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Résumé

Depuis ces dernieres décennies, I'agriculture est soumise a de tres fortes pressions pour
atteindre des niveaux intensifs de production. La réussite de cet objectif, globalement
atteint, est notamment liée a I'utilisation massive de pesticides et d’engrais chimiques.
Néanmoins, I'utilisation de ces produits agrochimiques détériore profondément la qualité
des sols, ainsi que l'environnement. L’enjeu serait le développement de pratiques
agricoles durables qui exploitent les microbiomes naturellement associés aux cultures,
notamment en culture céréaliere. Cette these s’intéresse a éclairer les aspects complexes
des communautés microbiennes associées a une variété ancienne de blé, en identifiant
chez certains candidats leur potentiel bénéfique sur la croissance et 'immunité innée chez
le blé. Deux cent six isolats fongiques et 102 isolats bactériens ont été isolés de la
rhizospheére, des racines, et des épis de 'ancienne variété de blé Florence aurore. Parmi
ces isolats, 6 souches de Trichoderma de la rhizosphere et 14 bactéries endophytes des
racines de blé ont été sélectionnés afin de caractériser leurs potentiels biofertilisant sur
la croissance végétale, et bioprotectant envers Fusarium culmorum, un agent pathogene
dominant en Tunisie causant des maladies économiquement préjudiciables. Tous ces
isolats ont démontré leur efficacité biostimulatrice in planta par I'augmentation des
biomasses fraiche et seche, ainsi que la teneur en chlorophylle chez des plants de blé sous
conditions controlées. Ces aptitudes sont corrélées avec la capacité de ces souches in vitro
a solubiliser le phosphate et le zinc, a produire des composés indoliques, de I'ammoniac
et du cyanure d’hydrogene. Parallelement, ces souches ont montré une aptitude
bioprotectrice en élicitant les défenses végétales de maniere systémique chez les jeunes
plants de blé de 21 jours. De méme, les endophytes bactériens Paenibacillus polymyxa,
Paenibacillus peoriae et Pantoae agglomerans inhibent in vitro la croissance mycélienne,
la sporulation et la germination des macroconidies de F. culmorum, soit par contact direct,
soit en traitant le pathogene avec les fractions intracellulaires purifiées. Ces aptitudes
antagonistes seraient expliquées par la production de composés organiques volatils, de
substances antifongiques et d’enzymes extracellulaires lytiques telles que I’Amylase, la
Cellulase, la Pectinase, la Protéase et la Chitinase. Ces observations offrent des solutions
prometteuses afin de dynamiser plus fort encore des cultures céréalieres plus productives
en Tunisie et respectueuses de I'environnement.

Mots clés : Trichoderma, Microbiome, Blé, Fusarium, Endophytes, Biocontrdle
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Abstract

In recent decades, agriculture has been under strong pressure to achieve intensive levels
of production. The success of this goal, largely achieved, is notably linked to the massive
use of pesticides and chemical fertilizers. However, the use of these agrochemical
products profoundly deteriorates the quality of soils and the environment. The challenge
lies in the development of sustainable agricultural practices that harness the naturally
associated microbiomes in crops, especially in cereal cultivation. This thesis aims to shed
light on the complex aspects of microbial communities associated with an ancient variety
of wheat, by identifying their potential beneficial effects on wheat growth and innate
immunity. A total of 206 fungal isolates and 102 bacterial isolates were obtained from the
rhizosphere, roots, and ears of the ancient wheat variety Florence Aurore. Among these
isolates, 6 strains of Trichoderma from the rhizosphere and 14 root endophytic bacteria
were selected to characterize their biofertilization potential for plant growth and their
biocontrol activity against Fusarium culmorum, a predominant pathogen in Tunisia
causing economically damaging diseases. All these isolates demonstrated their
biostimulatory effectiveness in planta by increasing fresh and dry biomass as well as
chlorophyll content in wheat plants under controlled conditions. These capabilities
correlated with the ability of these strains in vitro to solubilize phosphate and zinc,
produce indolic compounds, ammonia, and hydrogen cyanide. At the same time, these
strains showed biocontrol ability by eliciting systemic plant defenses in 21-day-old wheat
seedlings. Similarly, the bacterial endophytes Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus
peoriae, and Pantoea agglomerans inhibited the mycelial growth, sporulation, and
germination of F. culmorum macroconidia in vitro, either through direct contact or by
treating the pathogen with purified intracellular fractions. These antagonistic abilities
could be explained by the production of volatile organic compounds, antifungal
substances, and extracellular lytic enzymes such as Amylase, Cellulase, Pectinase,
Protease, and Chitinase. These observations offer promising solutions to further boost
more environmentally friendly and productive cereal crops in Tunisia.

Key words : Trichoderma, Microbiome, Wheat, Fusarium, Endophytes, Biocontrol
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Le Blé : du mythe a la réalité, une histoire lointaine chargée
de croyances

Le blé fut longtemps considéré comme une céréale sacrée. Symbole de bonheur et de
prospérité, il est utilisé pour conjurer le mauvais sort. Par exemple, a I'époque de la Rome
Antique, le blé représente la fertilité de la terre et I'ouverture de I'ame a la lumiére. Ainsi,
du blé était lancé sur les jeunes mariés pour s'assurer qu'ils auraient une descendance
abondante et florissante.

En d’autres temps et contrées, 1'épi de blé était un embleme d'Osiris, un roi mythique de
I'Egypte antique, symbolisant ainsi sa mort et sa résurrection. En Egypte, les pharaons
étaient enterrés avec du blé en raison de sa symbolique de régénération et de renaissance.
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Mesure du blé récolté ; Tombe de Menna (TT 69) a Thébes (Egypte), XVIII dynastie.
(https://mythologica.fr/egypte/civil /agriculture.htm)

Cette peinture représente une scéne de travaux agricoles chez les pharaons. Le grain
récolté par les paysans est enregistré par des scripts. C'est le « vizir » qui a la charge de
superviser ces opérations au nom du Pharaon. Ce dernier doit s'assurer du bien-étre de
son peuple et a cet égard, le pain correspondait au salaire de nombreux ouvriers et
esclaves.


https://mythologica.fr/egypte/civil/agriculture.htm
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L'agriculture moderne est confrontée a de nombreux défis, dont la demande
croissante de production alimentaire, la diminution des ressources naturelles et
I'expansion de nombreuses maladies qui affectent les cultures. Parmi ces maladies, la
fusariose des semences, causée par le champignon Fusarium culmorum, représente une
menace majeure pour la production de blé sur tout le pourtour sud-méditerranéen, et tout
particulierement en Tunisie. La recherche de solutions durables et respectueuses de
I'environnement pour lutter contre cette maladie est d’'une importance capitale.
L'exploration des ressources microbiennes associées aux variétés anciennes de blé
pourrait offrir de nouvelles perspectives prometteuses. Ces variétés ont été cultivées
pendant des générations et ont pu avoir développé des mécanismes de défense naturels
contre les pathogenes. Mais plus important encore, parce que les végétaux modelent leur
microbiote intrinseque (quel que soit 'organe) et contigu (rhizospheére), nous partons de
I’hypothese que ces variétés ont pu en faire de méme. C'est a partir de cette hypothése
que nous avons élaboré nos questions de recherche en ciblant spécifiquement nos efforts
sur ces microbiotes.

L'enjeu de ma these réside dans la recherche de solutions alternatives aux emplois massifs
d’intrants chimiques et de phytosanitaires afin de stimuler la croissance du blé moderne
et de lutter contre les incidences de fusariose des semences en utilisant des micro-
organismes bénéfiques isolés a partir d'une variété ancienne de blé (Florence Aurore).
Parce qu'il est urgent de répondre aux enjeux d’une agriculture moderne et d’assurer la
sécurité alimentaire tout en assurant une gestion d’une production respectueuse de
I’environnement et de la santé des producteurs et consommateurs, les résultats issus de
nos activités de recherche auraient un impact significatif sur la soutenabilité des
pratiques agricoles, en offrant des perspectives prometteuses pour améliorer la résilience
des cultures dans un contexte de changements climatiques systémiques avec, comme
ligne de mire, la réduction d'utilisation de produits chimiques connus pour étre nocifs
pour I'environnement.
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Regnel Plantael
Sous-regnel Tracheobiontal
Superdivision Spermatophytall
Division2 Magnoliophytald
Classel Liliopsida
Sous-classel Commelinidael
Ordrel Poalest
Famille® Poaceaell
Genrel Triticum

Tableau 1. Classification phylogénétique du blé (Khalid et al., 2023).
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Figure 1. Relations phylogénétiques entre le blé et les principaux genres cultivés
les plus proches (Bolot et al., 2009). Les dates de divergence de chaque phylum sont en
millions d’années. Le blé appartient au genre Triticum.
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Figure 2. Morphologie d’épis (A), épillets (B) et grains (C) du blé dur, blé tendre et
des graminées sauvages apparentées (Faris et al., 2014 ; Khalid et al., 2023).



I. Le blé
I.1. Origine géographique, source utile pour 'Humanité et génétique

Le blé est une céréale angiosperme monocotylédone appartenant a la tribu des Triticées,
intégrée a la famille des Poacées et au genre Triticum (Tableau 1). Le terme « céréale »
est utilisé pour désigner un groupe de plantes cultivées pour leurs grains comestibles. Les
céréales sont une source cruciale de nutriments essentiels dans I'alimentation humaine
mondiale, grace a la présence de glucides complexes, de protéines végétales, de fibres, de
vitamines (B, etc.) et de minéraux tels que le fer et le zinc. D’autres especes sont
relativement proches du blé au sein de la méme tribu des Triticées, comme I'orge
(Hordeum) et le seigle (Secale).

La famille des Poacées a un intérét économique majeur car elle regroupe d’autres céréales
comme le sorgho (Sorghum), le mais (Zea) et le riz (Oryza), ainsi que des graminées
fourrageres utilisées dans I'alimentation du bétail comme le ray-grass (Lolium), le dactyle
(Dactylis) et la fétuque (Festuca) (Figure 1).

Les premieres cultures de blé sont apparues il y a 10 000 ans, au niveau d'une région du
proche orient actuel qui s’étend de la mer Morte au golfe Persique en passant par le sud
de la Turquie, le nord de I'lraq et I'Iran occidental. Son aire d’origine est située dans le
croissant fertile, une région géographique du proche orient localisée entre la cote
méditerranéenne a I'ouest et la plaine du Tigre et de I'Euphrate a l'est. C’est une plante
annuelle cultivée pour ses grains comestibles riches surtout en amidon et en protéines
(Smith et Wayne, 1995).

L’ensemencement, la culture et la récolte répétés des variétés sauvages ont conduit a la
domestication du blé entre 10000 et 15000 avant JC. Cette domestication a modifié la
forme des plantes de blé avec plus de grains, des épillets restant sur la tige jusqu’a la
récolte et des épis rigides les rendant plus compactes et plus faciles a cultiver en
agriculture (Dubcovsky et al., 1997).

La premiere transition du blé a été caractérisée par I'apparition d'un rachis solide, d’ou le
passage du blé dur sauvage (amidonnier sauvage) Triticum turgidum ssp dicoccoides a
Triticum turgidum spp dicoccum (amidonnier cultivé). Ce dernier correspondrait a la
premiere forme cultivée, se caractérisant par des grains a maturité qui restent fixés sur
les plantes pour une récolte facile (Figure 2).

La deuxieme transition a été marquée par le remplacement de I'amidonnier cultivé par
une nouvelle forme de blé dur: Triticum turgidum ssp durum et I'apparition des grains
nus qui facilitent le battage. La derniére transition qui a eu lieu dans les années 1960, c’est
a dire lors de la révolution verte, a assuré le passage des « populations de pays », qui sont
en fait un mélange de différents génotypes, aux variétés « élites » avec un rendement plus
fort, une taille réduite et une forte capacité a absorber beaucoup d’azote (Morgane, 2019).
Des programmes de sélection et de création variétales par croisement ont été initiés au
cours du 20¢me siecle pour obtenir des « lignées pures » et semi-naines, afin de limiter la
verse et donc augmenter le rendement. Ces variétés « élites » font 'objet d’'amélioration
en continu pour avoir les meilleures caractéristiques agronomiques en termes de



productivité, de valorisation de I'azote et surtout de résistance a certaines maladies
(fusariose, rouille, oidium et septoriose).

Cette course a la sélection variétale a ainsi engendré une perte inévitable de la diversité
génétique des nouvelles variétés cultivées par rapport aux variétés sauvages dont elles
sont issues (Buckler et al., 2001 ; Thuillet et al.,, 2005 ; Haudry et al., 2007).

Génétiquement, toutes les espéces de Triticum sont constituées de quatre génomes de
base : A, B, D et G, avec un nombre basique de chromosome de x=7 (Haider, 2012). Les
especes sauvages comme Triticum monococcum et Triticum tauschii sont diploides
(2n=2x=14) avec les désignations du génome AA et DD respectivement, ou tétraploides
(2n=4x=28) portant deux génomes soit AABB pour 'espece Triticum turgidum et AAGG
pour 'espece Triticum timopheevii (Waines et Barnhart, 1992).

Le blé moderne a été créé a partir de plusieurs especes dont les principales sont I'espece
diploide Triticum urartu et 'espéce sauvage Aegilops speltoides. Ces deux especes se sont
croisées naturellement pour donner naissance a une nouvelle espéce intermédiaire
appelée Triticum turgidum qui, par la suite, s’est croisée avec une autre espéce sauvage de
blé (Aegilops tauschii) pour créer finalement une nouvelle espece hexaploide « Triticum
aestivum » ou blé tendre ; son génome est de type AABBDD et est composé de 42
chromosomes (2n=6x=42) (Haider, 2012).

Le blé dur ou Triticum durum est un tétraploide de génome AABB. Il est également le fruit
d’'une hybridation naturelle entre plusieurs espéces parentes, dont Triticum urartu et
Aegilops speltoides, impliquées dans la formation du blé tendre et celle de 'espece sauvage
Triticum turgidum dicoccoides (Figure 3) (Feldman et Sears, 1981).

1.2. Biologie et Cycle de développement du blé
1.2.1. Appareil végétatif et reproducteur

Le blé est une plante herbacée annuelle qui mesure entre 60 cm et 120 cm de haut. Son
appareil végétatif comprend un appareil racinaire et un appareil aérien.

L’appareil racinaire est de type fasciculé, avec deux systémes: un systeme primaire
composé de racines séminales d’origine embryonnaire et formées par une racine
principale. Cette racine principale résulte de I'allongement de la radicule, deux paires de
racines latérales et d'une racine épiblastique. Ce systéme fonctionne de la germination au
tallage (Grignac, 1965). Le second systéme est formé de racines adventives, ou racines de
tallage, qui se substituent au systeme séminal (Hazmoune, 1994 ; Hamadache, 2001).

L’appareil aérien est formé d’un certain nombre d’unités ou talles. Chaque talle est formée
de tiges et de feuilles qui partent d’'une zone a la base de la plante appelée plateau de
tallage. Le chaume de blé est représenté par une tige cylindrique formée de nceuds et
d’entre nceuds. Chaque nceud est le point d’attache d’une feuille. La feuille de blé est
composée d’'une partie inférieure entourant la jeune pousse (gaine) et une partie
supérieure ou limbe.
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Figure 3. Phylogénie et chronologie de la domestication du blé (Ducasse, 2021).
Détails des croissements entre les differents especes de blé sauvages et hybrides avec la
composition de leurs génomes (AA, AB, BB, AABB, DD et ABD), et aboutissant a la création du blé
tendre hexaploide (AABBDD) et du blé dur (AABB).



L’appareil reproducteur du blé correspond a I'épi. Il est formé de deux rangées d’épillets
sessiles et aplatis. Chaque épillet est constitué de 3 a 4 fleurs hermaphrodites, ce qui fait
du blé une plante autogame. Chaque fleur est enfermée entre deux glumelles, portée par
un court pédicelle. Elle se compose de trois étamines qui se terminent chacune par une
anthére en X, un pistil composé d’un seul ovaire, et de deux styles qui se terminent chacun
par un stigmate plumeux (Ahmadi et al,, 2002).

La fécondation se déroule a 'intérieur des glumelles avant I'apparition des étamines a
I'extérieur, ce qui assure une pureté variétale au cours des générations. Le fruit est
représenté par un grain indéhiscent appelé caryopse (Soltner, 2012).

1.2.2. Cycle de développement du blé

Le cycle de développement du blé comprend trois étapes majeures: une période
végétative, une période reproductrice et une période de maturation. Plusieurs échelles de
notation du blé ont été développées afin de caractériser son cycle de développement
(Alley et al, 1999). Par exemple, I'échelle de Feekes permet de définir le stade de
croissance et de développement des céréales, et est basée sur la morphologie de la tige,
des feuilles et des épis. Il existe aussi I’échelle de Zadoks qui est une échelle de
développement des stades phénologiques (phases de développement saisonniers) des
céréales. Cette échelle suitla croissance de la plante sur 10 principaux stades, sous divisés
en stades de croissance secondaire, pour produire une échelle a deux chiffres (Figure 4).

1.2.2.1. La période végétative

La période végétative correspond a la production de racines, tiges et feuilles. Elle se
caractérise par un développement strictement herbacé et s’étend du semis jusqu’a la fin
du tallage.

Phase germination-levée

Apres imbibition de la semence, les enzymes se réactivent pour dégrader les réserves
nécessaires au développement de l'embryon. La radicule se dégage alors, donnant
naissance a des racines séminales. Ensuite, le coléoptile se développe et perce le sol en
protégeant la sortie de la premiére feuille. Durant cette phase, la plante est alimentée
uniquement par son systeme racinaire primaire et ses réserves. Des facteurs édaphiques
comme la chaleur, I'aération et 'humidité, ainsi que des caractéristiques propres a la
graine comme la faculté germinative et la quantité de réserves, jouent un role déterminant
et interviennent dans la levée de dormance des graines et leur germination (Karou et al.,
1998).

Phase levée-Tallage

La production de brins ou talles s’amorce a I'issue du développement de la quatrieme
feuille suivant un rythme régulier égal a celui de 'émission des feuilles pour former un
plateau de tallage situé juste au niveau du sol. Chaque talle est formée d’'un systéme
racinaire, d'un ensemble d'unités morphologiques appelé photometre, d’'un pédoncule et
d’'un épi. La premiere talle émise, encore appelée brin maitre, est formée a partir du
bourgeon apical alors que les talles secondaires sont issues de bourgeons
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Figure 4. Stades de croissance du blé selon les échelles de Zadoks et Feekes (Alley
et al,, 1999). Cycle de développement du blé divisé en trois étapes majeures : une période
végétative (tallage), une période reproductrice (montaison et épiaison) suivie d'une période de
maturation, définies par I'échelle de Feekes (basée sur la morphologie) et 1'échelle de Zadoks
(basée sur les stades phénologiques) sous forme de chiffres montrant les stades principaux et
secondaires de la croissance du blé.
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axillaires situés au niveau du plateau de tallage ; la talle issue du bourgeon du coléoptile
n’est pas considérée comme une talle secondaire et demeure généralement plus chétive.
Les talles secondaires peuvent émettre des talles tertiaires en fonction de la variété, du
climat, de I'alimentation et de la densité des semis (Belaid, 1986 ; Gate, 1995). La fin de
cette phase de tallage marque la fin de la période végétative et le début de I’élongation des
entre-nceuds au cours de la phase reproductive stimulée par la photopériode et la
vernalisation (Gate, 1995).

Différences entre le blé d’hiver et le blé de printemps

La différence majeure entre les deux classes de blé, c’est-a-dire les blés d’hiver et les blés
de printemps, est marquée par l'initiation de la transition de la phase végétative vers la
phase reproductive. Le blé d’hiver a besoin d'une période froide et de jours courts
(période de vernalisation) pour initier la floraison d’ou son semis en automne pour fleurir
au printemps. Quant au blé de printemps, ce besoin de froid n’existe pas et la transition
florale est initiée aprés la mise en place d'un nombre de feuilles qui est déterminé et
modulé par la photopériode.

1.2.2.2. La période reproductrice
La montaison - gonflement

La montaison est caractérisée par I'allongement des entre-nceuds et la différenciation des
pieces florales. Cette phase est repérable dés que I’ébauche de I'épi du brin maitre atteint
1 cm de hauteur a partir du plateau de tallage (Gate, 1995). A la fin de ce stade, I'épi prend
sa forme définitive a l'intérieur de la gaine de la feuille étendard, et les grains de blé
commencent a se développer (gonflement). Pendant cette phase de croissance qui est
considérée critique, les besoins en éléments nutritifs (notamment en azote) sont accrus
et tout stress thermique ou hydrique réduit le nombre d’épis montant par unité de surface
(Baldy, 1984).

L’épiaison-floraison

L’épiaison est atteinte quand 50% des épis sont a moitié sortis de la gaine de la derniere
feuille. Elle est marquée par la méiose pollinique et I'éclatement de la gaine di a
I’émergence de I’épi. Les épis dégainés fleurissent (I'anthese), et la fécondation a alors lieu
(Bahlouli et al., 2005). La fertilité des épis a ce stade peut étre fortement influencée par
les basses températures (Abbassenne et al., 1998). L’exces de température au moment de
la fécondation peut pénaliser le nombre de grains par épi.

1.2.2.3. La période de formation et de maturation du grain
Remplissage du grain

Au cours de cette phase il y a une modification du fonctionnement de la plante qui se
traduit par une réorientation de la biomasse produite vers le remplissage des grains. Les
cellules des grains en formation se multiplient rapidement, puis elles augmentent
rapidement de volume et de masse fraiche.
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Au début, les besoins des grains sont inférieurs a ce que fournit la photosynthese des
parties aériennes et de la feuille étendard. Ces besoins augmentent alors
progressivement, et le poids des grains dans I’épi s’éléve. A la fin de cette phase, le grain
atteint sa taille définitive avec 40 a 50% des réserves mais il est encore vert et mou. Ce
stade est appelé « grain laiteux » du fait que les grains contiennent 80% d’eau et libérent
un liquide blanchatre en les écrasant. Un stress thermique au début de cette phase peut
affecter la multiplication cellulaire dans les grains, réduisant ainsi leur taille, ce qui
pénalise le poids de mille grains (PMG) final. Si ce stress apparait tardivement lors de la
phase de remobilisation, il touche la migration des sucres vers les grains et peut induire
un échaudage du grain (Wardlaw, 2002).

Le remplissage des grains se poursuit avec le transfert progressif de sucres depuis les
tiges et les feuilles qui commencent alors a jaunir, ainsi que les derniéres feuilles encore
vertes dans lesquelles une faible activité photosynthétique persiste. Le gain de masse
reste linéaire jusqu’a I'arrét de ce transfert, et la largeur de la graine se fixe. Quant a la
masse séche, elle augmente, donnant une apparence pateuse qui définit ce stade « grain
pateux ». Durant la phase « grain laiteux » au « grain pateux », la quantité d’eau contenue
dans le grain est stable, cependant, il corréle avec une tres haute sensibilité de la plante
au stress hydrique et thermique : c’est le pallier hydrique (Schnyder et Baum, 1992). La
phase de remplissage se termine par I'arrét des transferts de réserve entre la plante-mere
et le grain pour atteindre la maturité physiologique. A ce stade, les températures élevées
n’affectent plus le PMG. Au contraire, elles favorisent la polymérisation des protéines
améliorant ainsi la qualité technologique, c’est-a-dire les caractéristiques physiques,
chimiques et fonctionnelles du grain.

Maturation du grain

Apres l'arrét de croissance, les activités enzymatiques cessent. Les graines rentrent
progressivement dans un état de dormance et de dessiccation. La teneur en eau baisse et
le grain passe de 45% d’humidité a 20% (stade rayable a I'ongle) puis a 15% (stade
cassant sous la dent) pour atteindre son poids sec final (<5%) (Wardlaw, 2002). La
transition est relativement progressive d'une phase a une autre avec un décalage de
quelques jours entre épis et entre grains d'un méme épi.

Structure et composition du grain de blé

Le grain de blé ou caryopse est un fruit sec indéhiscent dont le tégument est soudé a
I'enveloppe (péricarpe), trois grandes parties forment le grain : 'embryon, I'albumen et
les enveloppes avec une brosse a I'extrémité opposée de I'’embryon et un sillon en phase
ventrale (Figure 5).

L’embryon

Il est issu de la fusion entre gametes males et femelles. L’embryon est entouré par une
structure en forme de croissant (le scutellum) ayant un réle clé dans 'absorption des
nutriments de la graine. L’embryon est formé d’'un axe embryonnaire, qui est la partie
centrale de I'’embryon elle-méme composée de plusieurs structures dont ’hypocotyle et
la partie supérieure de la racine. Vers le bas de cet axe, se trouve la radicule qui est la
premiere racine émergeant de la graine et qui sera responsable de I'ancrage de la plante
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dans le sol. Cette racine est entourée par une gaine protectrice appelée coléorhize. Vers le
haut de ce méme axe, se trouve la gemmule. Cette structure est responsable de la
formation de la premiére feuille, et est coiffée par le coléoptile qui est une structure
protectrice en forme de tube aidant la pousse émergente a émerger de la graine et a se
frayer un chemin a travers le sol.

L’albumen

C’est la partie du grain qui sert de réserve pour 'embryon, en lui fournissant notamment
la source d’acides aminés nécessaires a la germination. Il représente de 80 a 85% du poids
du grain et il contient 90% des protéines et la totalité de 'amidon du grain. Cette
composition définit les propriétés physico-chimiques de la pate a I'échelle industrielle.
L’albumen est formé d’'une couche a aleurone a parois épaisses, et est tres riche en
vitamines et en minéraux. A ce titre, il présente un réle protecteur et nourricier a la fois.
Cette couche entoure I'albumen amylacé qui est constitué essentiellement de granules
d’amidon enchassés dans une matrice protéique.

Les enveloppes

La graine de blé est entourée de couches protectrices qui ont pour fonction de protéger
I'embryon et'albumen contre les dommages physiques, chimiques et biologiques (Figure
5). Ces couches sont: le péricarpe qui permet d’empécher les pertes d’eau au cours du
développement du grain mais qui n’empéche pas sa pénétration (Evers et al., 1999), la
testa ou tégument de la graine est composée de cellules mortes formant une barriere
protectrice autour de I'embryon, puis la bande hyaline, qui est une couche tres
hydrophobe, jouant un réle important dans la circulation de l'eau entre l'intérieur et
'extérieur de la graine.

Différences entre blé dur et blé tendre

Le blé dur se différencie principalement du blé tendre par son grain a albumen vitreux et
sa plus haute teneur en protéines, sa sensibilité au froid et sa résistance a la sécheresse.
D’autres différences comme la forme, I'aspect de la plante et 'utilisation sont illustrées
dans le Tableau 2.

1.3. Exigences du blé

1.3.1. Sol

Pour produire des rendements optimauy, il est préférable de cultiver le blé dans un sol
ayant un pH neutre. Les sols argileux ou limoneux sont les plus adéquats car ils présentent
une bonne capacité de rétention d’eau et de nutriments, alors que les sols sablonneux trop
drainant ou les sols tourbeux a fortes teneurs en minéraux sont a éviter (Mojid et al,,
2020). La texture du sol a une grande influence sur la croissance des plantes (hauteur,
surface foliaire, biomasse végétale, nombre et qualité des grains), et doit étre
suffisamment aérée pour assurer la circulation de I'eau et de l'air, tout en étant
relativement stable pour éviter I’érosion.
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Figure 5. Schéma de la structure anatomique d’un grain de blé (coupe
longitudinale) (Surget et Barron, 2005). Trois principales zones le composent : les
enveloppes (au niveau des couches périphériques), I'albumen et 'embryon.

Caractere Blé tendre Blé dur
. 3 génome A, BetD 2 génomes A et B
Aspect génétique
2n = 42=3x (2x7) 2n=28=2x(2x7)
Prédominance De I'amidon Des protéines
Feuilles larges
Feuilles tres étroites Maturation trés longue
Aspect de la plante
Maturation rapide Moisson tardive exigeante du
point de vue sol et climat
Texture opaque .
T
Forme Structure de I'amande farineuse exture vitreuse
Obtention de la farine utilisée Obtention de la semqule a partir
o . de laquelle on fabrique de la
s dans la fabrication du pain et des A
Utilisation biscuits galette, du couscous et des pates
alimentaires

Tableau 2. Différences entre un blé tendre et un blé dur (Aidani, 2015). Le blé tendre
et le blé dur se différencient au niveau du génome, I'aspect de la plante, la forme et la
composition de la graine, et leur utilisation dans I’alimentation humaine.
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1.3.2. Température

Les facteurs climatiques ont une grande influence sur les différentes phases de la
croissance du blé (Clement et Prats, 1970). La notion de zéro de végétation et de
germination définit la température a partir de laquelle le blé germe et pousse. Elle est de
0°C avec un optimum situé entre 20 et 22°C. Les températures élevées, situées entre 25-
32°C, accélerent la levée et provoquent parfois un déséquilibre entre la partie aérienne et
la partie souterraine, défavorisant I'allongement racinaire (Baldy, 1993).
Les sommes de température selon les stades de croissance sont les suivantes (Mekhlouf
etal., 2001):

- semis - stade levée : 120 degrés jours de croissance (D]), la température de base

étant 0°C

- semis - stade tallage : 450 DJ

- semis - stade plein tallage : 500 D]

- semis - stade épi 1 cm : 600 D]
La température journaliére intervient dans le cycle de développement de blé de plusieurs
manieres. Elle détermine la vitesse de germination et le développement de la jeune plante,
et elle intervient dans la synthése de la quantité de matiére seche au moment de la
montaison. Pendant la phase végétative, le blé est moins sensible a la température que
pendant sa phase reproductive. Des températures basses au moment de la floraison
provoquent une coulure des fleurs, affectant le rendement de la culture, alors que des
températures hautes lors du remplissage des grains peuvent conduire a I’échaudage,
affectant ainsi le rendement et la qualité des grains (Mekhlouf et al., 2001).

1.3.3. Eau

L’eau a une grande importance dans la croissance. Constituant cellulaire primordial, elle
joue le role de solvant et de véhicule pour les éléments minéraux solubles de la seéve brute
(Soltner, 1990).

Les besoins en eau varient en fonction des conditions climatiques, ainsi que du stade de
développement de la culture et de la variété de blé. Pour atteindre la maturité
physiologique et un rendement potentiel, le blé a besoin en moyenne d’environ 350 a 600
mm d’eau sur '’ensemble de la surface de culture. Pendant la germination, une humidité
suffisante est nécessaire pour la germination du grain, ainsi qu’environ 20 a 25 mm d’eau
par semaine pour maintenir une croissance saine. Au stade du remplissage du grain, ces
besoins sont plus importants et nécessitent 40 a 50 mm d’eau par semaine. Pendant la
période de maturation, et pour assurer une maturation uniformee du grain, le blé a besoin
d’'une quantité réduite d’eau, généralement autour de 20 a 30 mm d’eau par semaine. Un
coefficient de transpiration du blé (Kc) a été définit par Clement et Prats (1970) et permet
d’estimer la quantité d’eau évaporée par les cultures de blé de la surface du sol pendant
leur cycle de croissance. Ce coefficient est utilisé en agriculture pour calculer les besoins
en eau des cultures, et ainsi optimiser et/ou planifier l'irrigation.

I.3.4. Fertilisation

Pour avoir une qualité supérieure des blés produits, la maitrise de la fertilisation est
essentielle. Cette fertilisation fournit au blé des éléments nutritifs avec des quantités
appropriées pour un bon développement et des rendements élevés et réguliers.

L’emploi d'une méthode de fertilisation est dépendant de plusieurs parametres comme la
variété choisie, le rendement attendu, les caractéristiques physico-chimiques du sol, les
nutriments du sol, l1a date des semis et le volume d’irrigation et de précipitations.
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Le blé a besoin de nutriments pour une bonne croissance et un rendement satisfaisant.

Parmi les principaux, nous pouvons cités I'azote (N), le potassium (K), le phosphore (P)
(Phosphate = P04*7), le soufre (S), le magnésium (Mg), le fer (Fe), le manganése (Mn), le
zinc (Zn), le bore (B), le cuivre (Cu), et le calcium (Ca).

Ces besoins sont dépendants du stade de croissance et sont répartis comme suit :

Stade de croissance Nutriments
Levée-Implantation N - PO4+*~
Tallage N - Mg

— 3_ — — — —_—
Elongation de la tige gn PO+ -K-5-Mg

Feuille drapeau - Pollinisation - Remplissage des

; N - P04+’ -Mg-B
grains

L’azote

L’azote est I'un des principaux facteurs limitant le rendement. Il est essentiel pour
'élaboration des protéines et 'augmentation de la masse végétative, d’ou la nécessité qu'’il
soit fourni au fur et a mesure des besoins de la plante. Pour produire 1 tonne de grains de
blé par hectare, 25kg d’azote seront nécessaires. Une répartition de 3 doses pendant la
saison de croissance est plus efficace que d’effectuer toute la fertilisation en une seule fois.
Un premier apport de 35 a 50% de la quantiteé totale d’azote doit étre apporté juste avant
ou pendant le semis des graines, suivi d'un deuxiéme et d'un troisiéme apport pendant la
phase d’initiation des racines adventives, de tallage ou d’élongation de la tige. Une carence
en azote est responsable d'un retard de croissance, du nanisme des plantes avec des
feuilles petites en raison de la perturbation de la synthése de la chlorophylle. A contrario,
un exces d’azote ralentit le développement des tissus, un fonctionnement excessif des
meéristemes et une lignification réduite (Mazliak, 1998).

Le phosphore

Cet élément est un constituant de certains éléments essentiels a la vie cellulaire comme
les acides nucléiques et des phospholipides. De plus, il joue un réle comme cofacteur et
transporteur d’énergie, et il intéegre de nombreuses réactions métaboliques comme la
photosynthese (Heller et al., 1998).

L’apport total en phosphore est effectué le moment du semis sous forme de PO4*". Il peut
étre mélangé avec les semis car les engrais phosphatés n’ont pas d’effet négatif sur la
germination. Pour obtenir un rendement maximal, une dose d’environ 20-40 kg de
phosphate par hectare doit étre apportée. Un exces d’engrais phosphaté, en particulier en
hiver, peut entrainer une baisse de la teneur en protéine et de biodisponibilité du zinc,
ainsi qu'une sensibilité au gel (Gusta et al., 1999 ; Zhang et al.,, 2017). Par contre, une
carence en phosphore est a I'origine de plusieurs maladies physiologiques telles que le
nanisme et des malformations d’organes (Mazliak, 1998).

Le potassium

Le potassium est nécessaire au début de croissance, pendant I’élongation de la tige et la
floraison. Par ailleurs, il favorise le remplissage des grains. Il intervient dans l'activation
de certaines kinases, la synthese de protéines et la synthese de polysaccharides.

L’abondance et la mobilité du potassium est nécessaire pour 1’équilibre acido-basique
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cellulaire, ainsi que pour assurer une pression osmotique et donc une turgescence
vacuolaire optimale.

La fertilisation potassique est appliquée sous forme de K20. Elle est opérée en cas de
carence potassique dans sol et aprés analyse du sol. L’application du potassium ne peut
pas se faire en fumure de fond a cause du risque de briilure des semences, mais elle se fait
en surface avant le semis ou par fertilisation foliaire au printemps (Reid, 2003). Une
carence en potassium se traduit par des chloroses et nécroses aux bords et extrémités des
feuilles, et un déficit de I'activité photosynthétique.

Le soufre

Le soufre est un élément doublement essentiel pour le blé. Il est important pour la teneur
en acides aminés sulfurés nécessaire a la synthese des protéines. De méme, il joue aussi
un role essentiel dans la qualité des grains de blé destiné a la production de farine
panifiable. En effet, le soufre est nécessaire a la production de deux protéines clés dans la
graine de blé : les gliadine et gluténine qui, ensemble, forment le gluten. Ce gluten confere
des propriétés de viscoélasticité. D’autre part, le soufre permet une assimilation plus
efficace de I'azote, d’ou la plupart des engrais azotés comprennent une quantité de soufre
suffisante (Hrivna et al., 2015). Le soufre peut étre apporté sous forme de SO3 ou de SO2*
, avec une possibilité d’application foliaire pour le MnSOa. Il doit étre apporté sous forme
de petites doses, en plusieurs apports, et distribué sur les différentes phases de croissance
et en association avec des engrais azotés du fait de son interaction positive avec 'azote et
qu’il est trés peu mobile. Afin d’ajuster les quantités de soufre apportées, il est
recommandé de faire des analyses du sol et de tissus. Une grande partie des sols est
carencée en soufre a cause du lessivage provoqué par des irrigations prolongées et
massives, ainsi que les faibles apports d’engrais soufrés. Les carences en soufre retardent
la croissance et provoquent des chloroses vives de couleur jaune-vert sur les feuilles
jeunes, et réduisent significativement le nombre et la taille des grains.

I.4. Domestication et association microbienne
1.4.1 Généralités

Pendant la révolution verte de 1943, le blé a subi des modifications génétiques
significatives, dont I'introduction de genes de nanismes (rht) pour donner naissance a du
blé moderne a plus haut rendement en présence d'une quantité élevée de fertilisants sans
que les plants soient touchés par la verse (Hedden, 2003).

Par opposition, un blé ancien est un blé consommé avant la seconde guerre mondiale, et
qui a été sélectionné et multiplié avec des méthodes non transgressives de la cellule
végétale et a la portée du cultivateur final. Ce blé ancien presente une grande diversité
génétique, source de biodiversité et de résistance aux maladies et plus riche en éléments
nutritifs (Yvon et Brocard, 2021). Par conséquent, les divergences phénotypique et
génétique des variétés modernes par rapport aux variétés anciennes de blé ont entrainé
des modifications dans I'architecture et la physiologie des racines. Ces sélections ont pour
corollaire d’affecter les communautés microbiennes (Bertin et al., 2003 ; Graaff et al,,
2013).

Il est admis que les programmes de sélection variétale affecteraient significativement la
capacité des variétés modernes a sélectionner et a maintenir une communauté
bactérienne complexe au niveau de la rhizosphere (Yvan et al,, 2019).

17



Cette situation influencerait négativement l'interaction avec les rhizobactéries
promotrices de croissance des plantes (PGPR) (Kavamura et al., 2020 ; Valente et al,,
2019). Le blé sauvage, avec sa communauté d’endophytes fongiques riche et diversifiée,
représenterait un réservoir plus riche et diversifié d’endophytes potentiellement
bénéfiques par rapport au blé cultivé (Sun et al., 2020). Les conséquences sur le
microbiome associé ne sont pas encore entierement comprises, mais il est établi que la
domestication du blé a perturbé les processus sélectifs dans I'assemblage du microbiome
apparenté a cette espece (Hassani et al.,, 2020).

1.4.2. Importance des micro-organismes du sol

Les micro-organismes jouent un réle primordial dans la décomposition, le recyclage et le
transfert des nutriments dans le sol. A cet égard, ils ont un impact direct sur la croissance
des plantes.

Au niveau de la rhizospheére, qui correspond a la partie du sol pénétrée par les racines des
plantes en interaction intime avec les micro-organismes associés, la plante a mis en place
des mécanismes moléculaires riches et complexes (ie régulation, transport,
meétabolisation, etc.) pour mobiliser 'eau et les nutriments minéraux. En réponse, elle
peut libérer jusqu’a 30% de ses produits de photosynthése sous forme d’exsudats
racinaires qui sont riches en sucres, acides aminés, acides organiques, enzymes et
régulateurs de croissance. Ce pool moléculaire remarquablement diversifié est le terreau
qui initie et structure les interactions des plantes avec les micro-organismes bénéfiques
(Trevors et al., 1997).

Par ailleurs, ces micro-organismes jouent un rdle crucial dans le maintien d'une
performance physiologie générale optimale de la plante (ie croissance et systéeme
immunitaire inné), dont la « bonne santé » permet une excellente adaptation de
I'organisme dans son environnement.

Mais plus globalement, ces micro-organismes bénéfiques (mais également neutres,
commensaux, etc.) procurent ainsi de nombreux avantages pour I'environnement en
général, par leur contribution directe sur les plantes et en influant sur la fertilité et la
stabilisation du sol.

1.5. Production et Importance économique du blé
1.5.1. Al’échelle mondiale

La production du blé dans le monde est de I'ordre de 761 millions de tonnes (Mt) en 2020
contre seulement 100 Mt en 1910. Le blé tendre est le plus récolté. De plus, 58% de cette
récolte sont destinés a la consommation humaine, 34% a l’alimentation animale et 8%
aux usages industriels. Les principaux pays producteurs sont la chine, I'Inde, la Russie, les
Etats-Unis, le Canada et la France.

Le blé est cultivé sur plus de terres que toute autre culture vivriere au monde. Les
superficies ont peu fluctué au cours des 20 dernieres années, avec 219 006 893 hectares
(ha) en 2020 contre 214 932 133 hectares en 2000. La demande de blé est en constante
augmentation a cause de la croissance démographique, mais aussi par le développement
de 'industrie alimentaire et de 'urbanisation rapide qui ont entrainé une augmentation
de la demande des produits alimentaires transformés comme le pain, les pates, les
céréales et les biscuits, qui sont souvent fabriqués a partir du blé. Bien que les superficies
cultivées n’aient pas beaucoup augmenté pour gérer cette demande en augmentation,
c’est principalement grace a la progression des rendements que la production mondiale a
continué d’augmenter (Day et al., 2006 ; Shewry et Hey, 2015).
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Le blé est une culture dont I'importance est souvent sous-estimée malgré sa présence
dans notre vie quotidienne. Bien que le blé soit facilement accessible dans les pays
développés, il est considéré comme un bien précieux dans les pays qui souffrent d'un
déficit structurel a son égard. Il joue un role substantiel dans le développement des
sociétés et 'organisation des relations de pouvoir depuis I’Antiquité. La demande pour ce
produit vital est mondialisée et amplifiée en raison de la croissance démographique. La
culture de blé est surtout localisée dans des territoires bénéficiant d'une géographie
généreuse en eau, en sols fertiles et en climat tempéré. Treés peu de pays posseédent ces
atouts, et encore moins sont ceux qui peuvent a la fois nourrir leur population et en
exporter. Ainsi, le blé est un exemple des déséquilibres alimentaires mondiaux et devient,
comme le pétrole, un enjeu géopolitique majeur.

Le commerce mondial du blé prend aujourd’hui encore plus d'importance. La logistique
est essentielle pour rapprocher 'offre et la demande, et de nombreux acteurs publics ou
privés sont impliqués dans la sécurité alimentaire mondiale. Bien que le blé soit cultivé
dans pres de 100 pays, sa production reste concentrée dans tres peu de nations. Cela
implique des échanges commerciaux pour que de nombreux pays puissent couvrir leurs
besoins en blé. La croissance urbaine a renforcé cette réalité, et 'approvisionnement des
populations en blé dépend fortement des autoroutes transocéaniques et
transcontinentales d'un commerce agricole mondialisé et trés tendu. Environ 160
millions de tonnes de blé sont échangées actuellement sur les marchés internationaux.
Cela représente un montant de 50 milliards de dollars, ce qui en fait le produit agricole et
alimentaire le plus échangé dans le monde. Le nombre de personnes dépendant des
marchés internationaux pour se nourrir pourrait passer de 1 a 6, soit actuellement a 50%
au milieu du siécle. Cette situation pose un probléme car les régions ou les productions
agricoles et céréalieres sont fortes ne sont pas nécessairement celles ou les besoins
augmentent. Les données de la FAO montrent que le déficit en blé pour les pays en
développement est passé de 30 a 70 millions de tonnes entre 1970 et 2010, et il pourrait
atteindre plus de 110 millions de tonnes d’ici 2050. Les dix principaux pays acheteurs de
blé dans le monde sont I’Algérie, le Brésil, la Chine, la Corée du Sud, L’Egypte, I'Indonésie,
I'Iran, le Japon, le Mexique et le Nigeria, chacun ayant acheté au moins 4 millions de tonnes
de blé sur les marchés au cours des dernieres années.

