 31 2,8 58 2,0 21
PARIETAL
componns €Al 04 07 07 11 07 07 11 10 07 14 17 18
SALICYLIC ACID
snaung___ WRKY 20 07 19 18 19 L5 - i A

Eloy v 2 v ox s S

Figure 40 : Profil d’expression des genes marqueurs de défense du blé en réponse aux
traitements Fm, BioA 187 et BioA 187+Fm en conditions non infectieuses. Les résultats ont été
exprimeés en expression relative par rapport au témoin DMSO respectif pour chaque point de la

cinétique. Le suivi de ’expression des genes a été effectué en cinétique 48Hpt et 72Hpt avec
BioA 187.

3.5. b En conditions infectieuses

Les modifications observées dans I’expression des différents génes ciblés lors de I’infection du
blé (plantes témoins, DMSO) par B. graminis sont présentées en figure 6A. Ainsi, nous pouvons
remarquer que les profils d’expression obtenus suite a I’infection de la plante par B. graminis
sont relativement similaires entre les deux expériences et réveélent notamment 1’induction de
I’expression de 5 des 6 genes codant des protéines PR a 24Hpi. Les inductions d’expression de

genes les plus importantes observées a 24Hpi sont retrouvées pour PR5 avec une expression
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environ 460 et 266 fois superieure au témoin non-infectée pour les Exp.1 et 2, environ 130 fois
supérieure aux témoins pour PR1 et 28 et 160 fois supérieure aux témoins pour PR4 (Fig.6A).
Une réponse trés différente est observée pour les genes codant des protéines impliquées dans la
voie des phénylpropanoides avec une répression de 1’expression des genes CHS et FNS en
réponse a I’infection par B. graminis (Fig. 6A). Ainsi I’accumulation des transcrits de CHS est
réduite de 33 et 2,3 fois par rapport aux témoins respectifs (Exp.1 et Exp.2), quand
I’accumulation des transcrits de FNS est réduite de 6,7 et 4,8 fois par rapport aux témoins
respectifs (Exp.1 et Exp.2). L’expression de POX est induite en réponse a I’infection d’environ
28 et 175 fois par rapport aux témoins non-infectés des Exp.1 et Exp.2, respectivement. Enfin
une légeére induction est observée pour I’expression du gene WRKY, de 2,25 et 6,2 fois
superieure aux témoins respectifs (Exp.1 et Exp.2).

Afin d’évaluer I’effet des traitements sur la réponse du blé a I’infection par B. graminis,
I’expression relative des génes codant des marqueurs des réactions de défense chez le blé a été
exprimée par rapport aux plantules témoins traitées au DMSO et infectées par B. graminis. Cette
comparaison vise a visualiser les différences d’induction des génes ciblés entre les plantules

témoin infectées et les plantules de blé soumises aux différents traitements etinfectées.

Dans le cas des plantes inoculées préalablement par le traitement Fm seul puis infecté par B.
graminis, les résultats obtenus indiquent que les profils d’expression des génes suivis sont
relativement similaires a la condition témoin infectée. Seul le géne PR14 présente une induction
de son expression de 3,9 et 2,5 fois supérieures au témoin infecté pour les deux

expérimentations (Exp.1 et Exp.2) a 24Hpi (Figure 41.B).

Chez les plantules de blé dont les feuilles ont été pulvérisées avec BioA 187, I’expression
relative de 6 genes sur les 12 suivis semble plus fortement induite en comparaison des plantes
témoins infectées. Les genes PR4 et PR14 sont sur-exprimés a hauteur de 3,9 et 2 (Exp.1) et 4,5
et 3 (Exp.2) fois supérieures par rapport aux plantules témoins infectées. Les trois génes codant
des protéines impliquées dans la voie des phénylpropanoides : PAL, CHS et FNS, sont sur-
exprimés d’au moins 2,7 ; 2 et 2 fois, par rapport au témoin infecté (Fig. 41B), ce qui indique
que les génes CHS et FNS sont moins réprimés chez les plantules traitées avec BioA187 et
infectées que chez les plantes témoins infectées (Figure 41A) L’expression du gene POX est
induite de 7,3 (Exp.1) et de 4,5 (Exp.2) fois 24Hpi en réponse a BioA 187 par rapport au témoin.
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Dans le cas du traitement combinant BioA 187+Fm, trois des 6 genes codant des PR-protéines,
PR8, PR14 et PR15 sont sur-exprimés d’au moins 2 ; 6,2 et 4,0 et de 2,2 ; 2,5 et 3,1 fois par
rapport au témoin infecté, pour I’Exp.1 et ’Exp.2 respectivement (Figure 41B). L’expression
des genes PAL et FNS est induite respectivement de 2,3 et 2,8 fois (Exp.1) et 4,2 et 5,4 fois
(Exp.2) par rapport au temoin infecté. Le gene POX est sur-exprimé de 4,7 et 3,5 fois
respectivement dans les tissus foliaires pour I’Exp.1 et I’Exp.2 ayant recu le traitement combiné
(BioA 187+Fm) par rapport aux plantules témoins. En effet, seul le PR8 est induit en plus dans
les feuilles de blé BioA 187+Fm par rapport aux feuilles de blé infectées et traitées au BioA
(Figure 41).
A B
Exp.1  Exp.2 Exp.1 Exp.2
24Hpi  24Hpi 72HpT (24Hpi) 72HpT (24Hpi)

T.inf/T T.inf/T . . . .
. . Fm BioA BioA+Fm Fm BioA BioA+Fm
non.inf  non.inf

PR1 06 14 1,0 0,5 0,7 -
PR4 07 39 0,9 1,8 4,5 1,4
PATHOGENESIS PR5 06 08 0,5 0,6 0,5 0,6
5,4 8,4

RELATED
PROTEINS PR3 0,5 1,1 2,00 1,1 2,1 2,2
PR14 0,3 0,7 3,9 2 6,2 2,5 3,0 2,5
PR15 2,4 2,7 33 1,2 4,0 0,8 0,7 3,1
PAL 3,8 0,8 04 2,7 2,3 1,4 3,7 4,2
PHENYLPROPANQID
PATHWAY CHS 0,4 06 20 0,5 1,6 2,0 1,8
FNS 1,1 2 2,8 0,3 3,4 5,4
ANTIOXIDANT SYSTEM POX 07 7,3 4,7 0,4 4,5 3,5
PARIETAL
COMPOUNDS Cals 07 12 0,8 1,1 0,5 0,9
SALICYLICACID
SIGNALING WRKY 2,2 6,2 L7 08 1,4 157 3,7 4,7

Bl v 2 s o» s B

Figure 41 : Profil d’expression des genes marqueurs de défense du blé en conditions
infectieuses. (A) Expression relative des génes ciblés en réponse a I’infection chez la plante
témoin (DMSO). Cette expression est estimée en comparant I’expression des genes chez le
témoin infecté en comparaison du témoin non-infecté. (B) Modulation de I’expression des genes
ciblés chez le blé en réponse a I’infection dépendante des traitements. L’expression relative est
estimée en comparant I’expression des génes chez les plantes infectées et traités parl’un des trois
traitements (Fm, BioA et BioA+Fm) et le témoin infecté. Le suivi de 1”’expressiondes génes a
été effectue 24Hpi (72Hpt foliaire avec BioA 187).
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3.6. Effet de I’inoculation mycorhizienne, du traitement par le BioA et de

leur association sur I’activité enzymatique peroxydase

L’activité peroxydase (POX), marqueur enzymatique implique dans les réactions de défense du
blé, a été évaluée sur les 3°™ feuilles de plantules de blé agées de 8 semaines, suivant une
cinétique (9H, 48H, 60H et 72H) post-traitement par le BioA 187 en présence ou non de I’agent
pathogéne (12Hpi et 24Hpi).

3.6. a En conditions non infectieuses

Chez les plantules de blé cultivées durant 8 semaines en présence de Fm, la POX montre une
augmentation significative d’activité allant de 15 a 56 % par rapport a celle du témoin cultivé
sans Fm pour tous les points de prélevement (A.Exp.1, B.Exp.2). Suite a la pulvérisation foliaire
de BioA 187, I’activité enzymatique POX est supérieure a celle observée chez les témoins non
traités a tous les points de la cinétique, autant pour I’Exp.1 que I’Exp.2, avec une augmentation
maximale observée de 133% par rapport au témoin a 60Hpt sur I’Exp.1, et de 107% a 72Hpt
sur ’Exp.2. En ce qui concerne la combinaison BioA 187+Fm, I’activit¢ POX a été induite
significativement apres traitement pour I’Exp.1 et I’Exp.2, avec une augmentation maximale de
183% par rapport au témoin jusqu’a 60Hpt. L’activité POX est supérieure dans le cas du double
traitement BioA+Fm par rapport aux traitements appliqués seuls. En revanche, a 72Hpt par
BioA, I’activité POX redevient largement inférieure dans le cas du double traitement par rapport

aux traitements seuls et aucune différence par rapport au témoin (Figure 42)