La Russie, qui a produit environ 86 millions de tonnes de blé en 2020, représente le
premier fournisseur mondial du blé. En revanche, la production céréaliere des deux
géants asiatiques que sont la Chine et I'Inde est majoritairement destinée a couvrir leurs
besoins.

Par rapport a la situation d’il y a 20 ans, une quantité supplémentaire de 60 millions de
tonnes est mise sur le marché chaque année, dont 35 millions de tonnes de cette quantité
proviennent de l'activité agricole de la Russie, 'Ukraine et le Kazakhstan. Les pays
d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient polarisent le tiers des achats mondiaux de blé. Ces
régions continueront d’importer le blé a l'avenir étant donné la vulnérabilité et la
dépendance de I'extérieur pour nourrir sa population. L'Egypte par exemple, dont la
population pourrait dépasser 100 millions d’habitant d’ici 2030, est déja le plus grand
importateur de blé dans le monde avec plus de 10 millions de tonnes importées par
campagne. L’Algérie, le Maroc et la Tunisie suivent de pres dans ce classement. La Russie
et I'Ukraine représentent ensemble 28,47% des imports mondiales de blé. Du fait des
conflits actuels entre ces deux pays, ’Afrique du Nord et le Moyen-Orient qui importent
chaque année la moitié de leurs besoins en blé sont actuellement les régions les plus
menacées. L’Egypte, 1¢" pays importateur de blé dans le monde et principal client de ces
deux géants mondiaux, est la plus impactée.

19



I.5.2. Situation en Tunisie

Historiquement, la Tunisie fut longtemps considérée comme le grenier et le panier a pain
de 'Empire romain, notamment grace a sa capacité a produire une grande quantité de
nourriture pour la population romaine, dont le blé et I'orge. Les terres agricoles de la
Tunisie étaient particulierement productives. En effet, la Tunisie présentait un sol
relativement riche en nutriment et un climat doux et humide, et était rapidement
dynamisée et bénéficiée de la mise en place d'un systéme agricole efficace qui comprenait
l'utilisation de technique d’irrigation performante. Les Romains avaient réussi ainsi a
maximiser la production céréaliere.

Actuellment, la production de blé en Tunisie joue un role crucial dans la sécurité
alimentaire du pays en raison de son importance dans les plats traditionnels tunisiens
(couscous, etc.).

Cette culture présente néanmoins un rendement en grain tres fluctuant car elle est
essentiellement pluviale (environ 94%) et est donc largement impactée par la variabilité
spatio-temporelle de la pluviométrie. Les surfaces irriguées sont trés faibles avec a peine
80 000 ha. La Tunisie est un pays producteur de blé dur, recouvrant environ 65% de la
production céréaliere. Le blé tendre, initialement introduit par les colons, ne représente
que 7,3% de la production totale selon le ministére de I’Agriculture pour la campagne
2020-2021.

La tradition récente de consommation du pain de farine blanche, des gateaux et des
biscuits a engendré une baisse dans la consommation individuelle du blé dur aux dépens
du blé tendre. A cet égard, la production en blé tendre ne représente que 20% du besoin
national, ce qui fait que la Tunisie importe chaque année 80% de ses besoins en blé tendre
(environ 11 millions de quintaux).

Avec pres de la moitié de I'importation de blé tendre qui provient d’Ukraine, et un
coefficient de dépendance étrangere pour les céréales de 61,3% en 2021 contre 29% en
2009, des agriculteurs appellent a favoriser les productions locales.

Pour atteindre I'autosuffisance en blé dur, la Tunisie a choisi d’augmenter les superficies
en blé dur d’a peu pres 30% avec un programme qui vise a accroitre les capacités de
stockage et a renforcer la chaine logistique de collecte et de transport.

La standardisation variétale via la recherche a conduit a un appauvrissement de la
biodiversité apreés les années 50. La valorisation des variétés locales de blé non
compatibles avec les techniques de cultures modernes semble pourtant étre une solution.
Ces variétés autochtones semblent avoir des qualités tres intéressantes comme la
tolérance a de nombreuses conséquences du changement climatique (eg sécheresse,
chaleur) et aux maladies fongiques, une bonne qualité nutritive et des exigences en eau
deux fois moindre que les variétés modernes.
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Figure 6. Morphologie des spores chez Fusarium spp. (Leslie et Summerell, 2006). A
et B macroconidies ; C et D microconidies de Fusarium poae. Barre d’échelle = 25 um.

Figure 7. Aspect macroscopique d’espéces de Fusarium sur milieu PDA (Summerell

et al., 2003). Les boites du haut de chaque paire correspondent au mycélium aérien, celles du
bas a la vue de dessous des cultures. A, F. poae. B, F. oxysporum. C, F. acuminatum. D, F. nelsonii.
E, F. subglutinans. F, F. nygamai. G, F. pseudonygamai. H, F. lateritium. 1, F. thapsinum. }, F.
decemcellulare. K, F. verticillioides et L, F. culmorum. Barre d’échelle =5 cm.

21



II. Les maladies fongiques du blé

Il existe plusieurs types de maladies fongiques ou cryptogamiques qui peuvent attaquer
le blé a différents stades de croissance, réduisant ainsi la production en quantité et qualité.
Ces maladies touchent les semences, les feuilles, I'épi, le collet et les racines, provoquant
des symptomes qui leur sont spécifiques.

II.1. Les maladies causées par Fusarium culmorum
Nous ne détaillerons ici que les maladies causées par Fusarium culmorum.
I1.1.1. Le genre Fusarium

Le genre Fusarium a été décrit pour la premiére fois en 1809 sous le nom de Fusisporium
par Link, directeur du jardin botanique de Berlin. Il tient son nom du latin Fusus, en raison
de ses spores fusiformes. L’espéce type du genre Fusarium est Fusarium roseum.

Les champignons de ce genre sont répandus sur presque l'’ensemble de la surface du
globe. Ils sont présents dans les sols, les insectes, les eaux (réseaux urbains d’adduction),
les racines et les graines de plusieurs plantes ligneuses et herbacées sauvages ou
cultivées. Leur répartition s’étend des climats tempérés aux climats subtropicaux (Smith
et Moss, 1985).

La présence et la prédominance d’'une espéce de Fusarium ne sont pas limitées a une
région ou un type de culture, mais elles sont déterminées par la plante hote et les
conditions climatiques.

Les champignons de ce genre sont classés de deux facons : anamorphe quand la forme
asexuée est connue (forme imparfaite) et est appelée Fusarium, ou téléomorphe quand la
forme sexuée est connue (forme parfaite) et est appelée Gibberella ou Nectria. La forme
sexuée n’est pas observée chez toutes les espéces.

La reproduction asexuée est assurée par des spores ou conidies, dont la forme et la taille
ont servi pour décrire et organiser la classification du genre Fusarium. Trois types de
conidies peuvent étre distingués (Figure 6) :

- Les macroconidies, sont fusiformes et cloisonnées. Elles permettent de différencier
des especes proches en se basant sur leurs formes, tailles et extrémités apicales et
basales

- Les microconidies ne sont pas produites par toutes les especes de Fusarium. Elles
sont petites, septées ou non, avec des formes diverses (fusiformes, ovoides, en
forme de rein ou de poire)

- Les chlamydospores sont des spores mycéliennes a paroi épaisse assurant la survie
et la conservation de I'espéce. Elles ne sont pas présentes chez toutes les espéces
et on les retrouve seules, en chaine ou en bouquet

D’autres caracteres secondaires ont été utilisés pour discriminer les Fusarium spp.,
comme la pigmentation qui differe d’'une espece a une autre (Figure 7) liée a la production
de métabolites secondaires particuliers, ou la vitesse de croissance.

Aujourd’hui, le genre Fusarium cible de nombreuses plantes ayant une importance
économique majeure. Les espéeces F. graminearum et F. oxysporum figurent parmi les cinq
champignons les plus phytopathogénes a cause de leur prédominance et leur pouvoir
myco-toxinogeéne puissant (Dean et al,, 2012).

Le terme générique « fusarioses » est employé pour désigner les infections a Fusarium.
Cette maladie, qui touche les céréales partout dans le monde, engendre des pertes
économiques tres importantes. Le pouvoir pathogéne des Fusarium se manifeste de deux
facons : soit par la dégradation de la tige, bloquant le passage de I’eau et des nutriments,
ou alors par un affaiblissement généralisé des tissus infestés de la plante.
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I1.1.2. Fusarium culmorum

Fusarium culmorum (F. culmorum) est une espéce de champignons ascomycétes de la
famille des Nectriaceae (Tableau 3). Sur milieu PDA, F. culmorum se développe
rapidement et forme un mycélium aérien floconneux d’abord blanc qui devient ocre a
rouge brunatre. Au niveau des parties verso des boites de culture, le développement
mycélien présente des teintes rouges a pourpre ou brun prononcées (Figure 8).

Chez F. culmorum, la forme sexuée n’est pas connue. De méme, il ne produirait pas de
microconidies. Les macroconidies sont abondantes, épaisses et pointues a leur sommet
avec une face dorsale peu incurvée par rapport a la face ventrale qui est presque droite.
Cette espece est apte a engendrer des chlamydospores assez rapidement, c’est-a-dire
apres 3 a 5 semaines de pousse sur milieu gélosé. Ces structures trouvées en chaines, en
touffes ou seules, présentent des parois épaisses ayant une forme globulaire. Les
chlamydospores sont associées aux macroconidies, et seraient plus persistantes que
celles qui sont associées aux hyphes (Figure 9).

I1.2. Les fusarioses causées par Fusarium culmorum
I1.2.1. Mode de contamination

Deux types de contamination des plantes par Fusarium existent : i) les contaminations
endogénes si la semence est infectée avant plantation, et ii) les contaminations exogénes
qui résultent d’infections provoquées par un sol contaminé ou par l'intermédiaire de
vecteurs transportant des spores. Ces vecteurs peuvent étre d’origine biotique comme les
oiseaux ou les insectes, ou non biotique comme les résidus de culture, la pluie, le vent ou
les mauvaises pratiques agricoles. Les vecteurs biotiques peuvent étre attirés par des
composés volatils produits par Fusarium, ce qui facilite la dissémination des spores et la
contagion sur des plantes saines (Heit, 2018).

I1.2.2. Plantes hotes

F. culmorum présente un large spectre de plantes hotes, recouvrant principalement des
céréales comme le blé, le mais, le seigle, 'orge, 'avoine et le sorgho, ainsi que d’autres
Poacées. Ce mycete a été isolé a partir de plusieurs plantes comme les pommes de terre,
le haricot, la betterave a sucre, les fraises, le pois et le poireau. Il a été également isolé en
tant que symbiote capable de conférer une double tolérance au sel et a la sécheresse chez
Leymus mollis (Poacée américaine évoluant sur des dunes). A ce titre et de maniere
inattendue, il a été proposé comme agent de lutte biologique contre une mauvaise herbe
aquatique, Hydrilla verticillata (Scherm et al.,, 2013).
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Regnel Fungil
Divisionf Ascomycota
Classel Sordariomycetes
Sous-classel Hypocreomycetidael
Ordref Hypocreales
Famille® Nectriaceae
Genrel Fusarium
Espécel F.@ulmorum@

Tableau 3. Classification hiérarchique de Fusarium culmorum
((Wm.G.Sm.) Sacc, 1892).

Figure 8. Aspect de Fusarium
culmorum sur milieu PDA
apres 7 jours a 28°C (source
personnelle). (A) Face supérieure
et (B) verso de la boite de Pétri.
Barre d’échelle =1 cm.

Figure 9. Macroconidies de Fusarium
culmorum (Pancaldi et al., 2010).
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Figure 10. Manque a la levée due a la fusariose des semences (ARVALIS - Institut du
végétal, 2020). Les couvertures végétales clairsemées correspondent a la mort des semis par
infestations de F. culmorum.

Figure 11. Briillure des semis de blé dur provoquée par F. culmorum (source
personnelle). (A) Coloration brune des racines et des coléoptiles des plantules infectées et (B)
pourriture et mort des semis quelques jours aprés la germination. Barre d’échelle =5 cm
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I1.2.3. Pouvoir pathogéne

F. culmorum est un saprophyte (capable de se nourrir de cellules hotes mortes)
développant une aptitude hautement compétitive. En tant que parasite facultatif des
céréales, il forme un complexe de maladies sur les graines, les semis et les plantes adultes.
Il estI'agent causal de trois types de fusariose : i) la fusariose des semences, ii) la fusariose
des racines et du collet, et iii) la fusariose de I'épi (Heit, 2018).

11.2.4. Epidémiologie

F. culmorum a été traditionnellement signalé comme I'agent responsable de la fusariose
de I'épi en Europe du Nord, centrale et occidentale. De nos jours, les infections par F.
culmorum sont rarement signalées, étant supplantées par celles occasionnées par
Fusarium graminearum. Ce remplacement serait expliqué par l'utilisation du mais
fourrager comme culture de rotation avec le blé, favorisant l'accumulation de F.
graminearum dans le sol. De plus, F. culmorum présenterait une tolérance moindre a
I’évolution des conditions environnementales en cours, notamment liédes aux
changements climatiques.

Cependant, depuis quelques années, F. culmorum est désigné comme le principal agent de
la fusariose de I'épi au niveau du pourtour Méditerranéen. Cette émergence serait due aux
conditions humides qui surviennent durant les phases phénologiques de la floraison et du
remplissage des grains. De méme, les plus fortes incidences de fusariose de 1'épi causée
par F. culmorum dans ces régions sont également corrélées avec I'explosion de sa
présence et la recrudescence des pourritures des racines et du collet dont il est également
'agent pathogéne responsable.

D’un point de vue épidémiologique, les ascospores produites par le genre Fusarium et
transportées par le vent sont primordiales pour la propagation de la fusariose de I'épi.
Cependant, le fait que F. culmorum n’en produise pas rend sa propagation moins efficace
par rapport a d’autres especes de Fusarium qui les produisent (Scherm et al.,, 2013).
Néanmoin, F. culmorum reste un cryptogame tres préoccupant dans ces régions
méditerranéennes, responsable de pertes substantielles du rendement du blé.

I1.3. La fusariose des semences
I1.3.1. Incidence

La fusariose des semences provoque un manque a la levée, une levée inégale et un retard
de croissance des plants infestés. Cela se traduit par des zones de culture dépourvues de
plants, a cause de graines qui n’arrivent pas a germer, ou de plantules qui ne peuvent pas
émerger (Figure 10). Dans l'éventualité ou elles émergent du sol, leur croissance
s’accompagne par un développement d'une pourriture au niveau du sol qui entraine leur
affaissement et leur mort. Ce phénomene brutal se nomme la « fonte des semis » (Khan et
al,, 2006).

I1.3.2. Symptomatologie

L’infection des plants par F. culmorum se traduit par un développement mycélien épais
autour des grains qui changent alors de couleur, virant vers une coloration plutot rose
blanchatre. Ces graines deviennent brunes et molles, et pourrissent avant de germer.

Sur des semis qui auraient germés, sont tres rapidement observées une décoloration
foncée du coléoptile et de la base de la tige, la nécrose des racines en formation, et
'apparition de lésions brunes a rougeatres sur I’hypocotyle qui meurent avant ou juste
apres leur émergence a la surface du sol (Figure 11).
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Les semis survivants mais infestés développeront généralement des lésions brunatres
(symptoémes de pourriture) qui s’étalent au niveau des racines et du collet. Cependant, des
infections asymptomatiques peuvent également survenir (Antalova et al., 2020).

I1.3.3. Conditions favorables

Les conditions qui peuvent étre favorables au développement de cette maladie sont :

- L’humidité : les conditions fraiches et humides ralentissent la germination et la levée des
graines, ce qui augmente la fréquence de la briilure des semis

- La température : les températures fraiches et modérées, situées entre 15°C et 25°C, sont
optimales pour la croissance et la propagation de F. culmorum

- Le pH : les sols légérement acides avec un pH compris entre 5,5 et 7 sont plus propices
au développement des infections

- Les sols lourds avec une teneur en argile et une mauvaise aération favorisent le risque
d’émergence de cette maladie

- Les blessures des semences: les semences endommagées sont plus vulnérables a
I'infection par F. culmorum

I1.3.4. Mécanisme d’infection

Lorsque les graines infestées par F. culmorum sont semées, les jeunes plants développent
rapidement les symptoémes décrits préalablement (cf section I1.3.2.). La pénétration et
I'invasion du champignon se produisent a travers I’hypocotyle et/ou le coléoptile (Figure
12). Le champignon progresse dans les premieres et deuxiémes racines séminales
primaires, mais il reste limité autour de I'’hypocotyle a 1,5 cm environ. Des lésions brunes
caractéristiques apparaissent alors dans les régions basales des racines. Quant a
I'infection des feuilles, elle se réalise des 6 jours apres le semis. Elle résulterait
probablement d’une infection secondaire liée a la propagation de spores. Dans le cas d'un
sol infecté par F. culmorum, I'infection reste similaire mais elle peut toucher des régions
de racines plus éloignées (Figure 13).

Des coupes au niveau des hypocotyles de semis agés de 3 jours ont montré la présence
d’hyphes de F. culmorum au niveau des espaces intercellulaires, ainsi qu’'a I'intérieur des
cellules.

Ces hyphes pénétreraient le cortex primaire des racines, pour ensuite se développer dans
les espaces intercellulaires des tissus de I'hypocotyle. Ils se propagent enfin vers le haut
dans le coléoptile, ainsi que vers le bas dans les racines, avec une production de masses
denses d’hyphes intracellulaires.

Dans le cas d’'inoculation de coléoptiles de semis poussant en conditions de stérilité
(milieu axénique), les spores de F. culmorom germent au bout de deux jours d’incubation.
Apres le 4¢me jour, de nombreux hyphes se forment a la surface du coléoptile. La
pénétration des hyphes surviendrait a travers les stomates (Figure 14) et/ou les cellules
épidermiques du coléoptile. C'est alors qu'un tapis dense d’hyphes se forme a la base de
la cavité sous-stomatique. A partir de ce tapis, des hyphes se développent rapidement et
en direction paralléle le long des parois longitudinales des cellules hotes. A ce moment, de
petites lésions brunes apparaissent sous forme de taches longitudinales, et une
désorganisation sévere des cellules du coléoptile survient accompagnée de la formation
de cavités plus ou moins étendues et profondes (Malalasekera et al., 1973).
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Figure 13. Progression de
I'infection des semis de blé
issus de graines semées dans
un sol contaminé par F.
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Figure 14. Processus d’infection de F. culmorum (Malalasekera et al., 1973). (H)
Pénétration d’'un tube germinatif d’'une conidie en germination a travers un stomate du

coléoptile ; (K) Développement intercellulaire des hyphes traversant la cavité sous-stomatique ;

(L) Croissance parallele des hyphes dans I'axe des cellules de I'hote et (N) Développement

d’hyphes radiaux.
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Figure 15. Symptomes de la pourriture des pieds et des racines (Scherm et al.,
2013). (A) brunissement a la base de la tige et (B) décoloration rose-rougeatre des nceuds du
chaume.

Figure 16. Evolution des
symptomes visibles de Fusarium
culmorum sur les racines primaires
de blé 24h (A), 48h (B) et 96h (C)
apres I'inoculation (Beccari et al,,
2011). (A) Tissu légérement nécrotique
et translucide ; (B) Région nécrotique
augmentée et symptdmes plus étendu et
(C) Nécrose généralisée et profonde des
tissus, accompagnée de I'effondrement
du tissu radiculaire distal.

Figure 17. Evolution des symptomes visibles de F. culmorum sur la base de la tige
de blé des premieres (a-d), deuxiemes (e-h) et troisiemes (i-1) gaines foliaires
basales a 3,7, 14 et 21 jours apres I'inoculation (Beccari et al., 2011). Les fleches

blanches indiquent la présence de petites zones nécrotiques.
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II.4. La fusariose des racines et du collet

L’identification de cette maladie est précise a partir de la fin de I’extension de la tige. Les
symptomes se traduisent par une coloration brune foncée des nceuds inférieurs, avec des
stries sombres a la base de la tige. Sur les plantes les plus agées, I'infection peut produire
un véritable piétin ou la base de la tige devient brune et pourrie. Cet événement entraine
la verse du plant (Figure 15A). En présence d’'une forte humidité, une décoloration rose
rougeatre se forme sur les nceuds, notamment a cause du développement du mycélium
sporulant du champignon (Figure 15B).

Au début de l'infection, les symptdmes racinaires apparaissent sous forme de légeéres
nécroses sur un tissu translucide. Le nombre de ces nécroses augmente rapidement, et les
symptomes s’étendent au-dela du point d’infection pour atteindre la graine. Apres
quelques jours, les nécroses se généralisent, et le tissu radiculaire distal s’effondre
définitivement (Figure 16).

Au niveau de la tige, les symptomes commencent par des petites 1ésions nécrotiques sur
la premiére gaine foliaire. Ces symptomes augmentent rapidement en direction verticale
et s’étendent sur toute la gaine foliaire. Puis, le champignon pénétre pour attaquer la
deuxieme et la troisieme gaine foliaire, finissant par infecter en tout ou partie le jeune
plant (Figure 17) (Beccari et al,, 2011).

I1.4.1. Mécanismes d’infection

Une analyse par microscopie confocale a balayage laser a montré qu’au cours du
processus d’infection, les hyphes de F. culmorum commencent par coloniser la couche de
cellules rhizodermiques et la premiere couche de cellules du cortex par voie
apoplasmique (Figure 18A et B). La colonisation du cortex continue par l'invasion
symplasmique massive d’'un mycélium dense a l'intérieur de la lumiere des cellules
corticales (Figure 18C). Cependant, le champignon ne péneétre pas dans I'endoderme, ni
dans la derniere couche de cellules corticales. De méme, il semble étre absent des
vaisseaux du protoxyléeme et du métaxyleme dans la stele. Les hyphes sur la surface
externe rhizodermique produisent des conidiophores et des conidies 120 heures apres
I'inoculation (Beccari et al., 2011).

Au niveau de la base de la tige, les hyphes de F. culmorum se développent sur la surface
épidermique de la gaine foliaire. Apres pénétration des hyphes via les stomates, leur
progression a l'intérieur est horizontale (Figure 19). La colonisation s’étend a la couche
cellulaire du mésophile ou la croissance serait alors intercellulaire (Beccari et al., 2011).

I1.4.2. Fusariose de I'épi

La propagation de cette maladie est assurée par le vent ou les pluies au moment de la
floraison. Les gouttes d’eau chargées de spores rebondissent d’étage foliaire en étage
foliaire, pour atteindre I’épi. Une brilure partielle de la téte avec un ou plusieurs épillets
blanchis prématurément, ou la briilure de la totalité de I'épi, sont les symptomes de la
fusariose de I'épi (Figure 20A et B). Apres l'infection des épillets, des taches brunes a
claies gorgées d’eau se développent sur les glumes qui deviennent alors bruns foncés. Ces
épillets restent vides ou contiennent des grains gris bruns tres peu développés. Dans des
conditions favorables, une coloration brune violacée peut étre observée au niveau de la
tige sous I'épi. De méme, dans des conditions d’humidité élevées, des sporodochies de
couleur rose a orange se développent a la base des épillets ou entre les glumes et lemmes
(Figure 20C et D) (Scherm et al., 2013).
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La fusariose de 1'épi provoque une malformation, un dessechement et un mauvais
remplissage des grains. Il apparait que plus la fusariose frappe tot, plus les dégats sont
considérables.

I1.4.3. Mécanisme d’infection

Les conidies infectent les épis de blé pendant la floraison. Cette infection dépend de
plusieurs facteurs comme la température, I'humidité et le niveau de résistance des
cultivars. Les conidies germent sur les surfaces internes de la glumelle supérieure (paléa)
et inférieure (lemma), ainsi que sur l'ovaire dans les 12 a 14h apres l'infection. La
colonisation mycélienne se poursuit ensuite de fagon intra- et extracellulaire, formant un
mycélium dense qui atteint I'endosperme au bout de 12 a 24h.

Au début de l'infection, F. culmorum peut avoir une courte phase biotrophique dans les
tissus (se développer sur des cellules vivantes sans les détruire), et ce au début de
I'infection. Mais ce champignon devient rapidement nécrotrophe, tuant les cellules de son
hote puis colonise les tissus morts. Cette aptitude serait liée a la production de
mycotoxines et d’enzymes qui dégradent les parois cellulaires (Scherm et al., 2013).
L’étude de Jackowiak et al. (2005) par microscopie a balayage a confirmé la localisation
d’hyphes de F. culmorum a la surface et a I'intérieur du tissu de la graine de blé, ainsi que
la présence d’hyphes dans I'’endosperme (Figure 21).

IL.5. Cycle de vie de Fusarium Culmorum

L’origine des infections primaires par F. culmorum serait due a des semences infectées.
Elle survient a partir de débris de culture et de sol initialement contaminés. Fusarium peut
étre présent a la surface de la graine sous deux formes : des spores libres ou du mycélium.
Les plantules détruites par le parasite en pré- ou post-émergence représentent le premier
foyer infectieux, devenant ainsi une source sérieuse de contamination pour le sol et les
plantes voisines. Les spores provenant de la briilure des semis ou de la pourriture du pied
qui passent d’un étage foliaire a un autre par éclaboussures des conidies correspondent
au deuxieme foyer d’infection ; elles seraient la principale source pour la briilure de I'épi
(Scherm etal., 2013). La maladie se perpétue d’année en année par les semences infectées,
I’émission de spores formées sur une plante infectée, et un sol contaminé (Figure 22).

I1.6. Biosynthese des mycotoxines chez F. culmorum

Les mycotoxines sont des substances chimiques toxiques. Elles sont issues du
métabolisme secondaire des champignons qui les synthétisent aussi bien sur la plante en
champs que lors du stockage des grains (Heit, 2018).

Les principales mycotoxines produites par F. culmorum sont les trichothécénes
(Déoxynivalénol (DON), Nivalénol (NIV); 3-acétyldéoxynivalénol, 3-DON ; et Acétyl-T2
toxine), la zéaralénone (ZON) et les Fusarines. La biosynthese de ces mycotoxines est
influencée par plusieurs facteurs comme la température, '’humidité et les nutriments
présents. Ainsi, des conditions chaudes et humides favorisent la production de
trichothéceénes. Ces trichothécénes, qui constituent le plus grand groupe de mycotoxines,
jouent un réle dans la pathogenése et I'agressivité de F. culmorum. Par conséquent,
'aptitude de F. culmorum a infecter le blé est liée a sa capacité a produire une grande
quantité de DON dans les tissus infectés. Quant a leur mode d’action, les DON seraient des
inhibiteurs puissants de la synthese des protéines; ces mycotoxines limitent ainsi
'activation des genes de défenses et la production de certaines défenses végétales, et
seraient capables d’induire une perte quasi-complete des pigments chloroplastiques, et
ce a des concentrations sublétales (Wagacha et al., 2007 ; Scherm et al.,, 2013).

31



Figure 18. Développement de F. culmorum sur les racines primaires des semis de

blé. Images réalisées a I'aide d’'un microscope confocale a balayage laser (Beccari et al.,

2011). (A) Invasion rhizodermique des hyphes (fleche en blanc) dans I'espace extracellulaire ;
(B) Colonisation du cortex dans les espaces intracellulaires a 24h aprés l'inoculation et (C)

Avancement de la colonisation du cortex a 48h apres I'inoculation par voie apoplasmique et par
invasion symplasmique de la lumiére des cellules colonisées. R, rhizoderme ; C, cellules du
cortex ; E, endoderme; S, stele ; X, vaisseaux du xyléme ; mx, vaisseaux de métaxyléme ; px,

vaisseaux de protoxylemes. Barres d’échelle, 25 pm.

Figure 19. Colonisation de Fusarium culmorum des premiéres gaines foliaires
basales de blé 3 jours apres I'inoculation. Images obtenues par microscopie confocale
a balayage laser (Beccari et al., 2011). (A) Conidies en germination sur la surface foliaire ; (B)

Pénétration de F. culmorum a travers les stomates et (C) Réseaux d’hyphes de F. culmorum sur
les cellules épidermiques du tissu inoculé. Barres d’échelle, 50 pm.

Figure 20. Symptomes de la fusariose de I'épi causée par Fusarium (Scherm et al.,
2013). (A) brilure partielle et (B) briilure totale de I'épi ; (C) décoloration brune/violacée de la
base de I'épi et (D) sporodochies orange sur les épillets.
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Figure 21. Coupes transversales de grains sains et infectés par F. culmorum de blé
de printemps (Jackowiak et al., 2005). (a) Coupe transversale réalisée au niveau du centre
d’un grain sain. (b) Coupe transversale au centre d'un grain infecté. Ici, le grain est déformé et
renferme des hyphes abondants a la surface et a I'intérieur des endodermes. Barres d’échelle,

300 pm.
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Figure 22. Cycle de vie de Fusarium culmorum (source personnelle). Ce cycle
commence par des semences infectées ou un sol contaminé par des spores libres. Le
développement mycélien provoque une briilure des semis ou une pourriture du pied (premier
foyer infectieux). L'infection se propage alors grace a des conidies d'un étage foliaire a un autre
par éclaboussures (deuxieme foyer infectieux). Apparait alors la briillure de I'épi, et la maladie se
perpétue d’année en année.
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III. Interaction plante micro-organismes

IIL.1. Généralités

Une large gamme de métabolites émise par la plante est impliquée dans I'interaction hote-
pathogene durant l'infection, et la production de mycotoxines. Lors d’'une infection
aboutissant a une relation incompatible, les cellules végétales réagissent par une réaction
d’hypersensibilité en générant des especes réactives de l'oxygéne (ROS), comme le
peroxyde d’hydrogene (H202) et I'anion superoxyde (02™). Les propriétés oxydatives de
ces ROS (en particulier H202) modulent la biosynthese des trichothécenes, notamment en
induisant I'activation de 'expression des génes TRI (Trichothecene biosynthetic genes).
Une croissance typique de F. culmorum s’accompagne d’'une augmentation de pH au cours
de linfection suivie d’'une augmentation de l'expression d’activité des enzymes
extracellulaires et de la production de DON. Le role des Cell wall-degrading enzymes
(CWDE) est tres important dans la virulence de F. culmorum car ces enzymes lytiques sont
capables d’hydrolyser la cellulose, le xylane et la pectine de la paroi cellulaire des plantes
(PCW : plant cell wall). Ces activités hydrolytiques assurent ainsi I’envahissement des
hyphes au sein des tissus de I'hote, et ce en 3-4 jours. De maniére remarquable, ces
activités hydrolytiques peuvent se dérouler avant méme toute présence d’hyphes
fongiques, ce qui suggere I'existence de flux apoplasmique de ces enzymes. Lors d'une
infection par F. culmorum, les graines et les jeunes plants de blé synthétisent plusieurs
protéines liées a la pathogenese (ou PR-protéines pour Pathogenesis-Related proteins),
comme des glucanases (PR1, PR2), chitinases (PR3), peroxydases (POX, PR9) et la
protéine PR Wheatwin1-2 (PR4). Dans le cas de racines de blé infectées par F. culmorum,
I'expression des genes associés a la défense au niveau des gaines foliaires augmente méme
si ces tissus n’avaient pas encore été en contact avec le champignon. Ces expressions
indiquent l'existence d'une réponse systémique. Certains métabolites végétaux
secondaires, présents en plus grande quantité chez les variétés résistantes a la fusariose
de I'épi, ont montré un effet inhibiteur sur la croissance fongique et/ou la production de
mycotoxines par les especes de Fusarium. Il s’agit de composés phénoliques et
polyphénoliques incluant des acides benzoiques et cinnamiques, des furanocoumarines,
des phénylpropanoides, des chromeénes et flavones ; la plupart peuvent s’accumuler dans
les parois cellulaires. En réponse a l'infection, les cellules végétales sécretent des phénols
au niveau de la paroi cellulaire, ce qui permet de limiter significativement la propagation
du pathogene en renforcant les composants structurels de la plante. Ces phénols
présentent en plus des propriétés antioxydantes (ie capture de ROS) (Scherm et al., 2013).
Les défenses végétales sont remarquablement riches en composés. Puisqu’elles jouent un
réle essentiel dans les activités de protection des agents de biocontréle, ces défenses
seront spécifiquement détaillées dans la section IV.

II1.2. Moyen de lutte contre F. culmorum

Fusarium culmorum est un pathogene difficile a gérer. Il peut survivre au niveau du sol
sous forme d’hyphes dans les résidus de chaume de céréales et d’autres graminées. De
méme, il a la capacité de persister sous forme de chlamydospores dans le sol. La présence
de F. culmorum sur ou a l'intérieur de semences infectées est non seulement responsable
de la mort des plantules en pré- ou post-levée, mais elle contribue également a
I'augmentation de la charge fongique dans le sol. La capacité de F. culmorum a produire
des mycotoxines rend encore plus compliquée la conception d'une stratégie efficace pour
lutter contre ce pathogene.
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Une approche de lutte intégrée est nécessaire combinant des mesures de lutte génétique,
agronomique, chimique et biologique. L’adoption de cultivars de blé résistants a
I'infection n’est pas possible car les variétés complétement résistantes n’existent pas. Une
solution efficace consiste a mettre en ceuvre des rotations de culture avec des hotes
intermédiaires non céréalieres, comme les légumineuses, la luzerne et les Brassicaceae.
Cette pratique culturale peut réduire I'incidence de la maladie, cependant le rythme de
ces rotations est de plus en plus court depuis quelques années car le blé est la culture
dominante en Tunisie avec environ 60% de la superficie céréaliere (Khemir et al., 2020).
L’enrobage des semences saines avec des fongicides est un moyen plus efficace, mais son
efficacité est limitée aux premiers stades de croissance. L’utilisation prolongée des
fongicides induit une pression sélective sur les populations fongiques et augmente
progressivement le niveau de résistance (Hellin et al, 2018). D’autres approches
alternatives reposent sur I'utilisation d’inhibiteurs naturels comme les huiles essentielles
d'origine végétale, certains monoterpénes et composés phénoliques naturels. Ces
molécules sont capables de contrecarrer les potentiels pathogene et myco-toxinogéne des
populations naturelles de Fusarium, et de stimuler la résistance naturelle de I'hote qui
agirait directement sur la physiologie générale des phases saprophytes du champignon
(Scherm et al., 2013).

L’intégration de plusieurs approches de lutte biologique, comme le traitement des résidus
de culture, des semences ou de la plante hote par des antagonistes naturels, représente
une solution efficace pour le controéle de F. culmorum. Ces approches offrent également
I'opportunité de limiter I'utilisation des fongicides chimiques qui sont le moyen de lutte
le plus répandu dans le monde contre les épidémies de fusarioses des céréales (D’angelo
etal., 2014).

I11.3. Le Biocontrole et la lutte biologique

Le biocontrdle de maladie des plantes est I'utilisation d’organismes vivants, de produits
naturels ou de mécanismes biologiques afin de limiter la population et/ou la nocivité des
ennemis des cultures comme les rongeurs, insectes, nématodes, maladies des plantes et
mauvaises herbes. La lutte biologique est une composante spécifique du biocontréle qui
se concentre sur l'utilisation d'organismes vivants. Cette approche alternative s’appuie
sur des régulations préventive, curative et durable d’'importants ravageurs par la
valorisation de leurs ennemis naturels. Cette interaction implique trois éléments : i) le
ravageur, ii) l'auxiliaire et iii) son habitat (Altieri et al.,, 2005 ; Boller et al., 2004). Les
auxiliaires, appelés aussi antagonistes ou ennemies naturels, peuvent étre tous les
organismes vivants selon la facon avec laquelle on examine leur écologie.

Le biocontrole peut étre défini aujourd’hui comme « l'utilisation d’organismes bénéfiques,
de leurs genes et/ou de produits, tels que des métabolites, pour réduire les effets négatifs des
agents pathogenes des plantes et favoriser les réponses positives de la plante » (Vinale et al.,
2008 ; Tranier et al., 2014).

Dans notre étude on s’intéresse uniquement aux micro-organismes, bactéries et
champignons, qui peuvent étre qualifiés d’agents de biocontrole (BCA, Biocontrol agents)
et également de promoteur de croissance végétale (PGP, Plant growth promoting).
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II1.3.1. Les grands Types de lutte biologique
I11.3.1.1. Lutte biologique par introduction ou acclimatation

Dans ce type de lutte, un auxiliaire d’origine exotique ou locale est introduit dans un
milieu colonisé par un ravageur ou un pathogene afin d’en controéler les populations. Cette
méthode ne nécessite pas ou peu d’'intervention une fois I'introduction réalisée, et elle est
utilisée avec succes en champs (Winkler, 2005).

I11.3.1.2. La lutte biologique augmentative

Lorsque des ennemis naturels sont absents d'un environnement agricole (par exemple,
des serres ou des cultures en rangées immédiatement apres la plantation), ou que leur
prédominance est trop faible pour en assurer le contréle, les auxiliaires exotiques ou
indigenes sont libérés soit en petite quantité (lutte biologique « inoculative ») et c’est leur
descendance qui sera efficace, soit en grande quantité (lutte biologique « inondative »)
quand la population du ravageur est tres large. Cette méthode est employée dans des
systéemes fermés comme les serres (Winkler, 2005).

I11.3.1.3. La lutte biologique par conservation

Il s’agit d’'un ensemble de mesures prises pour augmenter I'impact des auxiliaires déja
présents dans la culture et qui sont des ennemis naturels des ravageurs des cultures (Dib,
2010).

I11.3.2. Mécanismes d’action des agents de lutte biologiques

Pour améliorer les stratégies d’application des agents de lutte biologique, il est essentiel
de comprendre les mécanismes avec lesquelles ces agents interagissent avec l'agent
pathogene.

I11.3.2.1. Interactions trophiques

Les interactions de type compétition pour I’espace et les nutriments entre I'agent de lutte
(parasite ou parasitoide) et le pathogene (son hote) peuvent entrainer une diminution de
la croissance et de 'activité du pathogene.

Le parasitisme ou un parasite bénéficie de son hote en lui faisant subir des dommages
physiologiques et/ou physiques mesurables, et la prédation ou un prédateur se nourrit
de la biomasse de son hote, sont des comportements trophiques stratégiques qu’il faut
valoriser plus encore et qui répond parfaitement aux objectifs de luttes par biocontrdle.
Les agents pathogenes se regroupent en trois modeles trophiques différents : biotrophie
(se développer sur des cellules vivantes sans les détruire), nécrotrophie (tuer les cellules
puis coloniser les tissus morts) et saprophytisme (se nourrir de cellules mortes). Ces
modeles trophiques influencent et structurent les interactions entre les organismes
vivants. De méme, ces modeles définissent les mécanismes d’action a différents degrés et
constituent la base du biocontrole (Pellan, 2020).

Par conséquent, le succes de I'emploi a grande échelle d'un agent vivant en lutte
biologique est le résultat souvent combiné de I'optimisation du mutualisme entre la plante
et des agents bénéfiques, ou de I'antagonisme entre les pathogénes et les agents de lutte
biologique (compétition, parasitisme, prédation).
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I11.3.2.2. Mécanismes d’action des agents de lutte biologique
Antibiose

L’antibiose est une arme majeure des BCA. Ce mécanisme concerne les micro-organismes
producteurs de composés antimicrobiens ayant une action directe sur la physiologie des
pathogeénes. Parmi ces composés, sont le plus généralement cités des enzymes lytiques,
les antibiotiques et des composés antifongiques (Reino et al., 2008). Ces composés
antimicrobiens, qui existent sous des formes soluble ou volatile, ciblent différentes
structures ou voies métaboliques chez I'agent pathogene. Ils sont capables de freiner sa
croissance, de réduire la production de facteurs de virulence, voire de le détruire et ce par
action directe sur le pathogéne ou a distance. Par exemple, les enzymes lytiques sont
capables d’hydrolyser plusieurs composés polymeres comme les protéines, la cellulose, la
chitine et 'ADN des pathogenes (Pal et Gardener, 2006).

Plusieurs genres de BCA comme Trichoderma spp., Streptomyces spp., Lactobacillus spp.,
Cryptococcus spp., Saccharomyces spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp. et Kluyveromyces
spp. sont capables de produire des composés toxiques pour les champignons pathogénes.
Ces composés incluent, notamment, les peptaibols, la viridine, la gliovirine, la gliotoxine
et les glisoprénines (Daguerre et al., 2014 ; Abdallah et al., 2018).

Mycoparasitisme

Le mycoparasitisme traduit I'aptitude parasitaire développée par un agent vivant sur un
micro-organisme fongique, matérialisée par des actions d’attaque et de dégradation
métabolique aboutissant a la mort de la proie (Kim et Vujanovic, 2016). Le myco-
parasitisme se déroule en plusieurs étapes séquentielles. La présence de l'agent
pathogeéne stimule le BCA par chimiotropisme. Le BCA dirige ses hyphes (si c’est un
mycete) ou sa population bactérienne vers son hote, et identifie sa surface cellulaire
(phénomene de reconnaissance moléculaire). Cette premiere étape est suivie par une
adhésion et un attachement du mycoparasite aux parois de son hote. Dans le cas de
Trichoderma, mycete qui est le myco-parasite le plus étudié, ses hyphes poussent
parallelement le long des hyphes du pathogene dans une interaction intime, voire peuvent
s’enrouler autour de son héte (Figure 23). Le contact direct est renforcé par I'émission
d’organes particuliers tels que les appressoria, les haustoria et des tubes de pénétration,
voire I'’émission de structures en forme de crochet (Jefferies, 1995). Une pénétration peut
se produire, conduisant a une perforation de la paroi cellulaire, et une reprogrammation
des flux de matiere chez I'hote au profil du BCA qui induit alors une perte de turgescence
de I'hote, et finalement une lyse cellulaire. Il a été rapporté que le parasitisme implique la
production d’enzymes lytiques qui dégradent la paroi cellulaire du pathogene. Cette
action lytique faciliterait 'acceés a la membrane cellulaire de I'hote et ainsi I'assimilation
de son contenu cytosolique (Daguerre et al., 2014).

Bio-compétition

Certains BCA peuvent entrer en compétition nutritionnelle et/ou spatiale avec d’autres
organismes lorsqu’ils ont besoin du méme nutriment essentiel et/ou quand ils partagent
le méme espace limité (de Boer et al., 2003). Dans des niches écologiques particulieres, la
bio-compétition entre un BCA et un agent pathogene ayant les mémes exigences
physiologiques peut se produire. Le BCA peut alors modifier certains facteurs abiotiques
comme le pH, ou la disponibilité en Oz, en nutriments et en eau, conduisant ainsi a
I'inhibition du développement de 'agent pathogene (Samsudin et al., 2016a ; Gardiner et
al,, 2009 ; Picot et al., 2010).
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Enroulement autour
Trichoderma spp. des hyphes de I’héte

Formation de structure
de type appressoria

" Adhésion aux
hyphes de I’ hote

Pathogéne fongique

Figure 23. Schéma de I'interaction mycoparasitaire des hyphes de Trichoderma
avec les hyphes d’'un pathogéne fongique (Tyskiewicz et al., 2022). L'effet
mycoparasitaire de Trichoderma sur un pathogeéne fongique (qui lui est hote) comprend la
détection des proies et la chimiotaxie, 'adhésion a I'h6te et I'attaque physique par une
ramification et un enroulement intenses autour des hyphes de 'h6te, avec la possibilité de
former des structures de pénétration de type appressoria, homologues des appressoria
pathogenes.
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Mécanisme influengant la production de mycotoxines

Les mycotoxines sont produites par les souches de Fusarium pour faciliter la colonisation
des tissus végétaux mais aussi pour se défendre contre d’autres micro-organismes qui
partagent le méme environnement, affectant directement le comportement des agents de
biocontrdle (Lutz et al.,, 2003). Réciproquement, les BCA ont développé des stratégies
pour combattre ce trait de virulence des pathogenes, comme l'inhibition de I'expression
des genes codant les enzymes impliquées dans la synthése des toxines (action
suppressive) ou la métabolisation de ces molécules, ce qui permet de réduire leur quantité
et/ou toxicité. Ces événements concernent par exemple Clonostays rosea qui inhibe des
voies de biosynthése des mycotoxines de F. verticillioides (Samsudin et Megan, 2016), ou
Pseudomonas spp. qui est apte a bloquer la synthese des DON en modifiant I'acétylation
des histones (Chen et al., 2018).

La métabolisation et la détoxification des mycotoxines son liées a des phénomenes de
dégradation enzymatiques de modification ou de fixation des toxines. C’est le cas par
exemple des bactéries lactiques, ou des champignons des genres Rhizopus, Aspergillus et
Penicillium spp. (Gromadzka et al., 2009).

Les agents de lutte biologique les plus efficaces sont ceux qui combinent plusieurs
mécanismes différents pour controler les agents pathogenes (Pal et Gardener, 2006).

Elicitation des défenses végétales

Les agents bénéfiques, quels que soit leurs clades taxonomiques, restent des organismes
dont les diversités moléculaires qui les constituent sont remarquablement riches. Les
végétaux ont la capacité d’en lire certains éléments biochimiques, comme des protéines,
des lipides ou des oses. La reconnaissance de ces éléments par des récepteurs induit des
cascades de signalisation complexe chez I'h6te qui lui permettent de répondre de maniere
appropriée, certes cellulairement mais aussi dans tout ou partie de l'organisme, pour
contrer le processus infectieux de potentiels pathogenes. Ces réponses physiologiques,
inhérentes aux performances immunes végétales, sont un levier supplémentaire puissant
et efficace que les plantes déploient pour combattre leurs pathogenes.

Les défenses qui établissent les bases d'une résistance locale et/ou généralisée de
I'individu sont tres complexes, autant dans les processus initiaux de reconnaissance que
ceux plus tardifs dans l'interaction et qui correspondent a la biosynthese et a la sécrétion
de molécules potentiellement toxiques pour le pathogene.

Parce que les mécanismes moléculaires mis en jeu dans I’élicitation et 'accumulation des
défenses végétales sont tres riches et que nous avons investi beaucoup d’effort dans leur
étude, nous les traitons en détail dans la section suivante.

IV. L'immunité innée chez les végétaux - généralités

IV.1. Généralités

by

Dans leur environnement naturel, les plantes sont confrontées a de nombreuses
fluctuations spatio-temporelles, de causes abiotiques (température, hydrométrie,
mécanique, salinité, pollution, carence, luminosité) ou biotiques (agents et particules
vivants), et dont les sévérités, les superpositions et les récurrences sont aléatoires. Les
contraintes biotiques résultent de l'action directe de particules vivantes (virus, viroides)
ou d’organismes vivants (bactéries, mycetes, nématodes, plantes, insectes mammiferes)
sur un organisme vivant appelé hote.

39



Les agents virulents sont caractérisés par une hétérotrophie au carbone et une aptitude a
coloniser leur hote. Ils sécrétent différentes classes de molécules liées a leur pathogénicité
(toxines, facteurs de virulence, etc.). Ils affectent alors profondément les performances
physiologiques des cellules de I'h6te a leur contact, puis en tout ou partie de la plante, ce
qui se traduit classiquement par un ralentissement de la croissance de I'organisme ou sa
mort.

En dépit de leur grande vulnérabilité apparente, la maladie chez les végétaux reste
I'exception car, au cours d’'une longue évolution et pour s’opposer a ces contraintes
multiples, les plantes ont développé plusieurs stratégies de mécanismes de défense. Les
niveaux de réponses de ces mécanismes sont étroitement dépendants de leur
performance physiologique immune (ie I'immunité innée).

Les végétaux, a la grande différence du monde animal, sont dépourvus de cellules
immunitaires spécialisées dans la protection de I'organisme. Ainsi, chaque cellule prise
individuellement est apte a déclencher une réponse immunitaire. Toutefois, des
spécificités de défenses peuvent étre observées entre différents types de cellules. Mais,
ces cellules déploient généralement une batterie de défenses permettant de détecter et
d’arréter les pathogenes envahisseurs avant qu'ils ne soient en mesure de causer des
dommages physiologiques importants. Deux classes de défenses se superposent: i) les
défenses constitutives qui sont déterminées par des facteurs préexistants avant tout
contact avec 'agent pathogéne (ie barrieres morphologiques et chimiques), tels que les
cuticules et les parois pectocellulosiques épaisses, les dépots de silices et de polyphénols
cristallisés, les épines, et les poils urticants. Les défenses induites sont en revanche
déployées des lors que le pathogene franchit les mécanismes de défenses passives et que
ses signatures moléculaires sont identifiées (ie barrieres chimiques principalement), avec
la sécretion de métabolites secondaires, de protéines toxiques, de phytohormones de
signalisation de stress, etc. L’ensemble de ces défenses est controlé par un réseau
moléculaire complexe. Il implique plusieurs genes (ie résistance polygénique), mais dont
les expressions sont temporelles, précoces a tardives, lors de l'interaction, recouvrant
ainsi tous les mécanismes cellulaires qui surviennent depuis la détection de I'agent
pathogéne jusqu’a I'arrét de son activité pathogénique.

IV.2. La résistance, un événement spatio-temporel pluriel

La résistance, lorsqu’elle est élicitée, correspond a une réponse cellulaire générale. Elle se
décompose en trois temps forts :

- Des réponses trés précoces: qui se déroulent quelques minutes apres la
reconnaissance des éliciteurs. Ces réponses se manifestent séquentiellement par
des flux ioniques a travers la membrane plasmique (influx d’ions calcium et de
protons, et efflux d’ions potassique et chlorique), l'activation des voies de
transduction de signaux (protéines G, kinases, etc.), et la production de ROS

- Des réponses intermédiaires: accumulation forte de défenses, épaississement
pariétaux, émission de phytohormones de stress, et réaction d'hypersensibilité
(« Hypersensitive Reaction », HR)

- Des réponses tardives : qui s’adressent aux tissus contigus (LAR) et dans tout ou
partie de la plante (SAR). Des accumulations de défenses et des émissions de
phytohormones de stress sont également enregistrées mais avec des quantités
moindres voire infinitésimales
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1V.2.1. La réaction d’hypersensibilité (HR)

La résistance est un processus physiologique cellulaire résultant d’ajustements rapides et
profonds. Ces ajustements s’operent a I'échelle moléculaire. Une des manifestations de
défenses actives observable a I'eeil nu, est la réaction d'hypersensibilité (HR). Cette
réaction cellulaire spécifique s’explique par le concept (ou modeéle) gene-pour-gene, émis
par Flor sur le pathosystéeme Lin/Melampsora lini, et dans laquelle le produit du gene de
résistance de la plante reconnait le produit du géne d'avirulence émis par le pathogene
(spécificité par affinité structurale intermoléculaire) (Flor, 1971).

Cette réaction cellulaire est brutale, intense et de tres courte durée. Elle se manifeste par
I'autodestruction ultime d’'un nombre limité de cellules hotes en contact direct avec le
pathogene. Néanmoins, avant de collapser définitivement, ces cellules activent la synthese
de molécules de défense antimicrobienne (phytoalexines, protéines liées a la pathogénie
ou protéines PR, etc.) aux actions directe et/ou indirecte. Ces premieres lignes de défense
sont généralement treés efficaces pour circonscrire rapidement et durablement le
pathogene au site d’infection ou, a défaut, de ralentir son activité infectieuse dans
'organisme (multiplication, et migration/infection intra- et inter-plantes).

La HR résulte néanmoins de l'activation combinée de deux mécanismes moléculaires
majeurs : i) une nécrose cellulaire stricto sensu, et ii) une mort cellulaire programmée (ou
PCD, « Programmed Cell Death »). La nécrose cellulaire est provoquée par une rapide
explosion oxydante, encore nommée choc oxydant ou choc respiratoire. Elle se déroule au
site de contact des protagonistes. Elle se caractérise par une tres forte augmentation de la
production d’especes réactives de I'oxygene (ROS) dans I'apoplasme, quelques minutes
apres l'interaction entre les protagonistes. Ces ROS dérivent de réductions successives de
I'oxygeéne moléculaire Oz (Baker et Orlandi, 1995). Dans les interactions plantes-micro-
organismes, les ROS les plus souvent étudiées sont 02*, HO®, HO- et H202. Ces productions
sont notamment assurées par l'activation d’enzymes localisées dans les membranes
cellulaires ou les parois, comme les NAPDH oxydases (encore appelées RBO pour
« Respiratory Burst Oxydase »), les Peroxydases, les Lipoxygénases et les Oxalate oxydases.
La toxicité de ces molécules réside dans leur haute réactivitée spontanée, notamment avec
les doubles liaisons de toutes molécules, quelle que soit la famille biochimique. A ce titre,
leur action dans le cadre d'une réponse précoce est directe et non spécifique, en ce sens
que, par exemple, H202 en forte concentration inhibe la germination de spores de
plusieurs champignons pathogenes. Cependant, la non-spécificité réactionnelle de ces
ROS engendre également des répercussions irréversibles sur les cellules du végétale qui
les produit. A fortes concentrations, les homéostasies d’oxydoréduction ainsi que les
systémes antioxydants des cellules submergés (eg Catalases, Superoxyde dismutases,
enzymes du cycle Halliwell-Asada-Foyer (HAF, ou cycle ascorbate-glutathion) sont
profondément impactées, et des métabolites secondaires comme le glutathion,
'ascorbate, certains flavonoides, le tocophérol et les caroténoides sont synthétisés (Quan
et al.,, 2008 ; Gadjev et al., 2008). Par voie de conséquence, ces ROS réagissent en premier
lieu avec les acides gras insaturés des lipides membranaires, provoquant leur
peroxydation et in fine leur dégradation. La lipo-peroxydation des membranes aboutit a
la déchirure de celles-ci, précisément au lieu de contact des protagonistes.
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La réactivité spontanée des ROS peut étre potentialisée sous I'action des Peroxydases. Ces
enzymes polymérisent de nombreux constituants pariétaux et participent ainsi au
renforcement des barrieres physiques extracellulaires.

En parallele, les cellules enclenchées dans un processus de HR amorcent quasi-
simultanément les mécanismes apoptotiques (ie la mort cellulaire programmée ou PCD).
Ce dernier phénomeéne stoppe tres rapidement les métabolismes énergétiques de la
cellule et déclenche I'auto-dégradation des constituants cellulaires (ADN, ARN, protéines,
etc.) tout en activant les flux cytosoliques intercellulaires (via les plasmodesmes). Ce
dernier événement diminuerait significativement la turgescence cellulaire des cellules
infectées, ce qui, par voie de conséquence, abaisserait les niveaux d’épanchements
cytosoliques vers l'apoplasme (c’est a dire le territoire infecté), limitant ainsi tout
approvisionnement en eau, minéraux et molécules organiques du pathogéne.

1V.2.2. Généralisation de la résistance a travers la plante

La HR n’est pas systématiquement observée, comme c’est le cas avec certains
pathosystemes incompatibles ; Arabidopsis résiste a Erysiphe cichoracearum ou a X.
campestris sans induction de nécroses cellulaires (Parker et al, 1993 ; Adam et
Sommerville, 1996). Cependant, elle constitue toutefois le premier événement cellulaire
majeur de la résistance générale des végétaux. Outre le fait de contenir les pathogénes sur
les sites infectieux, les cellules développant la HR émettent également des signaux d'alerte
vers les cellules contigués. Ces signaux sont pluriels, et correspondent a 1'émission de
molécules de signalisations (tel H202), ou de phytohormones spécifiques, solubles et/ou
gazeuses et appartenant a différentes familles moléculaires comme les salicylates, les
jasmonates, ou I'éthyléne.

Dans un contexte spatio-temporel, H202 en faibles concentrations est considéré étre une
molécule liée a des voies de signalisations intra- et intercellulaires spécifiques. Ces voies
sont potentiellement impliquées dans I’élicitation des mécanismes de défense plus
« tardifs », comme par exemple l'activation des geénes codant les protéines PR ou des
enzymes impliquées dans l'accumulation de phytoalexines et de divers métabolites
secondaires toxiques (Podgoérska et al., 2017). En effet, H202 est capable de diffuser
spontanément a travers les bicouches lipidiques des membranes biologiques. Cependant,
sa diffusion est modulée par des canaux qui appartiennent a la superfamille des « Major
Intrinsic Proteins » (MIP) ou aquaporines (AQP). A ce titre, ces canaux sont nommés
peroxyporines (Bienert et Chaumont, 2014). La transcription des génes codant ces canaux
est d’ailleurs activée lors des interactions plantes/micro-organismes, et I'accumulation
des protéines apparentées semble jouer un role clé dans I'établissement de la résistance
végétale (Li et al.,, 2020).

Quoi qu'’il en soit, toutes ces molécules signaux (H202 et phytohormones) sont rapidement
synthétisées et sécrétées dans l'apoplasme. Elles agissent de concert, et dans des
équilibres tres fins et complexes. En premier lieu, elles sont alors responsables de
I'induction d’'une zone de résistance locale acquise (« Local Acquired Resistance », LAR),
qui est contigué a celle développant la HR. Ces territoires cellulaires ainsi élicités
synthétiseront a leur tour des molécules de défenses, souvent identiques a celles
produites par les cellules développant la HR mais a des niveaux d’accumulation moindres
et non létales. De méme, ces territoires synthétiseront ces mémes phytohormones de
stress qui, au coté de celles produites par des cellules développant la HR, participeront a
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la propagation des signaux de stress dans tout ou partie de la plante. Il en résulte une
élicitation généralisée ou systémique des mécanismes de défenses, encore appelée
résistance systémique acquise (« Systemic Acquired Resistance », SAR). LAR et SAR
présentent des niveaux de résistance moins intenses, mais plus durables dans le temps.
Les plants seraient ainsi immunisés contre toute nouvelle attaque éventuelle du
pathogéne incriminé ou de tout autre agresseur opportuniste, avec notamment I'aptitude
de pouvoir répondre plus rapidement et fortement (Kauffmann et al.,, 2001). Mais quel
que soit le type de résistance (HR, LAR ou SAR), ils se décomposent en trois phases
principales : i) la reconnaissance moléculaire, ii) I'accumulation de défenses, puis iii)
I'amplification des voies de signalisation par émission de messagers secondaires tels que
les phytohormones.

Afin de tenir compte de la pluralité des interactions qui aboutissent a la mise en place des
événements de résistance, deux types de résistance systémique peuvent étre nuancés : i)
la SAR et ii) la RSI ou ISR (respectivement Résistance Systémique Induite ou « Induced
Systemic Resistance »). Ces réponses immunes SAR et ISR sont phénotypiquement
similaires. Cependant, elles différent par leurs voies d’'induction et les défenses mises en
jeu (Vlot et al, 2021). La SAR est directement déployée par la reconnaissance d’'un
pathogene avirulent. Elle ferait intervenir I'acide salicylique et des protéines liées a la
pathogénicité (ou protéines-PR pour « Pathogenesis-Related Proteins »). Quant a I'ISR, elle
serait stimulée par des agents infectieux nécrotrophes, ou des agents non infectieux
commensaux ou bénéfiques appelés génériquement PGPM (« Plant Growth Promoting
Microorganisms ») (Pieterse et al., 2014). Ces organismes sont souvent des endophytes,
mais certaines especes évoluent également a I'extérieur des tissus végétaux au sein de
communautés microbiotiques. Les signaux hormonaux participant a I’établissement de
I'ISR concerneraient plutot les familles des jasmonates et 1'éthylene, et des défenses
induites seraient plus de type phytoalexines.

1V.2.3. Les messagers hormonaux impliqués dans lI'immunité innée des
végétaux

A l'instar de n'importe quelle fonction physiologique, des équilibres phytohormonaux
spécifiques pilotent I'établissement des relations parasitaires. Quelques familles de
phytohormones seraient donc impliquées dans I'expression des résistances végétales, et
elles agissent de manieres finement coordonnée et régulée. Cependant, des spécificités
existent pour chacune d’elle.

Il est couramment présenté que les voies de I'acide salicylique seraient indépendantes de
celles de I'acide jasmonique et de 1'éthylene (voie JA/Et). Une infection par un pathogéne
biotrophe, qui se développe au détriment de cellules hotes vivantes, provoquerait
principalement I'activation des voies dépendantes de SA. Tandis qu’'une infection
provoquée par un pathogene nécrotrophe et qui se développe initialement sur des tissus
vivants puis les tuent a un stade relativement avancé au cours de leur processus
infectieux, la reconnaissance d’'un PGPM ou une blessure induiraient des réponses de
défense impliquant les voies dépendantes des équilibres JA/Et. Selon la contrainte
appliquée, la composition des composés défensifs synthétisés varie en fonction des voies
de signalisation mises en jeux. Cependant, les équilibres phytohormonaux sont tres
subtils et les interconnexions des voies éminemment complexes.
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Globalement, les voies dépendantes du SA semblent avoir une certaine priorité sur celles
impliquant les équilibres JA/Et, avec de possibles inhibitions des réponses de défense
induites par ces dernieres (Pieterse et al., 2014 ; Shigenaga et al., 2017). En revanche, les
voies JA/Et dépendantes auraient un effet positif (synergique) sur l'action des voies SA
dépendantes. L’activation simultanée de la SAR et de I'ISR peut conduire a une résistance
contre les maladies plus importante que chacune d’elle exprimée séparément (van Wees
et al, 2000). Tandis que la SAR protegerait la plante sur plusieurs semaines contre de
nouvelles infections (quel que soit I'agent pathogeéne), I'ISR ne conférerait qu’'une
protection totale sur quelques jours. Enfin, la durabilité de la résistance induite par les
PGPM varie selon la plante, les souches de PGPM utilisées et les organes sur lesquels ils
sont appliqués (Ramamoorthy et al., 2001 ; Harman et al., 2004).

Les messagers secondaires sont le résultat de 'activation précoce de génes codant les
enzymes clés des voies de biosynthése correspondantes. Ils jouent un réle dans
I'induction des résistances locale et systémique acquises en activant a leur tour des genes
de défense «tardifs » ainsi que dans la production d'une diversité remarquable de
composés issus de différents métabolismes secondaires, comme des protéines de défense
(protéines PR) et diverses phytoalexines.

IV.3. La résistance, une série de mécanismes moléculaires trés riches
IV.3.1. Reconnaissance de 1'agent pathogene

La perception d'un agent pathogene implique la reconnaissance d'un éliciteur (ce terme a
pour origine étymologique le verbe anglais « to elicit » : provoquer). Les plantes possedent
deux lignées de protéines qui provoquent les défenses. La premiere est constituée de
récepteurs de surface cellulaire. Leur structure particuliere et tres conservée est de type
« récepteur kinase ». Elle permet de percevoir des signatures moléculaires relativement
communes et peu spécifiques présentes a la surface ou sécrétées par de nombreuses
especes d'un micro-organisme. Ces motifs sont appelés MAMP ou PAMP
(« Microbe/Pathogen-Associated Molecular Patterns ») et conduisant a une voie de
résistance spécifique qualifiée de « PAMP Triggered Immunity » (PTI) (Jones et Dangl,
2006). Cette réponse est de faible intensité mais suffisante pour freiner, voire annihiler la
progression du pathogéene.

Cette voie PTI peut étre toutefois surmontée si le pathogene secréte des effecteurs de
virulence qui lui permettent de poursuivre sa colonisation, et d’affaiblir a nouveau la
plante. On parle alors de sensibilité déclenchée par des effecteurs ou ETS (« Effector
Triggered Susceptibility ») (Li et al., 2013). Ces effecteurs de virulence alterent cette PTI
en interférant par exemple avec I'étape de reconnaissance des PAMP ou les étapes de
signalisation (transduction du signal) en aval de cette reconnaissance. Dans une
dynamique évolutive entre protagonistes, la plante peut en réponse développer une
seconde voie de défense tres spécifique vis-a-vis d’isolats particuliers, et qui résulte de
son aptitude a reconnaitre ces ETS par une deuxiéme vague de défense intracellulaire ;
cette voie correspond a l'immunité déclenchée par les effecteurs ou ETI (« Effector
Triggered Immunity »). L’ETI confine la colonisation des tissus par un pathogene au site
initial de l'infection.

La PTI intervient dans les phénomenes de résistance basale et de résistance « non-hote »
ou élicitée par des agents non pathogenes tels les PGPM. Quant aux voies ETI,
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Figure 24. Le modele « Zigzag » dans les interactions plante/pathogéene
(Jones et Dangl, 2006). Les motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) et les
motifs moléculaires associés aux cellules végétales endommagées (DAMP) déclenchent
I'immunité PAMP (PTI), et selon les pathosystemes, une hypersensibilité (HR) (partie A de la
figure). Les effecteurs de pathogénie (ETS) secrétés par les pathogénes contribuent a la
sensibilité de I'hote (partie B de la figure). Les plantes émettent alors des protéines de résistance
(NB-LRR) qui détectent les ETS, en déclenchant I'immunité ETI (partie C de la figure).
L'amplitude de la défense est indiquée sur 'ordonnée de la Figure 24. (Zvereva et Pooggin
(2012) adapté et complété a partir du modele de Jones et Dangl (2006)).
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Figure 25. Modele de Dodds et Rathjen du systeme immunitaire des plantes
(Dodds et Rathjen, 2010). La premiére stratégie de défense débute dans I'espace
extracellulaire, ou des motifs associés aux pathogenes (PAMP) sont reconnus par les récepteurs
de la plante (PRR), instruisant I'immunité déclenchée par les PAMP (PTI). Ces PRR sont
constitués d'un domaine extracellulaire (bleu) et d'un domaine kinase intracellulaire (rouge). La
seconde stratégie est intracellulaire, apres que le pathogéne ait pénétré les parois cellulaires de
I'h6te mais pas la membrane plasmique. Les bactéries sécretent des effecteurs dans la cellule
hote par un pilus de sécrétion, tandis que les mycetes utilisent des haustoria ou des hyphes
invasifs. Ces effecteurs peuvent inhiber la PTI mais aussi étre reconnus par les récepteurs NLR
intracellulaires, ce qui induit une immunité déclenchée par l'effecteur (ETI).
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elles concerneraient les résistances « hotes ». Elles seraient finalement tres précaires au
cours du temps, surtout pour les plantes issues de processus de domestication (comme le
blé) qui ont subi une érosion génétique de leur performance immune générale.

Il est important de préciser que ces molécules élicitrices ne sont pas exclusives aux micro-
organismes, car certaines émanent du végétal infesté. Ces éliciteurs endogenes ont été
baptisés DAMPs (« Damage-Associated Molecular Pattern »). lls incluent des molécules du
végétal trés diverses et qui, a I'instar des MAMP et PAMP, jouent un role de signal
primaire. Ils concernent par exemple des oligo-a-galacturonides provenant de la
dégradation de la paroi végétale par des enzymes hydrolytiques fongiques, ou des
peptides initialement synthétisés dans la cellule végétale et qui vont étre libérés lorsque
les cellules seront lésées (eg les systémines chez la tomate ou AtPEP1 chez A. thaliana).
Les phases successives et coévolutives des événements de reconnaissances entre les
plantes et micro-organismes correspondent donc a la PTI, I'ETS, I'ETI, incluant de
possibles alternances entre les ETS et ETI. Cette dynamique moléculaire résulte du
contournement par le bioagresseur des genes de résistance de la plante hote, et cette
derniere, par pression de sélection (et de survie) évoluera dans ses aptitudes de
reconnaisances. L’ETI se caractérise par des réponses plus fortes, plus rapides et plus
localisées, généralement comparées a la PTIL. L’ETI aboutit le plus souvent a I'élicitation
d’'une HR, localisée au niveau de I'infection. Le modeéle en « zigzag », décrit par Jones et
Dangl (2006) (Figure 24), illustre cette alternance moléculaire au cours du temps entre
les déterminants de la virulence des micro-organismes et les déterminants de la
résistance des plantes attaquées (schématisés dans la Figure 24B). Il instruit les
interactions incompatible et compatible entre les plantes et des micro-organismes
potentiellement pathogenes.

Méme si ce modele en zig-zag expliquant le systeme immunitaire des plantes est
largement répandu, il révele toutefois certaines limites. Dans ce modele, la défense de la
plante n’est considérée que comme une composante globale ou les variables PTI et ETS se
soustraient et auxquelles s’ajoute la variable ETI. De plus, ce modele ne précise pas les
unités de réponse utilisées ni la valeur finale. De méme, ce modeéle est basé sur des
microbes biotrophes et n'est pas adapté a des pathogenes ou insectes nécrotrophes. Une
derniere limite serait que le modele en zig-zag est linéaire, ou les interactions se
succedent et n'incluent pas les possibles combinaisons d'interactions (ayant lieu
simultanément) ni la différence dans le nombre et I'origine de ces interactions.

Le modele émis par Dodds et Rathjen (2010) apparait ainsi plus pertinent (Figure 25). 11
expose les deux stratégies que la plante développerait pour détecter des pathogenes et
leurs principaux acteurs. Ces deux stratégies impliquant i) des récepteurs PRR qui
reconnaissent les éliciteurs PAMP extracellulaires et dont les événements de
reconnaissances conduisent a I'ITP, et ii) des récepteurs NLR intracellulaires qui
induisent cette méme ITP apres la reconnaissance des effecteurs sécrétées dans le cytosol
de I'hote. L'absence de linéarité dans ce modele démontre que ces deux stratégies
fonctionneraient séparément, successivement, ou méme simultanément selon les
pathosystemes ou les interactions positives mises en jeu.

Quels que soient les récepteurs impliqués lors d'une interaction, I'élicitation d'une
réaction immunitaire chez la plante nécessite un transfert rapide du signal d’alarme
(I'identification de I'agent pathogene) jusqu’aux systemes de régulation de la
transcription des genes de défenses. La transduction de ce signal est assurée par
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Family Size (kDa) Member Properties

PR-1% 15 Tobacco (PR-1a) Antifungal

PR-2 30 Tobacco (PR-2) F-1,3-glucanases

PR-3 25-30 Tobacco P, Q Chitinases {I, I, IV, ¥, VI, VII)
PR-4 15-20 Tobacco R Chitinases (L, II)

PR-5 25 Tobacco 5 Thaumatine-like proteins (TLPs)
PR-6 8 Tornato inhibitor 1 Proteinase inhibitor

PR-7 75 Tomato P Endoproteinase

PR-8 28 Cucumber chitinase Chitinase (I11)

PR-2 35 Tobacco (lignin-forming percxidase) Peroxidase

PR-10 17 Parsley {PR-1) Ribonuclease-like proteins (ALP)
PR-11 40 Tobacco class-V chitinase Chitinase (1)

PR-12 5 Radish RsAFP3 Defensin

PR-13 5 Arabidaopsis Thi2.1 Thionin

PR-14 9 Barley LTP4 Lipid-transfer protein (LTP)
PR-15 20 Barley OxOa {germin) Oxalate oxidase (OX0)

PR-16 20 Barley OxOLP Oxalate oxidase-like (OX0D)
PR-17 27 Tobacco PRp27 Antiviral and antifungal

Tableau 4. Classification des protéines PR (Moosa et al., 2017).
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'activation rapide de cascades de signalisation, faisant intervenir plusieurs familles de
protéines kinases, comme par exemple les MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinases »)
ou des Protéines Kinases dépendantes du Ca2+, ainsi que des phosphatases. L’ensemble de
ces événements de reconnaissance et de transduction des signaux permet soit de
renforcer les défenses constitutives soit de lancer la biosynthése de nouvelles défenses
prévenant alors la propagation du pathogene.

Les qualité et spécificité de ces dialogues moléculaires entre les protagonistes inscrivent
I'interaction soit dans un contexte de compatibilité (maladie), soit d’incompatibilité
(résistance).

1V.3.2. Les réponses de défenses a I'infection

Des que la plante est attaquée et ses processus de reconnaissance déclenchés, des
protéines enzymatiques et non enzymatiques voient leur transcription et/ou traduction,
et/ou encore leurs activités intrinseques, modulées. En ce qui concerne les enzymes, elles
participent a la synthese de métabolites secondaires tres diversifiés, qu’ils soient absents
dans les tissus avant I'attaque ou déja présents et dont leur concentration constitutive est
alors augmentée. Ces composés permettent i) de renforcer les parois cellulaires de I'hote
par imprégnation de lignine, de subérine, de callose ou de petites glycoprotéines riches
en prolines (PRGP) ou en hydroxyprolines (HRGP), et ii), d’augmenter les concentrations
en molécules aux actions antimicrobiennes directe comme les phénylpropanoides,
sesquiterpénoides, composés cyanogéniques, etc. La finalité de ces réactions est d’assurer
le blocage du développement de I’agent infectieux dans les délais les plus brefs.

1V.3.2.1. Les protéines PR

Une classe de protéines particuliéres est précocement et tres fortement induite dans des
conditions pathologiques : les protéines PR (« Pathogenesis-Related proteins »). Les
protéines PR constituent un groupe de protéines végétales structurellement diverses.
Elles sont toxiques pour les organismes pathogenes comme les mycetes et bactéries. Elles
sont largement répandues dans les plantes saines a 1'état de traces. Cependant, elles sont
produites en concentration beaucoup plus élevée en réponse a une attaque par un
pathogeéne, initialement dans les zones infectées, puis de maniére systémique. Ces
protéines PR s’accumulent dans les espaces intracellulaires et/ou les espaces
extracellulaires, en particulier dans les parois cellulaires des différents tissus.

Les protéines PR présentent une diversité élevée. Différents groupes de protéines PR ont
été déterminés en fonction de leur identité de séquence et de leurs propriétés
biochimiques et enzymatiques. Les protéines PR sont soit extrémement acides, soit
extrémement basiques, et sont donc tres solubles et réactives. Dix-sept familles de
protéines PR sont reconnues a ce jour. Plusieurs groupes de protéines PR ont des
fonctions biologiques bien déterminées et directes sur les micro-organismes (Tableau 4).
Par exemple, les protéines PR-2 (f-1,3-glucanases), et PR-3, -4 -8 et -11 (Chitinases) sont
des enzymes capables de dégrader la paroi des champignons et des bactéries. Les
protéines PR-1, PR-5 (Thaumatine), PR-14 (Protéine de transfert des lipides, LTP) et les
petits peptides PR-12 (défensines) et PR-13 (thionines) agiraient au niveau de la
membrane des micro-organismes, notamment fongiques.
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En revanche, certaines protéines PR développeraient des activités indirectes sur les
micro-organismes, comme les PR-9 (Peroxydases) dans le renforcement de la paroi, ou
les PR15 et -16 (Oxalate oxydases) qui oxydent I'oxalate pour générer de I’'H202 et du COz.
Enfin, certaines présentent des fonctions putatives ou encore inconnues, bien que leur
toxicité ait été démontrée, comme par exemple les PR-1 (anti-oomycetes et
antifongiques), PR-10 (Ribonucléase) et PR-17 (antiviral et antifongique).

Outre leur réle fonctionnel dans les défenses des végétaux, ces protéines PR sont
couramment utilisées comme marqueurs des réactions de défense. Ainsi la protéine PR1
serait un marqueur de la HR et de la SAR, et donc des réponses impliquant les voies SA-
dépendant, ou les défensines (PR-12) seraient des marqueurs des réponses cellulaires
dépendantes des voies du JA et de 'Et (Thomma et al.,, 1999 ; Tierens et al., 2002).

1V.3.2.2. Les phytoalexines

De nombreux composés « antimicrobiens » nommés phytoalexines sont synthétisés lors
de l'attaque. Ces molécules, de faibles poids moléculaires, sont représentées par des
structures et des fonctions biologiques remarquablement diversifiées. La diversité de ces
métabolites dans le régne végétal est estimée entre 200 000 et un million (Dixon et Strack,
2003 ; Bino et al., 2004). Cette diversité serait probablement le résultat de mécanismes
d'adaptation génétique des plantes a leur environnement qui est perpétuellement
fluctuant, y compris aux réponses aux contraintes abiotiques et biotiques (Bednarek et
Schulze-Lefert, 2009).

Ces métabolites secondaires sont classés en sept classes majeures, et ce en fonction des
voies métaboliques auxquelles ils sont rattachés : les phénypropénes, les terpénes, les
flavonoides, les polyacétylenes, les indoles, les glucosinolates, et les benzenes (Bednarek
et Osbourn, 2009).

La structure chimique de ces métabolites est souvent caractéristique d’une famille
végétale : les isoflavonoides chez les Fabaceae, les sesquiterpénoides chez les Solanaceae,
les polyacétylénes chez les Asteraceae, les diterpenes chez les Poaceae, etc. (Lepoivre,
2003). Mais en regle générale, il existe une corrélation étroite entre I'ampleur et la vitesse
de leur accumulation dans un tissu végétal et I'inhibition du développement des micro-
organismes infectieux. Enfin, de part la nature globalement hydrophobe de la majorité
d’entre eux, leur accumulation s’opere dans des vésicules de sécrétions spécifiques qui
sont véhiculées juste au niveau du site d’interaction entre la cellule végétale et le
pathogéne. Certes toxique pour les parasites, ces phytoalexines le sont tout aussi a forte
concentration pour les cellules élicitées qui les produisent (Kobayashi et al., 1995). Leur
accumulation spatialement ciblée au cours de la réaction d’hypersensibilité participe au
processus déclencheur du collapse nécrotique des cellules hotes et, ultimement, a leur
libération massive au niveau des sites de rupture des membranes plasmiques (ie lieu des
épanchements cytosoliques), résultat des événements de lipo-peroxydation
membranaire ROS-dépendant susmentionnés.

IV.4. Défenses végétales et objectifs de la these

Les défenses végétales sont tres diverses et leur modulation découlent de réponses
cellulaires a une contrainte, qu’elle soit abiotique ou biotique (voire émanant de signaux
intrinséques a la plante, comme lors des processus de croissance, division cellulaire,
reproduction, germination, etc.).
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Dans notre étude, plusieurs modalités d’interaction sont explorées :
i) Un pathosysteme fongique compatible (aboutissant a la maladie) avec les
protagonistes blé-F. culmorum
ii) Des interactions « bénéfiques ou positives » entre le blé et des Trichoderma spp. et
des rhizobactéries
iii) Enfin, des interactions tripartites confrontant le pathosysteme compatible blé-F.
culmorum et les micro-organismes bénéfiques
Il est impossible de préjuger des défenses qui seront induites ou réprimées par les micro-
organismes, qu’ils soient pathogenes ou bénéfiques, sur les variétés de blé que nous
utilisons. Cependant, nous émettons ’hypothese que les réponses de défenses induites
dans le pathosysteme compatible devraient se singulariser de celles observées avec les
interactions bénéfiques. Mais qu’en sera-t-il pour les interactions tripartites, tout
particulierement dans un contexte ou les micro-organismes bénéfiques auraient
'aptitude d’induire la résistance chez le blé pourtant infesté par F. culmorum ?
Quelques données bibliographiques ont montré des mécanismes moléculaires liées aux
réponses de maladie chez le blé lors d'une infestation fusarienne ou a I'établissement des
performances immunes induites par des agents bactériens ou fongiques bénéfiques.
Notre souhait est d’éclairer spécifiquement dans ces différentes modalités d’interaction
certains des mécanismes moléculaires qui correleraient avec les résistances que nous
observerions. Ces défenses expliqueront une part des résistances recouvrées, et pour ce
faire, une large série d’entre elles sont ici étudiées. Elles recouvrent les mécanismes de
reconnaissance (récepteur) et de signalisation cellulaire (kinase et facteur de
transcription), le stress oxydant, 'accumulation de défenses (protéines PR et métabolites
secondaires) et les balances phytohormonales inhérentes aux voies de SA et de JA-Et.

Le processus de résistance met en jeu un reseau moléculaire spatio-temporel
éminemment riche. A cet égard, nous n’aurons pas la prétention d’expliquer les
résistances observées au travers de la modulation de quelques voies de défenses
végétales. Néanmoins, leur étude n’en sera pas moins tres enrichissante et, a cet égard,
certaines défenses seront considérées comme des marqueurs moléculaires pertinents et
potentiellement valorisables dans les processus de sélection variétale.
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Ma these s’inscrit dans une dynamique agronomique trés actuelle et stratégique :
caractériser une communauté microbienne en interaction avec une variété ancienne de
blé (Florence Aurore, variété INRA datant de 1936) afin d’en isoler quelques souches
« bénéfiques » qui seront alors valorisées sur des variétés modernes de blé (Khiar et
Karim) couramment semées en Tunisie. L’objectif est de tirer parti de leurs potentiels
Plant Growth Promoting Microbes (PGPMs) et d’agents de biocontrdle (BCA) contre
Fusarium culmorum, un des agents responsables de la fusariose chez le blé.

Les communautés bactérienne et fongique que nous ciblons évoluent au niveau des
racines, des épis et de la rhizospheére du sol. La valorisation des potentiels PGPMs et BCA
de certains membres de ces communautés participera a I'élaboration de solutions
efficaces, ambitieuses et pertinentes pour le développement d’une agriculture durable qui
garde le cap de toujours produire « plus et mieux » tout en préservant I'environnement
en général, et en particulier nos agrosystemes et la santé des producteurs et
consommateurs.

Ce sujet de these s’inscrit pleinement dans l'élaboration des plans stratégiques
d’optimisation des moyens de luttes phytosanitaires afin qu’ils soient naturels et
respectueux de l'environnement. Nos intentions sont que nos résultats participent a
alimenter les réflexions en cours et menées pour contenir I’'expansion et/ou I'agressivité
des bioagresseurs qui sévissent sur le blé. Conscient que cette tache est immense, multi-
échelle et multidisciplinaire, notre approche est encore essentiellement fondamentale,
c’'est-a-dire que toutes nos expérimentations ont été menées en milieu axénique ou en
chambre de culture (hors champs donc), et les mécanismes sous-jacents des interactions
qu’établissent ces micro-organismes avec leur hote (le blé) ont été exhaustivement
étudiés au niveau moléculaire. La finalité de ma these est de participer a la sélection de
souches fongiques et bactériennes pour leurs aptitudes a bio-stimuler diverses fonctions
physiologiques chez le blé, ie la croissance et I'immunité innée générales, des aptitudes
qui, nous espérons, seront observées en plein champs pour réfléchir a leur valorisation
appliquée a grande échelle.

Ce manuscrit se divise en 3 axes de recherche:

1- Dans le premier axe, nommé « Microbiome de blé, origine et diversité », nous
exposerons la nature des especes fongiques et bactériennes isolées a partir de
plants de blé sains sur des milieux de culture non sélectifs, ainsi que les especes de
Trichoderma, colonisant la rhizosphere, isolées sur un milieu de culture sélectif. Ce
chapitre met en lumiere I'origine des quelques souches que nous avons étudiées
exhaustivement dans la suite de nos travaux.

2- Dans le deuxiéme axe, nommé « Trichoderma », nous instruirons exhaustivement
les potentiels PGP et BCA de six souches de Trichoderma comme agent de lutte
biologique (in vitro et in vivo) contre la fusariose des semences chez le blé, causée
par F. culmorum. Ces souches ont été spécialement isolées dans le cadre de I'axe 1.
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3- Dans le troisieme axe, nommé « Rhizobacteria », nous dépeindrons la diversité
du caractere Plant Growth Promoting de plusieurs bactéries sur une variété de blé
dur moderne (Karim), et de leurs effets antagonistes directs contre Fusarium
culmorum en milieu axénique. De méme, seront exposées des données
d’expression transcriptionnelles de quelques génes de défenses végétales
potentiellement modulées par ces bactéries.

Le premier axe correspond ici a un prérequis exploratoire dans mes activités de recherche
globale a partir duquel, ultimement, découlent les deux derniers axes de recherche qui
ciblent la mise en évidence des aptitudes bénéfiques de certains champignons et bactéries
ainsi isolés. Ces micro-organismes d’'intérét auraient pour valorisation potentielle d’étre
incorporés ensemble a des communautés synthétiques potentialisatrices de production
végétale, voire seraient la base de formulation nouvelles.

Les principaux résultasts des deux derniers axes de recherhe se sont concrétisés par la
rédaction de deux articles dont le premier a été accepté dans le journal Microorganisms®,
et le second article a été soumis dans le journal PLoS One®.

En fin de mémoire, '’ensemble des résultats principaux générés au travers de ces trois
axes de recherche sera discuté, et nous partagerons quelques perspectives potentielles.

53



Axe de recherche 1
Microbiome de blé,

Origine et diversité
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I. Introduction

Les micro-organismes sont essentiels pour le maintien de la vie sur terre, mais on en sait
peu sur la majorité de ces organismes qui colonisent I'’environnement tels que les sols, les
océans, I'atmosphere et méme notre corps (Gilbert et al.,, 2010). Au cours des deux
derniéres décennies, l'amélioration de nos connaissances sur les communautés
microbiennes ou microbiomes est devenue un sujet majeur non seulement pour la
communauté scientifique mais aussi pour le grand public. En effet, ces microbiomes
seraient une alternative prometteuse pour remplacer les produits chimiques toxiques en
agriculture, horticulture et aquaculture et assurer ainsi une utilisation durable des
ressources naturelles (Busby et al., 2017 ; Singh et al., 2017). Le microbiome a été défini
comme l'ensemble des micro-organismes vivant ensemble ou microbiotes, plus
précisément I'assemblage multi-especes des communautés microbiennes dans lesquelles
les micro-organismes interagissent les uns avec les autres dans un environnement
contigu ayant des propriétés physico-chimiques distinctes comme leur propre théatre
d’activité (Bergetal. 2018 ; Konopka, 2009). Le microbiome englobe aussil’ensemble des
molécules produites par les micro-organismes impliqués dont les structures
microbiennes (ADN, protéines, lipides et polysaccharides), les éléments génétiques
mobiles (les phages, les virus et les transposons), les métabolites (molécules de
signalisation, toxines, molécules organiques et inorganiques), relic DNA (ADN
extracellulaire dérivé de cellules mortes) et les molécules produites par les hotes,
coévoluant ensemble dans les conditions environnementales de I'habitat pour former une
niche écologique spécifique (Marchesi et Ravel, 2015). Les virus, les plasmides, les phages,
les viroides, les prions et ’ADN libre font partie du microbiome mais, comme ils ne sont
pas considérés comme des micro-organismes vivants, ils n’appartiennent pas au
microbiote (Dupré et al., 2009).