3.6. b En conditions infectieuses

L’infection par B. graminis induit une augmentation de 1’activité POX 12Hpi et 24Hpi (ce qui
correspond respectivement a 60Hpt et 72Hpt) par rapport a celle observée chez les plantules
non infectées, avec une augmentation de plus de 150% a 24Hpi (A.Exp 1, B.Exp.2). Pour les
plantules inoculées par Fm 8 semaines plus tot, aucune variation significative de I’activité POX
n’a été observée chez les plantules de blé mycorhizées 12Hpi par rapport au témoin. A 24Hpi,
une diminution d’au moins 20% a été notée chez les plantules de blé inoculées par Fm et
infectées par B. graminis, pour les deux expérimentations, par comparaison a celle des témoins
non inoculés par Fm et infectés. Chez les plantules traitées par le BioA 187, I’activité POX a
augmenté a 12Hpi par rapport au témoin infecté (A. Expl, B.Exp.2). Pour les Plantes BioA
infecté 1’activité POX est supérieure a celle observé chez les témoins infectées pour les deux
points de la cinétique d’autant de 85% (12Hpi) a 60% (24Hpi) (A. Expl, B.Exp.2). Chez les
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plantules de blé traitées par BioA 187+Fm et infectées par B.graminis la POX a été en effet

fortement stimulée et ce de plus de 83% et 60% respectivement a 12Hpi et 24Hpi par rapport

au temoin infecté (Figure 42).
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Figure 42 : Evaluation de I’activité peroxydase dans les tissus foliaires des plantules blé en
réponse aux traitements Fm, BioA187 et BioAl87+Fm en présence ou en absence de B.
graminis. Les histogrammes représentés correspondent au Témoin en gris, a I’inoculation par
Fm en brun, BioA 187 en jaune et la combinaison BioA 187 + Fm en bleu. Les points de
cinétique 9H, 48H, 60H et 72H correspondent a 9, 48, 60 et 72 heures post traitement (Hpt)
foliaire par BioA 187 ou du DMSO. Les plantules infectées par B. graminis (+B.graminis,
contour des histogrammes en rouge) ont été suivies a 12 et 24Hpi. Les points de cinétique 60H
et 72H correspondent a 12Hpi et 24Hpi (post infection +B.graminis). Les analyses statistiques
(ANOVA, P<0.05) ont été réalisées pour chaque point de la cinétique. Les histogrammes avec
des lettres et des typographies différentes du témoin indiquent des différences statistiquement
significatives par rapport au témoin (DMSO 0.1%). Les résultats présentés correspondent a
deux expériences indépendantes réalisées dans le temps Expl (A) et Exp2 (B).

143

Témoin
B Fm
BioA
H BioA +
Fm

ETémoinii

B Fmi



Résultats et discussions

3.7. Effet de I’inoculation mycorhizienne, du traitement par le BioA et de

leur association sur le profil métabolomique du blé

La caractérisation du métabolome au sein des tissus foliaires (3™ feuilles des plants de blé
agés de 8 semaines) vise a analyser les modulations du métabolisme en réponse a I’application
des différents traitements testés et a 1’infection par B. graminis. Dans le cadre d’une étude
globale des métabolites extraits et analysés, I’analyse partielle des moindres carrés-
discriminants (PLSDA) de I’ensemble des données a éte réalisée afin de visualiser les « poids »
de différents facteurs, a savoir I’effet des traitements (Fm, BioA 187, BioA+Fm) (Fig 8A),
I’effet de la cinétique d’infection (12 et 24Hpi, Fig 8B), I’effet de I’infection avec B. graminis
(Fig 8C), ainsi que I’effet batch (Expl et Exp2, Fig 8D). En ce qui concerne I’effet des
traitements, de 1’infection avec 1’agent pathogeéne B. graminis et de la cinétique post infection,
les résultats présentés ci-dessous (Figure 8A, B, C) n’ont pas permis mettre en évidence des
profils de métabolites caractéristiques de ces facteurs/traitements. En revanche, des différences
sont observables entre les deux expériences indépendantes avec une variation totale de 24%
(Exp.1/batch 1 et Exp.2/batch 2) (Fig. 8D), suggérant un effet lié a la reproductibilité de
I’expérimentation. Ainsi, pour la suite de I’analyse des données métabolomiques, une correction
des batchs a été effectuée afin de pouvoir analyser ensemble les données des deux expériences
indépendantes (Exp.1 et Exp.2), et de réaliser une étude ciblée pour quantifier certains
métabolites dans les feuilles des plantules de blé soumises aux différentes conditions

(traitements Fm, BioA 187, BioA+Fm et infection par B. graminis.
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Figure 43: Analyse partielle des moindres carrés-discriminants (PLSDA). Graphique des scores

PLSDA valideés par recoupement pour la comparaison des profils globaux des métabolites selon :

(A)

(B)

(©)

(D)

L’effet des traitements : témoin en vert clair, traité par BioA187 en vert foncé, inoculé avec Fm en bleu
clair et BioA187 + Fm en bleu foncé, que les plantules aient été infectées ou non par B.graminis. Chaque
numéro coloré représente un échantillon, variable 1 (12%) variable 2 (19%) dans I'analyse PLSDA.

L’effet de I’infection avec B. graminis : 48 échantillons prélevés non infectés par B. graminis (-
B.graminis) quel que soit le traitement recu (rien, BioA 187 , Fm ou BioA187 + Fm) en bleu clair et 48
échantillons infectés par B. graminis (+B.graminis) quel que soit le traitement recu (Témoin, BioA 187,
Fm ou BioA187 + Fm) en bleu foncé. Chaque numéro coloré représente un échantillon, variable 1 (17%)
variable 2 (10%) dans I'analyse PLSDA.

L’effet de la cinétique d’infection avec B. graminis : 48 échantillons prélevés 12 heures post infection
par B.graminis (12 Hpi) quel que soit le traitement recu (Témoin, BioA 187, Fm ou BioA 187+Fm) en
bleu clair et 48 échantillons prélevés 24 heures post infection par B.graminis (24 Hpi) quel que soit le
traitement recu (Témoin, BioA, Fm ou BioA187 + Fm) en bleu foncé. Chaque numéro coloré représente
un échantillon, variable 1 (15%) variable 2 (13%) dans I'analyse PLSDA.

L’effet des expériences : 48 échantillons prélevés provenant de la premiere expérience indépendante
(batch 1 en bleu clair) quels que soient les traitements recus ou le statut infectieux et 48 échantillons
provenant de la deuxieme expérience indépendante (batch 2, bleu foncé) quels que soient les traitements

recus ou le statut infectieux. Chaque numéro coloré représente un échantillon, variable 1 (13%) variable
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Les profils d’accumulation de ces métabolites dans les feuilles de blé inoculé avec Fm et /ou
traité avec BioA 187 en conditions non infectées (-B.graminis) ou infectées (+B.graminis a
12Hpi, 24Hpi) ont été comparés par rapport au témoin 12Hpi (DMSO) non infecté. Parmi les
53 métabolites étudiés et regroupés en 5 catégories différentes (les Acides Aminés,
Benzoxazinoides, Flavonoides, Hormones, Amides de 1’acide hydroxycinnamique) environ 11
métabolites appartenant a la catégorie des amides de ’acide hydroxycinnamique (HCAAA)
semblent présenter des modulations de leurs accumulations, en particulier en réponse a
I’infection par B.graminis. L’identification des isoméres trans et cis de ces métabolites n’a pas
pu étre réalisée pour des raisons techniques. En effet, il n’existe pas de standard de ces composes
permettant de distinguer, de fagon certaine, les deux isoméres entre eux, d’ou ’appellation
donnée d’une molécule suivie des chiffres 1 ou 2. Ainsi, ces différents métabolitesont été
identifiéss comme étant la coumaroylagmatine (1&2), la coumaryolputrescine, la
caffeoylagmatine  (1&2), la  caffeoylputrescine, la  feruloylagmatine  (1&2),
I’hydroxyferuloyagmatine, 1’hydroxyferuloyputrescine, et la sinapoylagmatine 1. Ces
métabolites semblent s’accumuler principalement chez les feuilles de blé infecté par

B.graminis, 24 heures apres infection (Figure 44).

Afin d’observer si un différentiel d’accumulation de ces métabolites particuliers dans les tissus
foliaires de blé infectés soumis aux différents prétraitements (Fm, BioA 187, BioA+Fm 187)
pouvait étre observé, les données concernant ces métabolites ont été extraites, analysées et

présentées sous forme d’histogrammes (Figure 45, 46, 47)
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Figure 44 : Profil des modifications d’accumulation des métabolites foliaires chez des plantules
de blé préalablement soumis a une inoculation avec Fm ou/ et a un traitement foliaire avec BioA
(BioA 187) puis infecté ou non par B. graminis. Les plantules de blé ont été soumises aux
différents traitements appliqués : non mycorhizée (-Fm) ou mycorhizées avec Fm (+Fm),
témoins traitees au DMSO (-BioA) ou traitées avec BioA 187 (+BioA), infectées avec Blumeria
graminis (+B.graminis) ou non (-B.graminis) a deux points cinétiques (12Hpi et 24Hpi). Les
differentiels en Log2 de concentration en métabolites par rapport au témoin traité au DMSO,
non inoculé (-B.graminis) sont donnés par des nuances de couleurs rouges ou bleues selon
I'échelle. Les métabolites ont été regroupés selon leur famille chimique : acides aminés (AA),
benzoxazinoides (BZ), flavonoides (F), hormones (H) et amides de I'acide hydroxycinnamique
(HCCA). Les données représentent les valeurs moyennes de 6 réplicas biologiques pour chaque
modalité et point de cinétique.
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Ainsi, 7 des 11 métabolites ciblés ont été suivis en détail sur les deux points de cinétique, 12 et
24 Hpi, pour chaque expérience indépendante (Exp.1 et Exp.2) et présentés dans les figures. 45,
46, 47. Pour chaque métabolite ciblé, deux comparaisons ont été effectuées : (i) une
comparaison a été réalisé pour chaque traitement et pour chaque point de cinétique entre la
condition infectée et la condition non infectée (+B.graminis vs -B.graminis) afin d’évaluer
I’effet de I’infection, et (ii) une comparaison des 4 traitements entre eux a été réalisée en
condition non-infectée puis en condition infectée, pour chaque point de cinétique, afin d’évaluer

I’effet du traitement.