Le microbiome végétal ou phytomicrobiome est composé d'une grande diversité de
micro-organismes qui colonisent tous les tissus végétaux accessibles. Cette diversité
comprend des « biontes », c’est a dire des communautés de bactéries, de champignons, de
protistes et de nématodes qui forment avec leur hote une unité écologique discrete
appelée « holobionte » (Vandenkoornhuyse et al.,, 2015). Tout comme le microbiome
humain est important pour la santé, le phytomicrobiome est essentiel pour les plantes,
voire vital étant donné qu’elles ne peuvent pas se déplacer pour acquérir suffisamment
de nutriments ou posséder I'ensemble des arsenaux chimique et physique nécessaires
pour se défendre contre des agents pathogeénes (Agler et al., 2016). Le phytomicrobiome,
constitué par des micro-organismes bénéfiques, pathogenes et neutres, est indispensable
au fonctionnement optimal de 'holobionte végétal, en influant directement sur le déroulé
de différents processus physiologiques comme la germination et la croissance, 'apport de
nutriments, la résistance aux facteurs de stress biotiques et abiotiques, et la production
de métabolites bio-actifs (Bergetal., 2016). A cet égard, le phytomicrobiome est considéré
comme élément clé pour la prochaine révolution verte, et un outil puissant pour assurer
une production agricole durable dans un monde en évolution. Les produits agricoles a
base de microbiotes sont I'un des secteurs agronomiques a forte croissance avec un Taux
de Croissance Annuel Composé (TCAC)* de 15 a 18%, et une valeur prévue de plus de 10
milliards dollars US d’ici 2025 (Dunham, 2017). En raison de cette grande importance,
plusieurs stratégies de « microbiome management » ont été développées dont les greffes
de microbiome comme
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* Le taux de croissance annuel composé (TCAC) est un indicateur financier de
performance qui mesure la croissance moyenne d’une entreprise sur une période donnée. Il
est utilisé pour évaluer la performance financiere d’'une entreprise et pour comparer sa
croissance a celle d’autres entreprises, Le terme "composé” fait référence a l'utilisation des
intéréts composés dans le calcul. Les intéréts composés signifient que les gains ou les intéréts
générés au fil du temps sont ajoutés au montant initial, ce qui entraine des gains sur les gains
précédents. En d'autres termes, les intéréts sont réinvestis pour générer davantage
d'intéréts.
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Figure 26. Composition du microbiome de blé (Source personnelle, réalisée avec
Biorender). Le microbiome de blé est divisé en deux parties colonisées par des endophytes et
des épiphytes : une partie aérienne (phyllosphere) influencée par des facteurs externes
(radiations, températures et humidité), et une partie souterraine (racines et rhizospheére)
influencée par les exsudats racinaires. Le microbiote formé par les micro-organismes vivants et
son théatre d’activité (métabolites microbiens, conditions environnementales et éléments
structurels microbiens) forment le microbiome.
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le fumier, les inoculants et les extraits microbiens (Berg et al., 2009), pour atteindre de
multiples objectifs vitaux comme : (i) réduire I'incidence des maladies, (ii) augmenter la
production agricole, et (iii) réduire les intrants et les émissions des gaz a effet de serre
(Bloemberg et al., 2001 ; Andrews, 1992 ; Bakker et al., 2012 ; Adesemoye et al., 2009 ;
Singh et al., 2010).

Malgré la place stratégique qu’occupe le blé parmi les especes d’intérét agronomique,
l'utilisation du phytomicrobiome dans les cultures de blé est encore trés limitée. La
plupart des recherches s’intéressent a étudier les micro-organismes rhizosphériques
(Hartmann et al., 2014 ; Mahoney et al., 2017 ; Ofek et al., 2013 ; Yin et al., 2017). La
rhizospheére est une région tres riche en diversité microbienne qui vient en grande partie
du sol et qui est sous l'influence des exsudats racinaires (Kent et al, 2002). La
phyllosphére est relativement pauvre en nutriment et est sujette a des températures
extrémes, aux radiations et a des fluctuations en humidité tres importantes (Vorholt et al.,
2012). Les organismes vivants occupant la phyllosphére et la rhizospheére, et qui sont
proches ou sur les tissus végétaux sont considérés comme des épiphytes, alors que ceux
résidant dans les tissus végétaux (I'endospheére) sont qualifiés d’endophytes. Tous ces
micro-organismes contribuent au phénotype étendu de leur hote et peuvent étre
considérés comme une extension pour former un deuxieme génome ou collectivement un
pan-génome (Oldroyd et al., 2011).

Au cours des derniéres décennies, I'agriculture intensive s’est fortement appuyée sur
I'usage des intrants pour maximiser la production. Par exemple, I'application intensive de
fertilisants azotés inorganiques réduit la richesse et la diversité bactérienne au sein du
microbiome du blé (Kavamura et al., 2018 ; IPBES, 2019). Cette perte de diversité peut
entrainer une altération de la composition des communautés microbiennes ou
« dysbiose », ce qui a un impact dévastateur en cascades sur les performances immunes
végétales, facilitant ainsi l'émergence de contaminations opportunistes d’agents
pathogénes (Tamboli et al.,, 2004 ; Hooks et al., 2017 ; Bello et al., 2018). En plus de ce
facteur anthropique, la domestication et la sélection variétale du blé ont engendré une
divergence génétique et phénotypique des variétés modernes issues de leurs ancétres. Ce
processus a considérablement modifié le microbiome racinaire avec un impact négatif sur
la capacité des variétés modernes a interagir avec les PGPR en comparaison avec les
variétés locales et les cultivars de grande taille (Valente et al., 2019).

L’approche « back to the roots », proposée par Pérez-Jaramillo et ses collegues, consiste a
explorer et identifier le microbiome des plantes indigenes et de leurs habitats d’origine
dans l'objectif de rétablir les associations bénéfiques perdues lors de la domestication.
Cette approche a été utilisée dans notre étude avec la variété ancienne de blé « Florence
Aurore » cultivée en agriculture biologique. Nous ciblions ainsi les bactéries et les
champignons endophytes qui représentent deux groupes majeurs du microbiome du blé
(Figure 26). En effet, nous partons du postulat que leurs interactions influencent les
fonctions physiologiques générales de la plante hote, ainsi que la composition et le
dynamisme des autres communautés déja existantes. Le choix de cette communauté
spécifique est justifié par 'importance des endophytes comme inoculants stimulateurs de
la croissance, et aussi comme source de nouveaux métabolites secondaires actifs (Wargo
et Hogan, 2006). L’adoption des méthodologies appropriées pour l'isolement (eg choix
des milieux de culture) et la culture des souches cultivables préalablement a leur
caractérisation phénotypique d’une part, ainsi que leur identification moléculaire par
séquencage de certains loci a partir de leur ADNg d’autres part, permettent de mieux
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étudier les especes microbiennes isolées dans l'objectif de comprendre leur fonction
écologique.

Dans ce premier chapitre, nous nous sommes intéressés : (i) a isoler les communautés
bactérienne et fongique colonisant I'épi, les racines et le sol rhizosphérique de la variété
ancienne de blé Florence Aurore, (ii) et a définir le rang taxonomique (genre et espéce)
des bactéries et champignons isolés par le séquencage de leur région ADNr 16S et ITS,
respectivement.

Nous précisons enfin que ces isolements sont un prérequis crucial afin de pouvoir isoler
physiquement des souches. Bien que leur identification moléculaire soit trés informative
au regard de la bibliographie sur notre sujet, nous ciblerons certaines souches
bactériennes et fongiques afin d’en apprécier leur potentiels PGP et BCA contre F.
culmorum sur des variétés de blé modernes. En effet, une diversité phénotypique est
généralement observée entre des espéces qui appartiennent a un méme clade
phylogénétique. La finalité est avant tout de pouvoir identifier spécifiquement des
souches bénéfiques, potentiellement valorisables en culture biologiques. Ce sont ces
caractérisations phénotypiques qui structureront les axes de recherche qui suivront ce
présent axe.

Enfin, ce chapitre n’aboutirait pas a la rédaction d’un article. La structure générale de ce
chapitre est alors présentée de maniere « classique », incluant notamment un item
Matériels et Méthodes dans lequel sont détaillés les moyens déployés pour réaliser les
échantillonnages, les isolements et l'identification des souches. Certaines de ces
méthodologies sont décrites dans les articles partagés dans les axes de recherche 2 et 3.
Cependant, leur description dans ces axes répond a des objectifs précis d’isolement
d’espéces de micro-organismes particuliers (bactéries et Trichoderma spp.), ce qui ne
rend pas compte de l'intégralité du travail réalisé en amont et qui est partagé dans ce
présent chapitre, notamment sur la diversité des micro-organismes isolés au final.

II. Matériels et Méthodes

IL.1. Site d’échantillonnage

Le site d'étude est situé dans la région ‘Gosset el bey’ située sur la route C55 de la ville de
Mateur (gouvernorat de Bizerte), a 60 kilomeétres environ au nord-ouest de Tunis. Cette
région est située a 36.924096° de latitude et 9,699089° de longitude, et a 133 m d'altitude.
La région est caractérisée par un climat méditerranéen "tempéré chaud" ou "subtropical".
Les précipitations sont plus importantes en hiver qu’en été, et sont en moyenne de 539
mm par an. La carte climatique de Képpen-Geiger classe le climat de cette région comme
étant de type Csa (a été chaud). Cette région affiche une température annuelle moyenne
de 18°C.
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I1.2. Matériel végétal

La variété de blé « Florence Aurore » cultivée dans un systéme d’agriculture biologique a
fait I'objet de cette étude. Il s’agit d’'une variété ancienne de blé non barbu ou "nu" qui a
été créée en 1936, et enregistrée par 'INRAE en 1963. Elle peut étre semée a I'automne
ou au printemps, ce blé est considéré comme un blé de force (15 % de protéines).

Des plantules saines et entieres (avec le sol rhizosphérique) au stade épiaison ont été
prises au hasard dans la parcelle. Les échantillons ont été placés individuellement dans
des sachets plastiques stériles renfermant des étiquettes portant les coordonnées des
prélevements et ramenées au laboratoire pour lisolement des micro-organismes
colonisant les différents tissus. L’approche utilisée est 'isolement direct, elle consiste a
étaler les échantillons sur des milieux de culture solides de maniére a obtenir des colonies
isolées.

I1.3. Isolement des micro-organismes sur milieux de culture non sélectifs

I1.3.1. Prétraitement des échantillons

Les échantillons ont été disséqués afin d’en singulariser les épis et racines. Les organes
ont été lavés a 'eau du robinet, et coupés en petits morceaux de quelques millimétres a
'aide d’un scalpel stérile.

I1.3.2. Choix des milieux de culture

Deux milieux de culture ont été utilisés pour ce premier isolement non sélectif :

- Le milieu « Tryptic Soy Agar » (TSA, Fisher Scientific) un milieu polyvalent et non
sélectif qui fournit suffisamment de nutriments pour permettre la croissance d'une
grande variété de bactéries

- Le milieu « Potato Dextrose Agar » (PDA, Fisher Scientific) un milieu de culture a base
d'infusion de pomme de terre et de dextrose, favorisant la croissance d'un large
éventail de champignons

I11.3.3. Isolement des endophytes colonisant I'épi

Les morceaux d’organes ont subi deux séries de désinfection superficielle a I'éthanol 70%
pendant 1 min, d’hypochlorite de sodium NaOCl 0,5% (v/v) pendant 1,5 a 2 min, suivi de
deux ringages a I’eau distillée stérile. Les morceaux désinfectés ont été placés en boites de
Pétri sur milieux de culture, a raison de 5 morceaux par boites. Ces boites ont été ensuite
incubées al’obscurité a 26°C * 2° pendant 9 jours, et vérifiées tous les 2 ou 3 jours jusqu’au
neuvieme jour pour vérifier 'apparition des micro-organismes (Larran et al., 2002).

Les colonies sortant des segments sur milieux de culture ont été transférées sur milieu de
culture PDA (pour les champignons) ou sur milieu Luria-Bertani (Bertani, 1951) (ou LB,
pour les bactéries) afin d’avoir une culture pure par repiquage successif.

I1.3.4. Isolement des endophytes colonisant les racines

Les segments racinaires lavés ont subi trois séries de désinfections superficielles : a
I'éthanol 70% pendant 1 min, a I'hypochlorite de sodium (2%, v/v) pendant 3 min et enfin
a I'éthanol 70% pendant 30 s suivi de deux ringages a I'eau distillée stérile. Les segments
racinaires désinfectés ont été broyés a I’aide d’'un mortier et un pilon dans 2 ml de tampon
PBS 0,05 M (NaCl, 140 mM ; KCl, 2,5 mM ; NazHPO4, 10 mM ; KH2PO4, 1,5 mM, pH 7,4), ou
dans une solution de MgS04 (0,1 M). La suspension fut filtrée, puis un volume de 500ul a
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été étalé sur les milieux de culture (Hameed et al.,, 2004). Une seconde méthode a été
utilisée : les racines désinfectées ont été coupées longitudinalement, puis placées en petits
morceaux de 5Smm sur les milieux de culture. Les colonies qui apparaissaient lors de
I'incubation ont été transférées et purifiées selon les mémes procédures décrites
précédemment.

I1.3.5. Vérification de l'efficacité de la méthode d’isolement

Il est possible de confirmer que les micro-organismes isolés sont des endophytes
uniquement si la stérilisation en surface des racines et de I’épi est complete. La validation
de la désinfection a été vérifiée en appliquant le matériel utilisé lors du dernier ringage
sur milieu de culture Malt-Agar. Les boites sont ensuite incubées a 25°C, et vérifiées
quotidiennement pour confirmer l'absence de possibles épiphytes échappant a la
méthode de stérilisation.

I1.3.6. Isolement de la communauté colonisant le sol rhizosphérique

L’isolement des micro-organismes de la rhizosphere a été réalisé selon la méthode de
suspension-dilution (Somasegaran et Hoben, 1994). Des dilutions décimales de 10ml ont
été réalisées en tubes a essai a partir d'une solution mere contenant 1 g de sol adhérant
étroitement aux racines et 9ml d’eau distillé stérile. Apres agitation et homogénéisation,
500ul de chaque dilution a été déposé sur milieux de culture. Les préparations ont été
incubées a 28°C, jusqu'a I'apparition de colonies.

I1.4. Isolement des Trichoderma de la rhizosphére sur milieu de culture sélectif

L’isolement des Trichoderma a été réalisé a partir de 1g de sol adhérant étroitement aux
racines selon la méthode déja décrite. Des dilutions sérielles ont été préparées puis
étalées sur le milieu « Trichoderma selective media » (TSM) développé par Elad et al.
(1981). Le milieu sélectif TSM est couramment utilisé pour I'isolement quantitatif de
nouvelles souches de Trichoderma spp. d’un substrat quelconque, tel un sol par exemple,
car sa faible teneur en glucose permet une croissance et une sporulation rapide du
champignon, et il contient notamment plusieurs antibiotiques : le chloramphénicol pour
inhiber la croissance bactérienne, et le pentachloronitrobenzene, le sulfonate de sodium
p-diméthylaminobenzénediazo et le rose bengale qui sont trois inhibiteurs fongiques
sélectifs (Fisher Scientific S.A.S).

Apres cinq jours d’'incubation a 28°C, toutes les souches fongiques qui émergeaient ont
été récupérées individuellement puis cultivées de nouveau sur le milieu PDA pour générer
des cultures pures.

I1.5. Conservation des souches

La conservation des souches a été assurée a partir de colonies pures de bactéries et de
mycélium fongique, préalablement mélangées avec du glycérol 20% dans des flacons
cryogéniques, I'’ensemble placé a -20°C.

I1.6. Identification moléculaire des isolats
I1.6.1. Extraction des ADNg

Pour les isolats fongiques, I'ADN génomique a été extrait a partir de mycélium frais en
utilisant la méthode CTAB développée par Doyle et Doyle (1987). Le mycélium de chaque
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Figure 27. Représentation schématique de 'ARNr avec I'’emplacement des
amorces ITS1 et ITS4 (Mazari et al., 2017). L’opéron du géne codant '’ARNr comprend trois
genes principaux (I’ARNr 5.8S, 18S et 25S ou 28S), et des regions « entre-espaces » entremélés
(IGS : intergenic spacer ; ETS : external transcribed spacer ; ITS : internal transcribed spacer).
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Figure 28. Représentation schématique de ’ARNr 16S (Falentin et al., 2019).
[llustration des regions constants (en bleu) et des régions variables (en rouge) du gene codant
I'ARNr 1685, et emplacement du couple d’amorces utilisé pour 'amplification de ces régions (en

vert et orangé).
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souche fongique a été gardé dans un tube eppendorf dans de I'azote liquide avant le
broyage et les blocs portant les tubes ont été placés pendant 2h au minimum a -80°C pour
assurer un broyage au frais. Les mycéliums ont été broyés par agitation vigoureuse avec
des billes métalliques dans 250ul de tampon CTAB.

La méthode Phénol-Chloroforme a été utilisée pour les souches bactériennes. L’ADN
génomique a été extrait a partir de culture en phase logarithmique tardive ou en phase
stationnaire précoce (Wilson et al., 1990).

I11.6.2. PCR et Séquencage

Deux régions ont été ciblées pour I'amplification PCR des matrices :

- Pour les champignons, la région ITS (Figure 27) a été amplifiée en utilisant le
couple d’amorces ITS1/ITS4. Les séquences nucléotidiques sont: ITS1 : 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’, ITS4 : 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ (White et
al, 1990). Ces amorces permettent 'amplification d’une région relativement
variable qui comporte les espaceurs internes transcrits ITS1 et ITS2 et la petite
sous unité ribosomale 5,8S peu variable. Cette région d’environ 500 nucléotides
présente des polymorphismes trés informatifs qui permettent de discriminer les
especes fongiques.

- Quant aux bactéries, le gene codant I'ARNr 16S (Figure 28) a été amplifié en
utilisant le couple d’amorces 27F et 1492R. Leurs séquences nucléotidiques sont :
27F : 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3', 1492R : 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
(Wilson et al,, 1990). Ce géne est présent chez toutes les bactéries. La séquence
nucléotidique présente une alternance de régions hypervariables (de V1-V9) et de
régions constantes utilisées pour identifier des especes.

Les amplifications PCR ont été réalisées par un thermocycleur BioRad. Le programme
consistait en une dénaturation initiale a 95°C de 2min, suivie de 35 cycles de dénaturation
de 30s 2 95°C, d’hybridation des amorces a 58°C pendant 30 s, terminée par une extension
d'amplification a 72°C pendant 45 s. Une extension finale a 72 °C pendant 5 min a été
réalisée.

La réaction PCR a été assurée dans un volume total de 50pl, contenant 25pg d'ADN
génomique, 10pl de tampon GoTaq Flexi incolore (5x), 3uL de solution MgCl2 (25mM),
1uL de PCR Nucléotide Mix (10mM de chaque dNTP), 1uL de chaque amorce (5 mM),
0,25pL de GoTaq (G2 Flexi DNA Polymerase, 5u/uL), et le volume final ajusté avec de I'eau
stérile.

Les produits d’amplification ont été analysés par électrophorése sur gel d'agarose (1,5%)
et visualisés avec du SYBR Green. Les amplicons ont été séquencés par la société privée
Genewiz, une société de service en génomique basée en Allemagne. Les séquences
nucléotidiques obtenues ont été analysées par un alignement Blast sans a priori sur le site
NCBI (ce qui correspond a l'identification taxonomique éventuelle de chaque micro-
organisme isolé), puis enregistrées sur ce méme site pour I'obtention de numéros
d’accessions.
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I1I. Résultats et discussion

II1.1. Microbiotes bactérien et fongique cultivables dans la rhizosphere et
I'’endosphere du blé

Le microbiome du blé abrite diverses communautés microbiennes tres riches qui,
ensemble, jouent un réle crucial dans le maintien de la santé du blé et dans sa protection
contre les stress d’origine biotique et abiotique. De nombreuses études ont montré que le
microbiome du blé comprend principalement des champignons, des bactéries, des virus,
des actinomycetes, des cyanobactéries, des protozoaires, des archées, etc., qui offrent de
nombreux avantages tels que la lutte contre les agents pathogeénes, 'amélioration de la
résistance au stress et la promotion de la croissance des plantes dans des conditions
défavorables (Mahapatra et al., 2020). Il existe plusieurs raisons d’isoler ces micro-
organismes associés aux plantes, notamment pour leur caractérisation et I'étude de la
dynamique et la diversité des populations, avec pour objectif majeur de les utiliser comme
inoculant pour améliorer la croissance et la santé des plantes et comme source de
nouveaux métabolites secondaires biologiquement actifs (Schulz et al., 2002 ; Strobel,
2003 ; Schulz et Boyle, 2005).

L’objectif principal de cette étude est d’isoler et d’identifier de nouveaux candidats
potentiels pour la promotion de la croissance et la lutte contre Fusarium culmorum chez
le blé plutdt que de fournir une vue compléete du microbiote existant. C'est pourquoi nous
nous sommes concentrés sur une approche culturale pour comparer les communautés
bactériennes et fongiques existantes.

La procédure d’isolement du microbiote colonisant la rhizosphere et I'endosphere est une
étape critique et importante. Elle est dépendante du choix de I'approche méthodologique
d’isolement employée. D’'un point de vue pratique, I'efficacité de la méthode d’isolement
reste toujours relative car les micro-organismes peuvent se fixer sur les cellules/surfaces
végétales, ou s'introduire dans des niches intercellulaires et étre inaccessible a la méthode
d’isolement. De plus, il n’existe pas une délimitation nette entre l'extérieur et
I'environnement interne de la plante, et certaines bactéries se déplacent constamment
entre ces deux micro-habitats ainsi que certains champignons peuvent développer leur
mycélium de la surface vers l'intérieur des racines (Hallmann et al., 2006).

Pour I'endosphere, nous avons ciblé les endophytes colonisant les racines et I'épi apres
une stérilisation de leur surface. Cette approche méthodologique a été secondée d'une
étape de vérification durant laquelle nous nous sommes assurés que les épiphytes aient
été éliminés, et ainsi confirmer que les souches isolées correspondaient a des endophytes.
Les procédures d’isolement les plus couramment utilisées combinent la stérilisation de
surface des tissus avec soit une macération du tissu végétal et stries sur gélose nutritive,
soit un étalement de petits segments stérilisés sur de la gélose nutritive. Il existe
également d’autres méthodes qui évitent la stérilisation de surface comme I'extraction
sous pression (Hallmann et al., 2006).
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Figure 29. Croissance de Trichoderma sur milieu sélectif TSM a partir d’'une
dilution sériée. Les étoiles jaunes indiquent les emplacements putatifs de Trichoderma par
rapport aux autres especes fongiques.

Figure 30. Aspect microscopique du genre Trichoderma sous microscope optique
(x400). H: Hyphe, C: Conidiophore, Ph : Phialide et Phs : Phialospore.
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Le choix du milieu de culture est crucial car il conditionne le type de micro-organismes
isolés. Ainsi, les milieux non sélectifs TSA et PDA ont été utilisés, favorisant la croissance
d’'une large gamme d’especes de bactéries et de champignons (Gardner et al., 1982 ;
Philipseon et Blair, 1957).

Pour la rhizosphere, nous avons utilisé 1a méthode de suspension-dilution quel que soit le
milieu de culture employé (Somasegaran et Hoben, 1994). L’approche utilisée s’est
montrée efficace pour obtenir le microbiote ciblé. Toutes les plantes échantillonnées
abritaient des champignons et des bactéries dans leurs tissus internes ainsi que dans la
rhizosphere, générant ainsi des totaux de 44 isolats fongiques et 102 isolats bactériens.

Pour l'isolement spécifique des Trichoderma, le milieu TSM a été tres efficace, avec un
total de 111 isolats contre 3 isolats sur le milieu PDA qui ne viennent pas de la rhizospheére
mais des racines. Ce milieu TSM contient des agents sélectifs qui permettent d’'inhiber la
croissance bactérienne ainsi que de limiter la taille et la hauteur des colonies fongiques a
croissance rapides (Elad et al., 1981).

La présence des souches de Trichoderma a été observée dans tous les échantillons de sol
rhizosphérique et avec toutes les dilutions (10-1, 10-2 et 10-3). L’apparence macroscopique
des souches était classique. Elle correspondait a des colonies grisatres a verdatres, dont
les croissances étaient trés rapides et envahissantes, et présentant un aspect tres
sporulant. Aprés repiquage sur milieu PDA, la germination d'une conidie donne naissance
a un mycélium concentrique et blanchatre. Lors de 'expansion de la colonie mycélienne,
une couleur verdatre apparait rapidement sur les parties aériennes du mycélium. La
morphologie des colonies mycéliennes et leur évolution rapide dans le temps (aspect,
couleur) sont communes au genre Trichoderma (Figure 29).

Cette identification macroscopique a été secondée par une observation au microscope
optique (Figure 30). Nous avons ainsi identifié des mycélia composés d’hyphes ramifiés
aux parois lisses, et des conidiophores tres ramifiés portant des phialides en forme de
flasque typique. A leur tour, les phialides portent des spores sphériques. L'’ensemble de
ces structures cellulaires et leur morphologie générale (hyphes, conidiophores, phialides,
phialospores et conidiospores) sont caractéristiques du genre Trichoderma, et permettent
d’étre affirmatif quant a leur identification (Gams et Bissett, 2002).

Certaines especes de Trichoderma ont été signalées comme des champignons associés au
blé. A cet égard, T. harzianum développe une activité antagoniste contre des champignons
phytopathogenes de blé comme Bipolaris sorokiniana (Rodriguez et al., 2022), et d’autres
especes comme T. afroharzianum et T. guizhouense se sont avérés étre des endophytes
racinaires améliorant le développement des semis et le rendement (Matar et al., 2022).

En plus des souches de Trichoderma isolées sur le milieu TSM, 51 autres souches
fongiques ayant un aspect différent se sont développées. Ces souches furent également
isolées, puis identifiées par séquencage pour avoir le plus d’informations sur la nature de
la communauté fongique qui colonise la méme niche rhizosphérique que Trichoderma.
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Figure 31. Profils de 'ADN génomique de quelques isolats fongiques sur gel
d’agarose (1%). Profil de migration montrant une seule bande pour chaque puit et qui
correspond a ’ADN génomiques extrait a partir de mycélium des champignons isolés.
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Figure 32. Profils des produits d’amplification sur gel d’agarose (1,5%). (A)
Amplicons de I'’ADNr 16S (= 1500pb) de quelques isolats bactériens (puits en chiffre) ; (B)
amplicons de la région ITS (= 500pb) de quelques isolats fongiques (puits en chiffre/lettre).
1KB : marqueur de taille ; T- : témoin négatif d’amplification PCR.
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I11.2. Identification moléculaire et phylogénie du microbiote isolé

L’extraction des ADNg bactérien a été réalisée de maniere classique. Elle débute par une
lyse des parois suivie de purifications successives afin d’éliminer les sucres, protéines et
ARN. Cette extraction organique a été la méthode la plus utilisée pendant de nombreuses
années. Il s’avere qu’elle est I'une des plus fiable et efficace méthode d’extraction d’ADNg,
cependant, elle prend du temps, utilise des produits chimiques nocifs, et en raison de
I'effort pratique et des transferts de solution de tube en tube entre chaque étape
d’extraction, il y a toujours un risque de contamination et de mauvaise manipulation des
échantillons (McKiernan et Danielson, 2017).

Quant a l'extraction des ADNg de tous les isolats fongiques, deux méthodes ont été
employées : la premiere consiste en un broyage des hyphes dans I'azote liquide a I'aide
d’'un mortier et pilon, et la seconde par agitation vigoureuse des hyphes en contact de
billes métalliques et I'’ensemble plongé dans du tampon CTAB. La seconde méthode de
broyage s’est révélée certes plus rapide mais surtout plus efficace que la premiere
méthode. Elle sera adoptée pour toutes les extractions d’ADNg ainsi que celles des
ARNiotaux utilisés dans les axes de recherche 2 et 3.

En comparaison avec d’autres méthodes d’extraction d’ADNg de champignons cultivés in
vitro sur milieu de culture solide, la méthode d’extraction avec le tampon CTAB est moins
onéreuse, plus efficace et applicable a un large éventail d’applications, notamment le DNA
barcoding, le shotgun sequencing etle séquencage a lecture longue (long-read sequencing).
Cependant, ce protocole utilise des solvants organiques nocifs pour I'expérimentateur, ce
qui peut étre un frein a son utilisation (Conlon et al., 2022).

Une analyse électrophorétique des produits d’extraction bactériens et fongiques sur gel
d’agarose a 1%, a permis d’observer un seul fragment, dont la taille correspond a la taille
de ’'ADNg de chaque isolat (Figure 31).

Les extraits d’ADNg ont été utilisés pour amplifier le géne codant 'ADNr 16S chez les
bactéries avec le couple d’'amorces 27F/1492R, et la région ITS chez les mycetes avec le
couple d’amorces ITS1/1TS4. La séquence de ’ADNr 16S est le marqueur génétique le plus
utilisé en phylogénie et taxonomie bactérienne pour des raisons multiples : ce géne est
présent chez la quasi totalité des especes bactériennes. Son role fonctionnel est resté
constant au fil du temps et sa longueur qui couvre environ 1500pb offre un ensemble de
données suffisamment volumineux pour les analyses bioinformatiques (Patel, 2001).
Pour la région ITS, elle est formée de deux régions variables ITS1 et ITS2, et du gene
ribosomique intercalaire 5.8S hautement conservé. C’est le marqueur génétique le plus
séquencé en mycologie. Lalongueur moyenne de larégion ITS est de 550pb mais elle varie
considérablement selon les lignées (Nilsson et al., 2015).

Les résultats ont montré une amplification pour tous les isolats et 'analyse des produits
PCR par électrophorese sur gel d’agarose (1,5%) a montré I'amplification d’un seul
fragment d’ADN ayant une taille attendue d’environ 1500pb pour les bactéries et
d’environ 500pb pour les champignons (Figure 32A et B).
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Séquence | o 45 . . Identité | ADNr16S | Nombre . Milieu

D Ne d’accession NCBI best hit (%) (pb) disolat Origine disolement Embranchement

Bl OP595769 Achromobacter sp. MYb9 99.64% 1425 3 Epi/Racine TSA Pseudomonadota

B2 - Agrococcus jenensis strain OAct930 100% 1463 1 Rhizosphére TSA Actinobacteria

B3 OP595770 Arthrobacter sp. SAP841.3 99.49% 1447 3 Rhizosphére TSA Actinobacteria

B4 0P595771 Bacillus halotolerans strain PL-3 99.57% | 1467 13 | EPVRacine/ | ooy ona Bacillota
Rhizosphére

B5 OP595772 Bacillus amyloliquefaciens strain JFP2 99.86% 1464 3 Epi PDA Bacillota

B6 0P595773 Bacillus simplex strain X10 99.44% | 1469 4 | Epi/Racine/ TSA Bacillota
Rhizosphére

B7 0P595774 Bacillus megaterium strain 16-Y9 100% 1466 20 Ep.l/Racm\e/ TSA/PDA Bacillota
Rhizosphére

B8 OP595775 Bacillus cereus strain HY-25 99.72% 1460 2 Racine TSA Bacillota

B9 OP595776 Bacillus pumilus strain HN-10 99.59% 1452 1 Epi PDA Bacillota

B10 OP595777 Bacillus subtilis strain isolate S8KB2 94.71% 1425 1 Racine PDA Bacillota

B11 0P595778 Bacillus mojavensis strain A21 99.79% 1467 1 Epi TSA Bacillota

B12 OP595779 Bacillus toyonensis strain LU4 99.03% 1471 1 Racine TSA Bacillota

B13 0P595780 Curtobacterlumcj;l g\zsz geienssioiy 100% 1378 3 Epi/Racine TSA/PDA Actinobacteria

B14 0P595781 Delftia lacustris strain RK7 97.94% 1452 2 Rhizosphere TSA Pseudomonadota

B15 OP595782 Delftia acidovorans strain IAE185 91.80% 1455 1 Rhizosphére PDA Pseudomonadota

B16 0P595783 Enterobacter hormaechei strain L51 99.49% 1392 2 Racine PDA/TSA Pseudomonadota

B17 0P595784 Enterobacter ludwigii strain FDAARGOS | 99.64% 1382 2 Racine TSA Pseudomonadota

B18 0P595785 Erwinia aphidicola strain Art_L7 99.79% 1425 5 Epi PDA Pseudomonadota

B19 0P595786 Lysobacter terricola strain 5GH18-14 99.21% 1425 1 Sol TSA Pseudomonadota

B20 0P595787 Massilia albidiflava strain A3-7 99.50% 1422 2 Sol TSA Pseudomonadota

B21 0P595788 Paenibacillus peoriae strain D71_SO3R | 99.78% 1389 2 Racine PDA Bacillota

B22 OP595789 Paenibacillus polymyxa strain R191 99.01% 1441 1 Racine PDA Bacillota

B23 _ P. agglomerans strain LA131 89.35% 1222 1 Epi TSA Pseudomonadota

B24 _ P. agglomerans strain LA131 85.35% 1194 1 Racine PDA Pseudomonadota

B25 0P595790 Pantoea agglomerans strain Abp2 94.05% 1225 1 Epi PDA Pseudomonadota

Pantoea agglomerans strain

B26 0P595791 CCMM_B1251 93.83% | 1226 1 Epi PDA Pseudomonadota

B27 OP595792 Pseudomonas viridiflava strain F2 98.45% 1455 1 Epi TSA Pseudomonadota

B28 OP595793 Pseudomonas aeruginosa strain HL2 100% 1350 5 Bacme{ TSA/PDA Pseudomonadota
Rhizosphére

B29 0P595794 Pseudomonas frederiksbergensis 99.65% 1450 2 Racine TSA Pseudomonadota

B30 0P595795 Pseudomonas putida strain JYR-1 97.37% 1259 3 Epi TSA Pseudomonadota

B31 OP595796 Rhizobium nepotum strain LcA22 92.30% 1295 1 Racine TSA Pseudomonadota

B32 OP595797 Serratia marcescens strain 11-SYU 99.57% 1420 7 Epi TSA/PDA Pseudomonadota

Streptomyces colombiensis strain

B33 0P595798 S7N155 98.93% (1446 1 |Rhizosphere |  TsA Actinobacteria

B34 OP595799 Ralstonia pickettii strain Bcul-1 86.67% 1418 1 Epi PDA Pseudomonadota

B35 OP595800 Rosenbergiella epipactidis strain JR114 | 99.45% 1460 1 Epi TSA Pseudomonadota

B36 0P595801 Variovorax paradoxus strain JZY4-58 99.07% 1399 2 Bacme( TSA Pseudomonadota
Rhizosphére

Tableau 5. Caractéristiques moléculaires des souches bactériennes isolées. Ces
caractéristiques incluent la séquence ID, le numéro d’accession, le pourcentage d’homologie avec
la souche la plus proche sur NCBI et la longueur de I’ADNr 16S.
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Le séquencage des amplicons a été réalisé dans un seul sens pour les champignons (ITSx
500pb), et dans les deux sens pour les bactéries (ADNr 16Sx1500pb) du fait de leur
longueur conséquente. Un alignement BLAST des séquences obtenues a été réalisé sur la
banque de données NCBI pour déterminer l'affiliation taxonomique de toutes les souches
isolées, et apprécier le pourcentage de similarité avec les souches proposées par NCBI.

Au total, 36 espéces bactériennes pour les 102 isolats et 34 espéces fongiques pour les 44
isolats, issus de I'isolement non sélectif, ont été identifiées (Tableaux 5 et 6).

Pour les bactéries, le pourcentage de similarité avec les souches les plus proches sur NCBI
a varié entre 85 et 100%. Il est intéressant de souligner que les similarités dont les taux
sont inférieurs a 97% pourraient représenter de nouvelles espéces, tel est le cas des
souches B10, B15, B23, B24, B25, B26, B31 et B34 (Petti, 2007).

L’espece Bacillus megaterium a été I'espéce la plus isolée, sa forte présence a été rapportée
comme un indicateur caractéristique des racines (Comby et al., 2016).

Pour les milieux d’isolement, 25 especes ont été isolées sur le milieu TSA, 17 espéces sur
le milieu PDA et 6 espéces ont été isolées sur les deux milieux. L’arbre phylogénétique
basé sur le séquencage de I’ADNr 16S a montré que les especes identifiées appartiennent
a 3 embranchement : Pseudomonadota qui était'embranchement le plus représenté avec
21 espeéces, Bacillota représenté par 11 espéeces mais par le plus grand nombre d’isolats
(46 isolats), et Actinobacteria qui était 'embranchement le moins représenté avec
uniquement 4 especes. Le genre Bacillus était le plus dominant avec 9 especes différentes
parmi les 19 genres trouvés (Figure 33).

En ce qui concerne les champignons, le taux d’homologie trouvé sur NCBI a varié entre 90
et 100%, la faible similitude observée chez certaines souches doit étre confirmée par
d’autres marqueurs moléculaires comme les genes codant le translation elongation factor
1-a (tefla) et la RNA polymerase Il subunit B (RPB2). De méme, la caractérisation de
caractéres morphologiques pour affirmer qu’il s’agit de nouvelles espéces devra étre
entreprise (Tomah etal., 2020). Au contraire des bactéries, le milieu PDA a permis d’isoler
22 especes fongiques contre 12 seulement sur le milieu TSA. Ainsi, I'espece Alternaria
infectoria a été isolée sur les deux milieux. Cette espéece présente au niveau de 1'épi a été
considérée comme espéce indicateur caractéristique des parties aériennes (Comby et al.,
2016).

L’analyse phylogénétique basée sur le séquencage de la région ITS a révélé la présence de
deux classes majoritaires: Sordariomycetes et Dothideomycetes, et deux classes
minoritaires Eurotiomycetes et Mortierellomycetes. 14 genres différents sont présents et
de maniere inattendue, le genre Fusarium était le genre le plus dominant avec 12 isolats
représentés par 10 especes différentes (Figure 34).
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Séquence N° . Identité | ITS | Nombre i Milieu
1D d’accession e ezt (%) (pb) | d’isolat Origine d’isolement liee
c1 0OP629557 Alternaria alternata isolate BHUO71 98.85% | 536 1 Epi PDA Dothideomycetes
c2 OP629558 Alternaria alstroemeriae isolate LS-S-16 96.44% | 508 1 Epi TSA Dothideomycetes
c3 OP629559 Alternaria infectoria isolate 225 100% 555 9 Epi PDA/TSA Dothideomycetes
C4 0OP629560 Alternaria slovaca isolate AS-S-7 96.73% | 537 1 Epi TSA Dothideomycetes
Alternaria chlamydosporigena isolate
C5 0OP629561 LGM28 99.29% | 575 1 Racine PDA Dothideomycetes
c6 0P629562 Amesia nigricolor strain 9Y-G28a 100% 495 1 Epi PDA Sordariomycetes
Cc7 0P629563 Aspergillus flavus clone EF_533 99.10% | 560 1 Rhizosphere PDA Eurotiomycetes
cs OP629564 Aspergillus oryzae strain HAk2-M26 99.26% | 555 1 Rhizosphere TSA Eurotiomycetes
Colletotrichum americae-borealis isolate
c9 0P629565 XILKMH5EWI 95.39% (1553 1 Epi TSA Sordariomycetes
Cladosporium cladosporioides isolate AS-S- o
C10 0P629566 14 96.80% | 481 1 Epi TSA Dothideomycetes
Cladosporium cladosporioides isolate
C11 0P629567 74APRIL 99.19% 1498 1 Rhizosphere TSA Dothideomycetes
c12 0P629568 | Cladosporium macrocarpum isolate JK-F-05 | 95.02% | 496 1 Rhizosphere TSA Dothideomycetes
Cladosporium pseudocladosporioides isolate
C13 0P629569 KUC1700 96.18% | 495 1 Epi PDA Dothideomycetes
cl4 OP629570 Fusarium brachygibbosum strain GW2 97.05% | 506 1 Rhizosphere PDA Sordariomycetes
C15 0P629571 Fusarium falciforme isolate HB-R-31 97.00% | 522 1 Racine PDA Sordariomycetes
C16 OP629572 Fusarium haematococcum isolate VOR10 97.73% | 550 1 Racine PDA Sordariomycetes
c17 0P629573 Fusarium equiseti isolate BT1(2) 99.17% | 496 1 Racine PDA Sordariomycetes
c18 0P629574 Fusarium oxysporum strain WZ-248 90.77% | 477 1 Racine PDA Sordariomycetes
c19 OP629575 Fusarium oxysporum strain LZ070103 99.60% | 522 1 Racine PDA Sordariomycetes
c20 OP629576 Fusarium oxysporum isolate NJ3256 95.98% | 479 1 Racine PDA Sordariomycetes
c21 OP629577 Fusarium redolens strain Fus 12 95.11% | 492 1 Racine TSA Sordariomycetes
c22 OP629578 Fusarium redolens isolate 102 99.16% | 504 3 Racine PDA Sordariomycetes
c23 0OP629579 Fusarium solani strain GuangX9 99.26% 544 1 Racine PDA Sordariomycetes
L — - -
c24 0P629580 ecanlc:llu.lrrl dimorphum isolate 95.43% | 543 1 Epi PDA Sordariomycetes
xigjiNamtso10
Mortierella alpina isolate
C25 0P629581 DSM100289 DF19 RLCS11 93.71% NS 1 Rhizosphere TSA Mortierellomycetes
C26 0P629582 Mortierella elongata strain JL68 96.68% | 547 1 Rhizosphére TSA Mortierellomycetes
Parachaetomium carinthiacum culture 96.73%
c27 0P629583 CBS:362.83 St 1 Epi TSA Sordariomycetes
c28 OP629584 Penicillium viridicatum strain HE-MPwt2 94.64% | 539 1 Epi PDA Eurotiomycetes
c29 0OP629585 Periconia macrospinosa strain ZMXR33 99.41% | 550 1 Racine PDA Dothideomycetes
C30 0OP629586 Radulidium subulatum 98.94% | 490 1 Epi PDA Dothideomycetes
C31 OP629587 Sarocladium terricola strain NG16 97.10% | 527 1 Epi TSA Sordariomycetes
Cc32 OP629588 Trichoderma harzianum isolate Thar7 100% 590 1 Racine PDA Sordariomycetes
C33 0OP629589 Trichoderma harzianum strain 1228 99.31% | 590 1 Racine PDA Sordariomycetes
C34 OP629590 Trichoderma harzianum isolate IlIA3b 99.45% | 554 1 Racine PDA Sordariomycetes

Tableau 6. Caractéristiques moléculaires des souches fongiques isolées. Ces
caractéristiques incluent la séquence ID, le numéro d’accession, le pourcentage d’homologie avec
la souche la plus proche sur NCBI et la longueur de la séquence ITS.
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Rosenbergiella epipactidis (B34)
Serratia marcescens (B32)
Enterobacter ludwigii (B17)

Erwinia aphidicola (B18)
Enterobacter hormaechei (B16)

46

99 —Pantoea agglomerans (B23)
Pantoea agglomerans (B24)
Pantoea agglomerans (B25)
Pantoea agglomerans (B26)
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Pseudomonas aeruginosa (B28)
99 Pseudomonas putida (B30)
Pseudomonas viridiflava (B27)
521 pseudomonas frederiksbergensis (B29)
Massilia albidiflava (B20)

L Achromobacter sp. (B1)

40

Ralstonia pickettii (B34)
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Delftia acidovorans (B15)
Delftia lacustris (B14)
Lysobacter terricola (B19)
Rhizobium nepotum (B31)
Streptomyces colombiensis (B33)
Agrococcus jenensis (B2)
Curtobacterium flaccumfaciens (B13)
Arthrobacter sp. (B3)
99 rPaenibacillus peoriae (B21)
LF‘aenibacillus polymyxa (B22)
[~ Bacillus megaterium (B7)
Bacillus simplex (B6)
Bacillus cereus (B8)
Bacillus toyonensis (B12)
Bacillus pumilus (B9)
38 Bacillus amyloliquefaciens (B5)
Bacillus subtilis (B10)

7:2 Bacillus halotolerans (B4)

751 Bacillus mojavensis (B11)

96

62] 98

100
99

99
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Mortierella alpina (C25)
la elongata (C26)

96

L Mortierel
Alternaria chlamydosporigena (C5)
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84 Aspergillus oryzae (C8)
Radulidium subulatum (
o Co/{etogriqhum americae-borealis(C9)
—LL—A mesia nigricolor (C6)
77 L Parachaetomium carinthiacum (C27)
= Fusariumfalciforme (C15)
95 Fusariumhaematococcum (C16)
Fusariumsolani (C23)
Fusariumredolens(C22)
7 Fusarium oxysporum (C20)
Fusariumredolens(C21)
Sarocladiumterricola(C31)
14 Lecanicillium dimorphum (C24)
Fusariumbrachygibbosum(C14)
76 Trichoderma harzianum (C32)

5| Trichoderma harzianum (C34)
Trichoderma afroharzianum (C332)
Fusariumequiseti (C17)
Fusariumoxysporum (C19)
Fusarium oxysporum (C18)
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Figure 33. Arbre
phylogénétique intégrant
tous les isolats bactériens

isolés sur les milieux TSA et
PDA (analyse basée sur le
séquencage de I’ADNr 16S).
La phylogénie a été executée en
utilisant la méthode UPGMA avec
le modéle p-distance. L’analyse
bootstrap de cet arbre a été
exécutée avec 500 répétitions. La
barre d'échelle 20 correspond a
la substitution de nucléotide par
position de séquence. La lettre B
suivie d’'un numéro (en bleu)
représente la séquence ID des
especes les plus proches générées
par blast sur NCBI et présentées
dans le Tableau 5.

Figure 34. Arbre
phylogénétique de tous
les isolats fongiques
isolés sur les milieux
PDA et TSA (analyse
basée sur le séquencage
de la région ITS). La
phylogénie a été executée
selon les critéres cités
précédemment (Figure 33).
La lettre C suivit d'un numéro
(en vert) représente la
séquence ID des especes les
plus proches générées par
blast sur NCBI et présentées
dans le Tableau 6.
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En terme de répartition des espéces selon l'origine de lisolement, les espéces
bactériennes sont plus abondantes dans I'épi et les racines avec 17 especes pour chacun,
et Bacillus simplex, B. halotolernas et B. megaterium ont été trouvées en commun entre les
3 sources d’isolement (Figure 35). Pour les champignons, les especes identifiées sont plus
abondantes au niveau de I'épi avec une dominance des especes de genre Alternaria et au
niveau racinaire avec une dominance des espéces de genre Fusarium (Figure 36).

Le séquencage de la région ITS des souches fongiques isolées sur le milieu sélectif TSM a
permis d’identifier 111 isolats appartenant au genre Trichoderma répartis en 3 groupes :
un groupe majoritaire de Trichoderma harzianum (67%) et deux groupes minoritaires de
Trichoderma sp. (19%) et Trichoderma lixii (14%) (ce résultat sera discuté dans I'axe de
recherche 2). De plus, 37 espéces autres que Trichoderma ont été isolées, dont les taux de
similarité calculés par blast sur la base de donnée NCBI sont compris entre 90 et 100%
(Tableau 7). Une analyse phylogénétique de ces 37 especes a montré la présence de 4
classes: Eurotiomycetes, Sordariomycetes, Dothideomycetes et Mortierellomycetes. Le
genre Penicillium a été le genre le plus dominant avec 13 espéces (Figure 37). Cet
isolement a montré plus de diversité fongique en terme d’espéce et de nombre d’isolats
par rapport au premier isolement non sélectif sur les milieux PDA et TSA. Cet état de fait
serait inhérent a une composition treés particuliere de ce milieu sélectif, incluant
notamment plusieurs inhibiteurs bactérien et fongiques (Figure 38). A 1'échelle du genre,
10 genres ont été trouvés dont les plus dominants sont Penicillium (12 especes),
Aspergillus (8 espéces) et Fusarium (7 espéces).

Le genre Penicillium est largement distribué dans les sols des régions cultivées,
forestiéres, marines, désertiques et balnéaires. Plusieurs especes de ce genre sont
connues comme stimulateurs de croissance (PGPF), avec la capacité de produire des
phytohormones, solubiliser des minéraux et améliorer la tolérance au stress biotique et
abiotique chez plusieurs especes végétales (Babu et al., 2015).

Des membres du genre Aspergillus sont connus pour secréter des phytohormones et des
sidérophores, et de solubiliser le phosphate. A priori en lien avec ces aptitudes
particulieres, 'inoculation d’Aspergillus sp isolé de la rhizosphere du blé s’est montrée
efficace dans la stimulation de la croissance et la germination (Pandya et al., 2018).

En ce qui concerne les especes de Fusarium, plusieurs d’entre elles sont considérées
comme PGPF capables ainsi de stimuler la croissance et de renforcer I'immunité innée des
plantes (Murali et al,, 2021). Dans notre isolement, I'espece Fusarium oxysporum a été
isolée comme endophyte racinaire sur le milieu PDA et de la rhizosphére sur le milieu
TSM. Le complexe d’especes de F. oxysporum est tres riche et par exemple, il comprend
des espéces pathogenes et non pathogenes. Il n’est pas actuellement possible de
discriminer les populations non pathogeénes des populations pathogenes parmi nos
souches de Fusarium isolées. Bien que leur inoculation sur graines n’engendre aucun
symptome au niveau des parties racinaires comme aériennes, l'observation de ces
avirulences apparentes reste insuffisante pour affirmer que ces souches sont
définitivement non-pathogenes ou pathogénes, quelle que soit I'espece végétale
(Steinberg et al., 2016). Une étude trés approfondie et qui leur serait spécifiquement
dédiée serait nécessaire pour statuer définitivement sur leur phénotype.
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Ep1 17 espéces

Pantoea agglomerans B25

Erwinia aphidicola
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Enterobacter hormaechei
Enterobacter ludwigii
Bacillus toyonensis
Rhizobium nepotum
Pseudomonas frederiksbergensis
Paenibacillus peoriae
Paenibacillus polymyxa strain

Bacillus subtilis
Pantoea agglomerans B24

Rhizosphere
12 espéces
Arthrobacter sp
Lysobacter terricola
Agrococcus jenensis
Streptomyces colombiensis
Delftia lacustris
Delftia acidovorans
Massilia albidiflava

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus

Figure 35. Diagramme de Venn montrant le nombre et la répartition des espéces
bactériennes isolées sur les milieux TSA et PDA selon I'origine des isolements. Les
différentes couleurs montrent les espéeces trouvées en commun entre les trois ensembles
représentés par Epi, Racine et Rhizosphére

Epl 13 espéces

Parachaetomium carinthiacum

Alternaria alternata

Colletotrichum americae-borealis

Alternaria alstroemeriae

Alternaria infectoria Cladosporium cladosporioides

Alternaria slovaca Cladosporium pseudocladosporioides

Lecanicillium dimorphum

Penicillium viridicatum
Sarocladium terricola Radulidium subulatum

Amesia nigricolor

RaCine 13 espéces

Fusarium haematococcum — Fusarium falciforme

Rhizosphere
Mortierella elongata 7 espéces

Mortierella alpina
Fusarium brachygibbosum

Fusarium oxysporum C20  Trichoderma harzianum C34

Fusarium oxysporum C18  Trichoderma harzianum C33
Fusarium oxysporum C19  Trichoderma harzianum C32

Fusarium redolens C22  Periconia macrospinosa

Cladosporium macrocarpum

Cladosporium cladosporioides

Aspergillus flavus Fusarium redolens C21 ~ Fusarium solani

Aspergillus oryzae

Fusarium equiseti

Figure 36. Diagramme de Venn montrant le nombre et la répartition des espéces
fongiques isolées sur les milieux PDA et TSA selon I'origine des isolements. Aucune
espéce n'a été trouvée en commun entre les trois ensembles représentés par Epi, Racine et
Rhizosphére.
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Une connexion étroite entre les plantes et les communautés microbiennes est
généralement observée dans la phyllosphere, la rhizosphere et les racines (Hirsch et
Mauchline, 2014). Cette connexion est classée principalement en trois types
d’interactions : rhizoshérique, endophytique et épiphytique. A l'instar de n’importe
qu’elle plante, le blé interagit avec des microbes communs et spécifiques a une niche. A
cet égard, certaines espéces isolées dans notre étude ont été rapportées comme des
microbes communs tel est le cas des Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis, Paenibacillus
polymyxa, et Pseudomonas aeruginosa (Bhattacharyya et Jha, 2012 ; Verma et Suman,
2018). Le séquengage d’ADN a haut débit, la métagénomique et la métatranscriptomique
ont facilité la détermination de la composition et des fonctions des communautés
microbiennes associées a différentes cultures, ce qui a permis de comprendre 'influence
des différents facteurs affectant ces communautés microbiennes. La structure du
microbiome végétale change dynamiquement au fil du temps, de la germination de la
graine semée a la floraison du plant. Au sein de 'endospheére et de la rhizosphere, la
diversité des communautés bactérienne et fongique augmente avec 1'age et la sénescence,
ce qui pourrait s’expliquer par la succession écologique au sein du microbiome végétal ou
par le reflet des réponses aux métabolites produits différentiellement lors du
développement et la maturation des plantes (Donn et al., 2014 ; Araujo et al,, 2019 ;
Gdanetz et Trail, 2017). Des especes isolées dans notre étude et appartenant aux genres
Bacillus, Rhizobium, Alternaria et Fusarium ont été rapportées par Araujo et al. (2019)
comme dominants des stades initiaux de croissance. Notre choix de travailler sur une
variété ancienne de blé, sélectionnée avant les années 1950 et cultivée dans un systéme
d’agriculture biologique, peut étre expliqué en partie par le fait que la communauté
microbienne associée peut étre influencée par le génotype de blé employé et par certains
composés exogenes utilisés en agriculture conventionnelle. L’introduction de génes de
nanisme (rht) dans les cultivars de blé modernes pendant la révolution verte a entrainé
des plantes avec des rendements accrus lorsqu’elles sont cultivées avec une fertilisation
élevée (Hedden, 2003). Parallelement, les microbiomes associés aux racines de blé ont
considérablement changé a travers la sélection variétale, et cette sélection pourrait avoir
affecté la capacité des variétés modernes a interagir avec des rhizobactéries bénéfiques
(Kinnunen et al.,, 2020 ; Kavamura et al., 2020).

Le processus de domestication et la sélection variétale ont affecté la topologie des réseaux
inter-organismes généraux, et en particulier avec les réseaux de cooccurrence
microbienne, et le fait que les variétés locales soient plus connectées avec leur
environnement suggererait une redondance fonctionnelle réduite dans le microbiome
racinaire de cultivars modernes. Ces variétés locales représentent un grand réservoir
d’endophytes potentiellement bénéfiques (Sun, 2020). De méme, les applications
massives d’engrais azotés inorganiques réduit la richesse et la diversité bactérienne,
conduisant a une structure moins stable de la communauté bactérienne (Kavamura et al.,
2018).

Le terme « core microbiome » ou microbiote de base fait référence a un sous-ensemble
important et actif du microbiote associé a I'héte qui non seulement favorise la croissance
mais aussi la résistance face a des phytopathogene (Banerjee et al., 2018 ; Hassani et al.,
2018; Toju et al., 2018). La détermination de ce microbiote de base est une tache difficile
vu I'absence d’'une méthode d’étude appropriée, mais notre stratégie adoptée et qui
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Séquence | o ., . . Identité | ITS | Nombre i Milieu
D Ne d’accession NCBI best hit ) (ob) | @isolat Origine disolement Classe

DS1 0P647316 Aspergillus sp. isolate A1 99.62% 542 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS2 0P647317 Aspergillus carneus strain 5 99.62% 523 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS3 0P647318 Aspergillus sp. MA-2014 99.44% 546 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS4 0P647319 ecetgilizahodenssbuglas 99.25% 554 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

123894

DS5 0P647320 Aspergillus parasiticus isolate ASPparl | 99.25% 539 4 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS6 0P647321 Aspergillus ustus strain LL-J-1 99.06% 544 1 Rhizosphere TSM Eurotiomycetes

DS7 0OP647322 PXPERIie m;z;)e;l;;;tram erice 99.44% 543 3 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS8 0P647323 Aspergillus flavipes strain rubem C8b 99.63% 552 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

Acremonium furcatum genomic DNA o

DS9 0OP647324 sequence 98.84% D22 1 Rhizosphére TSM Sordariomycetes

DS10 0OP647325 Cladosporium sp. isolate C61 99.23% 517 1 Rhizosphére TSM Dothideomycetes

DS11 0OP647326 Fusarium clavum strain JAMX26 99.60% 497 1 Rhizosphére TSM Sordariomycetes

Fusarium oxysporum isolate Aconitum

DS12 0OP647327 carmichaelii Debx 99.41% s 2 Rhizosphére TSM Sordariomycetes

DS13 0P647328 Fusarium oxysporum isolate MR4003 99.60% 502 1 Rhizospheére TSM Sordariomycetes

DS14 0P647329 Fusarium oxysporum strain WZ-175 99.40% 521 1 Rhizosphére TSM Sordariomycetes

DS15 0P647330 Fusarium oxysporum strain FSD1 99.60% 520 1 Rhizosphére TSM Sordariomycetes
Fusarium brachygibbosum isolate

DS16 0P647331 SKF19 100% S0 1 Rhizosphére TSM Sordariomycetes

DS17 0P647332 Fusarium sp. isolate HZ-6 99.60% 499 1 Rhizosphere TSM Sordariomycetes

DS18 0P647333 Mortierella alpina strain 64 99.51% 614 2 Rhizospheére TSM Mortierellomycetes

DS19 OP647334 Mortierella alpina isolate MIAEO7710 99.67% 614 1 Rhizosphére TSM Mortierellomycetes

Mortierella alpina isolate

DS20 0P647335 DSM100289_DF19_RLCS11 99.84% 615 2 Rhizosphére TSM Mortierellomycetes

DS21 0P647336 Niesslia stellenboschiana CBS 145531 90.50% 531 1 Rhizosphére TSM Sordariomycetes

DS22 0P647337 Penicillium canescens strain F334 99.63% 537 2 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

Penicillium canescens culture 99.81% 535 2

DS23 0OP647338 CBS:130217 strain CBS 130217 OL% Rhizosphere TSM Eurotiomycetes
enicillium griseofulvum strain % 536 1 Rhizosphere TSM Eurotiomycetes

DS24 0P647339 Penicill ful PG3 100

DS25 0P647340 Penicillium griseofulvum genomic DNA | 99.62% 536 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

Penicillium griseofulvum isolate

DS26 0P647341 VIBENF4 99.44% = 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS27 OP647342 Penicillium jensenii isolate MI664 99.81% 533 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes
Penicillium fellutanum strain CBS

DS28 0P647343 118477 99.80% =t 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS29 0OP647344 el e @fing 99.25% 534 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

CBS:167.81
DS30 0P647345 Penicillium sp. strainiMY72 99.08%  |[§546 5 |Rhizosphere |  TSM Eurotiomycetes
DS31 0OP647346 Penicillium parvum strain FS130 99.24% 537 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes
Penicillium clavigerum culture o >

DS32 OP647347 CBS:129128 strain CBS 129128 98.15% o2 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS33 0OP647348 Penicillium canescens 99.62% 539 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS34 OP647349 Penicillium griseofulvum strain P-1707 | 99.63% 553 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

Plectosphaerella cucumerina isolate

DS35 OP647350 y52 99.80% 4B 1 Rhizospheére TSM Sordariomycetes

DS36 0P647351 Talaromyces sp. strain MQD11-1 99.28% 560 1 Rhizosphére TSM Eurotiomycetes

DS37 0OP647352 Thelonectria truncata isolate 8942 99.44% 536 1 Rhizosphére M Sordariomycetes

Tableau 7. Caractéristiques moléculaires des souches fongiques isolées sur milieu

sélectif TSM. Ces caractéristiques incluent la séquence ID, le numéro d’accession, le
pourcentage d’homologie avec la souche la plus proche sur NCBI et la longueur de la séquence

ITS.
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consiste a récupérer des représentants de ce microbiote a 'aide de méthodes de culture
dépendantes puis tester leurs capacités fonctionnelles a la fois in vitro et in planta serait
une stratégie opportune pour le développement de nouveaux inoculants. L’absence de
certains genres dans notre étude est soutenue par le fait que dans les études antérieures
aucun genre n'a été trouvé en commun, contrairement aux genres Massilia et
Pseudomonas, Arthrobacter, Pantoea et Variovorax cités ici qui ont été rapportés dans 60
et 50% d’études respectivement. Les études de Rojas et al. (2020) ont montré que lorsque
le blé est infecté par Fusarium, un changement de la dynamique de colonisation des
champignons endophytes se produit. Certains genres tels que Cladosporium se sont avérés
compétitifs empéchant le développement de la maladie. Dans notre étude, nous avons
relevé la présence de deux especes de ce genre au niveau de I'épi qui sont Cladosporium
cladosporioides et C. pseudocladosporioides.

La rhizospheére est la niche la plus étudiée, suivie de la phyllosphere. Le microbiome des
épis de blé est moins bien documenté. La transmission verticale du microbiome du blé a
été évaluée et certaines souches appartenant au genre Erwinia seraient transmises
verticalement par les graines. Dans notre étude, 5 souches d’Erwinia aphidicola ont été
isolées au niveau de I'épi. A cet égard, il est important de souligner que cette espéece est
parmi plusieurs espéces indicateurs caractéristiques des parties aériennes (Huang et al.,
2016 ; Comby et al., 2016).

Les communautés microbiennes isolées influencent la santé et la croissance de leur hote.
Le fait que ces communautés soient associées avec le blé suggere qu'elles y
développeraient des activités promotrices de croissance (PGP). Ces activités PGP peuvent
étre a action directe a travers la production de phytohormones telles que l'acide
abscissique, I'acide indole 3-acétique (IAA), la cytokinine, la gibbérelline et I'éthylene, la
solubilisation des nutriments (azote, phosphore, potassium et zinc), la fixation de 1'azote
et la production de sidérophores, ou aux actions indirectes en protégeant les plantes des
infections et des stress environnementaux abiotiques via la production d’enzymes
lytiques (Cellulases, Chitinases, Protéases, etc.), de composés volatiles (ammoniac, acide
cyanhydrique) et de métabolites secondaires bioactifs et toxiques (Saraf et al,, 2011 ; Tyc
etal., 2017).

Plusieurs especes isolées dans notre étude ont été décrites dans la littérature comme
étant aptes a favoriser la croissance des plantes. Les propriétés PGP spécifiques de
certaines especes couramment associées au blé sont exposées dans les Tableaux 8 et 9.

Conclusion et perspectives

La compréhension de la structure, de la diversité et des fonctions des communautés
microbiennes associées au blé -et aux facteurs qui les accompagnent- a été 'objectif de
nombreuses études au cours de ces dernieres années. Ces microbiomes interviennent
dans divers réles bénéfiques, et I'exploitation de ces roles offre plusieurs avantages par
rapport aux approches en cours et intégrées a la plupart des programmes d’amélioration
des cultures avec en particulier I'utilisation excessive d’engrais et de pesticides. En effet,
ces intrants fertilisants et phytosanitaires restent -malheureusement- les piliers
fondamentaux des systémes agraires pour en assurer les rendements et la protection.
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Figure 37. Arbre
phylogénétique des
isolats fongiques isolés
sur le milieu TSM
(analyse basée sur le
séquencage de la région
ITS). La phylogénie a été
executée selon les criteres
cités précédemment (Figure
33). Les lettres DS suivies d'un
numéro (en violet)
représentent la séquence ID
des espeéces les plus proches
générées par blast sur NCBI et
présentées dans le Tableau 7.

Mortierella elongata

Aspergillus flavus

Aspergillus oryzae

Figure 38. Diagramme de Venn exposant les différentes especes fongiques isolées

a partir de la rhizosphere. La partie commune en bleu indique les espéces trouvées en
commun entre les milieux de culture TSM et PDA/TSA.
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L’isolement de plusieurs représentants du microbiome de blé via les deux approches
d’isolement réalisées dans cette étude nous a permis d’avoir non seulement une idée sur
la composition de la communauté bactérienne et fongiques existantes mais aussi et
surtout I'obtention de potentiels candidats biofertilisants et bioprotecteurs dont certains
seront valorisés dans les deux chapitres qui suivent et qui traitent 'amélioration de la
croissance du blé et la résistance contre Fusarium culmorum, un cryptogame provoquant
de nombreuses maladies économiquement importantes chez le blé en Tunisie.
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Tableau 8. Genres bactériens isolés dans cette étude ayant des fonctions PGP
associés au blé et a d’autres plantes et cités dans la littérature.

Genre

Achromobacter

Agrococcus

Arthrobacter

Bacillus

Curtobacterium

Delftia

Enterobacter

Erwinia

Lysobacter

Massilia

Paenibacillus

Pantoea

Fonction

Tolérance au stress salin, production
d'acide indole-3-acétique (IAA),
fixation de I'azote et solubilisation du
phosphate

Production d'TIAA, de sidérophores et
solubilisation du phosphate

Solubilisation du phosphate et du zinc,
production d'IAA, de sidérophores,
d’ammoniac et de 'enzyme 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate
désaminase (ACCD), fixation de I'azote
et biocontrdle de Fusarium
graminearum

Solubilisation du phosphate, du
potassium et du zinc, production d’IAA,
de sidérophores, d’acide gibbérellique

(AG), de cyanure d'hydrogene (HCN),
d’ammoniac, d’ACCD, de protéase et de
cellulase, fixation de 1'azote et
biocontroéle de Fusarium graminearum

Tolérance a la sécheresse, au stress
osmotique et a la salinité

Production d'IAA et solubilisation du
phosphate

Tolérance au stress salin et fixation de
I'azote

Production d'ammoniac, de
sidérophores, d'IAA, d'ACCD et
solubilisation du phosphate

Lutte biologique contre la fusariose de
1'épi du blé

Production d’'IAA, de sidérophores et
de protéase

Solubilisation du phosphate et
production d’ammoniac et d’'IAA

Solubilisation du zinc, production
d’'IAA, de sidérophores, de GA, de HCN,
d’ammoniac et d’ACCD, fixation de
I’azote et biocontrole de Fusarium
graminearum

Source

Endosphére du blé

Déchets de mine de
phosphate

Rhizosphere du blé

Rhizosphere et
endospheére du blé

Rhizospheére d'olivier

Endosphére du blé

Rhizosphere du blé

Sol de ferme biologique

Endosphére d’herbe

Endosphére de Tylosema
esculentum

Rhizosphere du blé

Rhizosphere du blé

Référence

Barraetal. (2014) ;
Jha et Kumar
(2009)

Mghazli et al.
(2022)

Verma et al. (2015)
; Rilling et al.
(2018)

Verma etal. (2015)
; Rilling et al.
(2018) ; Gontia et
al. (2017)

Schillaci et al.
(2022)

Wozniak et al.
(2019)

Ji etal. (2020)

Sagar et al. (2018)

Jochum et al.
(2006)

Chimwamurombe
etal. (2016)

Rana et al. (2011)

Verma etal. (2015)
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Pseudomonas

Rhizobium

Serratia

Streptomyces

Variovorax

Solubilisation du phosphate et du zinc,
production d’IAA, de sidérophores,
d’AG, de HCN, d’ammoniac, de
protéases, de lipases et d’ACCD,
fixation de 1'azote et biocontrole de
Fusarium graminearum

Production d'IAA, de HCN, d’ammoniac
et tolérance aux métaux lourds

Tolérance au stress salin

Solubilisation du phosphate,
production de sidérophores, d'1AA et
d'enzymes extracellulaires (Chitinases,
Protéases, Phytases et Cellulases)

Solubilisation du phosphate,
production d'ACCD, de sidérophores,
d'IAA et tolérance au cadmium

Rhizosphere du blé

Rhizosphere du blé

Endosphére de Persea

americana

Rhizosphere du blé

Rhizosphere de Brassica

juncea

Verma et al. (2015)
; Gontia et al.
(2017)

Singh et Lal. (2016)

Barra et al. (2014)

Jogetal. (2012)

Zheng et al. (2019)
; Belimov et al.
(2005)

Tableau 9. Genres fongiques isolés dans cette étude ayant des fonctions PGP
associés au blé et a d’autres plantes et cités dans la littérature.

Genre

Alternaria

Amesia

Aspergillus

Acremonium

Colletotrichum

Cladosporium

Fonction

Production d’'IAA, activité
antagoniste contre des especes de
Fusarium

Solubilisation du phosphate et
production des enzymes comme des
Amylases et des Cellulases

Solubilisation du phosphate

Production d’'IAA, de sidérophores et
solubilisation du phosphate, activité
antifongique contre Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea,
Botryosphaeria dothidea et Fusarium
fujikuroi

Production d'IAA, activité
antifongique contre Fusarium
oxysporum

Activité antifongique contre
Fusarium graminearum, production

Source

Endosphére de Ephedra

pachyclada et de

Onobrychis viciifolia

Endosphére de Vaccinium

sect. Cyanococcus

Endosphére de Ephedra

pachyclada

Bulbes de Lilium davidii

Endosphére de justicia

brandegeana

Sol

Référence

Khalil et al. (2021)
; Al-Rashdia et al.
(2020)

Lietal. (2023)

Khalil et al. (2021)

Khan etal. (2021)

Santos et al.
(2022)

Jager etal. (2022)
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Fusarium

(non pathogene)

Lecanicillium

Mortierella

Penicillium

Periconia

Plectosphaerella

Sarocladium

Talaromyces

Trichoderma

d'enzymes hydrolytiques, d'1AA,
solubilisation du zinc et du
phosphate

Solubilization du phosphate et
amélioration de la croissance dans
des conditions de stress salin

Production d‘IAA, de sidérophores,
d'ammoniac, d’amylase, de cellulase
et de protéase, solubilisation du
phosphate et du zinc

Production de sidérophores, d'1AA,
d’enzymes lytiques (Chitinases,
Cellulases et Pectinases) et
solubilisation du phosphate

Production d’IAA et solubilisation du
phosphate

Amélioration des performances des
plantes sous conditions de stress
salin

Amélioration de la croissance, de la
teneur en chlorophylle, en sucre et
de l'activité enzymatique clé
pendant le métabolisme du sucre et
de l'azote

Production de phytohormones, de
sidérophores et solubilisation du
phosphate

Stimulation de la croissance par la
production de composés volatils (b-
caryophyllene)

Production d’IAA, de sidérophores,
de composés organiques volatils a
activité antifongique et
solubilisation du phosphate

Endosphére de soja

Cadavres de thrips de la
cardamome

Sols agricoles (sols en vrac
et sols rhizosphériques)

Endosphére de Ephedra
pachyclada

Endosphére de Festuca
rubra subsp. pruinosa

Endosphére de Onobrychis
viciifolia

Endosphére de riz

Sol d'un champ agricole

Rhizosphére de Panax
ginseng et de Pinus
koraiensis

Radhakrishnan et
al. (2015)

Senthil et al.
(2018)

Ozimek et Hanaka
(2020)

Khalil et al. (2021)

Pereira et al.
(2021)

Junker et al.
(2012) ; Shi et
al. (2009

Syamsia et al.
(2021)

Yamagiwa et al.
(2011)

Joo et Hussein
(2022)
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Axe de recherche 2

« Trichoderma »

Assessment of Tunisian Trichoderma isolates
on wheat seed germination, seedling growth
and Fusarium Seedling Blight suppression
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Préambule

Les produits chimiques (ie lutte chimique) sont encore -trop- abondamment
utilisés pour combattre les maladies des plantes. Leur pulvérisation abusive participe a
I'amenuisement de la biodiversité enregistrée. De plus, il favorise le développement de
pathogénes résistants a ces fongicides, leur activité devenant souvent caduque. La lutte
biologique, et plus précisément la lutte microbiologique, est d’ores et déja considérée
comme étant une alternative durable et tres attendue a la lutte chimique pour le controdle
d’agents (phyto-)pathogenes et de bioagresseurs. Cette démarche agronomique repose
sur 'emploi d’agents antagonistes (encore appelés prédateurs ou parasitoides) qui
s’attaquent a des especes dites « proies » ou hotes (ici les agents phytopathogenes) pour
en contenir, voire limiter au mieux leur expansion et infection. Cela se traduit par la mise
en place d’interactions directes et/ou indirectes entre les protagonistes qui, in fine,
s’appuient essentiellement sur la fondation d’un réseau trophique entre organismes et de
son exploitation. Ces interactions se matérialisent par le déploiement de mécanismes
moléculaires variés, dont certains sont ici étudiés.

Parmi les micro-organismes antagonistes exploités pour le biocontrole des

maladies des plantes figure en pole position le genre Trichoderma (Woo et al., 2023). 1l
représente plus de 90% des luttes biologiques. Les especes communément employées
sont T. virens, T. viride, et surtout T. harzianum (Chang et al., 1986 ; Keswani et al., 2013).
Le genre Trichoderma fait partie des mycetes omniprésents naturellement dans le sol. De
méme, certaines especes sont des endophytes facultatifs au niveau des racines ou des
feuilles. Depuis plusieurs décennies, quelques espéces sont appliquées sur des cultures
céréalieres, légumiéeres ou fruitieres, en raison de leurs potentiels biofertilisants (Macias-
Rodriguez et al, 2018 ; Esparza-Reynoso et al., 2021 ; Awad-Allah et al, 2022) et
biopesticide (Benitez et al., 2004 ; Contreras-Cornejo et al., 2016).
Ces especes peuvent ainsi assurer une stabilité des rendements dans des contextes
environnementaux biotique et abiotique défavorables. L’aptitude biopesticide traduit
'action de biocontrodle des agents phytopathogenes. Elle se manifeste par I’établissement
de différents mécanismes comme la compétition pour l'espace et les nutriments avec les
phytopathogenes, des actions myco-parasitaires directes (ou le phytopathogene devient
«I'hote proie »), la production d’enzymes lytiques et de molécules antiseptiques
diffusibles et/ou volatiles tuant et/ou inhibant la croissance des phytopathogénes, et
I’élicitation rapide de I'accumulation de défenses végétales (Halifu etal., 2020 ; Mendoza-
Mendoza et al,, 2018 ; Kaur et al,, 2022). Concomitamment, des especes de Trichoderma
ont la capacité de modifier la rhizosphere et, a ce titre, elles sont souvent décrites comme
de puissants agents biofertilisateurs pour les plantes. En effet, ces mycétes dégradent des
composés inorganiques et organiques complexes présents dans le sol. Ces dégradations
correspondent a des digestions extracellulaires assurées par des sécrétions d’hydrolases,
et elles améliorent 1'absorption racinaire de certains métabolites (ie nutriments) par les
plantes. In fine, ce levier certes favorable pour la croissance des plantes potentialise
I’ensemble des performances physiologiques de celles-ci, dont son immunité innée.
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Il s’avere que ces Trichoderma développent alors un double bénéfice pour les plantes avec
qui ils sont en contact, et a ce titre ils sont qualifiés d’agents bénéfiques aux actions de
biocontrdle (BCA) et de promotion de croissance (PGP). Ce sont ces aptitudes bénéfiques
pour les plantes qui sont explorées ici.

L'application de Trichoderma modeéle la rhizosphere, déja directement par ses propres
activités métaboliques, mais aussi en interagissant avec le microbiote environnant qui,
lui-méme, influence intrinséequement et profondément cet environnement éminemment
complexe. Ce sont néanmoins ces interrelations bénéfiques qui offrent 'opportunité
d’améliorer les performances de croissance et immune de plants d’intérét agronomique,
comme le blé, avec pour ambition de réduire I'’emploi massif des engrais et des pesticides
chimiques. Les potentiels bénéfiques de ces Trichoderma ont été démontrés contre
plusieurs agents phytopathogenes, dont les Fusarium spp. (Li etal,, 2018 ; Guo et al., 2019
; Halifu et al,, 2020 ; Rao et al,, 2022). Parmi les quelques espéces de ce genre dont
certaines sont des agents cryptogamiques majeurs qui sévissent sur le blé, Fusarium
culmorum est responsable de la briilure des plantules et de 1'épi, et la pourriture du pied
(Gargouri et al., 2001 ; Hollaway et al., 2013). Il contamine également les grains, les
rendant impropres a la consommation par la présence de nombreuses mycotoxines. Les
infestations fusariennes occasionnent encore des pertes significatives sur le pourtour
méditerranéen sud, dont la Tunisie. Le manque de cultivars de blé entierement résistants
aux Fusarium a pour conséquence un emploi massif de fongicides, une option dont les
répercussions négatives sur 'environnement sont dévastatrices et manifestes.

Toutes les caractéristiques phénotypiques susmentionnées font le succés du genre
Trichoderma comme un moyen de lutte phytosanitaire relativement fiable, et dont son
utilisation mérite d’étre valorisée et déployée plus encore dans un contexte céréalier
comme le blé (Sarrocco et al.,, 2013 ; Stummer et al., 2022 ; De Palma et al.,, 2019). A ce
titre, les études sur la diversité des especes de Trichoderma présentent au sein d'un
« microbiote céréalier » et leur valorisation dans la gestion intégrée des maladies du blé
devraient étre systématiquement promues plus encore. Cependant, l'objectif de
promouvoir l'utilisation de ces souches bénéfiques dans un contexte de préservation de
I'environnement ne sera totalement atteint que si et seulement si leur aire d’application
correspond a leur aire d’origine. De méme, quelques souches de Trichoderma (T.
harzianum principalement) sont connues pour diminuer les infestations de F. culmorum
(Kthiri et al, 2020,2021; Boamah et al., 2021). Cependant, en dépit de nombreuses
recherches ciblant les activités « antimicrobiennes » des Trichoderma, la connaissance
des mécanismes liés aux aptitudes myco-parasitaires et d’antibiose directes, puis
élicitrices des défenses végétales responsables de la réduction de l'incidence de la maladie
apres un traitement avec Trichoderma est trés incompléte. En effet, la plupart des études
traitent sur le devenir de 'interaction des protagonistes tout en omettant d’introduire
I'implication d’acteurs moléculaires possibles chez I'agent de biocontrole et/ou la plante
hote infestée (ici le blé).
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Et pourtant, quelques données montrent que durant la pénétration de Trichoderma
harzianum au niveau du systéme racinaire chez le blé, la croissance des plants est
favorisée et corrélée a la modulation du systeme de résistance induite (SIR) impliquant
des phytohormones telles I'acide jasmonique (JA), et I’éthylene (Et) (Contreras-Cornejo
et al,, 2016 ; Pedrero-Méndez et al., 2021 ; Illescas et al., 2021). Cependant, le dialogue
entre Trichoderma et les plantes est un processus dynamique complexe qui dépend de la
souche employée, de la concentration utilisée, du matériel végétal, du stade de
développement de la plante et du temps d'interaction ciblés (Hermosa et al., 2012 ;
Pandey et al., 2016 ; Ben Amira et al., 2017). En outre, les effets de traitements a base de
Trichoderma sur I'expression des génes de défense de la plante varient en fonction du type
de tissu analysé et de 1'age de la plante. Et encore aujourd’hui, bien que le blé soit une des
plantes agronomiques majeures a l’échelle mondiale, les connaissances sur les
interactions entre Trichoderma et le blé sont paradoxalement tres peu détaillées, voire
inexistantes dés lors ou elles s’adressent a des souches issues d'un biotope particulier (ici
des structures de cultures céréalieres biologiques) en interaction avec des semences de
blé couramment utilisées dans ces mémes biotopes.

Le genre Trichoderma fait partie de la diversité microbiotique qui a été mise en lumiere
au niveau du sol et de la rhizospheére du blé et qui est exposée dans le chapitre précédent.
En s’appuyant sur les connaissances moléculaires des aptitudes PGP et BCA de certaines
souches de Trichoderma, et parce que ces agents biologiques sont aujourd’hui acceptés
par le secteur agricole et ornemental dans la protection des plantes contre de nombreuses
maladies, notre objectif fut alors de valoriser certaines des souches identifiées. Quatre
axes ont structuré nos travaux: i) isoler spécifiquement un grand nombre de souches de
Trichoderma et d’en évaluer la diversité génétique; ii) identifier avec le plus de précision
possible le rang espece de quelques souches représentatives de la diversité
susmentionnée; iii) évaluer les aptitudes promotrices de germination de grains et de
croissance de jeunes plants, iv) évaluer les aptitudes de biocontrole vis-a-vis de F.
culmorum au travers des activités antagonistes directes en milieu axénique (myco-
parasitisme et antibiose), et indirectes sur plants avec I'élicitation des performances
immunes des plants. Les performances immunes furent appréciées par un suivi des
expressions transcriptionnelles de genes codant un large panel de défenses végétales,
apparentées a différentes voies métaboliques : métabolismes « secondaires », protéines
PR, stress oxydant, balances phyto-hormonales, et récepteurs et transduction du signal.
Ces défenses ont été analysées lors des interactions Blé-Trichoderma et Blé-Trichoderma-
F. culmorum.

Notre objectif est au final pluriel. Nous avons tenté d’enrichir les connaissances sur la
diversité des espeéces de Trichoderma d’un biotope spécifique en Tunisie et qui compose
I'environnement rhizosphérique en contact direct avec les racines d’'une espéece de blé
cultivé dans un contexte de culture biologique. A partir de cette diversité, nous
souhaitions identifier de nouvelles souches aux aptitudes biofertilisantes et biopesticides
significatives sur blé.
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Parallelement et d'un point de vue plutét fondamental, nous avons identifié les
mécanismes d’attaque des souches de Trichoderma isolées sur F. culmorum, ainsi que
certains des mécanismes moléculaires qui seraient potentiellement élicités chez le Blé par
ces souches et qui participeraient a limiter significativement l'expansion et/ou
'agressivité de F. culmorum sur plant.

L’ensemble des résultats générés dans cet axe de recherche est intégralement exposé dans
I'article qui suit.

Disease Biocontrol fi )
(Indirect action) e
Plant defenses elicitation . / i, \
\ ¥ /
Plant Growth Promoting Fungi E culmorum Eusarium Seedling
Ammonia & Indole compounds Blight disease
Chlorophyll & NBI accumulation \

Antagonism
(direct action)

Antibiosis
Mycoparasitism
Extracellular lytic enzymes

Isolation Trichoderma (6 new strains)

Résumé graphique de I'article « Assessment of Tunisian Trichoderma isolates
on wheat seed germination, seedling growth and Fusarium Seedling Blight
suppression » (Source personnelle, réalisé avec BioRender). Ce graphique illustre I'effet
des 6 souches de Trichoderma sur la stimulation de la croissance, I'expression des défenses
végétales et la suppression de la fusariose des semences chez le blé.
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Abstract: Beneficial microorganisms, including members of the Trichoderma genus, are known for
their ability to promote plant growth and disease resistance, as well as being alternatives to synthetic
inputs in agriculture. In this study, 111 Trichoderma strains were isolated from the rhizospheric soil
of Florence Aurore, an ancient wheat variety that was cultivated in an organic farming system in
Tunisia. A preliminary ITS analysis allowed us to cluster these 111 isolates into three main groups,
T. harzianum (74 isolates), T. lixii (16 isolates) and T. sp. (21 isolates), represented by six different
species. Their multi-locus analysis (tef1, translation elongation factor 1; rpb2, RNA polymerase B)
identified three T. afroharzianum, one T. lixii, one T. atrobrunneun and one T. lentinulae species. These
six new strains were selected to determine their suitability as plant growth promoters (PGP) and
biocontrol agents (BCA) against Fusarium seedling blight disease (FSB) in wheat caused by Fusarium
culmorum. All of the strains exhibited PGP abilities correlated to ammonia and indole-like compound
production. In terms of biocontrol activity, all of the strains inhibited the development of F. culmorum
in vitro, which is linked to the production of lytic enzymes, as well as diffusible and volatile organic
compounds. An in planta assay was carried out on the seeds of a Tunisian modern wheat variety
(Khiar) by coating them with Trichoderma. A significant increase in biomass was observed, which
is associated with increased chlorophyll and nitrogen. An FSB bioprotective effect was confirmed
for all strains (with Th01 being the most effective) by suppressing morbid symptoms in germinated
seeds and seedlings, as well as by limiting F. culmorum aggressiveness on overall plant growth. Plant
transcriptome analysis revealed that the isolates triggered several SA- and JA-dependent defense-
encoding genes involved in F. culmorum resistance in the roots and leaves of three-week-old seedlings.
This finding makes these strains very promising in promoting growth and controlling FSB disease in
modern wheat varieties.

Keywords: biostimulation; biofertilizer; biocontrol; plant defenses; phytohormones; VOCs;
Fusarium culmorum

1. Introduction

Organic and chemical-free farming methods to control biotic pathogens and enhance
yield are increasing in popularity and practice currently due to the growing concern about
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the potential negative impact of synthetic chemicals used in conventional farming. This
improved yield has been accompanied by modern breeding practices for half of the 20th
century in order to select the most effective crop genotypes that take full advantage of
farming inputs, thus limiting any potential added value coming from beneficial plant-
microbe interactions [1,2]. Due to this, there is an urgent need to develop promising new
ways to increase both crop performance and tolerance to biotic and abiotic factors without
harming human health or the environment.

Worldwide, wheat is one of the major crops, providing food for about 35% of the
world’s population and making up 17% of the global cultivated area [3]. In Tunisia, cereals
and their derivatives constitute the base of all diets and the main source of calories. Tunisia’s
average rate of wheat consumption per capita is 184 kg per year, making Tunisia one of the
largest wheat consumers in the world, a rate which is expected to remain at the same level
in the coming years [4,5].

Cereals are susceptible to fungal diseases such as Fusarium seedling blight (FSB)
caused by Fusarium fungi, including Fusarium culmorum, the dominant pathogen in both
Tunisia and the Mediterranean region [6]. FSB is responsible for extensive damage to
growing seedlings; it can cause significant yield losses and impact the quality of the
harvested grain resulting in reduced market value [7]. This disease is most severe in cool
and wet conditions, which are common in the winter in Tunisia [8]. Symptoms of FSB
include stunted seedlings, yellow leaves and root rot, as well as infected seeds which fail
to germinate or die soon after germination. In some severe cases, the entire seedling can
collapse and rot [7,9]. F. culmorum is a soil-borne fungus that can persist in the soil as
chlamydospores for many years, and it can also survive in stubble residues of cereals and
other grasses as hyphae [8,10]. This ability makes F. culmorum difficult to manage and has
major implications for designing effective strategies for disease management. F. culmorum
is capable of causing both FSB and Fusarium Head Blight (FHB) in wheat. FHB disease
occurs in the spikes and is characterized by visible symptoms, such as reddish and scabby
spikes, which can result in the accumulation of mycotoxins in the grains [11,12]. Control
of FSB has received less attention than control of Fusarium head blight (FHB) because of
the risk of mycotoxin contaminations of grain, even though FSB could provide a pathogen
source for subsequent epidemics of FHB [12,13]. Control of FSB could be achieved by
chemical, cultural and biological strategies [14,15]. Using pesticides as a seed treatment
could be problematic because of the toxic residues associated with fungicides [16,17]. Some
cultural practices may help reduce the fungal population in the soil, such as deep plowing
or removing crop residues, but the effectiveness of these measures is limited due to the
persistence of the pathogen in the soil [18]. Another management strategy, crop rotation, is
not generally practiced in Tunisia because the market has always had a significant influence
on the diversity of crops grown in the country. The aim of increasing food self-sufficiency
has led to the promotion of certain crops; durum wheat, for example, is a dominant crop
taking approximately 60% of the cereal growing area [19]. In addition, control of FSB has
been challenging both due to the lack of fully resistant wheat cultivars and because Tunisia
is now considered a hot spot for climate change [20].

The use of beneficial microorganisms which are isolated from soil or plant tissues
to control plant pathogens and promote plant growth seems to be a very promising and
cost-effective component of an integrated disease management plan for sustainable modern
agriculture [21].