En conditions non infectieuses (-B.graminis), aucune accumulation significative de ces
métabolites n’a pu étre observée chez les plantules soumises aux trois différents traitements

testés (BioA 187, Fm, BioA +Fm) par comparaison au témoin.

En conditions infectieuses (+B.graminis), aucune modulation n’a été observée pour aucun des
métabolites étudiés a 12 Hpi, et ceci quelles que soient les conditions testées. En revanche, des
différences dans I’accumulation de certains de ces composes ont été observées 24 heures apres
infection (24 Hpi).

Les meétabolites identifiés comme des dérivés caffeoyl, a savoir les deux isomeéres
Caffeoylagmatinel (CafAgm1l) et Caffeoylagmatine2 (CafAgm2), et la Caffeoylputrescine
(CafPut) ont présenté des profils d’accumulation semblables (Figure 45A, B et C).

A 24Hpi, I’effet de I’infection (+B.graminis) se manifeste par une accumulation de CafAgmtl
(Fig 9A) et CafAgmt2 (Fig 45B) dans les feuilles de blés témoins et pré-traités (BioA187, Fm
et BioA +Fm). Cette accumulation est notamment significative dans les tissus foliaires des
plantes traitées par BioA 187, 50 fois et 110 fois en comparaison avec les conditions respectives
non-infectés (-B.graminis) pour I’Exp.1 et I’Exp.2, respectivement (Fig 45A,B ). Enfin le
comparatif par point de cinétique a permis d’observer une accumulation significative des deux
isomeres plus importantes chez les plantules pré-traités au BioA 187 puis infectées par
B.graminis & 24Hpi que chez les plantes témoin infecté pour les deux expériences, d’environ
5.9 et 1.7 fois pour I’Exp.1 et Exp.2, respectivement. L’analyse des teneurs des tissus foliaires
en CafPut (Fig 45C) a révelé une augmentation en réponse a I’infection par B.graminis a 24Hpi,
qui est significative pour les plantules témoins (16 et 12 fois) et celles pré-traités avec BioA
187 (61 et 80 fois) au sein des deux expériences indépendantes, respectivement. En revanche,
les différents traitements (Fm, BioA et BioA +Fm) n’ont aucun effet sur I’accumulation de ce

métabolite.
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Figure 45 : Effets des traitements (Fm, BioA 187 et BioA187+Fm) sur la teneur totale des
dérivés Caffeoylagmatinel (A), Caffeoylagmatine2 (B) et Caffeoylputrescine (C) dans les
tissus foliaires en absence (-B.graminis) ou en présence de B. graminis (+B.graminis). Les
feuilles ont été collectées et analysées a 12 et 24 heures apres infection (Hpi) avec B.graminis
(5.10° spores/ml). Les données correspondent aux moyennes des valeurs obtenues pour trois
échantillons par condition, pour chacune des deux expériences indépendantes. Une premiére
comparaison vise a évaluer I’effet de I’infection (+B.graminis vs —B.graminis) pour chacun des
traitements, pour chaque point de cinétique ; ainsi les astérisques (*) représentent une différence
significative entre les conditions + B.graminis et — B.graminis pour chaque traitement
(ANOVA, test post-hoc multiple de Bonferroni’s, P<0.05). La seconde comparaison vise a
évaluer ’effet des traitements en condition infectieuse ou en condition non infectieuse ; ainsi
les valeurs représentées par les histogrammes présentant des lettres différentes sont
significativement différentes (ANOVA, test post-hoc multiple de Bonferroni’s, P<0.05).

En réponse a I’infection par B.graminis, une augmentation significative reproductible des
teneurs en HydFerAgm a été observée chez les feuilles de blé infecté pré-traité par BioA (8 fois
et 66 fois) en comparaison avec les témoins respectifs non infectés par B.graminis a 24 Hpi
(Figure. 46A).
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Le comparatif entre les différents traitements n’a pas démontré une augmentation significative
plus importante de I’'HydFerAgm chez les feuilles de blé pré-traitées par Fm, BioA ouBioA+Fm
en comparaison avec la condition témoin, au regard de ce qui avait été observé pourles dérivés

de Caffeoyl en conditions infectieuses (Figure 46).

Enfin, les teneurs de I’HydFerPut ne semblent pas étre modulées de fagon importante en réponse
a ’infection, les différences observées n’étant pas reproductibles d une expérience a I’autre. De
méme, aucune différence significative dans 1’accumulation de ce métabolite n’a étémise en

évidence en réponse aux différents traitements dans les deux expérimentations (Figure46.B).
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Figure 46 : Effets des traitements (Fm, BioA 187 et BioA187+Fm) sur la teneur totale des
dérivés Hydroxylferuloyalgmatine (A) et Hydroxylferuloyputrescine (B) dans les tissus
foliaires en absence (-B.graminis) ou en présence de B. graminis (+B.graminis). Les feuilles
ont été collectées et analysées a 12 et 24 heures aprés infection (Hpi) avec B.graminis (5.10°
spores/ml). Les données correspondent aux moyennes des valeurs obtenues pour trois
échantillons par condition, pour chacune des deux experiences indépendantes. Une premiére
comparaison vise a évaluer I’effet de 1’infection (+B.graminis vs —B.graminis) pour chacun des
traitements, pour chague point de cinétique ; ainsi les astérisques (*) représentent une différence
significative entre les conditions + B.graminis et — B.graminis pour chaque traitement
(ANOVA, test post-hoc multiple de Bonferroni’s, P<0.05). La seconde comparaison vise a
évaluer I’effet des traitements en condition infectieuse ou en condition non infectieuse ; ainsi
les valeurs représentées par les histogrammes présentant des lettres différentes sont
significativement différentes (ANOVA, test post-hoc multiple de Bonferroni’s, P<0.05).
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Concernant les deux isoméres Coumaroylagmatine (CouAgmt) 1 et 2, leurs teneurs ont
généralement augmenté en réponse a 1’infection a 24Hpi dans les feuilles de blé quel que soit
le traitement, mais I’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative pour
CouAgmt 1 pour I’Exp2 (Figure 47 A). Les données concernant la CouAgmt 2 montrent que ce
composé s’est accumulé de fagon significative, pour les deux expérimentations, dans les feuilles
infectées des plantules traitées par BioA et BioA+Fm 32 et 100 fois, respectivement pour
I’Expl, 104 et 100 fois respectivement pour I’Exp2,) au regard de leurs controles non- infectés

respectifs (Figure 47 B).

Les trois traitements testés (BioA 187, Fm, BioA 187+Fm) n’ont pas modifié I’accumulation
de CouAgmtl dans les tissus foliaires des plantules de blé infecté (24 Hpi) par rapport a leurs
témoins respectifs (Exp.1 et Exp.2). Pour CouAgmt2, I’augmentation significative des teneurs
en CouAgmt2 de 2,3 fois par rapport au témoin a 24Hpi observée dans I’Exp2 n’est pas
retrouvée dans I’Expl (Figure 47B).
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Figure 47 : Effets des traitements (Fm, BioA 187 et BioA187+Fm) sur la teneur totale des
dérivés Coumaroylagmatine 1 (A) et Coumaroylagmatine 2 (B) dans les tissus foliaires en
absence (-B.graminis) ou en présence de B. graminis (+B.graminis). Les feuilles ont été
collectées et analysées a 12 et 24 heures aprés infection (Hpi) avec B.graminis (5.10°
spores/ml). Les données correspondent aux moyennes des valeurs obtenues pour trois
échantillons par condition, pour chacune des deux expeériences indépendantes. Une premiére
comparaison vise a évaluer I’effet de 1’infection (+B.graminis vs —B.graminis) pour chacun des
traitements, pour chaque point de cinétique ; ainsi les astérisques (*) représentent une différence
significative entre les conditions + B.graminis et — B.graminis pour chaque traitement
(ANOVA, test post-hoc multiple de Bonferroni’s, P<0.05). La seconde comparaison vise a
évaluer I’effet des traitements en condition infectieuse ou en condition non infectieuse ; ainsi
les valeurs représentées par les histogrammes présentant des lettres différentes sont
significativement différentes (ANOVA, test post-hoc multiple de Bonferroni’s, P<0.05).
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4. Discussion

Pour lutter contre 1’oidium du blé, plusieurs outils potentiels de biocontrdle, a savoir (i) des
inoculums fongiques racinaires a base de CMA, (ii) des SDP a base de chitosan et des chito-
oligosaccharides ont été étudiés. Jusqu’a maintenant, ces deux moyens alternatifs de lutte contre
B.graminis n’avaient été testés que séparément et ont montré des effets protecteurs partiels
(Mustafa et al.,2016, 2017 ; Ors et al., 2013). Les deux traitements sélectionnés pour leur
aptitude a protéger le blé en traitement individuel, 33% de protection en réponse a 1’application
de Fm et 42% suite a la pulvérisation foliaire du BioA 187, ont été associés afin d’observer si
leur efficacité a protéger le blé contre I’oidium pouvait étre optimisee. Le traitement (BioA+Fm)
associant a la fois I’inoculation mycorhizienne du blé par Fm et la pulvérisation du chito-
oligosacharide BioA a également permis de protéger le blé, mais avec une réduction des
symptdmes de la maladie plus importante pour ce mélange atteignant 72 % de protection,

suggérant un effet partiellement additif entre les deux applications.