From this perspective, Trichoderma-based products are a segment that is growing in
popularity in the agriculture industry, as Trichoderma spp. can help improve soil health
and plant growth. These products are used for a variety of applications, including soil
inoculants, seed treatments, biopesticides and biofertilizers. Indeed, Trichoderma spp. are
common rhizospheric inhabitants, and the ability of certain species to colonize plant roots
allows them to engage with their host in complex molecular dialogues that promote plant
growth and productivity [22]. In addition, Trichoderma spp. are considered BioControl
Agents (BCAs), conferring protection against a wealth of plant pathogens [23]. Multiple
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molecular mechanisms have been suggested to be responsible for its biocontrol abilities,
such as interference with the life cycles of plant pathogens by mycoparasitism (or hyper-
parasitism); using the secretion of antibiotics (volatile organic compounds, VOCs) and
extracellular cell wall-degrading enzymes (CDWESs); competition for nutrients and space;
chemical modification of the environmental conditions; and modulation of the host’s innate
immunity performance [24-28]. The local and systemic elicitations of the plant defensive
responses are correlated with a significant increase in disease resistance against a broad
spectrum of plant pathogenic fungi, such as various Fusarium spp. [29-34].

Some Trichoderma strains were isolated from Tunisian soil and plant habitats and were
studied as beneficial agents in wheat [33,35]. However, the diversity of available beneficial
strains is very limited, predominantly focused on some species that primarily belong to one
of the five taxonomic sections of the “Trichoderma harzianum species complex” (THSC) [36-38].
This gap concerns all of the plant species of agronomic interest. In this respect, exploring the
greater diversity of Trichoderma and evaluating their biocontrol abilities would be of great
benefit in minimizing the pathogens spread in wheat. However, the success of a fungal
biocontrol agent depends not only on the complex interactions it is able to establish with
the plant host and its related pathogens but also on its aptitude to colonize a rhizospheric
environment modeled by the crops already present, the soil structure and the remarkable
endogenous microbial diversity.

Based on the hypothesis that ancient wheat genotypes could represent a source of
beneficial fungi such as Trichoderma, we focused our research on Florence Aurore, an
ancient wheat variety that was cultivated in an organic farming system in Tunisia, for
this study. Our aim was to check this variety for the presence of beneficial Trichoderma
species in the rhizosphere through isolation, molecular characterization (ITS, tefl and rpb2)
and assessment of their plant growth promotion abilities (with the production of indole-
like compounds, hydrogen cyanide, ammonia and lytic enzymes, or the solubilization of
phosphate). In addition, the isolated strains were evaluated for their possible biocontrol
activity against F. culmorum, in the context of Fusarium seedling blight, through dual
confrontation assays and assessments of diffusible and volatile compound productions.
Finally, to confirm these PGP and biocontrolling features, in planta experiments were
conducted in greenhouse conditions on Khiar, one of the most marketed wheat varieties in
Tunisia, followed by the quantification of defense-related gene expression in the leaves and
roots to assess the potential of the Trichoderma isolates as plant immunity inducers. Our
data provide a set of new Tunisian Trichoderma strains that could contribute to the use of
field applications of Trichoderma fungus as a biocontrol agent.

2. Materials and Methods
2.1. Tunisian Sampling Location

Field sampling was conducted in May 2020. The study site was located in “Gousset el
bey” in the governorate of Bizerte at 36.924096° N, 9.699089° E, in the northwestern part
of Tunisia (Figure S1 in Supplementary Materials). This area is characterized by a warm
Mediterranean climate with hot, dry summers and humid and cool winters. The average
annual temperature range is 18.4 °C, and the rainfall is around 547 mm per year (https:
/ /en.climate-data.org/africa/tunisia /bizerte /bizerte-3551 /; accessed on 31 May 2023).

2.2. Isolation and Culture Conditions

Trichoderma strains were isolated from rhizospheric soil of healthy plants of the wheat
variety Florence Aurore cultivated in an organic farming system in Tunisia. Rhizospheric
soil samples were randomly collected at grain-filling stage, i.e., Growth Stage 87, according
to the code defined by Zadoks et al. [39]. One gram of soil tightly adhering to the roots
was incubated in 10 mL of sterile Deshydrate Bouillon Potato Dextrose (Potato Dextrose
Broth, PDB) in a test tube and shaken at 200 rpm for 30 min at 28 £ 2 °C. From this
starting solution, serial dilutions were prepared at the following concentrations, 1071, 1072
and 1073, and then plated on Trichoderma-Selective Medium (TSM) [40]. After 5 days of
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incubation, all of the new colonies that appeared were purified and maintained on Potato
Dextrose Agar (PDA) at 25 °C. Pure cultures were cut into cubes using sterile scalpels,
transferred into Eppendorf tubes containing 1 mL of 20% glycerol then stored at —20 °C
for later use.

2.3. Molecular Identification and Bioinformatic Analyses of Trichoderma spp.

Molecular identification of Trichoderma strains was performed from monosporic cul-
tures. Fresh mycelia were frozen in liquid nitrogen and ground to a fine powder with 2 mm
diameter metal balls for 90 s. Genomic DNA was extracted using the Cetyltrimethylam-
monium Bromide method [41]. DNA concentration and purity were determined using a
NanoDrop™ Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop, Saint Cyr I’Ecole, France). The three
loci, which include the nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS: ITS1-5.85-1TS4),
the partial translation elongation factor 1-alpha (fefl) and the partial second-largest subunit
of RNA polymerase II (rpb2), were amplified by polymerase chain reaction (PCR). PCR am-
plifications were carried out using BioRad thermal cyclers, and conditions were as follows:
initial denaturation at 95 °C for 2 min, followed by 35 cycles including denaturation at 95 °C
for 30 s, annealing for 30 s with the corresponding temperatures (58 °C for ITS, 56 °C for
tefl, 55 °C for rpb2); extension at 72 °C for 45 s, then a final extension at 72 °C for 5 min.
PCR reactions were performed in a final volume of 50 uL, comprising 1 uL genomic DNA
(25 ng/uL), 10 uL colorless GoTaq Flexi Buffer (5x), 3 uL MgCl, solution (25 mM), 1 uL PCR
Nucleotide Mix (10 mM each dNTP), 1 uL of each 5 uM primer, 0.25 uL GoTaq (G2 Flexi
DNA Polymerase 5 u/uL) and 32.75 uL sterile water. The ITS primer pair consisted of ITS1
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC) [42], the tef]
primer pair consisted of EF1-728F (5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') [43] and TEF1-
LLErev (5'-GCCATCCTTGGAGATACCAGC-3') [44] and the rpb2 pair consisted of RPB2-5F2
(5'-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3') and RPB2-7CR (5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCA-
3') [45]. PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis (1.5%) and sequenced
by the genomics service company Genewiz. Nucleic sequences were identified using NCBI
BLASTn. The newly generated partial ITS, tef] and rpb2 gene sequences of the six Trichoderma
isolates reported in this study were recorded to NCBI GenBank database. Their accession
numbers and those of the related Trichoderma strains used in the analyses are listed in Table 1.

Table 1. Species details and their GenBank accession numbers used in phylogenetic analyses.

Species Strain/Isolate ITS tef1 rpb2
T. afroharzianum Tahz01 ® OP970986 OR039793 OR039787
T. afroharzianum Tahz02 # OP970987 OR039794 OR039788
T. afroharzianum Tahz01 ® OP970990 OR039795 OR039789
T. atrobrunneum Tatr03 2 OP970988 OR039796 OR039790
T. lentinulae Tlen01 2 OP970991 OR039797 OR039791
T. lixii Tlix01 2 OP970989 OR039798 OR039792
T. afroharzianum Tafuml MT102401.1 MT081431.1 MT118246.1
T. afroharzianum Tri-1 MT793748.1 OP102131.1 OP102132.1
T. atrobrunneum T39 MG952890.1 KX632628.1 KX632571.1
T. lentinulae CGMCC 3.19699 MN594478.1 MN605887.1 MN605876.1
T. lentinulae CGMCC 3.19847 MN594469.1 MN605878.1 MN605867.1
T. lixii C.PK. 1934 EF392746.2 FJ179573.1 MT587315.1
T. lixii TLiC8 MT434003.1 MT587276.1.1 MT587315.1
T. reesei CBS999.97 CP020878.1 CP020876.1 CP017984.1
T. atroviride TRS18 KJ786757.1 KJ786839.1 KP009061.1
T. longibrachiatum Tloum3 MT102396.1 MT081437.1 MT118251.1

2 The newly generated sequences and their respective codes used in this work.
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The phylogenetic analyses were conducted on the concatenated gene version 5'-ITS
(575 bp)/tef1 (1260 bp) /rpb2 (930 bp)-3/, with the reference sequences downloaded from
GenBank that correspond to the most related sequences. All of the nucleotide data were
weighted equally, and gaps were treated as missing characters. After removing any ambigu-
ously aligned regions, the alignments were 2639 nucleotides. The multiple DNA sequence
alignments were performed with the Clustal-W algorithm. The maximum likelihood analy-
sis was employed to construct a phylogenetic tree as implemented in the PhyML program.
The topology of the tree was evaluated by bootstrap analysis of the sequence data based on
1000 random resamplings.

2.4. Bioassays for Antagonism Traits of Trichoderma spp. against F. culmorum
2.4.1. Plant Pathogen

Virulent isolate of F. culmorum, the causal agent of Fusarium seedling blight (FSB),
was kindly provided by the crop laboratory (LGC) of the National Tunisian Institute of
Agronomic Research (INRAT). Fungus was routinely grown and maintained on PDA
medium at 25 °C.

2.4.2. In Vitro Confrontation Assay

The antagonism of Trichoderma strains against F. culmorum was evaluated with dual
culture assays, according to Skidmore and Dickinson [46]. Mycelial plugs of 5 mm diameter
of F. Culmorum and Trichoderma strains (7-day-old) were placed on opposite sides of PDA
Petri plate (8.5 cm diameter, containing 20 mL of PDA medium) at 5 cm from each other and
at equal distance from the periphery. Co-cultures were incubated at 28 °C for six days. The
radial growth of the F. culmorum in the presence of Trichoderma strains was measured, and
the inhibition rate (IR) was calculated as follows: IR = R1 — R2/R1 % 100, where R1 is the
colony radius of F. culmorum in the control plate, and R2 is the colony radius of F. culmorum
in the presence of Trichoderma strain. Each biological condition was repeated five times.

2.4.3. Determination of Diffusible and Volatile Metabolite Productions

The activity of Trichoderma diffusible compounds was tested using cellophane method
described by Dennis and Webster [47]. Strains were grown on Petri dishes containing a
sterile cellophane sheet over the PDA medium. After five days of incubation at 28 °C,
cellophane was removed, and a 5 mm plug of F. culmorum was placed in the center of each
Petri plate. F. culmorum grown on untreated PDA served as control. Assays were carried
out 5 times, and plates were incubated at 28 °C for five days. Results were expressed as the
inhibition rate (IR) calculated according to the formula mentioned above, where R1 is the
colony radius of F. culmorum in the control plates, and R2 is the colony radius of F. culnorum
in the treated plates. To verify the volatile metabolite production, a qualitative method was
used. Before inoculation, a 1.5 cm wide agar strip was removed from the mid-portion of
PDA medium. A 5 mm diameter disk of Trichoderma strain was placed on one side, while
a disk of F. culmorum was placed on the opposite side. PDA plates inoculated only with
F. culmorum served as controls. All plates were sealed with parafilm, and this assay includes
5 replicates per biological condition. After seven days of incubation at 28 °C, the RI was
determined according to the abovementioned formula.

2.4.4. Qualitative Determination of Detoxifying and Lytic Enzyme Production

Qualitative determination of extracellular enzymes was performed on 7-day-old
Trichoderma cultures. All assays were carried out in triplicate, and a non-inoculated plate
was used for each biochemical test as negative control.

Catalase. Catalase activity was assessed with 3% v/v hydrogen peroxide. A 5 mm
diameter plug of actively growing Trichoderma culture was put on a glass slide in a Petri
plate, on which a drop of hydrogen peroxide was applied. The appearance of immediate
bubbling reveals the positive catalase ability of the strain.
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Protease. For protease enzyme detection, Trichoderma strains were grown on Glucose—
Yeast-Peptone medium (GYP) with the following composition (per liter of distilled water):
glucose, 1 g; yeast extract, 0.1 g; peptone, 0.5 g; agar, 15 g, supplemented with 1% Skim
milk (pH 6.5) [48]. After seven days of incubation at 28 °C, a positive result for protease
production was revealed by the appearance of a clear zone around the Trichoderma colony.

Amylase. To evaluate the amylase activity, Trichoderma strains were inoculated follow-
ing the previous conditions on GYP medium enriched with 1% soluble starch as substrate
for amylase enzyme [49]. After seven days of incubation, plates were flooded with an
aqueous solution of Iodine 1% (w/v) in potassium iodide 2% (w/v) for 10 min, and then,
the iodine solution was carefully removed by decanting each plate. Amylase activity was
revealed by the presence of a clear halo around Trichoderma colony.

Chitinase. Chitinase assay was performed by growing Trichoderma strains on a basal
medium comprising (per liter of distilled water): colloidal chitin, 1.5 g; K,HPOy, 2.7 g;
MgSO,-7H,0, 0.7 g; NaCl, 0.5 g; KCL, 0.5 g; yeast extract, 0.13 g, agar 15 g, and pH 5.5 [50].
After seven days of incubation, according to the previously cited conditions, plates showing
a transparent halo around the colony were considered as Chitinase positive. The method
of Roberts and Selitrennikoff [51] was used for colloidal chitin preparation. Five grams
of chitin powder was added to 60 mL concentrated HCl and kept at 4 °C overnight with
vigorous stirring. The mix was added to 500 mL of ice-cold 95% ethanol with rapid stirring
and left overnight at room temperature. The precipitate was collected by centrifugation
at 5000x g for 20 min at 4 °C, washed with sterile distilled water several times until the
colloidal chitin became neutral (pH 7.0) and stored in the dark at 4 °C before being used.

Endoglucanase. Czapek-agar medium was used to reveal cellulose degradation [52]. Itis
composed of (per liter of distilled water) NaNOjs, 2 g; KH,POy, 1 g; KCl, 0.5 g; MgSO4-7H,0,
0.5 g; FeSO4-7H,0, 0.01 g; agar, 20 g, and supplemented with 0.1% carboxymethylcellulose
(CMC) as the sole carbon source (pH 4.5 adjusted with 100% glacial acetic acid). Petri
dishes were inoculated with plugs of the different Trichoderma strains and incubated at the
same cited conditions. After seven days, plates were flooded with an aqueous solution of
Congo red (0.1% w/v). After five minutes of reaction, this solution was gently removed,
and dishes were washed with 5 M NaCl to reveal the degradation halo.

2.5. Bioassays for Plant Growth Promoting Traits
2.5.1. Solubilization of Inorganic Phosphate

The capacity to solubilize phosphate was tested on solid Pikosvskaya medium (PVK) [53]
that had the following composition (per liter): 10 g of glucose, 0.5 g of yeast extract, 0.5 g of
(NH4)2S04, 0.1 g of MgSOy, 0.2 g of KCL, 15 g of agar and 5 g of Caz(POy), as sole source
of phosphate. Plates were inoculated with a plug of 5 mm of Trichoderma (7 days old) with
3 repetitions for each strain per plate. After incubation for 7 days at 28 °C, the presence of
a clear halo around the colony indicates the presence of phosphate dissolving activity. The
experiment was conducted twice, with three sets of replication plates.

2.5.2. Colorimetric Detection of Indole-Related Compounds

Indole-related compound production was determined using a colorimetric method [54].
Two plugs of 5 mm of each Trichoderma strain (7 days old) were transferred in 10 mL of
Potato Dextrose Broth (PDB) supplemented with 0.1% L-Tryptophan and then incubated
under shaking at 28 °C for 72 h. Supernatant was collected from 1 mL of culture after
5 min of centrifugation at 14,000 rpm, then 100 uL of this supernatant was added to 200 uL
of Salkowski reagent in triplicate. After incubation at room temperature for 30 min, the
optical density was recorded at 530 nm [55]. The amount of indole-related compounds
was calculated from a standard curve generated by suspending IAA in 100% ethanol at
a concentration of 1 mg/mL and then diluted in PDB medium to a concentration of 1, 2,
3,4,5,7,8,9 and 10 ug/mL. PDB with or without L-Tryptophan served as controls. The
experiment was conducted with three biological replicates.
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2.5.3. Hydrogen Cyanide (HCN) Production

Trichoderma spp. was grown on solidified PDA supplemented with 4.4 g /L of Glycine
or Succinate. White filter paper discs cut into the same size as the upper lid of the Petri
dish were immersed in an alkaline Picric acid solution (Picric acid, 0.5% (v/v), Sodium
carbonate, 1.25% (w/v); in water), and carefully positioned on the lid of each plate. Plates
were sealed with Parafilm and incubated for seven days at 28 & 2 °C. After incubation,
HCN production was observed by the color changes of the filter paper from yellow to
light brown or reddish brown, which indicated the production of HCN [56]. Because HCN
can be produced at very low concentrations, the filter paper was then immersed in 5 mL
of distilled water to dissolve the precipitate, and the optimum density was measured at
625 nm using a spectrophotometer [57]. Each measurement corresponds to the mean of
five biological replications.

2.5.4. Ammonia Production

Ammonia production was determined using a colorimetric method [58]. Each Tricho-
derma strain was tested for the production of ammonia in peptone water. Two plugs of
5 mm of actively growing Trichoderma (7 days old) were added to 10 mL peptone water and
then incubated under shaking at 28 °C for 7 days. Cultures were centrifuged at 3500 rpm for
10 min. A volume of 50 uL of Nessler’s reagent (7% KI; 10% HgCl,; 50% aqueous solution
of NaOH (32%)) was added to 1 mL of every culture supernatant. Development of yellow
to brown color indicates the presence of ammonia. The optical density was measured at
450 nm, and ammonia production was calculated using a standard curve of ammonium
sulfate ((NH4)2S04) solution at different concentrations of 0.1,0.5, 1, 1.5,2, 2.5, 3, 3.5 and
4 pmol/mL. Each measurement corresponds to the mean of three biological replications.

2.6. Bioassay of Trichoderma Strains for Plant Growth Promoting and Fusarium Seedling Blight
Disease Suppression

The plant growth-promoting effect, as well as the suppression of Fusarium seedling
blight (FSB) disease of 6 isolated Trichoderma strains on durum wheat, was tested by
germinating the seeds in axenic conditions and then by monitoring their growth under
greenhouse conditions for 3 weeks. The variety “Khiar”, which is one of the most used and
productive durum wheat varieties in Tunisia, has been chosen for this study [59]. Seeds
were provided by the National Institute of Agronomic Research of Tunisia (INRAT).

2.6.1. Effect on Seed Germination in Axenic Conditions

Seeds were surface sterilized as described by Fernandez and Chen (2005) [60] with
minor modifications. Seeds were soaked in an aqueous solution of 0.5% sodium hypochlo-
rite (NaClO) for 5 min, washed three times with sterile distilled water, dried overnight
on filter paper under aseptic conditions and placed in sterile dishes for further use. For
fungal preparation, Trichoderma strains were grown on PDA medium under 12 h regime of
fluorescent light at 26 + 2 °C for 7 days to promote sporulation. Fungal spore suspension of
F. culmorum was prepared from a 2-week-old culture. The collected fungal suspension was
filtered, macrospores were counted, and the concentration was adjusted to 107 spores/mL
in sterile PDB.

Seeds were soaked for 24 h under slow shaking in 20 mL of Trichoderma-PDB suspen-
sions (107 spores/mL) to promote Trichoderma growth on seeds (50 seeds in a falcon tube of
50 mL for each repetition). Seeds soaked only in PDB served as control, and each treatment
was repeated 4 times. Seeds were dried on filter paper under aseptic conditions and then
sown in square Petri dishes of 12 * 12 cm (50 seeds per plate) containing 1% of water agar
medium (10 g/L) previously autoclaved and sterilized for 30 min under UV radiations [61].
For Fusarium seedling blight suppression, seeds were prepared in a similar way, coated
with Trichoderma strains and then sprayed with 1 mL of F. culmorum spore suspension
adjusted at 107 spores/ mL. Seeds sprayed only with F. culmorum served as positive control.
All the following treatments, i.e., for non-treated seeds, seeds treated only with Trichoderma,
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seeds treated with Trichoderma and F. culmorum and seeds treated only with F. culmorum,
were repeated 4 times. All plates were sealed with parafilm and incubated in the dark at
25 °C for 5 days, and some parameters, which include the final germination percentage
(FGP), fresh weight of seedlings and root and shoot lengths, were measured. FGP was
calculated using the following formula: FGP = germinated seeds/total seeds s 100.

2.6.2. Effect on Seedling Growth under Greenhouse Conditions

After 7 days of germination in axenic conditions, PDB control and fungal-treated
seedlings (treatments described in the Section 2.5.1) were carefully removed from water
agar medium and transferred into pots of 6 * 6 * 6 cm, with 1 seedling per pot. Each
experiment incorporates six biological repetitions. Substrate consisted of 1/3 sterilized sand
and 2/3 potting soil. All pots were placed in greenhouse under the following conditions:
16/8 h light/dark photoperiod under an illumination of 150 pmol/m? /s photosynthetic
photon flux density, a temperature of 23 & 0.5 °C, and a relative humidity of 65 + 5%. Pots
were watered every two days with tap water for 21 days until all plants were harvested to
complete all the ecophysiological measurements (fresh and dry weights, shoot and root
lengths, cf Section 2.5.3) and molecular analyses (cf Section 2.7).

2.6.3. Measurements of Total Chlorophyll, Epidermal Flavonols, Nitrogen Balance
Index (NBI)

Chlorophyll content (Chl), epidermal flavonols (Flav) and NBI were measured in vivo
using Dualex sensor (Force-A, France), which is a clamp that performs instantaneous and
non-destructive quantifications [62]. All proxy measurements were done on uniform, fully
developed and light-exposed leaves of the same plant 21 days after fungal treatment.

2.6.4. Total RN A Isolation, cDNA Synthesis, and Quantification of the Defense-Encoding
Gene Accumulation

From the experimental set-up used for the ecophysiological analyses and concomi-
tantly to the execution of the ecophysiological measurements, the aerial and root tissues
were collected from fifteen randomly selected plants, which were then distributed into 3 bi-
ological replicates, each comprising the tissues of 5 plants. All samples were immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C before being used. Samples were ground to
a fine powder with 3 metallic balls for 90 s (& 5 mm) in Eppendorf tubes. Total RNA was
extracted using a CTAB extraction buffer (Cetyltrimethylammonium Bromide), including
the elimination of the genomic DNA as previously described in Ben Amira et al. (2018) [63].
The quality and quantity of the recovered total RNA were estimated by a NanoDrop ND-
1000 spectrophotometer. Two pg of total RNA were reverse-transcribed with Oligo-dT
using the SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The quantification of the transcript
levels of genes was measured by real-time quantitative PCR from 1 puL of cDNA diluted
30-fold with sterile water. Expression analysis of the targeted genes involved in the defense
responses (listed in Table S1 in Supplementary Materials) was performed with an Applied
Biosystems StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) using TakyonTM Rox SYBR® MasteMix dTTP Blue (Eurogentec, Liege Science Park,
Belgium), according to manufacturer’s recommendations. PCR cycling conditions were
1 cycle for 3 min at 95 °C, followed by 40 cycles for 10 s at 95°C, 15s at 60 °C, and 10 s at
72 °C. PCR reactions were ended by generating a dissociation curve of 60-95 °C with an
increment of 0.3 °C/15 s to ensure primer dimers and nonspecific amplifications. Three
reference genes (Actin (ACT), Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (RPN), and RNaseL
inhibitor-like (RLI)) were used to normalize the expression results of the target genes. The
reference genes were chosen from a panel of widely used reference genes and specifically
selected for their stable expressions between samples and treatments. Moreover, each refer-
rer belongs to protein families involved in different cellular processes in order to minimize
the risk of co-regulations. The expression level of the normalized target genes in each RNA
preparation was calculated using the 2~ 44Ct [64]. All reactions were performed in triplicate.
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Primer pairs are detailed in Table S1 in Supplementary Materials. PCR efficiencies (E) and
conditions were determined by comparing threshold values in a dilution series of the RT
product (x10, x20, x40, x80), followed by non-template control for each primer pair. PCR
efficiencies are given in Table S1 in Supplementary Materials.

2.6.5. PCR Detection of Trichoderma and F. culmorum Strains in Wheat Roots and Leaves

The presence of Trichoderma or F. culmorum isolates was qualitatively characterized
in the cDNA samples used for gene expression defense analysis. Amplifications targeted
the tubulin-encoding gene with primer pairs specific to each fungal genus (Trichoderma:
5-GTACTAAGTTGTTICTTTGCTGTTG/5-CTCTTGTACATACACCAATTGCTC; Fusar-
ium: 5'-GAGTACTAAGCGGTTTCGGATGC/5'-GCATGCCGCGTGCGCGCAAGGTTC;
(5'-Forward /5'-Reverse)) [63]. The PCRs were carried out on cDNAs diluted by 1:5 and
1:20, according to the PCR cycling conditions described above, and with a hybridization
temperature fixed at 68 °C.

2.7. PCR Statistical Analysis

Ecophysiological response variables were collected from at least three biological
replicates. The standard one-way Analysis of Variance (ANOVA) was carried out to test
the effect of Strain factor on each of these variables. Homogeneity of variance between
strains was examined using Levene’s test [65] using the car::leveneTest function [66], and
normality was examined through visual inspection of the residuals as well as the Shapiro—
Wilk test [67] using the stats:shapiro.test function using R Statistical Software (v4.2.2; R) [68].
If the homogeneity of variance assumption was violated, Welch One-Way ANOVA [69]
was carried out using the stats:oneway.test function. Multiple comparisons of means were
carried out using Tukey’s HSD post hoc test, with the “rstatix::tukey_hsd()” for standard
ANOVA or the Games-Howell test [70] with the “rstatix::games_howell_test()” for Welch
ANOVA [71]. Omega squared was used as a measure of the effect size for standard ANOVA
and as estimation for Welch ANOVA [72]. It is an estimate of how much variance in the
response variables is explained by the Strain factor. For omega squared, 0.01 to <0.06
indicates a small effect size, 0.06 to <0.14 is a medium effect size, and >0.14 is considered a
large effect size [73]. It was computed with MOTE::omega. F function [74]. The Kruskal-
Wallis test [75] based on ranks of data was computed with stats:kruskal.test function and
used instead of a one-way ANOVA in case the normality assumption did not hold. The
rank epsilon squared was then computed with rcompanion: epsilonSquared and utilized as
a measure of the Kruskal-Wallis test effect size [76]. It varied between 0 and 1 and indicated
the ratio of variance in the response variable explained by the explanatory variable, the
Strain factor. It also indicated the degree to which one strain had data with higher ranks
than the other strain. For rank epsilon-squared, 0.01 to <0.08 indicates a small effect
size, 0.08 to <0.26 is a medium effect size and >0.26 is considered a large effect size [77].
Kruskal-Wallis test was followed by Dunn’s post hoc test [78] using agricolae::kruskal [79]
for multiple comparisons of medians. All statistical analyses were performed using R
Statistical Software (v4.2.2; R) [68].

Concerning the molecular analyses, statistical analyses were performed with R (v4.2.3;
R) [68]. Gene expressions obtained with DCT data were normalized using BestNormalize
(1.8.3) package. Normality was tested with Shapiro-Wilk’s W test [80]. Homoskedascity
was tested with Bartlett’s test [81]. Significant differences were called using Student’s
t-test implemented with ggpubr (version 0.6.0) [82] and tidyverse (version 2.0.0) [83]
packages. Differential gene expressions were selected after false discovery rate control
using Benjamini-Hochberg procedure [84] and filtered at 5% error level.

3. Results and Discussion
3.1. Phylogenetic Position of the Trichoderma Isolates

A total of 111 strains were isolated on TSM medium from rhizospheric soil samples.
In order to identify the potential strains from the diversity of colonies, a fragment of
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approximately 575 bp of the ITS region was obtained from PCR amplification using ITS1
and ITS4 primers, followed by forward and reverse sequencing. The BLASTn alignment on
the NCBI database enabled us to retrieve six different sequences that share about 98% to
100% similarity with Trichoderma strains. These sequences were divided into three large
groups with highly significant bootstrap values (N] (Neighbor-Joining) method) (Figure 1):
a first group of 66.66% from the total isolates represented by three different Trichoderma
harzianum strains, a second group of 14.41% represented by one Trichoderma lixii and a third
group of 18.91% represented by two Trichoderma sp. close to the T. harzianum complex.
Every sequence was recorded in NCBI, and the related GenBank accession numbers are
given in Figure 1.

T. reesei ; strain CBS999.97
T. longibrachiatum ; isolate Tloum3

T. atroviride ; strain TRS18
T. lentinulae (Tlen01) <
T. lentinulae ; strain CGMCC 3.19699
"IT. lentinulae ; strain CGMCC 3.19847
T. lixii ; strain C.P.K. 1934
T. lixii ; strain TLiC8
LT lixii (Tlix01) <<
T. atrobrunneum (Tatr01) <<
LT, atrobrunneum strain T39
T. afroharzianum (Tahz01) <<
T T. afroharzianum (Tahz02) <<
T. afroharzianum isolate Tafum1
7| T. afroharzianum (Tahz03) <<
T. afroharzianum strain Tri-1

100

0.1

Figure 1. ITS-tefl-rpb2 based molecular phylogenetic analysis of the six Trichoderma spp. isolates
(red triangle) with closed sequences retrieved from NCBL The analysis was generated using the
maximum likelihood analysis implemented in the PhyML program. Values of the bootstrap analysis
(1000 repetitions) are given at the nodes. Bar 0.1 corresponds to the nucleotide substitution per
sequence position. Each new strain is labeled with an acronym (e.g., Tahz01, Tahz02, etc.) that will be
used throughout the article.

Interestingly, all six isolates were placed in the T. harzianum complex [36-38]. Since ITS
loci analyses are insufficient to distinguish the species’ delimitation within a closely related
Trichoderma species complex such as T. Harzianum [85-87], partial regions of loci encoding
tefl and rpb2 were sequenced from these six “T. harzianum” isolates. These loci are powerful
sources of information due to their inherent interspecific variations and are extensively
used to accurately resolve the taxonomy of Trichoderma [88,89]. The analysis of concate-
nated ITS-tefl-rpb2 sequences confirmed that the six isolates belong to a common complex.
Moreover, it facilitated the identification of the two Trichoderma sp. isolates, as being the
T. afroharzianum (Tahz03) and T. lentinulae (Tlen01) species. Similarly, the species’ range was
substantially clarified for the three T. harzianum, which are precisely affiliated with two
T. afroharzianum (Tahz01 and Tahz02) and one T. atrobrunneum (Tatr01). T. atrobrunneum is a
new species clade closely related to the T. Afroharzianum taxon but clearly distinguished
within the T. harzianum sub-complex [90]. Finally, this multi-loci analysis confirmed the
correct identification of T. lixii (Tlix01), which is phylogenetically close to T. lentinulae and
forms a highly supported clade with it. These two clades, T. afroharzianum/T. atrobrunneum
and T. lixii/ T. lentinulae, have been separated from the T. harzianum complex [38,91].

Each strain exhibited the expected morphological characteristics (macro- and micro-
scopic) of the Trichoderma genus (Figure S2 in Supplementary Materials). On the Potato
Dextrose Agar (PDA) medium, Trichoderma strains appeared as fast-growing colonies, con-
centric halos and floccose or compact surfaces that looked similar to tufts. The mycelium
started out white, then turned green due to the production of conidia. Under an optical mi-
croscope, abundant sporulation of conidia with smooth or rough appearance was observed,
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conidiophores were branched and irregularly verticillated, and phialides were generally
ampliform or fusiform and arranged in clusters, according to Gam et al. [92].

All of these species have also been reported all across the world; however, to our
knowledge, this is the first report of T. atrobrunneum, T. lixii and T. lentinulae in an agroe-
cological context in Tunisia, and they have never been introduced as beneficial agents
in wheat.

Some Trichoderma strains were isolated from Tunisian soil and plant habitats. Their
characterization was based on evaluating their occurrence and diversity within contrasting
bioclimatic zones [93,94] or on their PGP and/or BCA abilities on perennial (T. harzianum
on Olive trees [32]) or annual crops (e.g., T. harzianum and T. viride on Potatoes [95] and
Faba bean [96]; and Trichoderma spp. on wheat [33,34]). The strains mentioned in these
studies represented different ranges of Trichoderma complexes, and these strains and some
of our isolates presented common strain complexes, of which T. (afro)harzianum appeared
to be the most representative. However, little is known about the diversity of Trichoderma
spp- that occurs or interacts with wheat, with most studies focusing on T. harzianum and
more marginally on T. gamsii, T. viride, T. koningii or sp. [16,33,35,97,98]. T. harzianum T22,
originally derived from the fusion of two auxotrophic strains, T-95 and T-12, and the first
fungus registered by the Environmental Protection Agency (EPA) for biocontrol of plant
diseases in 1989 [99], is still one of the most widely used biopesticides today [16,100,101].
The genus Trichoderma has more than 150,000 members, and of the hundreds of Trichoderma
sp. species recorded, only a fraction is exploited as biocontrol agents on field crops. The
diversity of the above-mentioned Tunisian strains added to our own (with the originality of
the T. atrobrunneum, T. lixii and T. lentinulae) and remained, nevertheless, a very promising
source of beneficial agents. To this end, the study of this fungal genus is still a very active
research area, especially as the beneficial influences of these fungi are dependent on the
fungal strains and the plant species with which they interact. Likewise, this situation is
paradoxically prevalent in durum wheat, especially during FSB on durum wheat caused
by F. culmorum. Because the plant growth-promoting potential varies between different
Trichoderma species and strains, and also because local isolates are now favored over
Trichoderma’s subsequent use as biofertilizer and biocontrol agents, we have evaluated
the plant growth-promoting abilities and the antagonism activities of these six native
Trichoderma strains isolated from wheat rhizosphere against that of F. culmorum in vitro and
in vivo.

3.2. Trichoderma Isolates Exhibit Differential PGP Abilities

During germination in axenic condition, coating seeds with all six Trichoderma strains
showed no significant effect on the final germination percentage effect (p-value for Kruskal—
Wallis rank sum test = 0.4971; rank epsilon2 = 0.199) or on total fresh weight of 7-day-old
seedlings (p-value for standard ANOVA = 0.246; omega squared = 0.029) (Figure 2a).

In addition, no particular symptom related to any pathogenicity expression of our
tested Trichoderma strains was observed on the variety of wheat Khiar used in this study,
whether during germination or seedling growth experiments (Figure 2c; Figures S3 and S4
in Supplementary Materials). These first symptomatological inspections are of the utmost
significance and should be performed on all wheat genotypes commonly grown in Tunisia.
Indeed, some studies have shown that the treatment with Trichoderma either had no effect
or was even detrimental. In this respect, several Trichoderma species are included among
pathogens of cultivated plants: e.g., T. viride is the causal agent of onion green mold rot [102],
and T. afroharzianum is responsible for the occurrence of a new ear rot disease in maize in
Europe [103].
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Figure 2. Effect of Trichoderma strains on seed germination (seed germinability and seedling weight)
at 7 days after fungal treatment and on wheat plant morphology (a) and leaf length (b) over time (i.e.,
7,14 and 21 days after treatment). (c) Morphological status of the plants at the end of the experiment
(21 days after treatment). C, PDB control. Scale bars in photographs represent 10 cm. Data correspond
to the mean of fifty (a) and twenty (b) plants, respectively. Bars represent the standard biological
error. Distinct letters in the same column indicate significant differences (p < 0.05).

Seven days after planting seedlings in pots, the plant growth-promoting ability was
clear, and every isolate exhibited a significant (p-value for Welch’'s ANOVA =153 x 10~7;
estimated omega squared = 0.562) biostimulatory effect on shoot height (Figure 2b,c).
This impact was still significant 14 days later (p-value for Welch’'s ANOVA = 1.80 x 10~7;
estimated omega squared = 0.693) (except for Tlen01) and even up to 21 days later (p-value
for standard ANOVA = 1.75 x 10~%; omega squared = 0.193) (except for Tlen01 and Tatr01).
The effect size for the shoot height after 7 days, as well as after 14 days and 21 days,
was large; the observed differences among strains for the shoot height were of practical
significance. At day 21 in the greenhouse, the lengths of shoots from seeds coated with
Trichoderma strains were 4% to 11% longer, depending on the isolate, than those of untreated
seeds. The best stimulatory effects on seedling growth were observed with the isolates
Tahz02 and Tlix01 compared to the other tested strains. These effects were manifested by a
highly significant (p-value for Kruskal-Wallis rank sum test < 0.0001) increase in both shoot
(rank epsilon2 = 0.644) and root (rank epsilon2 = 0.535) length as well as fresh (shoot: rank
epsilon2 = 0.591; root: rank epsilon2 = 0.621) and dry biomass (shoot: rank epsilon2 = 0.602;
root: rank epsilon2 = 0.661) (Figure 3a—f). For all these variables, rank epsilon2 values
showed a large effect size between strains; the magnitude of the differences in the mean
scores among the strains seems to be large on these variables.
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Figure 3. Effect of Trichoderma strains on physio-morphological parameters: (a) aerial length, (b) shoot
fresh weight, (c) shoot dry weight, (d) root length, (e) root fresh weight, (f) root dry weight, (g) leaf
chlorophyll content, (h) Leaf NBI, and (i) Leaf epidermal flavonols content of wheat plants (Khiar
variety) after 21 days of cultivation in greenhouse conditions. White bars: control condition (C),
which corresponds to healthy plants from seeds treated with sterile PDB (C); Black bars: plants
from seeds inoculated with Trichoderma isolates; Red bars: plants inoculated with F. culmorum (Fc)
or co-inoculated with F. culmorum and Trichoderma isolates. Data correspond to the mean of twenty
plants. Bars represent the biological standard error. Distinct letters in the same column indicate
significant differences (p < 0.05).

Additional ecophysiological traits correlated with the nitrogen status, such as leaf
chlorophyll content and nitrogen balance index (NBI), as well as the secondary compounds
related to plant defenses with the epidermal flavonols, were measured using Dualex, a
non-destructive method commonly used for assessing ecophysiological traits in many plant
species, including wheat [104]. Chlorophylls are key compounds for the photosynthetic
process, and a great deal of research revealed the direct relationship between the number
of chlorophylls and photosynthetic rates. As for the NBI, it is defined as the ratio of
chlorophylls to epidermal flavonols (Chl/Flav) [104]. This proxy is an informative indicator
for crop growth as the high and low nitrogen status can be quickly monitored by measuring
NBI, providing accurate information for farmers to make timely N management decisions.
It is generally assumed that a high NBI is an indicator of both high nitrogen content and
high nitrogen use efficiency [105]. Results showed a remarkable impact on total chlorophyll
content when seed coating with Trichoderma strains (p-value for Kruskal-Wallis rank sum
test < 0.0001; rank epsilon2 = 0.411) (Figure 3g). All tested Trichoderma strains (except
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for Tlen01) significantly enhanced leaf pigments as demonstrated by the measurement of
chlorophyll content: Trichoderma-treated plants exhibited 107% to 112% higher chlorophyll
content which was positively correlated with the nitrogen content [106]. The improvement
in the photosynthetic capacity of plants, modulated by various endophytic Trichoderma spp.,
would be attributed to an increase in the number of photosynthetic pigments (in addition to
the expression of genes regulating the biosynthesis of chlorophyll and proteins integrated
into the light-harvesting complex or the Calvin cycle [107]). These cell responses would be
elicited by specific secondary metabolites and /or VOCs emitted by the fungus [108,109].
All isolates secreted VOCs (phenomena described in Section 3.4.2), and it is plausible that
these emissions are involved in the observed increase in photosynthetic pigment content
and in the ensuing promotion of plant growth.

Similarly, NBI, as well as leaf flavonol content, were significantly influenced by the
strains (p-value for Kruskal-Wallis rank sum test < 0.0001), and large effect sizes were
detected (rank epsilon2 = 0.333 for NBI, and 0.369 for flavonol). NBI has significantly
increased between 108% to 118% under the effect of all Trichoderma strains except for the
strain Tlen01, which has almost the same NBI as the control plants (Figure 3h). In con-
trast, leaf flavonol content decreased significantly for Tahz02 (—8%) and Tlix01 (—5%) and
showed a similar trend for Tahz01 (—28%). Tatr01 and Tahz03 and Tlen01 showed the same
flavonol content as the control plants (Figure 3i). Flavonols (or flavonoids) are abundant
and ubiquitous secondary compounds in plants. They are produced through the phenyl-
propanoid pathway, and their abundances can be regulated through de novo biosynthesis
or rapid translocation and modification of existing compounds. Because of their remarkably
versatile function, these molecules integrate many physiological processes, including plant
growth (as well as disease resistance, which will be discussed in Section 3.4.1.). In this
respect, their accumulation is a rapid and long-lasting physiological response to PGP in
general and Trichoderma spp. in particular [110-112]. In our study, the slight decrease in
(only for Tahz01, Tahz02 and Tlix01) or stable abundances of these flavonols for the other
strains are not contradictory. Indeed, the chlorophyll content is positively correlated with
the nitrogen content, while the content of epidermal flavonols is inversely correlated to
nitrogen content [106]. Thus, the decreases in flavonoid accumulations observed with the
strains exhibiting the strongest PGP potentials would reflect basal constitutive amounts
of phenolic compounds in wheat leaves that can remain under the influences of external
stimuli, a priori of root origin and induced under Trichoderma activity. In other words, these
differential contents between strains would result from molecular and systemic signals,
which would be strain dependent. In addition, our study is based on the duration of
the interaction and not on short time intervals after the protagonists” interactions. In this
respect, the abundances recorded 21 days after germination do not prejudge those that
could have been recorded after a few hours or a few days of treatment. For example, a
low level of flavonols correlated with a high NBI was also observed in maize seedlings
from seeds inoculated with T. atroviride [106]. Similarly, we hypothesize here that the low
flavonol abundances recorded for some strains echo the plant growth promotion induced
by these same strains, knowing that under conditions of no stress, these two physiological
processes interfere with each other. In any case, the content of epidermal flavonols recorded
in wheat plants treated with the six Trichoderma isolates confirms that treatment with these
strains did not affect the general health of the plants.

3.3. Trichoderma Isolates Exhibit Differential Biochemical Potentials

The isolated Trichoderma strains in this study developed significant and long-lasting
PGP abilities four weeks after seed coating, and these abilities are strain-dependent. This
finding strongly suggested that these strains produced growth-regulating factors or dis-
played metabolic activities that are involved in the increase of seedling growth kinetics. In
this respect, the PGP potential of the six Trichoderma strains was assessed in vitro through
the production of ammonia (NH3), Hydrogen cyanide (HCN) and indole-related com-
pounds and their ability to solubilize phosphate (Caz(POy),) (Table 2).

100



Microorganisms 2023, 11, 1512 15 of 36
Table 2. Plant growth-promoting traits of Trichoderma isolates after 5 days of fungal growth.
Indole-like A :
2 Phosphate Compounds O HCN
Strains E . Production z
Solubilization Production ngnd=1) Production

(ng-mL-1) kg

Tahz01 - 416+ 176" 16.7 £1.22 .

Tahz02 - 1243 + 6.56 2 159+032 -

Tahz03 - 0.93 +1.354 144+ 142 -

Tatr01 - 1.7+02°¢ 141+152 -

Tlen01 - 11+181¢d 148+ 112 -

Tlix01 - - 144 +24°2 -

Values are means =+ SE (n = 3). Distinct letters in the same assay indicate significant differences (p < 0.05). A
“-" corresponds to an absence of phosphate solubilization and HCN or indole-like compound productions.