Mécanismes impliqués dans la protection du blé contre I’oidium suite a I’inoculation

mycorhizienne avec Fm

Divers travaux ont décrit la capacité des CMA a protéger les plantes contre des agents
pathogenes responsables de maladies racinaires mais aussi foliaires (Castellanos-Morales et al.,
2012 ; Comby et al., 2018 ; Miozzi et al., 2019). Ainsi, il a ét¢ montré que 1’inoculation des
plantes par un CMA entraine une réduction de I’incidence des maladies causées par divers
champignons pathogenes foliaires, qu’ils soient nécrotrophes (Fritz et al. 2006, De la Noval et
al., 2007, Fiorilli et al. 2011, Song et al. 2015) hémibiotrophes (Allario et al., 2020) ou méme
biotrophes (Wang et al., 2017 ; Mustapha et al. 2016). Dans notre étude, une protection partielle
est obtenue chez un cultivar sensible (cv. Alixan) a I’oidium suite a une inoculation des racines
par le CMA Fm. Les travaux de Mustafa et al. (2016) ont montré I’efficacité de cette espece
fongique a protéger le blé contre 1’oidium chez deux autres cultivars de sensibilités différentes
(cv. Orvantis, Lord). Ces auteurs ont suggéré que cette protection résulterait de I’induction
d’une résistance systémique, appelée MIR pour Mycorrhiza-induced resistance (Pozo et Azcon-
Aguilar, 2007, Cameron et al., 2013, Jung et al., 2012). Les réactions de défenses induites lors
de cette MIR au niveau des tissus foliaires conduiraient a I’altération du processus infectieux

de B. graminis suite a I’accumulation de composés phénoliques et de H,O- dans les cellules
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épidermiques des feuilles de blé mycorhizé, au niveau du site de pénétration de 1’agent pathogéene
(Mustafa et al., 2016 ; 2017).

Dans cette étude, nous avons pu observer une induction de I’expression de deux genes
marqueurs de défense, PAL et POX, dans les tissus foliaires des plantules de blé mycorhizées,
et ce hors contexte infectieux. Ces résultats viennent confirmer 1’influence de 1’inoculation
mycorhizienne sur lamodulation de I’expression de genes de défense dans les feuilles, en amont
d’une infection par un pathogéne (Liu et al., 2007 ; Gallou et al., 2011 ; Campos-Soriano et al.,
2012 ; Mustapha et al., 2017 ; Fiorilli et al., 2018). L’effet de I’inoculation mycorhizienne a été
non seulement observé au niveau de I’accumulation de transcrits mais également au niveau de
I’activité peroxydasique, qui est amplifiée dans les tissus foliaires des blés mycorhizés par
comparaison aux témoins. En revanche, en conditions infectieuses, peu de variation dans
I’expression des génes de défense ciblés ont été observés chez les plantes mycorhizées par
comparaison aux plantules témoin non mycorhizées. Ces résultats suggerent que 1’effet
protecteur mis en évidence par la réduction des symptoémes de la maladie pourrait étre attribué
a une activation des systemes de défense en amont de I’infection et donc de type élicitation,
affectant la capacité de 1’agent pathogéne a coloniser les tissus foliaires dont les défenses ont
été induites. Les plantes mycorhizées exprimeraient donc de fagon constitutive au niveau
foliaire certains génes impliqués dans les réactions de défense. Ors et al. (2017) ont par ailleurs
montré que des cultivars de blé plus résistants naturellement & I’oidium exprimaient également
de facon constitutive et plus fortement des genes connus pour leur implication dans les

mécanismes de défense.

Sur cette base, les marqueurs suivis dans cette étude ont été sélectionnés pour leur implication
dans différentes voies typiques de défense chez le blé (protéines PR, voie des
phénylpropanoides, stress antioxydant, composés pariétaux, voie de signalisation du SA).
Toutefois, le nombre de génes étudiés étant limité, il n’est pas impossible que d’autres genes de
défense puissent étre induits en réponse a I’infection de B.graminis chez les plantesmycorhizées
;une étude transcriptomique permettrait d’élargir le panel de génes et de voies dedéfense étudiés

et de caracteriser les modes d’action (élicitation et/ou potentialisation) impliques.

Par ailleurs, I’accumulation des transcrits de la PAL dans les feuilles des plantules de blé
mycorhizés pourrait indiquer une stimulation rapide de 1’activité enzymatique de la PAL dans
les étapes tres précoces de I’infection par B.graminis. En effet, la voie de la PAL dépendante

de I’AS est connue pour conduire a la biosynthése de composés antimicrobiens, contribuant a
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une augmentation de la résistance des plantes mais aussi a la formation de précurseurs important
pour la lignification des parois végétales (Pellegrini et al., 1994 ; Polle et al., 1994). De plus,
I’inoculation avec Fm a été associée a induction de I’activité peroxydase et a la surexpression
du géne codant la POX, appartenant a la famille des PR9, dans les feuilles de blé mycorhizées
non infectées, résultats confirmes par Mustafa et ses collegues (2017). En effet, la POX participe
a la lignification de la paroi au site de pénétration de I’agent pathogeéne, via I’oxydationdes
phénols en réagissant avec le peroxyde d’hydrogene (H202) (Passardi et al., 2005; Almagroet
al., 2009), ce qui permet de ralentir la colonisation des tissus de la plante par I’agent pathogéne.
L’ensemble de nos résultats suggerent une élicitation des défenses dans les feuillesdes plants
de blé mycorhizees, rappelant ainsi la SAR. Cameron et al (2013) ont suggeré que laMIR
partagerait des caractéristiqgues communes avec la SAR, une résistance systémiquedéclenchée
en réponse a I’infection locale par un agent pathogeéne, mais également avec I’ISR induite suite
a la colonisation des tissus racinaires par des rhizobactéries. Les voies de défensemises en place
lors de la MIR seraient dépendantes de I’AS et de I’AJ (Pozo & Azcon-aguilar,2007 ; Cameron
et al., 2014). Dans le cadre de notre étude, I’expression du géene WRKY, impliqué dans la voie
de signalisation de I’AS, est induite en réponse a 1’infection du blé par B.graminis, mais ne
présente aucune modulation en réponse a I’inoculation mycorhizienne quece soit en conditions
infectieuses ou non infectieuses. Chez une autre céréale, 1’orge, I’inductionde la MIR en réponse
a I’inoculation par une souche de Fm permet la réduction du développement de 1’agent
pathogene Gaeumannomyces graminis, semble étre indépendante del’AS (Khaossad et al,
2007).

Mécanismes impliqués dans la protection du blé contre I’oidium suite au traitement avec
le BioA

Diverses études ont mis en évidence la capacité des traitements a base de chitosan et les
d’oligosaccharides de chitine (chito-oligosaccharides COS, a courte chaine de chitine) a
protéger les plantes contre diverses maladies (Xing et al., 2015, Ors et al., 2017). Une fois
applique sur la plante, le chitosan ou COS, agirait comme un PAMP, qui serait reconnu via des
récepteurs de la chitine de forme PRR (lriti et Faoro, 2009), induisant une réponse immunitaire
de base, qualifiée de PTI chez les plantes (Shinya et al., 2015). De ce fait, de nombreux travaux
ont montré que I’application de ces composés a réduit I’'incidence de maladies fongiques sur
différents pathosystemes tels que Erysiphe cichoracearum et Colletotrichum sp. sur concombre
F. graminearum sur blé, Sclerospora graminicola sur le millet (Bhaskara Reddy et al., 1999 ;
Sharathchandra et al., 2004, Dodgson et Dodgson ., 2017 Manjunatha et al.,2008, Jogaiah et
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al., 2020), au travers de I’induction d’une résistance chez ces cultures. La résistance induite
chez les plantes par le chitosan est généralement associée a 1’induction de divers mécanismes
de défense de la plante, tels que I’activation d’enzymes hydrolytiques, chitinases et  -1,3
glucanases, agissant directement sur les parois cellulaires de 1’agent pathogéne (Wan et al.,
2008 ; Hemantaranjan et al., 2014, Jia et al., 2018), la fermeture des stomates, la production de
H>0O,, I’accumulation des phytoalexines, la synthése de callose et la lignification des parois

cellulaires (Kauss et al., 1989 ; Kores et al., 2011 ; Vander et al., 1998)