In our study, only the ammonia and the indole-related derivatives tests were positive.
All strains were able to produce ammonia at the same level, and a level in the range of
14.1 ug/mL to 16.7 ug/mL. Tahz01 was found to produce the highest amount of ammonia.
This result is supported by several studies showing the ability of Trichoderma to produce
ammonia [61,113,114]. Ammonia is an essential trait linked to plant growth promotion,
and the produced ammonia has been shown to supply nitrogen to the plant, thereby
promoting root and shoot elongation and biomass [115]. Likewise, all strains produced
indole-related derivatives, with the exception of T. lixii (Tlix01), for which no production
was detected for the three technical repetitions. T. afroharzianum strains seem to be the most
productive, in particular Tahz02 with 12.4 pg-mL~! and, to a lesser extent, Tahz01 with
4.2 ug-mL~1. The other isolates showed lower production ranges (i.e., 0.93 to 1.7 ug-mL~1!).
These levels were commonly recorded for some Trichoderma spp. [116-118] or rhizospheric
PGPs [119,120]. Several factors can be put forward to explain these variations in the pro-
duction of indole-like derivatives between strains: for example, the differential modulation
of the biosynthetic pathways and the related-regulatory pathways or the thermodynamic
specificities of enzymes that convert primary heterocyclic aromatic organic compounds
(Tryptophan) into several indoles and related conjugates forms [121]. A colorimetric method
using Salkowski’s reagent was performed to quantify the production of indole-related com-
pounds, but it does not allow the specific determination of Indole-3-acetic acid (IAA),
even if the standard curves were carried out with pure IAA. Indeed, the levels of JAA
produced in plant biological tissues or by microorganisms are infinitesimal to the order of
nM [122]. However, Trichoderma spp. increased systemic biomass production and lateral
root growth promotion in several plant species such as Arabidopsis [123], tomato [124]
or cucumber [125], two physiological processes which are known to be dependent on
IAA. We do not exclude that IAA is produced by our isolates, but this hypothesis must
be validated by additional and more precise analytical methods such as High-Pressure
Liquid Chromatography (HPLC) [126], Liquid Chromatography Electrospray Ionization
Tandem Mass Spectrometric (LC-ESI-MS/MS) [127] or again by High-Performance Thin
Layer Chromatography HPTLC [128]. It is nevertheless true that Salkowski’s reagent test is
a useful primary index in the screening of PGP functional rhizospheric microorganisms
correlated to the production of various indole-related compounds and derivatives—among
which TAA is a key substance—such as Trichoderma genus.

It is suggested that over 80% of rhizosphere bacteria are capable of synthesizing IAA
and/or indole-related derivatives. Correlated to these specific metabolic syntheses, these
strains are identified as biostimulators of plant growth, particularly by stimulating lateral
and adventitious root length [129]. An increase in root surface area allows plants to access
more minerals and nutrients from the soil and, presumably, to absorb them better [130].
It is confusing but nevertheless very interesting that T. lixii is one of the best-performing
PGP isolates while it does not seem to produce indole-like derivatives. Although T. lixii
is usually presented as the sexual state of T. harzianum in nature, we demonstrate here
that each strain is genetically distinctive, including in their ability to produce Indole-like
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metabolites. To the best of our knowledge, no bibliographic reference reports the lack of
production of indoles-like and /or IAA-related derivatives by T. lixii spp. Further analytical
research (e.g., HPLC, LC, or HPTLC) would provide a definitive answer to this observation.

A contrario, all strains did not appear to metabolize phosphate nor produce HCN.
Phosphate is essential for long-standing crop production, and although it is present in
large amounts in soils, it needs to be mainly solubilized by the soil microbial community in
order to be mobilized by plants [131] (Fankem et al., 2006). As for HCN, its production is
intricately related to antifungal activity and the priming of the root length and root hair
germination [132]. Each test was performed qualitatively on Pikovskaya’s agar medium,
which was supplemented with tri-calcium phosphate as an insoluble phosphate source,
and by using Glycine or Succinate as primary substrates, respectively. The absence of these
activities has been found in other studies applying the same methods [61,113,118], although
some positive activities have also been demonstrated [133,134].

3.4. Trichoderma Isolates Exhibit Functional BCA Abilities against F. culmorum

Trichoderma spp. uses several antagonistic strategies against plant diseases. This includes
the expression of a direct aggressiveness against its prey (i.e., the phytopathogenic fungi) by
using mycoparasitism, antibiosis and secretion of extracellular cell wall-degrading enzymes
and by eliciting transcriptional expression of a large set of host resistance-related genes.

3.4.1. Trichoderma Isolates Annihilate the Expression of Fusarium Seedling Blight Disease
(FSB) Symptoms in Wheat

In order to confirm the bioprotective capacities of our isolates against Fusarium
seedling blight (FSB) induced by F. culmorum in wheat, two bioassays were conducted,
including a germination test in a water agar medium (in vitro), followed by a greenhouse
seedling growth experiment for up to 3 weeks.

The first bioassay, based on seed emergence in vitro, showed highly pathogenic be-
havior of F. culmorum, with mycelium surrounding the seed by forming thick and robust
hyphae (Figure S4 in Supplementary Materials). This infection blocked seed germina-
tion before the appearance of coleoptile and radicle, killing more than 23% of the seeds
(Figure 4a). Therefore, the final germination percentage (FGP) was significantly impacted
by F. culmorum; it ranged from 75% in seeds infested with F. culmorum compared to 97%
in non-infested seeds (control) (Figure 4a). For seeds that managed to germinate, they
were significantly impacted by the aggressiveness of F. culmorum, showing the lowest
total fresh weight and reduced root and shoot lengths (Figure 4a,b; Figures S3 and S4 in
Supplementary Materials).

Treatment with Trichoderma isolates showed that they were able to profoundly combat
the negative impacts of F. culmorum, which is reflected in the suppression of the appearance
and development of any Fusarium symptoms (Figures S3 and S4 in Supplementary Materials).
This results in a significant increase in the final germination percentage for Tahz02, Tatr01,
Tlix01 and Tlen01 to levels similar to that of the control and complete suppression of the nega-
tive effect of F. culmorum on total fresh seedling weight, shoot and root length for all strains.
In addition, Tahz02, Tahz03, Tatr01 and Tlix01 showed a bioprotective and biostimulatory
effect at the same time (in the presence of F. culmorum) by significantly increasing root length
compared to the control (Figure 4b).

The second bioassay carried out in a greenhouse aimed to confirm the protective
performance of Trichoderma isolates on growing wheat. Results showed that F. culmorum
severely negatively affected the survival of seedlings (Figure 4d). Only 22% of seedlings
had survived and showed reduced growth parameters (shoot/root lengths, fresh/dry total
weights, leaf Chl/Flav content and NBI). We note, however, that the protective abilities of
Trichoderma isolates were expressed differently between our six strains. The strain Tahz01
had completely protected the seedlings from F. culmorum, with neither the survival per-
centage nor the growth parameters being significantly influenced by F. culmorum infection,
allowing seedlings to grow normally. In this respect, Tahz01 is considered to be the best
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protective Trichoderma strain tested in this study. In addition to that, this strain (Tahz01) has
exhibited a biostimulatory effect in addition to its protective role. This effect was made very
clear from the values of the shoot/root lengths, total fresh weight, shoot dry weight and leaf
chlorophyll contents, compared to the values of the control seedlings (Figures 3 and 4d).
The rest of the strains were partially protective by reducing the aggressiveness of F. culmo-
rum. Tahz02 and Tahz03 were the most efficient when it came to seedling survival, while
Tatr01, Tlen01 and Tlix01 were less effective (Figure 4d). Concerning the growth parameters,
the ecophysiological traits recorded in leaves (chlorophyll content and NBI proxy) were
relatively unaffected, while a weak protective action was noted in roots (fresh and dry
weights) for Tahz03, Tatr01 and Tlen01 (Figure 3).
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Figure 4. Bioprotection effect of Trichoderma strains on wheat plant infested by F. culmorum (Fc).
(a) Percentage of germination and fresh seedling weight, and (b) aerial section and root lengths,
7 days post-germination in an axenic environment. (c) General morphological aspect of plant co-
inoculated by protagonists, and (d) percentage of plant survival 21 days post germination. C, sterile
PDB control. Scale bars in photographs represent 10 cm. (a,b) correspond to the mean of thirteen
plants; (d) corresponds to the mean of six biological repetitions, including ten plants. Letters in the
same column describe levels of statistical significance (p < 0.05); values are means + SE. Disease
symptoms related to virulence of F. culmorum are presented with more resolution and details in
Figures S4 and S5 in Supplementary Materials.
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Finally, plants that were diseased by inoculation of F. culmorum alone showed a drastic
drop in the content of epidermal flavonols (Figure 3i). Interestingly, flavonol abundances
were significantly up-regulated when the Trichoderma were co-inoculated with F. culmorum,
except for Tatr01 and Tlen01, whose levels stayed stable and similar to the control. It is
plausible that these increases in flavonol productions have a significant impact on the
resistance of wheat induced by these Trichoderma, as it has been observed in other positive
biotic interactions involving Trichoderma spp. or symbionts [110-112,135,136]. Finally,
the synthesis of these secondary metabolites involves the intervention of several specific
enzymes (phenylpropanoid pathway). Their regulation also includes accumulation levels,
which are ensured by the transcriptomic regulation of their related encoding genes. These
genomic regulations will be discussed in greater detail in the next item.

3.4.2. Trichoderma Display Antagonistic Abilities In Vitro against F. culmorum Growth

The antagonistic ability of the six native strains against F. culmorum was evaluated
using in vitro dual culture assay. All the evaluated strains were capable of reducing
F. culmorum growth. The inhibition rate (IR) was above 50%, indicating that all of the
isolates exhibited high antagonistic activity. The most effective strain was Tlix01 with 73.8%
IR, and that was only significant with Tahz03, which showed the lowest IR (57.8%) (Figure 5;
Figure S5 in Supplementary Materials). In addition, the results of the determination of
diffusible metabolites demonstrated that the growth of F. culmorum was inhibited by at
least 43.5%. This could be explained by the fast growing ability of Trichoderma to quickly
colonize the surface and outcompete for resources, producing metabolites that lead to the
suppression of the growth of F. culmorum [137].

a Percentage inhibition of F. culmorum growth (%)
Isolates " , . 5 g
Direct confrontation Volatile compounds Diffusible compounds

Tahz01 62.6+3.22 441+3.6° 51.2+462
Tahz02 60.8+3.120 378+192 543+392
Tahz03 57.8+3.52 51.8+1,22 509+432
Tatr01 628+213b 252 +27P 554+222
Tlen01 65.4+1.22 343+34® 491+49a
Tlix01 73.8+15.1P 33313442 435+3.22

b

Figure 5. In vitro antagonistic activity of Trichoderma isolates against F. culmorum on PDA medium
after 7 days of confrontation (28 °C). (a) Antagonism was highlighted after direct confrontations of
mycelia or indirect confrontations with volatile and diffusible Trichoderma’s metabolites. (b) Photo-
graphic examples of antagonistic activities with T. afroharzianum (Tahz01). Data correspond to the
mean of six biological repetitions. Letters in the same column describe levels of statistical significance
(p < 0.05); values are means =+ SE (n = 6). Scale bars in photographs represent 1 cm. Antagonism
activity of each Trichoderma isolate is presented in Figures S5 and S6 in Supplementary Materials.
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The method used to determine volatile metabolites proved that all tested Tricho-
derma strains were able to inhibit F. culmorum development by 25.2% to 51.8%, with a
significant difference between Tatr01 and Tahz03, respectively (Figure 5a,b; Figure S6 in
Supplementary Materials). Trichoderma species produce various secondary metabolites,
such as diffusible and volatile organic compounds (VOCs) [138], and among them, a group
of more than 500 carbon-based compounds is able to diffuse into the atmosphere and soil
and/or is solubilize in water. These compounds are known as microbial volatile organic
compounds (mVOCs), and their biosynthesis is dependent on strains and environmen-
tal conditions [24,108]. They display multiple biological functions, such as enhancing
plant growth and resistance [108,139,140], and are harmful to a broad spectrum of plant
pathogens [24,29,140] or both [141]. The molecular diversity of VOCs is remarkable; it
includes (thio)alcohols, aldehydes, heterocycles, hydrocarbons, ketones, phenols, thioesters
and a plethora of derivatives [142,143]. Our study has demonstrated the ability of the Tri-
choderma isolates to produce volatile and soluble mVOCs, which would weaken F. culmorum
mycelia development to be vulnerable to hydrolytic enzymes. These mycoparasitic events
would lead to the successful inhibition of F. culmorum growth, as previously observed in
the interaction Trichoderma-Pyrenophora teres, the causal agent of barley net blotch [144]. In
addition, we do not exclude the possibility that some of the emitted mVOCs are involved
in the biostimulation of seed germination and seedling growth, especially in the presence
of F. culmorum, as the general metabolism of Trichoderma is influenced by the roots of its
host [145,146], as well as its potential prey including Fusarium graminearum [147]. This
hypothesis would partly explain the PGP ability of T/ix01, where mVOCs could compensate
for the absence of IAA-related indolic metabolites in this strain.

Along the same lines of exploring Trichoderma weapons used in the control of F. cul-
morum development, qualitative determination of enzymes, presumably involved in the
antagonist activity of these isolates, revealed positive results illustrated by bubbling for
Catalases and a halo of degradation inside the mycelial growth zone for Endoglucanases,
Proteases, Chitinases and Amylases production (Figure 6).

a
Isolates  Catalase Protease Amylase Chitinase = Endoglucanase
Tahz01 + + + + %
Tahz02 + + + + +
Tahz03 + + + + +

Tatr01 + & + + +

Tlen01 + + + + +

Tlix01 + + + + +

b

Control

Tahz01

"

Figure 6. (a) Extracellular enzymes produced by the six Trichoderma isolates. “+” means a positive
result for the enzyme production. (b) Photographic examples of the qualitative assay of extracellular
enzyme production in the absence of fungal isolate (Control) or in the presence of Trichoderma
afroharzianum (Tahz01). Scale bars in photographs represent 1 cm.
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These enzymes are produced as part of Trichoderma metabolism to obtain nutrients
and to defend themselves against other microorganisms. Catalases, which are oxidative
enzymes, have been shown to be involved in its biocontrol activity against F. culmorum,
while the hydrolytic enzymes are secreted to break down Fusarium cell walls to get access
to nutrients and help thus to reduce the severity of Fusarium infections. We hypothesize
that these lytic enzymes (which are primarily involved in the extracellular digestion of
Trichoderma) act in concert with various antagonistic metabolites (mVOCs) to take part in
the mechanisms that drive Trichoderma’s hyperparasitism activities against F. culmorum.

3.4.3. Trichoderma Strains Stimulate the Wheat Immune Responses
General Consideration

As for the biostimulation of plant defenses, all isolates significantly modulated the
transcriptional expressions of genes involved in the system-wide immunity of wheat (all
p-values < 0.05) (Figure 7; Table S2 in Supplementary Materials). Plant defenses are remark-
ably diverse, and the ways in which they are regulated are also remarkably varied and
complex. They involve multiple pathways (viz., PR proteins, secondary metabolites, pari-
etal reinforcements, reactive oxygen species (ROS)) inherent to the recognition of bioagents,
which, in our study, correspond to both pathogenic (F. culmoruni) and beneficial agents (Tri-
choderma spp.). The accumulation of plant defenses is one among cellular responses that are
set off by the recognition of external agents or substances and the self-recognition of plant
molecules released by itself during the interaction such as stress phytohormones (SA, JA,
Et, IAA, etc.), ROS with the hydrogen peroxide (H,O,), and/ or various metabolites coming
from microorganisms living on the host plant. The defense markers we selected for this
study are common and cover several defense pathways (PR-proteins, phenylpropanoids,
sesquiterpenoids, oxidative stress, recognition and signal transduction).

Molecular analysis was carried out on the roots and leaves of 21-day-old seedlings
grown from seeds that were coated with the six Trichoderma isolates. An overview of
transcriptional data showed that all targeted molecular markers were significantly modu-
lated by the application of fungus (Trichoderma/Fusarium) independent of analyzed tissues.
The modulations are highly diversified, with positive and negative kinetics reflecting the
systemic regulation of the defense responses established by the host, which perpetuate
over time during plant growth. These physiological features highlight the complexity and
richness of the molecular responses that the plants deploy to provide a general resistance
phenotype correlated to the BCA capacities of Trichoderma or the disease susceptibility
caused by the virulence of F. culmorum.

Another general observation is that Trichoderma, when co-inoculated with F. culmo-
rum, significantly enhanced the expression of some of the positive modulations that were
recorded in the case of inoculation with only Trichoderma or even completely reversed other
transcriptional expression trends induced by F. culmorum when inoculated alone (down-
vs. up-regulations, and vice versa). These cellular responses clearly demonstrated that
Trichoderma strains triggered deep and long-lasting transcriptional reprogramming of genes
involved in plant immunity of wheat seedlings that were infected with F. culmorum. The
reprogramming concerned all cellular processes: recognition (e.g., LRR, RLK, RLCK and
WAK®), transduction pathways (CERK3), oxidative burst (ROS generation with RbohD and
-F, and the antioxidant system with GPX and CAT), accumulation of defenses (secondary
metabolisms with PAL, CHS, GST and COMT, as well as PR-proteins with DEF and LTP),
and modulation of phytohormonal balances (ACO and AOS2).
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Figure 7. Defense-related gene modulation in wheat roots and leaves following fungal inoculations
with Trichoderma isolates alone or in combination with F. culmorum. Organs sampled for molecular
analyses came from plants used for physiological and morphological analyses. Transcript levels
for each gene were estimated using real-time gRT-PCR analyses and normalized by the expression

of three housekeeping genes. Relative transcript abundance rates were obtained by the

2—AACT

method. Data correspond to the mean of three independent biological experiments; each biological
repetition corresponds to a mix of 5 plants. Colors represent the levels of transcriptional expressions
(blue, up-expression; red, down-expression, compared with healthy samples treated with sterile
PDB). NOX, NADPH oxidase; AQP, Aquaporin. Statistical analyses were detailed in Table S2 in
Supplementary Materials. Gene acronyms and related primers used for JPCR amplification are given

in Table S1 in Supplementary Materials. SA, salicylic acid; Et, Ethylen; JA, Jasmonates.
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When analyzing transcriptional responses at the Trichoderma isolates level, it is inter-
esting to note that Tatr01 and Tlen01 exhibited contrasting profiles to those observed with
the rest of the isolates. This was significant for genes involved in the recognition process
and transduction pathways (e.g., WAKs, MAPK3, WSF and NFLX), oxidative stress (RbohF,
AQP, GPX, SOD and GST), defense metabolites (PAL, FLS, PPO, CCR3, GSL22, SQTS,
CHS, CCR3, GSL22, PPO, PR1b, GLU, and OXO) and phytohormonal balances (mainly Et-
and JA-dependent pathways with ACO, LOX, AOS1 and -2). These two isolates (Tatr01
and Tlen01) were protective, similar to the other isolates, against the emergence of mor-
bid disease symptoms (root and leaf rots) caused by F. culmorum (Figure 4b; Figure S3 in
Supplementary Materials) but not against growth delays due to the presence of F. culmorum
on plants (Figure 3). Although these are correlations, this finding may be explained by
the fact that Tatr01 and Tlen01 have affected the transduction pathways inherent to plant
growth and immunity in a different way than other isolates. This data is a prerequisite
for guiding the selection of strains to be developed in the field. To our knowledge, such
contrasting strain-dependent modulations in the instruction of different physiological
functions are rarely demonstrated or further discussed in wheat interacting with BCAs in
general and with Trichoderma in particular.

Trichoderma Isolates Stimulate the Systemic Accumulation of Wheat Defenses

Plant defenses are expressed sequentially, temporally and spatially. Trichoderma inocu-
lation in the presence or absence of F. culmorum modulated all the targeted markers. Based
on our transcriptomic results, we proposed a putative model of the long-term molecular
interaction between above-ground and underground parts of wheat seedlings grown from
seeds coated with the six Trichoderma isolates.

The expression levels of the defenses encoding genes resulting from the recognition of
the agents by plant receptors (R) would participate in triggering both the root colonization
of Trichoderma and the systemic modulation of defenses accumulation which then leads to
the resistance of wheat against F. culmorum. Different molecular modalities of Trichoderma
spp. plant recognition and its related defense elicitation have been described, for example,
involving the Sm1/Epl1 elicitors [148,149]. Consistent with several transcriptomic and
proteomic studies [30,150], the six Trichoderma isolates induced the modulation of several
plant resistance (R) genes, which was correlated with the activation of a wide range of
plant defenses and a high physiological level of resistance. It is then also plausible that this
resistance acquisition should be extended to pathosystems other than F. culmorum (and of
which WAK2 would be one of their recognition systems [151]), such as Blumeria graminis f.
sp. tritici (LRR RLK) [152], Puccinia triticina (WAK®6) [153], Rhizoctonia cerealis (RLCK) [154],
and those whose related receptor-like kinases encoding genes are significantly up-regulated
by certain Trichoderma strains alone and/or in the presence of F. culmorum. However, the
enhancement of the effector-triggered resistance relies on the highly specific interaction
between the microorganism’s effectors and the potential plant’s receptors (R). The fact
that we observe diversified transcriptional patterns of the (R)-gene responses between
strains suggests that each isolate has deployed specific effectors that interfere with the plant
effector-triggered immunity (ETI). It will be very informative to further characterize the
effectors involved in the interaction of the most efficient Trichoderma strains on wheat.

Receptors perceive and process signals from invading microorganisms in diverse
pathological and beneficial systems. Among the subsequent cellular responses induced
by our Trichoderma isolates, we observed an increase in transcription of wheat respiratory
burst oxidase homologues (i.e., NADPH oxidase with the Rboh-D and -F subunits) and
proteins involved in ROS diffusion (AQP) and scavenging (antioxidative complex). These
modulations mainly involved up-regulations that led to the modification of the global
oxidative state of plants that were linked to a generation of ROS. They occurred in the roots
(except for Rboh-D) and in the leaves, where they were correlated to the modulation of
the SA-dependent markers. Indeed, SA is a key mediator in eliciting an oxidative burst in
challenged plants, thus regulating antioxidant metabolism. In this respect, these results

108



Microorganisms 2023, 11, 1512

23 of 36

agree with those which were reported in wheat inoculated with different Trichoderma species
where the application of Trichoderma triggers both oxidative stress and systemic defense
pathways in wheat seedlings [155].

Besides the toxic and antimicrobial aspects of ROS, hydrogen peroxide (H,O5) is a key
player in the complex signaling network of plant responses to abiotic and biotic stresses.
It is, therefore, essential to maintain ROS at sub-toxic levels, which reflects a delicate
balance between ROS production (involving the activation of ROS-generating enzymes
under stress and the unavoidable production of ROS during basic cellular metabolism) and
ROS elimination pathways. Here, our experiments demonstrated that Trichoderma induced
persistent and latent oxidative stress in wheat, but this stress was counteracted by the
production of antioxidant enzymes (CAT and SOD) that then reduced the oxidative damage
linked to the high chemical reactivity of ROS. In addition to their role in the elimination of
F. culmorum, these ROS and in particular H,O,, would also participate in the changes of
the plant’s phytohormone balances rather than in the elimination of F. culmorum, which,
subsequently, would notably activate the accumulation of defenses. Furthermore, H>O; is
a relatively stable molecule over time, and it has the distinctive feature of freely diffusing
through the plasma membrane. However, its diffusion in tissues should and could be
regulated by peroxyporins. Peroxyporins are specific aquaporins (AQP) that belong to the
Major Intrinsic Protein (MIP) family [156]. Aquaporins are studied in a plethora of cellular
physiological pathways due to their ability to regulate water transport in biological systems.
However, peroxyporins play a relevant role in controlling HyO, permeability, and they
ensure the ROS outcome during oxidative stress, including that related to the initiation of
the disease immune responses by plant cells [157]. AQP expressions were modulated by all
isolates, both in roots and leaves, implicating them in the diffusion of many solutes and
also HyO,, reinforcing the hypothesis that ROS-dependent signals may have influenced the
overall resistance responses of the plant. It is, therefore, interesting to correlate the cellular
pathway inherent to the production, diffusion and pro-oxidative control of ROS with the
resistance of wheat against F. culmorum by Trichoderma.

Concomitant with oxidative stress, the strong induction of various defense pathways
is a key plant defense strategy to limit pathogen development. It involves the production
of a large panel of “biopesticide” secondary metabolites, including phenylpropanoids,
terpenoids (SQTS, FPS1), and enzymes involved in the biosynthesis of monolignol (Cin-
namyl alcohol dehydrogenase, CAD, and Cinnamyl coenzyme reductase 3, CCR3), which
participate in cell wall strengthening and callose apposition (GSL22). These genes are
mainly induced in leaves and roots, and a few of them may also be repressed but with
similar modulation rates.

PAL and CHS are key enzymes of the phenylpropanoid biosynthesis pathway, pro-
viding precursors for the synthesis of antimicrobial phenolics such as lignins, flavonoids,
isoflavonoids and coumarins. Furthermore, these enzymes are de facto involved in the SA
defense pathway since SA is synthetized from phenolic derivatives. However, more broadly,
it should be emphasized that several genes involved in the biosynthesis of flavonoids and
terpenoids were up-regulated by several Trichoderma isolates, thus reinforcing the relevance
of such a pathway during the Wheat-Trichoderma interaction leading to efficient systemic
resistance against F. culmorum. These transcriptional up-regulations are correlated with
the leaf epidermal flavonol contents recorded in the leaves of plants treated with both
Trichoderma isolates alone or with F. culmorum (Figure 3i).

The intertwining of enzymatic markers involved in different metabolic pathways
under stress seems to contribute to disease resistance. For instance, CAD and CCR3, two key
enzymes involved in lignin biosynthesis, interplay in apoplasm with the oxidative enzymes
Peroxidase (POX) and Polyphenol oxidase (PPO) in the presence of ROS (O,°~, “OH)
and H,O, to catalyze the formation of lignins and their crosslinking with other oxidative
phenols, proteins and molecular components of the cell wall. These biochemical interactions
contribute to the reinforcement of the cell wall and to the callose apposition process itself,
assisted by Glucan synthase-like activities (GSL22). Interestingly, these key enzymes
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display significant up-coregulation in the roots and leaves elicited by Trichoderma alone or
with F. culmorum. In addition, their accumulation patterns are analogous to Superoxide
dismutase (SOD) enzymes that are responsible for the dismutation of superoxide radicals
into oxygen and H,O,. A contrario, the expression profile of these enzymatic markers
was significantly inhibited in the roots of Trichoderma-F. culmorum co-inoculated plants,
compared to F. culmorum alone. These expressions are possibly related to the toxic impact
of certain enzymes on the development of microorganisms in general and on the long-
term Trichoderma colonization in roots in particular. For example, PPO activity oxidizes
phenols into quinones, which are more toxic to microorganisms than the original phenolic
compounds [158]. Likewise, POXs belong to a large multigene family that participates in
several physiological processes, such as the synthesis of phytoalexins, lignin and suberin,
the cross-linking of cell wall components and the rapid synthesis of ROS derivatives by
oxidative burst contributing to cell death [159]. All these molecular responses provide a
physical barrier to and/or substantially limit pathogen spread and invasion throughout
the plant. Finally, their inhibition in co-treated root correlates with the down-regulation of
the SA- and JA-dependent signaling pathways, possibly to finely control the abundance of
related defenses in the roots which are in direct contact with the fungal protagonists.

As for the pathogenesis-related (PR) proteins, which are grouped into 17 families
based on their sequence and biological activities, they are components of an early response
toward pathogen infection, playing a key role in pathogen-spread limitation [160]. Phyto-
hormones (SA, JA and Et) with ROS are involved in the signal transduction network and
the accumulation of PR-proteins primed by Trichoderma spp. [32,161-163]. In our assay,
PR-protein transcriptional accumulations were significantly activated in leaves challenged
by Trichoderma alone, while these expressions were strongly potentiated in the leaves and
also in roots in the case of co-treatment Trichoderma-F. culmorum. Finally, co-regulations of
PR-proteins, as well as other defense markers, could be pointed out mainly in the leaves
challenged by Trichoderma alone; it concerns CHTb, POXa, DEF, LTP, OXO and GLP, with
LRR-RLK, CERK3 and GPX. Interestingly, these expression patterns are quite connected to
the modulation of the JA-dependent signaling pathways (AOSI and AOS2), knowing that
among these markers CHTb (PR-4), GLP and AOS2 are also positively induced by fungal
pathogens through the JA signaling pathway [164]. To our knowledge, these markers do
not seem to be linked to a common signaling pathway. However, the fact that these profiles
are correlated may underline key regulatory points in the establishment of certain disease
resistance, such as those involved in the role of the LRR-RLK receptor against Blumeria
graminis f. sp. Tritici, the agent of wheat powdery mildew.

Finally, we do not omit that some defenses are weakly/unmodulated or significantly
inhibited during the interaction in roots in similar patterns to those recorded with F. culmo-
rum alone (e.g., C4L, CCR3, GSL22). It is plausible that these defenses remain under the
control of the pathogen, even with the strong regulations that Trichoderma exerted on the
global signaling pathways in wheat seedlings. However, these modulations could also be
related to the successful, long-lasting Trichoderma establishment on or in these plant organs.
We can then assume that certain specific defenses are “effective” against F. culmorum (corre-
lated to their down-regulation) and that they would be equally toxic to Trichoderma. For
example, the expression profiles of certain PR-proteins (PR1b, GLP, OXO), key biosynthetic
steps of secondary metabolites or the sextet (SOD-PPO-POX-CCR3-CAD-GSL22) would
fit this hypothetical scenario. As demonstrated, even though these defenses can be up-
regulated rapidly by Trichoderma treatments [30,116], their expression is reprogrammed
over time to perpetuate an optimal mutualistic interaction that the plant maintains with its
beneficial microorganisms. From this perspective, the mechanisms deployed by Trichoderma
to persist in the root system as an avirulent symbiont are not yet fully revealed. It is highly
probable that it depends on “virulence effectors” involved in plant defense suppression,
whose nature and mode of action remain to be deciphered.
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Trichoderma Isolates Influence the Wheat Phytohormone Balances

Root penetration by Trichoderma is reported to transiently induce the expression of
defense-related genes and the production of antimicrobial compounds. Our results demon-
strated here imply that root colonization by Trichoderma after seed coating application
maintained the transcription of many defense-related genes at significant levels for a rela-
tively long period of time (21 days). These observations suggest that the long-term response
of wheat to Trichoderma may involve phytohormone signaling.

In addition to the primary mechanisms of elicitor recognition by plant receptors, com-
plex phytohormonal adjustments occur that supplement or potentiate the primary signals of
direct microbial recognition. It is unanimously recognized that beneficial agents in general,
and Trichoderma in particular, have the potential to profoundly influence the phytohor-
monal balances of plants involved in local and systemic signaling responses to stress. These
balances include salicylic acid (SA)- and jasmonate (JA)/ethylene (Et)-mediated signaling
responsible for the Systemic Acquired Resistance (SAR) and Induced Systemic Resistance
(ISR), respectively, making plants resistant to a broad spectrum of pathogens [116,165,166].
Generally, SAR is induced by fungal biotrophic pathogens, and ISR usually relies on the
interaction of plants with symbionts or necrotrophic microorganisms. However, Trichoderma
spp. are reported to engage several hormonal-signaling pathways to instruct the elicitation
of disease resistance in plants. They act in synergy and in balance with each other, and
they depend closely on the strains, the plant genotypes, the environment (including the
challenged pathogen) and the temporal modalities of the interaction [116,167,168]. We
explore these balances here through the SA- and JA /Et-mediated signaling pathways.

Concerning the SA-dependent pathway, Trichoderma isolates the negatively modulated
NPRI1 and ICS in the roots, whether inoculated alone or with F. culmorum. These modula-
tions are quite diversified in the leaves, being positive for simple Trichoderma inoculation
or with inhibitions or activations for co-inoculation with F. culmorum, but they are strain-
dependent. The down-regulation of the SA pathway markers recorded in our work should
not be opposed to the key role played by SA in the early stages of root colonization by
beneficial microorganisms where SA accumulation and /or transcriptional up-regulation
of SA pathway-dependent genes are reported. Early phases involve plant responses that
resemble those induced by biotrophic pathogens present in the intercellular spaces, similar
to many beneficial agents [169]. These first phases are correlated with transitory accumula-
tions of SA that may be responsible for the accumulation of plant defenses. In an interaction
involving Trichoderma, these common physio-molecular responses would prevent the fun-
gus from entering the apoplastic space of the epidermal and cortical tissues towards the
root vascular system [170]. Here, our study targeted the defense responses of 21-day-old
wheat seedlings. This specific temporality of our analyses would then explain the weak
modulation and inhibition of several defenses observed in roots and could also be related
to the successful and long-lasting establishment of Trichoderma on these plant organs. Such
partial suppression of SA-dependent responses in plants also appears to be necessary for
the onset of symbiotic associations [171,172]. Moreover, these organ- and strain-specific
transcriptional responses are very informative. They highlight that isolates behave and /or
are perceived differentially by the plant, which is dependent on their presence both alone or
with their plausible prey (F. culmorum). This demonstrates the complexity of the interactions
that beneficial agents establish with plants in the presence or absence of other protagonists
and whose outcomes are closely dependent on the biotic and abiotic environments where
these interactions take place.

The expression pattern of the JA/Et pathway markers allowed us to discover some
interesting correlations. Ethylene (Et) is a phytohormone that regulates plant growth, de-
velopment and senescence, but low Et concentrations in the root system are correlated with
higher shoot growth. These molecular responses (along with the ecophysiological traits we
recorded) have to be linked to the fact that many PGP microorganisms from the rhizosphere
could reduce the levels of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), which is the
precursor metabolite of Et, by producing the enzyme ACC deaminase (ACCD). Trichoderma
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strains own this feature of Et regulation [173], regulating the level of ET in conjunction with
other phytohormones involved in the growth process (GA3, CKs) [124,174]. This could
be explained by the fact that Tatr01 and Tlen01 have induced an overexpression of ACO
genes, which is correlated with a reduction in root growth (Figure 3d—f). In our analysis, it
is interesting to note that the expression of ACS and ACO genes, which encode for enzymes
involved in the last two key steps of the Et biosynthesis in plants, is apparently desynchro-
nized between biological variations (i.e., inoculation alone or combined with F. culmorum).
Similarly, the expression of regulatory factors known to be related to ethylene (Et)-mediated
signaling (ERF3, PIE) have shown highly divergent profiles. These contrasting transcrip-
tional profiles have not been over-interpreted to avoid making wrong conclusions, but
they could plausibly be attributed to several global regulations. These regulations are
generated from long-term transcriptional reprogramming of Et-signaling influenced by the
general phytohormonal balances of plants, to which Trichoderma contributes with its own
phytohormone-like production.

The same goes for the jasmonates (JA)-mediated signaling pathway. Jasmonates are
a family of molecules derived from the lipid metabolism and subsequent peroxidation
of membrane lipids caused by an oxidative burst. Jasmonates, in cooperation with other
phytohormones (including SA), play an active role in the regulation of plant innate immune
responses by controlling a cascade of complex physio-biochemical changes (metabolite
accumulation and enzymatic activities) within the host plant, which then contributes to
the development of resistance/tolerance against a wide range of invaders [175,176]. In
addition, jasmonates influence the regulation of mutualistic interactions between plant
and their associated microbes in the roots and aerial parts. In this respect, the fact that
Trichoderma would inhibit JA-dependent regulatory pathways (LOX, AOSI and -2) in the
roots of wheat plants further mirrors the fact that mycorrhizal colonization is stimulated
by low concentrations of jasmonates rather than higher ones. Concerning leaves, plant
systemic resistance induced by Trichoderma spp. correlate with a significant increase in
JA-related markers, which is consistent with several works [116,177]. However, a complete
re-organization of the JA-marker transcripts accumulations occurs when Trichoderma is co-
inoculated with F. culmorum, while F. culmorum alone displayed inhibitor activity on these
JA-markers. These trends suggest the possible existence of cooperative interactions between
the mutualistic plant symbiont (i.e., Trichoderma) and the roots of the host plant in response
to F. culmorum infection through the emission of specific JA derivative metabolites such as
the methyl jasmonates (MeJA). Both molecules are natural inducers of plant resistance and
their concomitant application with Trichoderma spp. significantly improves the induction of
plant immune responses [175,177]. In addition, MeJA also exhibits significant antimicrobial
activities by inhibiting spore germination and mycelial development of various plant
pathogenic fungi [178-180].

These modulations need to be analyzed in a more holistic sense. We have to mention
that most of the studied Trichoderma species colonize either the root surface or the interior
as endophytes [181,182], including in wheat [183]. However, within the soil fungal com-
munities, Trichoderma spp. has a relatively low abundance in both agricultural [184,185]
and natural ecosystems [186,187]. The act of seed coating guarantees the presence of Tricho-
derma in wheat tissues over time to ensure a long-lasting and systemic elicitation of plant
responses. Among the early signaling-induced events related to the host-Trichoderma recog-
nition, high levels of SA, Et and JA were observed in different parts of the plant [188,189].
While several studies have focused on the early (i.e., hours or days) and systemic elicitation
of Trichoderma when inoculated on roots and/or leaves by transcriptomic or proteomic
analysis, our study has the originality of providing new insights about these root and leaf
responses when seeds are coated with Trichoderma. The isolates thus have time to accli-
matize and settle in their edaphic environment while potentially colonizing the growing
plant organs (i.e., coleoptiles, then all or part of the young seedling, including the roots).
The result after 21 days of interaction in a greenhouse shows that plant response patterns
related to phytohormonal defense regulations are highly diversified between pathways
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(SA and JA/Et) and closely dependent on the applied strains. These responses are very
complex to interpret, but growth and immune performances appear to be associated with
the simultaneous transcript expression of SA and JA /Et defense-related genes, as well as
with the expression of an oxidative burst and accumulation of antimicrobial metabolites.
SA- and JA/Et-dependent signaling are often depicted as antagonistic, but here, their
synergistic overlap seems to occur instead, as previously reported for some pathosys-
tems [116,190,191]. However, although the induced SAR and IRS seem compatible in our
study, the signaling pathways leading to plant resistance and growth are different and
distinctly strain dependent. Furthermore, the complexity of the transcriptional responses
observed would plausibly be linked to the interaction of two pools of phytohormones
emitted during plant/Trichoderma interaction, i.e., the first emitted by the plant in response
to the recognition and settlement of Trichoderma in the root, and the second emitted by the
fungus to manipulate its (biotic) environment, and which, here, would fully integrate the
signaling pathways of the plant. In other words, the global and systemic hormonal regula-
tions observed in this study would be conditionally linked to the ability of Trichoderma to
produce several phytohormones (such as ABA, CKs, GAs, SA, Et and IAA). The level of
these phytohormones is strain-specific, and their cooperation synergistically modulates
plant disease resistance and growth promotion [192].

Therefore, and consistent with what has been observed in other studies on tomato [193],
cucumber [194] or olive [32], this evidence further underlines the key influence of Tricho-
derma on the overall phytohormonal balances that interconnect plant defense and devel-
opment responses. The transcriptional expression levels of the markers studied here did
not allow us to identify which phytohormone-likes are mainly produced by the different
Trichoderma strains, nor the way in which they cooperate to reach this effect on plant growth
and defense promotion. Other ongoing research will quantify the phytohormone-like
compounds produced by these beneficial isolates in order to identify their potential mode
of action during the molecular dialogues of the defensive protection process in wheat.

3.5. Long-Lasting Root Installation of Trichoderma Isolates for a Sustainable Plant Protection

It should be noted that the physiological responses recorded here are expressed in the
roots and leaves of wheat plants harvested after three weeks under greenhouse conditions
and that the fungal treatments were carried out only on seeds.

Several events can explain the durability of the signal over time. Each Trichoderma
isolate was detected in the roots of plants coming from seeds treated with that same strain
(Figure S7 in Supplementary Materials). The same goes for the pathogen, which was
only detected in the roots of plants originating or not from seeds previously treated with
Trichoderma isolates. Regarding leaves, no PCR amplification signal was detected for all
Trichoderma isolates and F. culmorum was detected in plants treated only with this pathogen.
However, it is plausible that the isolates are also present on/in the aerial parts but at levels
not measurable by the analytical approaches used here and/or that endophytic populations
mask the signal. In this respect, these potential trace populations that would be controlled
by the immune performance of plants stimulated by Trichoderma could conceivably still have
a positive influence on the foliar defense responses by intensifying the primary systemic
signals emitted by the roots during the interaction with Trichoderma isolates.

The prolonged presence of the fungal protagonists should thus have an influence
(individually or synergistically) on the intrinsic “immune memory” of plant cells whose
inhibitory feedback regulations have not yet been fully deployed. The combination of these
two events can temporarily reduce the vitality of the growth of the plants. Plants actively
prioritize defense over growth, and this prioritization and the associated growth trade-offs
are regulated by crosstalk between plant hormones [195,196]. In our experimental context,
these negative collateral effects were not observed with any of the beneficial interactions,
and Tahz01, -02 and -03, and Tlix01 significantly improved plant growth dynamic (Figure 3).
Therefore, this data is crucial to determining the choice of strains whose positive effect is
closely linked to their ability to develop BCA and PGP capabilities simultaneously.
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Finally, in our study, where in planta experiments were conducted in a growth cham-
ber, F. culmorum was traceable in diseased plants, as well as in symptomless plants that
were previously treated with each Trichoderma isolate. This data is of great significance
because the fact that Trichoderma persistently colonizes the roots alongside the pathogen
suggests the relevance of using these agents as a form of biocontrol, particularly for a
pathogenic population, and/or in the modulation of the expression of pathogenicity genes
that instruct the level of pathogen'’s aggressiveness. The molecular dialogues that regulate
cellular responses in each of the interacting fungal protagonists open up many remarkable
exploratory avenues, which will be studied in the future.

4. Conclusions

To conclude, this study was conducted to isolate local Trichoderma spp. from rhizo-
spheric soil of an old wheat variety (cultivated in an organic farming system) in order to
use them as Plant Growth Promoting Fungi (PGPF) and Biocontrol Agents (BCAs) against F.
culmorum, the agent responsible for Fusarium seedling blight disease in wheat (FSB). Of all
the Trichoderma isolates, six strains were tested in this study. The results showed that seed
coating with Trichoderma strains before sowing was efficient in promoting plant growth by
increasing shoot/root length, total fresh/dry weight, total chlorophyll content and nitrogen
plant status (NBI). In addition, strains appeared to be efficient biological control agents in
their capacity to inhibit F. culmorum growth in vitro and by reducing disease severity under
controlled environmental conditions. Moreover, the strains were able to induce systemic
and long-lasting immune performance in the roots and leaves of 21-day-old seedlings.
These physiological characteristics correlated with profound transcriptional changes in the
gene encoding for plant defenses and reprogramming of hormonal balances, leading to
simultaneous expressions of SA- and JA /Et-dependent pathways. The spatio-temporal
coordination of these cellular responses conferred systemic resistance to wheat seedlings
where the levels of its protective effect depended on the Trichoderma strain tested.

This research allowed us to explore the local Trichoderma strains which colonize the
wheat rhizosphere and examine their performance as PGPF and BCAs. Their successful
use here needs to be followed up by further analysis to fully understand the nature of the
molecules (diffusible and volatile metabolites) involved in the biocontrol activity, as well
as their impact on wheat growth and resistance performances in the field. In this respect,
new studies focused on deciphering the molecular dialogue between the protagonists
(Fusarium, Trichoderma and wheat) are in progress to better understand and valorize the
isolated Trichoderma strains, which will then potentially guide their industrial application.
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Préambule

Depuis la révolution verte et au fil des ans, la production agricole des petits exploitants a
régulierement diminué en raison de la baisse de la fertilité des sols, du changement des
conditions climatiques, de l'indisponibilité de terres arables et de la dépendance
excessive al'égard de l'eau de pluie pour l'agriculture (Vanlauwe et al., 2014). Cette baisse
de la productivité des cultures est notamment aggravée par la dégradation des terres
agricoles causée par certaines pratiques culturales telles que l'utilisation excessive
d'engrais et de pesticides inorganiques, 1'épuisement des matiéres organiques du sol lié a
la monoculture de plantes exigeantes comme les céréales, et 1'émergence de
phytopathogenes destructeurs ont également contribué a la baisse de la productivité des
cultures (Kopittke et al., 2019 ; Singh et al., 2020).