Dans notre étude, 1’effet du BioA 187 appliqué en traitement foliaire a permis de réduire
I’expression des symptomes de 1’oidium via I’induction de réactions de défenses chez le blé.
Ainsi, plusieurs genes codant des protéines PR sont surexprimés dans les feuilles de blés 48 a
72 heures aprés ’application de BioA 187, hors contexte infectieux. Ces protéines PR ont
majoritairement une activité directe sur 1’agent pathogéne et sont décrites comme antifongiques
ou plus largement antimicrobiennes. Ainsi, une surexpression des genes PR4 (hevein-like) et
PR14 (lipid transfer protein) a été détectée dans les feuilles de blé & 48Hpt en absence de B.
graminis. La PR4, présentant, entre autres, une activité chitinase (Neuhaus et al., 1996 ; Brunner
et al., 1998), s'est avérée avoir un effet antifongique chez le blé contre F. culmorum et F.
graminearum (Bertini et al., 2009, Caruso et al., 2001, 1993). Récemment, il a été démontré
que la surexpression du géne PR4 chez la vigne conduit a une résistance accrue contre 1’oidium
(Dai et al., 2016). La surexpression des génes PR14 est liée & une résistance accrue dans les
plants de riz contre différents agents pathogenes fongiques (Patkar and Chattoo, 2006). Deux
autres genes, PR1 et PR5 (de type thaumatine) sont sur-exprimés dans les feuilles de blé traitées
et non infectées a 72Hpt. PR1 est responsable de 1’amplification du signal de défense et est
dotée d’une activité antimicrobienne suite a la reconnaissance des effecteurs (Sudisha et al.,
2012 ; Breen et al., 2017). Xing et al., (2016) ont rapporté que le traitement au chitosan est
susceptible de déclencher une cascade de réactions de défense et notamment une régulation de
I’expression des génes de diverses protéines PR, dont PR1 mais aussi de -1,3-glucanase (PR2)
et de chitinase. La PR5 est souvent décrite pour ses propriétés antifongiques (Enoki and Suzuki
2016). D’une facon genérale, les PR1 et PR5 sont principalement utilisées comme des
marqueurs de la SAR dépendante de I’AS chez les cultures de riz, d’A. thaliana et de tomate
(Mitsuhara et al. 2008, Molinari et al., 2014, Breen et al., 2017). De plus, une étude réalisée sur
le tabac a démontré que le prétraitement avec un COS a induit I’expression du géne PR1, menant
a une SAR (Jiaetal., 2016).
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De plus, I’expression de genes liés a la voie des phénylpropanoides, a savoir ceux codant une
chalcone synthase (CHS) et une flavone synthase (FNS) a été induite & 48Hpt dans les feuilles
de blés traités en conditions non infectieuses. La voie de biosynthése flavonoid/isoflavonoid,
lice a la voie des phénylpropanoides, est contr6lée par I'enzyme clé CHS. La CHS induit par la
suite 1'accumulation des phytoalexines de types flavonoides et isoflavonoides (Awasthi et al.,
2016), et interagit avec la voie de défense de I’AS (Dixon et Paiva 1995 ; Glassgen et al. 1998
; Ito et al. 1997). La FNS est une autre enzyme clé qui participe a la biosynthése des
phytoalexines avec des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, ce qui permet en effet de
maintenir un état redox dans les cellules et d’empécher le développement des agents pathogénes
(Du et al., 2010). Dans notre étude, la voie des phénylpropanoides (impliquant la FNS et la
CHS) est activée a 48Hpt, ce qui suggére que la résistance pourrait étre liée a une accumulation
de phytoalexines. Cependant, le géne suivi codant une PAL n’a pas été induit dans les feuilles
des plantules traitées par BioA 187, ni a 48Hpt ni a 72Hpt. Ce gene code une protéine pourtant
considéré comme une enzyme clef de la voie des phénylpropanoides (Nandeeshkumar et al.,
2008, Chen et al., 2009). De la méme facon, Ors et al. (2013) ont montré que le prétraitement
du cultivar du blé Alixan avec un SDP FSOV10 a base de chitosan a permis une protection de
70% contre la septoriose sans induire 1I’expression du géne PAL a 48Hpt et 72Hpt. De plus, le
traitement au BioA a induit ’expression de la POX a 48Hpt et a 72Hpt. Nos résultats ont
démontré que I’expression du géne POX et ’activité enzymatique de la POX ont été stimulées
en absence de I’agent pathogéne, dans les feuilles de blé prétraité avec BioA suggérant ainsi un

effet éliciteur du produit.

Nos résultats montrent clairement qu’en réponse a I’infection par B.graminis, la plante pre-
traitée au BioA 187 semble réagir plus fortement en sur-exprimant deux genes codant des PR a
activité antimicrobienne, tels que PR4 et PR14. De méme, 1’accumulation des transcrits des
génes PAL et POX et I’activité peroxidasique en réponse a I’attaque par B.graminis sont plus
importantes chez les plantes pré-traitées que les plantes témoin. L’accumulation des transcrits
codant la CHS et la FNS, clairement réprimés en réponse a 1’infection par B.graminis, semble
legérement moins impacté chez les plantes pré-traités par le Bio A 187. L’ensemble de ces
résultats suggerent I’importance de la voie des phénylpropanoides dans la mise en place de
mécanismes de défense efficaces a protéger le blé contre 1’oidium et notamment I’importance
de la biosynthése de la lignine visant a limiter la pénétration du champignon lors des premiéres

étapes de I’infection.
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De fagon similaire, Orzali et al., 2014 ont décrit 1’effet protecteur du chitosan sur le blé contre
F. graminearum, ainsi que I’effet inducteur des activités enzymatiques de la PAL et de la POX.
De plus, la POX serait impliquée dans I’oxydation des composés phénoliques et la paroi
cellulaire permettant ainsi la lignification et le renforcement pariétales des sites d’infection
(Kerby et Somerville, 1989 ; Mohammadi et Kazemi, 2002, Almagro et al., 2009). L’ensemble
des résultats du suivi de génes et d’activité enzymatique semble suggérer que 1’effet protecteur
du dérivé de chitosan BioA 187 contre I’oidium s’explique par la mise en place d’une cascade
de réactions de défense impliquant la régulation des PR et I’activation de la voie des
phénylpropanoides. En ce sens 1’étude en métabolomique ciblée a montré une accumulation
plus importante d’amides de I’acide hydroxycinnamique et notamment des isoméres de caffeoyl
agmatines chez les plantules pré-traitées par le BioA187 en conditions infectieuses, 1 jour apres
I’infection. Les amides d’acides hydroxycinnamique, dont les dérivés coumaroyl- et caffeoyl-
agmatine, sont considérés comme des composés de défense (Ube et al., 2019a), et décrits pour
étre accumulés dans les feuilles d’orge en réponse a I’infection par deux champignons
pathogenes, tels que F.graminearum et B.sorokiniana. Gunnaiah et al., (2012) ont rapporté que
parmi les phénylamides quantifiés, la coumaroylputrescine, feruloylputrescine,
coumaroylagmatine et feruloylagmatine ont été fortement accumulées chez le blé résistant apres
infection par F.graminearum. Certains de ces amides, extraits et purifiés, empéchent la
germination des spores et inhibe I’allongement du tube germinatif chez F. graminearum et
Alternaria brassicicola (Muroi et al., 2009, Ube et al., 2019b). Ces composés pourraient donc
contribuer a empécher ou au moins ralentir la pénétration de B.graminis dans les tissus de la

plante.

Mécanismes impliqués dans la protection du blé contre I’oidium suite a 1’application

combinée (BioA+Fm)

La combinaison des deux traitements (BioA +Fm) a conféré une protection du blé contre
B. graminis de plus de 72%. Comparée aux résultats de la protection du BioA et Fm testés
séparéement, I’efficacit¢ de protection obtenue avec BioA+Fm est significativement plus
importante, suggérant un effet partiellement additif entre la mycorhization et la pulvérisation
foliaire du BioA. Dans la littérature, 1’étude de 1’association de ces deux traitements reste
jusqu’a ce jour peu documentée. Lowe et al., 2012 ont démontré que le traitement combinant
un mélange commercial de CMA et un traitement foliaire a réduit de 80% les symptomes de
I’oidium sur fraisiers. Cependant, cette combinaison n’a jamais été rapportée dans le cadre du

pathosysteme blé/oidium. Hors contexte infectieux, nous avons observé une induction plus
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précoce des genes PR1 et PR5 par rapport aux plants de blé traités uniquement par le BioA.
Contrairement aux plantes traitées séparément par BioA et Fm, le géne PR15 (oxalate oxydase)
est exprimé a 48Hpt chez les feuilles de blé traité avec le BioA + Fm par rapport aux autres
traitements utilisés séparément (BioA seul ou Fm seul). La PR15 est responsable de la
dégradation de I’oxalate et de I’accumulation de H2O> cytotoxique pour les agents pathogenes
(Donaldson et al., 2001 ; Hu et al., 2003). L’expression du gene PR15 est souvent signalée suite
a ’infection par un agent pathogéne (Sels et al., 2008 ; Pan et al., 2007). Ors et al. (2013) ont
rapporté une surexpression d’un gene codant pour 1’oxalate oxydase dans les feuilles de blé du
cv. Premio suite au traitement par un chitosan en conditions non-infectieuses. L’induction des
génes codant une POX et une PR15 permettrait une mise en place de la vague oxydative, la
stimulation du systéme antioxydant et ’accumulation des FAO conduisant a un renforcement
pariétal. De plus, les genes codant une PR1 et une PR5 sont induits plus tot a 48Hpt dans les
feuilles traitées par BioA+Fm comparés au traitement au BioA seul. Ceci pourrait indiquer une
induction précoce de la réponse de défense et une mise en place d’un état de résistance chez les
plantes ayant recu le traitement combiné BioA+Fm. 1l est rapporté que les ROS peuvent induire
I’expression des génes PR1, PR5 et I’accumulation plus importante de 1’AS en réponse a des
stress biotique et abiotique dans le cadre de la SAR (Petre et al., 2011, Fierens et al., 2009 ;
Moller, 2001 ; Spoel et al., 2003, Costet et al., 2002). Récemment, Ali et al. (2018) ont montré
que les PR1 et PR5 sont principalement liées a la voie de I’AS. L’activité de 1’oxalate oxydase
de la PR15 peut amener a la production du H202 qui sert de signal de transduction et I’activation
des réactions de défenses telles que les PR et I’accumulation des phytoalexines (Mittler, 2002 ;
Voigt, 2016). En plus des genes codant une PR14, POX, PAL dans les plantes traitées par le
BioA et infectées, la PRS8 et la PR15 ont été induites a 24Hpi suite a I’infection par B.graminis
chez les plantes traitées par la combinaison BioA+Fm. L’expression du géne PR8 (chitinase)
survenant dans les premieres heures de I’infection suggére son réle dans la dégradation des
polymeres de la chitine de la paroi des agents pathogenes (Tayeh et al., 2015). L’ensemble de
ces résultats montre que I’association de la mycorhization et de la pulvérisation avec le BioA a
conduit a un renforcement des mécanismes de défense chez le blé mis en place par les deux
traitements utilisés séparément et ce en induisant des PR supplémentaires comme la PR8 et la
PR15 par comparaison aux profils des génes surexprimés chez les plants de bla traités par Fm

ou BioA séparément.

Par ailleurs, il est a signaler que le traitement foliaire au BioA a 6 semaines de culture du blé

mycorhizé avec Fm n’a pas eu d’effet sur le taux de mycorhization des racines de ble.
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L’utilisation du chitosan comme amendement au niveau du sol a permis d’augmenter la
colonisation mycorhizienne des racines des plantules de fraises inoculés par Fm de maniére
significative jusqu’a 4 semaines de culture (John et al., 2000). En revanche, cet effet n’a pas été
confirmé a 8 semaines (John et al., 2000). Ces auteurs ont suggéré que la colonisation
mycorhizienne a atteint un plateau a 4 semaines. Le chitosan appliqué directement dans la
rhizosphére peut modifier la morphologie des cellules radiculaires et ’architecture du systéme
racinaire. En effet, le chitosan induit la biosynthése de I’auxine et son accumulation dans les
racines (Lopez-Moya et al., 2019). Dans notre étude, BioA est appliqué par pulvérisation
foliaire aprés 6 semaines de culture des plantules de blé sur le substrat contenant 1’inoculum
mycorhizien. La symbiose mycorhizienne est déja bien établie au niveau des racines du blé, et

aucun effet a distance sur la colonisation racinaire n’a été montré.
Réponse du blé a I’infection par B.graminis

A D’exception d’une accumulation des isomeres de caffeoyl agmatines légerement plus
importante en réponse a I’infection par B.graminis, chez les plantes pré-traitées par BioA 187
en comparaison des témoins, cette étude n’a pas permis d’observer des différences importantes
du profil métabolomique retrouvées dans les tissus foliaires caractéristique de différents
traitements, inoculation mycorhizienne et/ou induction d’un état de résistance de la plante a
I’aide d’un éliciteur dérivé du chitosan. Seul I’impact de I’attaque de la plante par B.graminis
sur les métabolismes des tissus foliaires dans les premicres heures de I’infection a pu étre
observé. En ce sens, nous avons mis en évidence une accumulation significative d’une famille
de molécules correspondant aux amides de I’acide hydroxycinnamique dans les premieres
heures de I’infection du blé par le pathogeéne. Il est a noter que cette accumulation n’est
quantifiable qu’a partir de 24Hpi. Les points 12Hpi seraient trop en amont pour pouvoir
percevoir 1’effet de [D’infection de B.graminis sur la synthese des amides 1’acide
hydroxycinnamique. Il serait intéressant d’étendre la cinétique a d’autres points plus tardifs.
Les amides d’acide hydroxycinnamique, également appelés phénylamides, sont considérés
comme des composés de défense de base partagée par les espéces végetales de la famille des
Poacées (Ube et al., 2019a). En ce sens I’accumulation de ces composés a été observée chez le
blé en réponse I’infection par Puccinia graminis f.sp. tritici, F. graminearum, B. sorokiniana
(Stoessl et al., 1969 ; Gunnaiah et al. 2012, Ube et al., 2019b) mais aussi suite a 1’application
exogene de phytohormones comme le JA ou I’isopentényladénine (cytokinine) (Ube et al.,
2019b). Dans le cadre de notre étude, nous avons observé une tendance a I’accumulation de ce

type de composes, notamment de la caffeoyl-putrescine dans les plantes de blé infectées a
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24Hpi. De la méme maniére, I’accumulation d’un dérivé de CouAgm (p-coumaroyl-3-
hydroxydehydroagmatine) a été observée dans les feuilles d’orge infecté par Blumeria graminis
f.sp. tritici (Von Ropenack et al., 1998). En plus de leurs activités antifongiques (Muroi et al.
2009, Ube et al. 2019b), certains dérivés HCAA, tels que les CouAgm et CouPut, sont
incorporés dans les parois cellulaires et contribuent a leur renforcement (Okazaki et al., 2004 ;
Ishihara et al., 2008 ; Muroi et al., 2009 ; von Ropenack et al., 1998). Au regard de ces données
les phénylamides du blé pourraient jouer un double réle de phytoalexines et de substrats pour
le renforcement de la paroi cellulaire lors de I’infection du blé par des agents pathogenes. De
plus, le suivi de I’expression des genes marqueurs de défense chez le blé confirme 1’activation
de certaines voies de défense qui ne sont malheureusement pas suffisantes pour empécher
totalement la colonisation des tissus par B.graminis et I’expression des symptomes. Ainsi,
I’infection du blé par B.graminis entraine une induction de I’expression de 5 génes, codant des
protéines PR, PR1, PR4, PR5, PR8 et PR15, dont les 4 premiéres présentent des propriétés
antimicrobiennes (Shoresh and Harman, 2008 ; Singh et al., 2014 ; Enoki and Suzuki 2016). La
PR15 agit par son activité d'ester oxydase de l'acide oxalique produisant 1’H202 qui déclenche
la transduction du signal mais peut également contribuer aux renforcements des parois via
I’activité de la POX (Mittler, 2002 ; Voigt, 2016). En ce sens, nos résultats reportent une
surexpression du gene POX associé a une stimulation de I’activité péroxydase en réponse a
I’attaque par B.graminis. Enfin, I’induction de I’expression du géne codant le facteur de
transcription WRKY, confirme une induction des défenses du blé dépendantes de la voie du SA
suite a I’inoculation du blé par le champignon biotrophe, B. graminis f.sp. tritici.

5. Conclusions
Lors de cette étude nous avons montré que le traitement combinant BioA+Fm a mené a une
amélioration de la protection contre I’oidium du blé comparé aux deux traitements utilisés
séparément. Le suivi de I’expression des geénes marqueurs de défense a démontré que le
traitement combiné a conduit a un renforcement des mécanismes de défense induits chez le blé
similaire aux mécanismes mis en place par les deux traitements utilisés séparément mais aussi
a la surexpression de génes codant des PR supplémentaires, non-induites par BioA187 ou Fm.
De plus, il serait intéressant d’explorer d’autres voies de défense par une approche
transcriptomique afin d’examiner I’expression des génes d’autres voies liées impliqués dans

différentes voies métaboliques des mécanismes de défense du blé.
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Les enjeux économiques liés a la culture de blé en France et en Europe et ’importance
agroalimentaire de cette culture majeure ont conduit & une utilisation systématique de produits
phytosanitaires conventionnels issus de la chimie de synthese pour la protéger contre divers
agents phytopathogénes. Aujourd’hui, dans le cadre de la transition agroécologique visant a
préserver a la fois la santé humaine et environnementale tout en assurant des conditions de
production agricole économiquement rentables, la réduction des intrants chimiques en
agriculture est soutenue par des plans d’action nationaux et internationaux. De ce fait, la
recherche de solutions alternatives reposant sur des outils de lutte moins générateurs de risques,
biosourcés ou bio-inspirés, a connu un essor au cours de ces dernieres décennies. Ainsi, pour
répondre aux multiples exigences d’une agriculture plus durable, parmi les solutions
alternatives et/ou complémentaires de la lutte chimique conventionnelle envisagées,
I’utilisation de substances stimulatrices des défenses des plantes (SDP) ou de micro-organismes
bénéfiques vivants tels que les CMA fait partie des méthodes de biocontrdle qui sont
actuellement en cours de développement. En effet, la lutte via I’induction des mécanismes de
défense pourrait contribuer a la protection du blé contre les agents pathogenes fongiques tel que
Blumeria graminis f.sp. tritici, champignon biotrophe responsable de 1’oidium et ainsi réduire

I’utilisation des pesticides chimiques.

Les produits de biocontréle proposeés ici (SDP et CMA) ont été souvent appliqués separément
et ont souvent montré une efficacité partielle ainsi qu’une perte d’efficacité lors du transfert au
champ. Pour optimiser 1’efficacité de ces outils de biocontrdle, et notamment améliorer la
protection du blé contre I’oidium, mon projet de theése, qui s’inscrit dans le cadre général du
projet INTERREG V BioScreen, avait pour principal objectif d’associer deux types de
traitements, un SDP par pulvérisation foliaire, avec un inoculum mycorhizien commercial a
base d’un CMA (par introduction au début de la culture dans le substrat) afin d’optimiser 1’effet

protecteur obtenu contre 1’oidium sur blé.

La premiére partie de ce travail a permis de cribler différentes molécules et inoculums fongiques
quant a leur efficacité contre 1’oidium. Les résultats du criblage in planta ont permis de
sélectionner douze molécules et deux mélanges appartenant a quatre familles de natures
chimiques différentes (rhamnolipides, chito-oligosaccharides, lipopeptides, cyclodextrines).
Les traitements a base de rhamnolipides a chaine de carbone C12, un chito-oligosaccharide
(BioA 187) et deux mélanges de lipopeptides ont conféré une protection moyenne contre B.
graminis allant de 47 a 65%. De plus, toutes les molécules testées ont montré un effet anti-

germinatif in vitro contre les spores de B. graminis a partir de 100uM. Suite a cette phase de
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criblage, le chito-oligosaccharide BioA 187, d’origine biologique et ayant montré une bonne

protection in planta dans diverses conditions, a été retenu pour la suite de 1’étude.

Le criblage des inoculums fongiques a porté sur différents champignons (un endophyte, des
différentes espéces de CMA sous differentes formes d’inoculum mycorhizien (plugs,
encapsulés en microbilles d’alginate et des inoculums contenant des propagules mélangées a
un substrat inerte) a mis en évidence, dans nos conditions expérimentales, I’efficacité d’un seul
inoculum mycorhizien commercial a base d’une espéce de CMA F. mosseae. En effet, celui-ci
a permis d’obtenir une diminution significative des symptomes de 1’oidium de 33% sur des
plantes agées de 8 semaines. C’est pourquoi cet inoculum mycorhizien commercial a base de

Fm a été sélectionné pour la suite des travaux et donc associé au traitement foliaire BioA 187.

Dans la seconde partie de cette these, nous avons pu mettre en eévidence un effet additif de la
protection contre I’oidium du blé en combinant la mycorhization des racines par Fm et la
pulvérisation foliaire par le BioA. En effet, dans ces conditions, la protection est
significativement supérieure aux deux traitements appliqués séparément et dépasse 72%. Par
ailleurs, il a été montré que ’association du BioA+Fm n’affecte ni la colonisation des racines

par Fm, ni la croissance du blé, ni les teneurs des feuilles en pigments photosynthétiques.

Afin d’élucider les mécanismes impliqués dans cette protection, nous avons étudié différents
paramétres biochimiques (accumulation des métabolites, activité enzymatique) et moléculaires
(suivi de D’expression des genes marqueurs de défense). Les suivis de I’accumulation des
transcrits dans les feuilles de blé mycorhizé non infecté ont pu mettre en évidence une
surexpression des génes codants pour des marqueurs de défense comme la PAL, I’enzyme clé
régulatrice du métabolisme des phénylpropanoides et la POX catalysant 1’oxydation des
composés phénoliques en présence de H.O> et permettant la formation de la lignine (Kong et
al., 2015, Passardi et al., 2005) en comparaison de plants de blé témoins. Ce niveau supérieur
d’expression de certains genes pourrait permettre a la plante de réagir de fagon plus rapide et
plus efficace lors de la pénétration par 1’agent pathogene. Le renforcement pariétal consécutif
se traduit le plus souvent par la formation de nouvelles barrieres dénommées papilles ou
appositions pariétales qui contribuent fortement a bloquer la progression de 1’agent pathogéne
dans les tissus de la plante et a empécher la diffusion des enzymes fongiques de dégradation

des parois végétales.

Ces résultats démontrent que la réduction du niveau d’infection par B. graminis en réponse a la

mycorhization des racines résulterait de la résistance induite par la mycorhize (MIR). Dans
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notre étude, les mécanismes associés a la MIR ont mené a une élicitation des défenses de type
systémique qui aboutira a une réduction de la capacité du champignon a coloniser les tissus de

la plante et donc réduire I’apparition des symptomes.

D’autre part, le mode d’action du BioA a été également évalué en conditions non infectieuses
et nous avons pu également mettre en évidence des mécanismes de défenses induits dans les
feuilles de blé. 1l a été généralement démontré que le chitosan et ses dérivés sont reconnus
comme des PAMP et sont susceptibles d’induire des réactions de défenses (Shibuya et Minami,
2001). En absence de I’agent pathogéne, nous avons rapporté 1’effet éliciteur du BioA et
I’implication de marqueurs associés a la voie de I’AS tels que 1’expression des génes codant
des protéines PR (PR1, PR4, PR5, PR14), I’induction de la voie des phénylpropanoides en plus
de I’expression du géne codant la POX et de I’activité enzymatique peroxydase. L’infection du
blé par B. graminis a été suivie par une expression des genes PR4, PR14, PAL, CHS, FNS en
plus de la POX chez les feuilles traitées préventivement au BioA. L’analyse métabolomique a
montré qu’en contexte infectieux, BioA induit également une accumulation de caffeoyl-
agmatines par comparaison aux valeurs observées chez les plants témoins infectés. Les
phénylamides du blé pourraient jouer un role de phytoalexines, et peuvent intervenir dans le
renforcement de la paroi cellulaire (Ube et al., 2019a). L’induction du métabolisme du blé a ces
différents niveaux expliquerait la diminution de I’infection par 1’agent pathogéne menant a une

protection contre B. graminis.

En ce qui concerne les mécanismes impliqués dans la protection du blé suite a I’application
combinée BioA+Fm, nous avons démontré une induction des réactions des défenses, impliquant
des génes codant des protéines PR (PR1 et PR5), plus précoce par rapport aux plantes traitées
par BioA, associée a I’expression des genes POX, PR15 et a I’augmentation de I’activité de la
peroxydase. En conditions infectieuses, la surexpression des génes codant les PR14, PAL, POX
a été détectée. De plus, nous avons demontré que deux génes codant pour des protéines PR
(PR8 et PR15) ont été induits. La comparaison des profils d’expression des génes couplée a
I’induction de I’activité enzymatique POX a permis de conclure que le traitement combiné
(BioA+Fm) a conduit & un renforcement des méecanismes de défense chez le blé (SAR et MIR)
mis en place par les deux traitements utilisés séparément et ce en induisant des PR
supplémentaires comme la PR8 et la PR15 par comparaison aux profils des genes surexprimés
chez les plantes de blé traités par Fm ou BioA séparément. Il est important de signaler que la

modulation des réponses de defense de la plante et I’amplitude des réactions mis en jeu par le
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traitement BioA+Fm expliquerait en partie son efficacité dans la protection du blé contre
I’oidium.

Ce travail a mis en évidence pour la premiére fois I’efficacité d’un traitement préventif
combinant un inoculum racinaire fongique a base de CMA, Fm, et une application foliaire d’un
chito-oligosaccharide BioA. En effet, jusqu’a ce jour, différents SDP avaient été souvent testés
seuls, sans inoculum racinaire a base de Fm, contre 1’oidium des céréales tels que le tréhalose,
le benzothiadiazole (BTH), le Milsana® ainsi que le chitosan pour leur faible risque
écotoxologique par rapport aux fongicides de synthese (Tayeh et al., 2014, Randoux et al. 2006,
Faoro et al., 2008). Dans le cadre du traitement combinant BioA+Fm, nous avons mis en

évidence plusieurs mécanismes de défense impliqués dans la protection du blé contre I’oidium.

Bien que les résultats obtenus dans le présent travail soient encourageants et ont permis de
mettre en évidence le potentiel de 1’association (BioA+Fm) comme moyen de biocontrole
contre B. graminis f.sp. tritici, plusieurs questions ont été soulevées et nécessitent d’étre

approfondies a travers les perspectives ci-dessous :
1- Explorer d’autres voies de défense et utiliser d’autres approches méthodologiques :

Les travaux engagés dans le cadre de cette étude ont permis de souligner la complexité des
mécanismes mis en jeu et invite donc a une caractérisation complémentaire afin d’élucider le
mode d’action d’un traitement combinant deux moyens de biocontrdle. En effet, il serait
envisageable, pour mesurer 1’implication de la voie des phénylpropanoides, de doser les
variations des teneurs en AS dans les feuilles de blé par fluorimétrie (Pal et al., 2011).
Concernant la voie des octadécanoides impliquée dans les premiéres heures suivant l'infection,
le dosage de I’activité enzymatique lipoxygénase (LOX) et du taux endogene de I’AJ ou du
méthyl-jasmonate (MeJA) par GC-MS (Dathe et al., 1994 ; Mei et al., 2006) permettrait de
verifier la nature des mécanismes mis en jeu dans les réactions de défense du blé. De plus, une
approche transcriptomique serait pertinente pour déterminer de facon plus globale les différents
métabolismes de la plante qui sont affectés par ce traitement et ainsi de selectionner certains
marqueurs moléculaires plus pertinent de 1’établissement de 1’induction de la résistance chez le

blé en réponse au traitement en combinaison (BioA+ Fm).

D’autres part, une eétude cytologique in planta permettrait de caractériser I’effet de ce traitement
sur le processus infectieux de B. graminis. Ainsi, il serait intéressant d’étudier I’impact de ce
traitement sur la germination des spores et la pénétration du champignon pathogene dans les

tissus foliaires jusqu’a la formation des haustoriums. L’observation de la formation de papilles
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dans les parois au site de péneétration de B. graminis permettrait également de caractériser les
réactions de défense localisées, via I’accumulation de composés phénoliques ou d’H20> au

niveau de ces papilles (Mustafa et al. 2017, Tayeh et al., 2015).
2- Rechercher une activité biostimulante du traitement BioA et de la mycorhization :

L’effet du BioA 187 et de la mycorhization sur la croissance du blé (biomasse séche, tallage et
hauteur du maitre brin) a été étudié et n’a montré aucune amélioration ou altération sur la plante.
Les effets de ce traitement a des stades plus avancés et clés du cycle du développement du blé
et a différentes dates post-traitements, tels que 1’épiaison, le remplissage, le poids de mille
grains, pourrait apporter quelques ¢léments de réponse sur I’éventuel effet biostimulant de ce

traitement, & long terme.

Par ailleurs, I’absence de bénéfices de la mycorhization sur la croissance du blé pourrait étre
dde a la non fonctionnalité de la symbiose. Pour valider cette hypothése, la mesure de
I’expression des genes codant exemple pour des transporteurs de phosphate ou de nitrate
permettrait de verifier la fonctionnalité de la symbiose mycorhizienne (Mohanta and Bae, 2015
; Vol et al., 2018 ; Wang et al., 2017a).

3- Optimiser I’utilisation des SDP :
- Rechercher la concentration efficace pour induire les réactions de défenses du blé

Le criblage des molécules (rhamnolipides, lipopeptides et le chito-oligosaccharide BioA) a été
réalisé & une concentration fixée a 100uM. Il serait intéressant de tester I’efficacité de
concentrations plus faibles dans la protection du blé contre B. graminis. Ce type de traitement
préventif peut étre aussi testé a faible concentration en double application espacées dans le
temps (Renard-Merlier et al., 2007).

- Tester differents modes d’application du BioA

Dans la littérature, il a été rapporté que le chitosan peut étre appliqué au niveau racinaire
comme au niveau foliaire mais aussi en prétraitement des semences (EI Amerany et al., 2020,
Sharathchandra et al., 2004, ; Ors et al., 2016). Dans le cadre de notre étude, un seul mode
d’application ainsi qu’un seul traitement préventif ont été testés, et ce de facon foliaire.
Sharathchandra et al., (2004) ont obtenu une protection de 67% du millet contre le mildiou par
un traitement des semences avec un produit commercial Elexa ® a base de chitosan. Aussi, un

prétraitement des semences de blé avant le semis pourrait étre testé, ce qui permettrait, en cas
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de protection, de diminuer les interventions au champ et donc les codts de production

(consommation carburant, pollution, temps de travail et charges).
4- Tester d’autres combinaisons de biocontrole

Lors du transfert au champ I’efficacité du traitement peut varier et ce pour plusieurs raisons
(doses, conditions météorologiques, cultivars, mode et fréquence d’application, choix de
I’adjuvant, instabilité etc..). De maniére genérale, il est important aussi de signaler que le poids
moléculaire du chitosan, son degré d'acétylation ou la concentration appliquée sont des
¢léments pouvant conditionner son mode d’action (Verlee et al., 2017). En effet, les chitosans
a faible poids moléculaire semblent étre plus efficaces contre la croissance mycélienne. De plus,
le degré de d’acétylation est aussi déterminant pour 1’activité antifongique (Hongpattarakere et
Riyaphan, 2008, Tsai et al., 2002). On peut donc envisager de tester différentes combinaisons
associant des chito-oligosaccharides de caractéristiques différentes avec d’autres micro-
organismes bénéfiques autres que les CMA, tels que les PGPF, PGPR, ou d’autres SDP
induisant des voies de défenses différentes afin d’élargir le spectre d’action et I’efficacité du

traitement sur plusieurs pathosystemes.

Enfin, il serait intéressant de tester 1’efficacité de cette association entre la mycorhization et le

BioA contre I’oidium du blé a I’échelle du champ.
5- Tester la combinaison BioA+Fm sur d’autres champignons pathogénes du blé

Enfin, la « MIR » est souvent considérée comme un état de résistance systémique tres proche
de I’état d’ISR induit par des bactéries bénéfiques. L’ISR est reconnue pour entrainer une
résistance de la plante contre un large spectre d’agents pathogeénes, il serait donc intéressant de
tester 1’effet de la mycorhization combinée au BioA contre un autre agent pathogéne du blé,
comme par exemple le champignon hémibiotrophe Zymoseptoria tritici, agent de la septoriose,
ou le champignon biotrophe Puccinia graminis f. sp. tritici, agent de la rouille noire, maladies

responsables d’importantes pertes de rendement chez le ble.
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Criblage de molécules et de champignons pour le biocontréle de I’oidium du blé : sélection d’un chitooligosaccharide
et d’un champignon mycorhizien a arbuscules, application combinée et mécanismes de défense induits

Le blé (Triticum aestivum L.), deuxiéme céréale la plus cultivée a 1’échelle mondiale, est la cible de divers champignons
pathogenes foliaires, tel que Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt), responsable de I’oidium. A ce jour, le recours aux produits
phytosanitaires conventionnels pour lutter contre cette maladie reste nécessaire afin de préserver les rendements. Toutefois,
I’émergence de résistances aux fongicides chez I’agent pathogéne et I’impact potentiellement négatif de ceuxci sur
I’environnement et la santé humaine incitent a se tourner vers des solutions plus durables. Ainsi, mon projet de thése, qui
s’inscrit dans le cadre du projet INTERREG V BioScreen, avait pour objectif de développer des outils de biocontrole de
I’oidium du blé reposant sur I’utilisation de molécules a activités antifongiques et/ou stimulateurs de défense des plantes (SDP)
et de microorganismes vivants bénéfiques comme les champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA). Aprés une étape de
criblage visant a sélectionner les molécules appartenant a diverses familles chimiques (rhamnolipides, chito-oligosaccharides,
lipopeptides, cyclodextrines) et les inoculums fongiques les plus efficaces dans nos conditions de culture, notre étude s’est
focalisée sur ’association du chito-oligosaccharide BioA187, utilisé en application foliaire, et de I’inoculum fongique & base
du CMA Funneliformis mosseae (Fm) introduit dans le substrat de culture. Le traitement combiné BioA187+Fm a permis
d’obtenir un taux de protection du blé contre I’oidium de 72%, contre 33 et 42% pour BioAl87 et Fm utilisés seuls,
respectivement. L’induction des défenses chez le blé a été évaluée via 1’étude de I’expression de certains génes marqueurs de
plusieurs voies de défense (Protéines PR, voie des phénylpropanoides, composés pariétaux), par RT-gPCR. En contexte non
infectieux, le BioA187 induit I’expression de plusieurs génes codant des protéines PR, alors que les génes PAL et POX (PR9)
sont plus amplement exprimés chez les plantes mycorhizées par Fm. Dans le cadre de I’association BioA 187+Fm, une
induction des genes PR et de génes de la voie des phénylpropanoides a été observée. Lors de I’infection du blé par I’agent
pathogene, une analyse métabolomique a révélé I’accumulation de phénylamides, composés connus pour leur activité
antimicrobienne, notamment chez les plantes traitées par BioA187. Les genes impliqués dans la voie des phénylpropanoides et
des genes PR sont surexprimés chez le blé traité (BioA187, BioA187+Fm). L’application de BioA 187 semble renforcer
I’expression des défenses chez les plantes mycorhizées, ces dernieres présentant par ailleurs des défenses induites de facon
constitutive. Parallelement, I’activité enzymatique POX est élicitée dans les tissus foliaires en réponse au traitement par
BioA187 (conditions BioA 187 et BioA 187+Fm), en absence de Bgt, puis plus fortement stimulée en réponse a I’infection par
Bgt. En revanche, les plantes mycorhizées par Fm n’ont pas montré d’augmentation de I’activit¢ POX. En conclusion,
I’ensemble de nos résultats a mis en évidence I’intérét d’utiliser I’association BioA187+Fm comme moyen de biocontrdle de
I’oidium du blé, via le renforcement des réactions de défense de la plante.

Mots-clés: blé, oidium, Stimulateur de Défense des Plantes, chito-oligosaccharide bio-sourcé, champignon mycorhizien
arbusculaire, Blumeria graminis f. sp. tritici, MIR, résistante induite

Screening of molecules and fungi for biocontrol of wheat powdery mildew: Selection of a chito-oligosaccharide and an
arbuscular mycorrhizal fungus, combined application and induced defense mechanisms

Wheat (Triticum aestivum L.), the second most widely produced cereal in the world, is the host of different pathogens, such as
the causal agent of powdery mildew Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt). The use of conventional fungicides still remains
necessary to control this disease and to secure wheat yields. However, the emergence of fungicide resistance in the pathogen
population and the potential threat towards the environment and human health are prompting a move towards more sustainable
control strategies. Therefore, my thesis work, which is part of the INTERREG V BioScreen project, aimed to develop tools for
the biocontrol of wheat powdery mildew based on the use of molecules with antifungal and/or plant defense inducer
properties/activities and beneficial microorganisms such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). After a screening step aiming
at selecting the most effective molecules belonging to various chemical families (rhamnolipids, chito-oligosaccharides,
lipopeptides, cyclodextrins) and fungal inocula against wheat powdery mildew, our study focused on the association of the
chito-oligosaccharide BioA187, used in foliar application, and the fungal inoculum based on the AMF Funneliformis mosseae
(Fm) incorporated in the culture substrate. The combined treatment BioA187+Fm resulted in a higher protection rate of wheat
against powdery mildew (72% compared to 33 and 42%, respectively) for BioA187 and Fm used separately. The defense
induction in wheat was assessed by studying the expression of some marker genes of several defense pathways (PR-proteins,
phenylpropanoid pathway, parietal compounds), by RT-gPCR. Under non-infectious conditions, BioA187 induces the
expression of several genes encoding for PR proteins, whereas the PAL and POX (PR9) genes are overexpressed in plants
mycorrhized by Fm. Considering the BioA187+Fm association, inductions of PR-encoding genes and genes involved in the
phenylpropanoid pathway have been observed. After wheat was infected with the pathogen, a metabolomic analysis revealed
the accumulation of phenylamides, compounds known for their antimicrobial activity, in particular in plants treated with
BioA187. The genes involved in the phenylpropanoid pathway and PR-encoding genes are over-expressed in treated wheat
(BioA187, BioA187+Fm). The application of BioA187 enhanced the expression of defenses by mycorrhization, which also
constitutively induced defenses. In addition, POX activity was elicited in leaf tissue in response to BioA187 treatment alone or
combined with Fm inoculation, in the absence of Bgt, and to a larger extent stimulated after Bgt infection. On the other hand,
no induction of POX activity was observed on plants mycorrhized by Fm. In conclusion, taken all together, our findings
highlighted the interest of using the BioA187+Fm association as a tool for the biocontrol of wheat powdery mildew, via the
reinforcement of the plant defense.

Keywords: wheat, powdery mildew, plant defense inducer, bio-sourced chito-oligosaccharide, arbuscular mycorrhizal fungus,
Blumeria graminis f. sp. tritici, MIR, induced resistance
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