Par ailleurs, I'ensemble de ces pratiques culturales dites modernes a ruiné
significativement 1'écologie des sols. Elle se caractérise par de nombreuses interactions
clés et remarquablement complexes entre les plantes et les microbes. Parce qu’elles sont
profondément perturbées et leur bénéfice aujourd’hui reconnu, la restauration
écologique de la fertilité des sols est a ce jour indispensable (Altieri et al., 2018).
L'utilisation d'agents biologiques bénéfiques et/ou de leurs dérivés dans l'agriculture
durable gagne en popularité grace aux progres récents de la technologie moléculaire. En
effet, outre leurs actions positives sur les plantes et les écosystemes microbiens contigus,
ces agents biologiques sont respectueux de l'environnement, polyvalents, et peuvent
améliorer la productivité des cultures dans un large éventail d'environnements soumis a
une continuelle évolution des conditions climatiques (Kumar et al., 2017).

Les composants microbiens de I'endospheére et de la rhizosphere des plantes forment des
associations bénéfiques complémentaires avec les plantes, améliorant ainsi la physiologie
générale de celles-ci et, in fine, la productivité des cultures (Ali et al, 2017). Ces
organismes favorisent également les résistances locale et systémique des plantes a divers
facteurs abiotiques (sécheresse, salinité, chaleur, carences minérales, pollution, etc.) et
biotiques contre un large spectre d'agents phytopathogeénes et de ravageurs ; des
événements contraignant qui impactent significativement la croissance végétale et ses
potentiels de production (Kumar et Verma, 2018). Ces potentialités bénéfiques sont liées
a de nombreux mécanismes moléculaires, souvent spécifiques des espéces de micro-
organismes engagés, comme notamment 'augmentation de la fixation biologique de
'azote et de 'assimilation du carbone, la sécrétion d'hormones de croissance (auxines,
cytokinines et gibbérellines), la sécrétion d’enzymes extracellulaires lytiques, la
solubilisation, I'absorption et I'assimilation des nutriments (solubilisation du phosphate
et du zinc notamment, production d'ammoniac, de cyanure d’hydrogene et de
sidérophores), et la production d'acides organiques, de biosurfactants, de métabolites
toxiques ou antibiotiques, d'oxyde nitrique et d'osmolytes (Pii et al., 2018).

Les endophytes sont omniprésents chez le monde végétal. Bien que des spécificités de
présence sur certains organes aient été observées, ils sont systématiquement associés a
la quasi-totalité des plantes examinées jusqu'a présent. Les endophytes bénéfiques se
trouvent principalement au niveau des racines, mais ils colonisent également la
phyllospheére et les graines et fruits.
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Parmi les bactéries rhizosphériques, certaines especes peuvent vivre a l'extérieur, ou en
contact direct avec les tissus de la plante hdte. Pour cette derniere situation, sont
nuancées les bactéries rhizosphériques de type épiphytes dont leur habitat correspond a
la surface des organes végétaux, et les endophytes bactériens qui présentent I'aptitude de
pénétrer a l'intérieur de leur hote sans causer de dommages physiologiques ou morbides
(Schulz et Boyle, 2006 ; Ryan et al., 2008). Elles sont dénommées sous le sigle général
"PGPE" ("Plant Growth Promoting Endophytes"). Elles vivent dans les espaces
intercellulaires et se nourrissent de "nutriments apoplasmiques” (Rosenblueth et al,,
2006 ; Marella, 2011). Quelle que soit la proximité de l'interaction PGP-plante, ces
bactéries établissent des relations complexes avec les plantes hotes. Elles agissent comme
des promoteurs des fonctions physiologiques liées a la croissance et a I'immunité de leurs
hotes, voire en prenant comme "cible trophique" les agents pathogénes ou agresseurs. Ces
agents sont également qualifiés d’agents de biocontrdle. Le role des bactéries associées
aux plantes dans I'amélioration de la production agricole et de la fertilité des sols est donc
tres étudié. Parmi une diversité de rhizobactéries remarquables, plusieurs genres de
bactéries sont utilisés comme PGPR, et comprennent notamment les genres
Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Micrococcus, Pseudomonas, et Serratia (Verma et
al,, 2019). La diversité tres riche des especes endophytes observée recouvrirait I'activité
des populations constituées d’espéces «neutres», commensales, mais également
d’espéces phytopathogenes "latentes" et dont les agressivités seraient alors contenues. Il
s’avere que la diversité des espéces constituant une communauté, quel que soit I'organe,
est aujourd’hui relativement aisée a inventorier. A contrario, les facteurs qui affectent la
composition des especes au sein des communautés microbiennes ainsi que les relations
qui les unissent spatio-temporellement a une espece végétale donnée sont loin d’étre
entierement compris. Ces facteurs seraient déterminés par le génotype de 1'hote, 1'age de
la plante, le type de tissu, la localité géographique et la saisonnalité par exemple (Porras-
Alfaro et Bayman, 2011).

En ce qui concerne les endophytes bactériens précisément, la population de micro-
organismes que nous avons étudiée spécifiquement dans ce présent chapitre, ils peuvent
étre isolés a l'intérieur d’'un matériel végétal ayant été au préalable soigneusement
stérilisé en surface (Liu et al., 2017). Ces bactéries ont des capacités d'adaptation
particulieres qui leur permettent d'envahir et de coloniser leur hote. Leur présence
engendre pour la plante deux influences positives, une amélioration de la croissance en
établissant des interactions synergiques particulieres avec la plante hote, et une
protection immune de I'hote au travers d'interactions antagonistes directes et indirectes
avec les pathogenes du sol (Eljounaidi et al., 2016). Par ailleurs, ces endophytes bactériens
seraient soumis a une sélection évolutive plus longue sur de nombreuses générations. Ils
sont donc considérés comme ayant une relation plus étroite avec 'hote et, a ce titre, ils
établiraient une niche écologique plus durable que les rhizobactéries libres du sol
(Moronta-Barrios et al.,, 2018 ; Abedinzadeh et al., 2019). De méme, le fait qu’ils soient
tres bien adaptés a leur partenaire hote (Griffiths et al., 2020), voire "choisis" par celui-ci
au vu des avantages qu’ils fournissent (Ullah et al., 2019), ces endophytes seraient
héritables entre générations (Hardoim et al., 2008).
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Leur transmissibilité intergénérationnelle serait assurée via les semences (Hardoim et al.,
2008). Toutes ces aptitudes les rendraient plus "compatibles” avec leur hote, créant une
interaction privilégiée et stimulatrice de la croissance et de la résistance des plantes. A cet
égard, les endophytes bactériens exerceraient potentiellement des effets bénéfiques plus
importants sur les plantes hotes que d'autres bactéries associées aux plantes.

Il est unanimement reconnu que les interactions multilatérales inter-microbes/plantes
jouent un role écologique fondamental dans la qualité biologique des sols. Tirer bénéfice
de ces interactions et les valoriser de maniére appropriée et ambitieuse serait alors un
levier pertinent dans la restauration des terres dégradées afin de sauvegarder
durablement un paysage agricole productif et sain. Les facteurs mentionnés
préalablement (ie stabilité/durabilité dynamique dans le temps, complémentarité
moléculaire inter-organismes et héritabilité intergénérationnelle) conditionnent
I'installation optimale des endophytes dans un micro-systeme biotique limité (la plante
hote) évoluant dans des environnements abiotiques et biotiques ouverts et
perpétuellement fluctuants. Rechercher ces endophytes bactériens, ainsi que comprendre
le plus exhaustivement possible leur fonctionnement tant vis-a-vis de leur plante hote que
des autres micro-organismes coévoluant dans une niche commune, apparaissent des
actions de recherche primordiales pour réfléchir a la sélection d'endophytes adaptatifs et
efficaces associés a une plante particuliere et d'importance agricole, comme le blé. Plus
important encore, ces actions de recherche sur les endophytes intégrent pleinement les
objectifs généraux des programmes de sélection végétale dont les ambitions affichées
doivent répondent urgemment a des préoccupations majeures comme l'adaptation des
plantes au changement climatique, la transition agroécologique et I'évolution des modes
de consommation d’'une Humanité en pleine explosion démographique. Ces enjeux sont
certes systémiques, mais concernent également la Tunisie ou la production de blé est une
priorité en raison de son importance dans I’alimentation (Rastoin et Benabdrazik, 2014).

En dépit des profondes méconnaissances sur le fonctionnement de ces communautés
endophytes entre elles et avec leur partenaire hote, les endophytes bénéfiques associés
aux céréales gagnent en popularité en raison de leur impact positif sur la croissance des
plants et le rendement des cultures, en particulier vis-a-vis du blé dans des conditions
environnementales fluctuantes et défavorables (Zhang et al., 2017).

Afin de répondre aux préoccupations environnementales et de santé publique
développées dans le chapitre précédent, il apparait nécessaire d'augmenter la production
de blé de fagcon durable tout en atténuant les problemes écologiques causés par
I'utilisation excessive de produits agrochimiques. Le recours a I'utilisation d'endophytes
bénéfiques et locaux en tant que produits agrobiochimiques (ie biofertilisants et
biopesticides) serait une alternative tres encourageante pour soutenir une production
durable a tres faible impact écologique. Par ailleurs, I'utilisation des PGPR présenterait de
nombreux autres avantages comme leur faible colt de fabrication et leur facilité
d'application en champs (Zaidi et al., 2015).
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Dans ce troisieme axe de recherche, nous avons souhaité valoriser I'isolement des micro-
organismes bactériens endophytes qui colonisent naturellement les racines de I'ancienne
variété de blé tendre, Florence Aurore. L’objectif de cet axe a été d’identifier au sein de ces
communautés bactériennes des espéces qui développent des actions biostimulatrices sur
la croissance et I'immunité innée des plants d'une part, et leur aptitude a produire des
molécules toxiques inhibitrices de la germination des spores et/ou du développement
mycélien de I'agent phytopathogene F. culmorum, d’autre part. Notre objectif finalisé est
que certains des agents biologiques isolés puissent étre intégrés ensemble dans les
programmes de lutte biologique (contraintes biotiques et abiotiques) sur les variétés de
blé moderne en Tunisie, et ce afin de réduire au maximum l'emploi des produits
chimiques (engrais et pesticides) dans la production de blé.

ATinstar de I'axe de recherche qui ciblait le genre Trichoderma, I'ensemble des résultats
générés dans cet axe de recherche sont intégralement exposés dans le projet d’article qui
suit et qui est soumis dans la revue internationale PLoS One®.
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Antagonistic activity against Fusarium
culmorum

Résumé graphique de I'article « Evaluation of Tunisian wheat endophytes as plant
growth promoting bacteria and biological control agents against Fusarium
culmorum » (Source personnelle, réalisé avec BioRender). Ce graphique illustre I'effet des 14
endophytes racinaires sur la stimulation de la croissance, I'expression des défenses végétales et
I'inhibition de Fusarium culmorum.
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Abstract

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) applications have emerged as an ideal substitute for
synthetic chemicals by their ability to improve plant nutrition and resistance against pathogens. In this
study, we isolated fourteen root endophytes from healthy wheat roots cultivated in Tunisia. The isolates
were identified based from their 165 rRNA gene sequences. They belonged to Bacillota and Pseudomonadota
taxa. Fourteen strains were tested for their growth-promoting and defense-eliciting potentials on durum
wheat under greenhouse conditions, and for their in vitro biocontrol power against Fusarium culmorum, an
ascomycete responsible for seedling blight, foot and root rot, and head blight diseases of wheat. We found
that all the strains improved shoot and/or root biomass accumulation, with Bacillus mojavensis,
Paenibacillus peoriae and Variovorax paradoxus showing the strongest promoting effects. These
physiological effects were correlated with the plant growth-promoting traits of the bacterial endophytes,
which produced indole-related compounds, ammonia, and HCN, and solubilized phosphate and zinc.
Likewise, plant defense accumulations were modulated lastingly and systematically in roots and leaves by
all the strains. Testing in vitro antagonism against F. culmorum revealed an inhibition activity exceeding
40% for five strains: Bacillus cereus, Paenibacillus peoriae, Paenibacillus polymyxa, Pantoae agglomerans,
and Pseudomonas aeruginosa. These strains exhibited significant inhibitory effects on F. culmorum mycelia
growth, sporulation, and/or macroconidia germination. P. peoriae performed best, with total inhibition of
sporulation and macroconidia germination. These finding highlight the effectiveness of root bacterial
endophytes in promoting plant growth and resistance, and in controlling phytopathogens such as
F. culmorum. This is the first report identifying 14 bacterial candidates as potential agents for the control of
F. culmorum, of which Paenibacillus peoriae and/or its intracellular metabolites have potential for
development as biopesticides.
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Introduction

Plants in nature undergo a wide range of biotic and abiotic stresses. To resist these threats, they have
developed strategies to form alliances with beneficial plant-associated microbes through a signaling
network mediated by phytohormones and a plethora of secondary metabolites [1,2]. Beneficial
microorganisms (fungi or bacteria) can be epiphytic, colonizing the surface of plant organs, or endophytic,
living in the intercellular spaces and feeding on apoplastic nutrients without causing any apparent disease

symptoms [3,4].

The relationship between endophytes and their host may be neutral or even pathogenic (latent pathogens),
but a subset of them has been found to develop beneficial behavior, conferring several physiological
advantages on their host, and prompting better plant resilience. The positive effect of endophytes can be
explained by several direct and indirect mechanisms. They include the production of plant growth
regulators or phytohormones (auxins, cytokinins and gibberellins), improved biological nitrogen fixation
and nutrient mobilization and assimilation (phosphorus, zinc, etc.), and the potentiation of tolerance to
abiotic stress (salinity, drought, pollution), and biotic stress by stimulating the host to deploy specific
defensive weapons locally and systemically. Endophytes may compete with pathogens either by physically
interacting with them to become their prey (parasitic activities), or indirectly by colonizing infection sites
and appropriating common nutrients, including the synthesis of substances with bactericidal action (HCN,
“antibiotic” compounds, siderophores, etc.) or by inducing the accumulation of plant defenses (innate
immunity) [5-7]. These capacities derive from the delivery or regulation of various complex and
interconnected hormone signaling-dependent pathways, involved in growth (e.g., IAA, abscisic acid,

gibberellic acid, and cytokinins) and plant defenses (e.g., salicylates, jasmonates, and ethylene) [8].

Endophytes are ubiquitous and have been associated with almost all plants examined [9]. Beneficial
endophytes are mostly found in the rhizosphere, but they also colonize the phyllosphere, and a few are
obligate symbionts transmitted to seeds [10]. The endophytic communities and the networks that drive
them are thus remarkably diverse and complex. Factors affecting the composition of species inside
microbial communities are far from fully understood [11]. However, beneficial endophytes associated with
cereals have drawn interest because of their positive impact on crop growth and yield [12]. Their use is
particularly relevant -if not urgent- for wheat (Triticum aestivum L.), one of the most important staple crops
in the world, which is directly and profoundly affected by changing environmental conditions. The need to
increase wheat production and the ecological damage caused by the excessive use of agrochemicals make

endophytes an attractive alternative for sustainable production with low environmental impacts.

In Tunisia, durum wheat is a strategic crop because of its importance in traditional diet [13]. The cultivation
of wheat started with Florence Aurore, a non-bearded soft wheat variety, which covered up to 80% of the
Tunisian bread wheat surface until 1952. It has since been replaced by modern higher yield varieties
[14,15]. Unfortunately, varietal selection has adversaly affected the ability of these modern varieties to
interact with native microbes, limiting the beneficial input from plant-microbe interactions, as reported by

Valente et al [16].
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Fusarium species are the most destructive wheat pathogens and toxin-producing fungi, causing extensive
damage and significant yield losses [17]. In Tunisia, Fusarium culmorum is one of the dominant wheat
pathogens [18]. It is the causal agent of seedling, foot and root rot, and head blight (FSB, FFRR and FHB) on
various small grain cereals, in particular wheat and barley [19]. The ability of F. culmorum to persist in the
soil as chlamydospores for many years, the lack of fully resistant wheat cultivars and the fact that Tunisia is
considered a climate change hotspot make this fungal agent difficult to manage [20,21]. Fungicides are the
most effective tools to control diseases caused by F. culmorum. However, given their negative impacts on
the environment and humain health, and the increased resistance of pathogens to tem, it is crucially urgent

to find new safe alternatives [22].

Increasing agricultural productivity, particularly wheat production, in a sustainable and environment-
friendly way is a major challenge. The use of PGPR, thanks to their ability to improve plant growth,
productivity, and innate immunity, should help accomplish this aim. However, as awareness of
environmentally friendly farming practices grows through the strict adoption of precautionary procedures
with alternative biological controls, it is essential to find region-specific microbial strains that can be used
as growth-promoting inocula to achieve desired crop production [23]. This means that specific selection of
PGPR strains is necessary, according to the agronomic objectives pursued and the geographical areas
assigned for their use. In this regard, the characterization of native PGPRs from agroclimatic areas where
severe F. culmorum infestation occurs, and their valorization as biofertilizers and biopesticides against this
fungal agent in its originating area and surroundings, are of great interest. This research focuses on bacterial
endophytes colonizing the roots of an old bread wheat variety (Florence Aurore) cultivated in an organic
farming system in Tunisia. The study had three main objectives: (i) verify the presence of beneficial
bacterial root endophytes in this wheat variety through isolation and molecular identification, (ii) evaluate
their ability to promote plant growth in a controlled chamber, measuring their capacity to produce indole-
related compounds, HCN, and ammonia, and to solubilize phosphate and zinc elements, and (iii)
characterize their ability in vitro to elicit plant defenses and act as a direct biocontrol agent against
F. culmorum, particularly by inhibiting sporulation and macroconidia germination, given the importance of

spores in the Fusarium life cycle and disease dissemination.
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Materials and Methods

Study site and sample collection

The study site was located in Gosset El Bey Bizerte, about 60 km north-west of Tunis (36°92'40.96"N,
9°69'90.89"E, 133 m a.s.l.). The topography is mainly hilly with stretches of plains. The climate is warm
Mediterranean with dry summers. The annual temperature range is approx. 18.2°C, the average rainfall
approx. 582.7 mm. Field sampling was conducted in May 2020. Healthy plant samples of wheat (Triticum
aestivum L.) variety Florence Aurore were collected randomly from an organic crop field at grain-filling stage
(Growth stage 87, according to the code defined by Zadoks et al [24]. Samples were placed individually in
plastic bags and brought to the Tunisian National Institute of Agronomic Research (INRAT) for bacteria

isolation.

Isolation of root endophytic bacteria

Plants were carefully removed from rhizospheric soil and washed with tap water. Roots were cut into
sections 2-3 cm long and dried on filter paper. All root segments were surface-sterilized to remove epiphytic
microbes by dipping them in 70% ethanol for 2 min, in 0.5% NaOCl for 2 min, in 70% ethanol for 1 min, and
then washing them three times with sterile distilled water. Fragments were placed in tryptone soya agar
(TSA). Bacteria were also isolated by serial dilution plating of sterilized crushed root samples on TSA plates
as described by Hameed et al [25]. Plates were incubated at 28+2°C and inspected daily until bacteria
appeared. The surface sterilization technique was checked by inoculating TSA plates with 1 mL of the wash
water. Absence of microbial growth was taken as evidence of successful surface sterilization. Isolates were
picked and transferred onto agar-solidified lysogeny broth (LB) medium for further purification. The

morphological aspect of the 14 strains used in this work is shown in S1 Figure.

DNA extraction, 16S rRNA gene sequencing, and phylogenetic analysis

Total genomic DNA was extracted from bacteria using the phenol-chloroform method. A partial region of
16S rRNA gene was amplified using 27/1492R primers [26]. PCR amplifications were performed using a
BioRad thermal cycler with initial denaturing at 95°C (2 min), followed by denaturing for 35 cycles of 95°C
for 30 s, primer annealing at 58°C for 30 s, primer extension at 72°C for 45 s, and a final extension at 72°C
for 5 min. The PCR reactions were run in a total volume set at 50 pL, the mix containing 1 pL of genomic
DNA (25 ng uL1), 10 pL of colorless GoTaq Felxi Buffer (5X), 3 puL of MgClz solution (25 mM), 1 pL of PCR
nucleotide mix (10 mM each dNTP), 1 uL of primers (5puM each), 0.25 pL of GoTaq (G2 Flexi DNA
Polymerase 5 upL?), and 32.75 pL of sterile water. PCR products were analyzed by agarose gel
electrophoresis (1.5%) and sequenced by Genewiz company (Germany). 16S rRNA gene sequences of each
isolate were identified by BLAST alignment inferred in the public database NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), and recorded in the NCBI GenBank database. Related accession
numbers are listed in Fig 1a. Homologous 16S rRNA gene sequences used in the study were retrieved from
the NCBI BLAST analyses. Multiple DNA sequence alignments were performed using the Clustal-W

algorithm. Maximum likelihood analysis was used to construct a phylogenetic tree as implemented in the

132



PhyML program, with bootstrap analysis based on 1000 random resamplings. Nucleotide sequence

accession numbers are listed in Fig 1a.

Extracellular enzyme production

Catalase

A small quantity of fresh bacterial culture was taken from an LB plate using a sterilized wooden pin and
placed on a glass slide. A drop of hydrogen peroxide (3%) was added to the samples. Inmediate bubbling

showed catalase production [27].

Amylase

Overnight-grown bacterial cultures were used for spot inoculation on mineral starch medium agar
containing (g L1): K2HPO4 0.5, KH2PO4 1, NH4Cl 1, MgS04 0.2, starch 5, agar 20 (pH 8.0) [28]. For each strain,
four spots per plate were run (each spot 10 pL). After 48 h of incubation at 28°C, the plates were flooded
with an aqueous solution of iodine 1% (w/v) in potassium iodide 2% (w/v) to reveal the clear zone of

degradation around colonies producing amylase.

Protease

LBA medium supplemented with 1% skim milk was used to detect protease activity [29]. Fresh bacterial
cultures were spot-inoculated and plates were incubated at 28°C for 3-4 days. The presence of halo zones

around the bacterial growth was considered as a positive result for protease production.

Cellulase

Cellulase activity was tested by spot inoculation on M9 minimal salt medium comprising (g L-1) NazHPO4
33.9,KH2P04 15, NaCl 2.5, NH4Cl 5, yeast extract 1.2, and agar 15 amended with 1% carboxymethyl cellulose
[30]. Plates were left at 28°C for 7 days, then flooded with an aqueous solution of iodine 1% (w/v) in
potassium iodide 2% (w/v). The presence of a clear zone around the colonies was considered as a positive

result for cellulase production.

In vitro determination of plant growth promotion activities

Production of indole-related compounds

Overnight-grown cultures of the bacterial isolates were inoculated in LB broth supplemented with 0.1% of
L-tryptophan. After 48 h of growth at 28°C under constant shaking (240 rpm), 1 mL of supernatant was
collected from each culture after 5 min of centrifugation at 14,000 rpm, and mixed with 2 mL of Salkowski’s
reagent (FeCls 0.5 M, and 35% HClO4). Samples were incubated at room temperature for 30 min and the
intensity of color was measured by spectrophotometry at 535 nm. This assay was carried out in triplicate.
Non-inoculated LB broth (with L-tryptophan) was used as control. A standard curve with pure IAA was
generated to estimate the amount of produced indole-related compounds, produced by suspending IAA
(Sigma) in 100% ethanol at a concentration of 10 mg mL-! and diluting it in LB medium to a concentration

of 10 - 100 pg mL-L. Control was sterile LB medium with and without L-tryptophan [31,32].
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Phosphate solubilization

Inorganic phosphate solubilization ability was detected by spot inoculating isolates on Pikovskaya’s agar
medium (PVK) amended with 0.5% (w/v) Ca3(P04)2, consisting of (g L) glucose 10, yeast extract 0.5,
(NH4)2S04 0.5, MgS04.7H20 0.1, KC1 0.2, and agar 15 (pH 7) [33]. Plates were incubated at 28°C for 5-7 days.

The formation of a clear zone around the colonies indicated the solubilization of phosphate by the isolates.

Ammonia production

Ammonia was estimated by growing bacterial strains in peptone water for 72 h at 28°C. Cultures were
centrifuged for 5 min at 14,000 rpm, and to 1 mL of each culture supernatant 50 pL of Nessler’s reagent was
added (KI 7%, Hgl2 10%, 50% aqueous solution of NaOH 32%) [34]. The formation of a slight yellow to
brownish color is an indicator of ammonia production. The optical density of each strain was measured at
450 nm to quantify the amount of ammonia produced using a standard curve of (NH4)2SO4 solution at the

following concentrations: 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, and 4 umol mL-..

Zinc solubilization

Bacterial strains were screened for their zinc solubilization potential on Tris-minimal medium containing
(g L'Y) D-glucose 10, Tris-HCl 6.06, NaCl 4.68, KCI 1.49; NH4Cl 1.07, Na2S04 0.43, MgCl2.2H20 0.2, CaCl2.2H20
0.03,agar 15 (pH 7), amended with 0.1% zinc oxide according to Fasim et al [35]. Plates were incubated for
14 days in the dark at 28°C. Zinc-solubilizing strains produced halo zones around colonies. The surface of
these zones was measured using Image] software to calculate the Zn solubilization efficiency (SE) %
according to Sharma et al [36] using the following modified equation: Zn solubilization efficiency

SE (%) = (surface of solubilization halo / surface of colony) x 100.

Production of hydrogen cyanide

HCN production was assessed by cultivating bacterial colonies on LB medium supplemented with 4.4 g L'
of L-glycine [37]. Sterilized filter papers were soaked in alkaline picrate solution (0.25% picric acid and
1.25% sodium carbonate) for one minute, placed on the cover of Petri plates, and sealed with Parafilm. After
4-5 days of incubation at 28°C, color change of the filter paper from yellow to brick red indicates the

production of HCN. This assay was repeated four times.

In vitro biocontrol activity

In vitro dual-culture analysis

Antifungal activity of bacterial isolates against Fusarium culmorum was assessed by dual culture assays as
described by Al-Mutar et al [38]. Four sterile filter paper discs (diameter 5 mm) were soaked on overnight-
grown bacterial culture and placed symmetrically around a 5 mm diameter agar plug of F. culmorum (7 days
old) in the center of potato dextrose agar (PDA) medium. PDA dishes inoculated only with F. culmorum
served as control. Plates were incubated for 5-7 days at 28°C. Growth radius of F. culmorum towards
bacterial colonies was measured daily until no further growth was detected. The inhibition rate (IR) was

calculated by IR = R1-R2 / R1 x 100, where R1 is the colony radius of F. culmorum in the control plate and
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R2 is the colony radius of F. culmorum in the presence of bacterial strains. For each bacterial isolate, five

replicates were run and the whole experiment was repeated twice.

Antibiosis of selected bacterial strains

The five isolates selected based on their growth inhibition percentage calculated during the dual culture
assay were further studied for their in vitro antibiosis activity [39]. Liquid LB media (25 mL for each
repetition) were inoculated with 1 mL of fresh bacterial culture (OD at 595 nm=1) in 50 mL conical
centrifuge tubes. After 48 h of incubation at 37°C under constant shaking, culture media were centrifuged
at 8000 x g for 5 min to collect the supernatant then sterilized by three steps of filtration (0.45 pm once and
0.2 pm twice). PDA medium with 30 g of agar per liter was prepared then keptat 55°C in a water bath, 20 mL
of each bacterial filtrate was mixed with the same volume of PDA medium then poured onto Petri plates.
Three replicates for each treatment were run and for the control plates PDA medium, which were only
mixed with a filtrated LB media. All plates were inoculated with mycelial plugs of F. culmorum and incubated
for 7 days in the dark at 28°C. The growth surface was calculated using Image] software. The growth
inhibition percentage was calculated using the formula: Inhibition percentage = Growth surface in the

control plates - Growth surface in the treated medium / Mean of growth surface in the control plates x 100.
Inhibition of macroconidia formation

To assess the formation of F. culmorum macroconidia in the presence of the five selected bacterial strains,
plates of the dual confrontation assay were kept at 28°C for one month and agar blocks (4 mm in diameter)
were excised from the F. culmorum growth surface, transferred to tubes containing 1 mL of sterilized water
(two plugs per tube in three technical replicates) and vortexed for 30 s. The number of macroconidia was

determined under a light microscope using KOVA Glasstic slides, as described by Semighini et al [40].
Effect of selected bacterial strains on F. culmorum macroconidia germination

The effect of bacterial strains on the germination of F. culmorum macroconidia was evaluated with two

methods, using the living bacteria or their intracellular metabolites.

For the experiment using living bacteria, we used the method described by Bruisson et al [41] with some
modifications. Briefly, F. culmorum spores were obtained from a PDA culture and suspended in a PDB
medium. The spore concentration was then adjusted to 2.105 spores mL1. A 100 pL aliquot of this sporal
suspension was mixed with 100 pL of fresh bacterial culture in sterilized liquid LB medium (OD at
595 nm = 1). Control samples consisted of 100 uL of spore suspension (2.105 spores mL1) mixed with
100 pL of sterilized liquid LB medium. Each treatment was replicated three times. The resulting 200 pL
mixture (total volume) was inoculated onto PDA medium and incubated at 28°C for 5 days for visual
observation of mycelial growth. To confirm macroconidia germination at a macroscopic level, the same
mixture was placed in Eppendorf tubes under the same conditions. A drop of this mixture was then placed

on a glass slide, and the germination examined under an optical microscope.

In the second approach, the inhibitory effect of the intracellular metabolites was assessed. Fresh bacterial
cultures from LB liquid medium were centrifuged at 8000 x g for 15 min. The supernatant was removed and

the pellet was retained. To obtain the intracellular fraction, the pellet containing the bacterial cells was
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washed with a 1% NacCl solution to remove any remaining supernatant. It was then resuspended in 800 pL
of TEP buffer (10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA and 0.001% (w/v) phenylmethylsulfonyl fluoride), and the
final optical density (OD) at 595 nm was adjusted to 1. The pellet was sonicated for one minute with 3 cycles
of 10 seconds pulse on/off on ice using a Vibra Cell™ VCX 130 ultrasonic processor with an amplitude of
50%. After sonication, the samples were centrifuged for 30 minat 12,000 rpm. The supernatant was filtered

twice using a 0.2 um filter, and the intracellular fraction was stored at 4°C for further use.

For the assay, we used the method described by Bruisson et al [41] with slight modifications: 4.95 pL of the
intracellular fraction was mixed with 1.65 pL of F. culmorum macroconidia (suspended in PDB medium) at
a final concentration of 2.105 spores mL-1 on KOVA Glasstic slides. The control was 4.95 pL of TEP buffer
mixed with 1.65 pL of F. culmorum macroconidia (suspended in PDB medium) at a final concentration of
2.105 spores mL1. This assay was performed five times and repeated twice. The KOVA Glasstic slides were
placed in a humid box at 28°C, and observed under an optical microscope at 6, 12, 24 and 96 hours. The
analysis criteria were the percentage of germinated macroconidia (%g), germ tube length corresponding to
hyphae length (Lh in pm) per square (0.33 mm x 0.33 mm) in KOVA Glasstic slides measured using Image],
and the morphology of hyphae [41].

Bioassay and plant material

The effect of isolated bacteria on durum wheat was tested interm of seedling growth in a greenhouse for 3
weeks. The variety “Karim”, one of the most widely used and productive durum wheat varieties in Tunisia,
was chosen for this study. Karim seeds were provided by the National Institute of Agronomic Research of

Tunisia (INRAT).
Seeds sterilization and inoculum preparation for the in vivo and in planta assays

Fresh bacterial cultures were scraped off with 3 mL of sterile distilled water, placed in 10 mL of Luria
Bertani (LB) broth, and shaken for 24 h. This medium was also used for the preparation of inocula
suspensions to ensure the viability of bacteria after inoculation. The final concentration of the viable
bacteria was adjusted to 108 CFU mL! just before inoculation. Wheat seeds were surface sterilized as
described by Fernandez and Chen [42] with minor modifications. Seeds were washed with tap water,
sterilized by immersion in 0.5% sodium hypochlorite for 5 min, and washed three times with sterile
distilled water. After drying overnight on filter paper under aseptic conditions, sterilized seeds were placed

in sterile dishes for further use.

Evaluation of plant growth variables and ecophysiology trait estimation under greenhouse

conditions

Sterilized wheat seeds were soaked in 20 mL of bacterial suspension (108 CFU mL1) for 24 h with slow
shaking [43], and sown in pots 6,5 cm X 6,5 cm (one seed per pot for six repetitions) filled with 1/3 sterilized
sand and 2/3 soil. The pots were stored in a controlled greenhouse under the following conditions: 16/8 h
light/dark photoperiod under an illumination of photosynthetic photon flux density 150 umol m2s1, a

temperature of 23 + 0.5°C, and a relative humidity of 65 * 5%. One week after seedling emergence, 1 mL of
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inoculum (108 CFU mL-1) was applied at the base of each seedling. Seedlings inoculated with only sterile LB

served as controls. All pots were placed in a greenhouse and watered on alternate days with tap water.

After 21 days under greenhouse conditions, plants were gently harvested, and roots were removed from
the soil and washed with tap water. The morphological variables were recorded, including length and fresh
weight of roots and shoots. Biomass was oven-dried at 60°C for 3 days, and dry weight was measured. At
the same time, 0.5 g samples of root and leaf tissues were taken for the analysis of defense related genes.

These samples were promptly treated with liquid nitrogen and frozen at -80°C for RNA extraction.

To quantify the content of chlorophylls (Chl) and epidermal flavonols (Flav) and their ratio, the nitrogen
balance index (NBI), a non-destructive method was used, consisting of a Dualex sensor (Force-A, France)
performing instantaneous quantification [44]. Measurements were made on uniform, fully developed light-

exposed leaves of the same plants.

Total RNA isolation, cDNA synthesis and quantitative PCR of defense-related genes

To determine the expression levels of candidate genes inherent to both plant growth and immune
performance, total RNA was extracted from roots and leaves of 15 plants used in the above experimental
setup, randomly distributed beforehand into three biological replicates. Organs were carefully sampled,
immediately frozen inliquid nitrogen, and stored at -80°C. Samples were ground to a fine powder with three
metallic balls (diameter 5mm) for 90 s in Eppendorf tubes. Total RNA was extracted from 25 mg of samples
and treated with a CTAB extraction buffer (cetyltrimethylammonium bromide) as previously described in
Ben Amira et al [45]. RNA concentration and purity were determined using a NanoDrop™
Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop®, France). First-strand cDNA was synthesized using 2 pg of
purified total RNA with Oligo-dT using the SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and stored at -20°C for further use.

Real-time quantitative PCR was carried out on an Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The amplification reactions were performed with 15 pL of final
mixture consisting of 12.5 pL of Takyon™ Rox SYBR® MasteMix dTTP Blue (Eurogentec, Liege Science Park,
Belgium), 1 uL of 1:30 diluted cDNA, and 100 nM primers (detailed in S1 Table). gRT-PCR reactions were
set up with the following thermal cycles: pre-denaturing at 94°C for 5 min, and 40 cycles of 94°C for 10 s,
60°C for 15 s, and 72°C for 10 s. PCR reactions were ended by generating a dissociation curve of 60-95°C
with an increment of 0.3°C / 15 s to ensure primer dimers and nonspecific amplifications. For each primer
pair, PCR conditions were determined by comparing threshold values in a dilution series of the RT product
(0,x10,x20, x40, x80), followed by non-template control for each primer pair. Specific amplification of only
one desired band was observed using each primer combination for RT-gPCR analysis, and PCR efficiency
was calculated for each primer pair. The amplification of five wheat encoding-housekeeping genes (Actin
(ACT), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
(RPN), RNaseL inhibitor-like (RLI), and 26S ribosomal RNA (26S rRNA)) were used as internal controls for
normalizing all amplification data. These genes were chosen from a range of widely-used housekeeping
genes, and specifically selected for their stable expressions during PGPR treatments. Each referrer belongs

to protein families involved in different cell processes to minimize the risk of co-regulations. The 2-2aCt
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method was used to evaluate the relative expression of defense-related genes [46]. PCR reactions were

performed in triplicate.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using R software (version 4.2.1) [47], with the application of the stats
packages rstatix and bestNormalize. Data normality and homogeneity of variance were examined with
Levene’s test and the Kolmogorov-Smirnov test, respectively, together with visual inspection of the
residuals. When normality and homoscedasticity were assumed, the data underwent a standard statistical
method of analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's HSD post-hoc test (p < 0.05). When normality
and homoscedasticity did not hold, the Kruskal-Wallis test based on ranks of the data was used. Epsilon
squared was used as the measure of the Kruskal-Wallis test effect size [48]. It ranged between 0 and 1 and
indicated the ratio of variance in the response variable explained by the explanatory variable, the Strain
factor. Kruskal-Wallis test was followed by Dunn’s post-hoc test. In gPCR analyses, Log2AAt values were
calculated for each sample. Relevant data transformations were performed, and homogeneity of variances
was verified on transferred data. For leaves and roots, a multiple t-test was applied to determine significant
differences (p < 0.05) between untreated and PGPR-inoculated organs, and p-values were adjusted using

the Benjamini-Hochberg (BH) procedure.

138



Results and Discussion

Diversity of the isolated bacterial endophytes

The plant growth-promoting potential of rhizobacteria isolated from wheat roots grown in an organic
farming system in Tunisia and their in vitro biological control capacity against F. culmorum (the causal agent
of fusarium seedling and head blight diseases, FSB and FHB, resp.) was examined and characterized in a

multidisciplinary approach.

Fourteen endophytic bacterial strains of healthy wheat root were isolated using the enrichment culture
technique, one of the conventional approaches using Tryptic soy agar medium, and then underwent
molecular, physiological and biochemical characterizations. The culture-dependent method recovered
representative genera that after subsequent testing of their functional abilities both in vitro and in planta
could offer a promising strategy for the development of new beneficial inoculants. The macroscopic

appearance of the isolates is shown in S1 Figure.

The molecular characterization of each bacterial strain was based on the sequencing of the 16S rRNA gene.
The subsequent Blast analysis from the NCBI gene databank (Fig 1a) combined with a global phylogenetic
distribution using the maximum likelihood analysis implemented in the PhyML program (Fig 1b), showed
that strains fell into two phylum-divisions: Pseudomonadota and Bacillota. Bacillota was found to be the
predominant endophytic bacterial phyla in our study. In these two phyla, eight genera were identifiable ;
namely Achromobacter, Enterobacter, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Variovorax and
Bacillus. The last genus is the most abundantly represented with five different species. Species of the genus
Paenibacillus were originally considered to belong to the genus Bacillus, based on morphological
characteristics, but were later reclassified as a separate genus in 1993 [49,50]. The predominance observed
here echoes the finding that bacilli from Bacillota form the dominant bacterial class with
Gammaproteobacteria of the Pseudomonadota in the endophyte community in aerial and underground

parts of wheat [51].

In detail and at species grade level, NCBI best hits showed that the percentage identity of 11 strains out of
14 exceeded 99%, but was less than 95% for the rest of the strains. The phylogenetic analysis with phylum-
closed sequences retrieved from NCBI shown that our isolated strains were probably Achromobacter sp.,
Bacillus cereus, Bacillus halotolerans, Bacillus megaterium, Bacillus mojavensis, Bacillus subtilis, Enterobacter
hormaechei, Paenibacillus peoriae, Paenibacillus polymyxa, Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas frederiksbergensis, Rhizobium sp., and Variovorax paradoxus.

The 16S rRNA gene sequence is the most common housekeeping genetic marker and has been used to study
bacterial phylogeny and taxonomy for several reasons. Firstly, this gene is present in nearly all bacteria,
often occurring as a multigene family or operons. Also, the functional role of the 16S rRNA gene has
remained consistent over time, indicating that random sequence variations serve as a more accurate
measure of evolutionary time. Lastly, the 16S rRNA gene, spanning approximately 1,500 base pairs, offers a
large enough dataset for computational analysis [52]. The usefulness of 165 rRNA gene sequencing as a tool
in microbial identification is well-established, although it may have limited phylogenetic power at the

species level and poor discriminatory power for some genera, especially for strains that belong to common
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sub-species clades [53]. In addition, it is dependent on the deposition of complete unambiguous nucleotide
sequences into databases and applying the correct "label” to each sequence [54]. Interestingly, some

bacterial strains had a homology less than 97%, implying that they may be new species [55].

The "core microbiome" is a term now widely used to refer to members that are consistent features of a
dataset hypotheisized to reflect underlying functional relationships of a specific bacterial population with
the host [56]. Determining this core is challenging for lack of an appropriate method. Furthermore, we
emphasive that the 14 species in our study are not exhaustive and the absence of some bacterial taxa does
not mean that they are not present in our samples. However, the diversity and dominance of certain taxa
(known as major taxa) observed in previous studies were also observed in our study. Pseudomonas was
among dominant endophytic genera in T. aestivum in roots, leaves, and coleoptiles, while Paenibacillus,
which is a core genus specific to T. aestivum, and Variovorax were subdominant bacterial genera hosted by
these tissues [57]. In our study, bacilli showed the greatest diversity of species. This predominance may be
due to the ability of Bacillus species to form endospores that survive under harsh conditions and to produce

bactericidal substances that inhibit competitors in the rhizosphere [58].

The microorganisms that interact with plants are mainly common species and in some cases niche-specific.
Some species that belong to the Achromobacter, Pseudomonas, Pantoea, and Variovorax genera are among
the most typical wheat endophytes [59]. Species such as B. subtilis, P. polymyxa and P. aeruginosa have been
reported in different parts of the plant including internal tissues [60,61]. Comby et al [51] observed that
B. megaterium with Microdochium bolleyi and Gaeumannomyces gramis were indicator species
characteristic of wheat roots, while B. mojavensis was a specific species of the rhizosphere colonizing
rhizoplane and spaces between cortical cells [62,63]. Other genera such as Enterobacter, Paenibacillus,

Rhizobium, and Pseudomonas are also related to the wheat rhizospheric microbiome [61,64].
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(a)

Phylum Isolated Species Accession number (NCBI) Best hit - Related strain % identity CDS length
Pseudomonodota Achromobacter sp OP595769 Achromobocter sp. MYb3 (KUS02435.1) 99 64% 1425
Bocillus cereus OP595775 Baocillus cereus strain LXJ76 (MN746191.1) 99 55% 1460
Bocillus halotolerons OP595771 Bocillus holotolerons strain ROA207 (MZ317478.1) 99.57% 1467
Bacillota Bocillus megotenum OP595774 Bocillus megoterium strain SCSI0_43708 (MH283792.1) 99.59% 1466
Bocillus mojovensis OP595778 Bocillus mojovensis strain A21 (EU366229.1) 99.79% 1467
Bocillus subtilis OP595777 Bocillus subtilis strain TBS 1 (MT197332.1) 94 51% 1425
doti Enterobocter hormaechei OP595783 Enterobacter hormaechei strain L51 (CPO33102.1) 99 49% 1392
Bacillota Poenibocillus peorioe OPSO578E8 Poenibocillus peorice strain D71_S03R (MK283174.1) 00.78% 1389
Poenibocillus polymyxo OP595789 Poenibocillus polymyxo strain R191 (MK100924.1) 99.01% 1441
d' Fontoeo ogglomerans OP595791 P. ogglomerons strain LA131 (MNOOG238.1) B85.35% 1194
Pseudomonadota Pseudomonaos ne.rugr'rmsn ) OP595793 Pseudomonos Demgm.usn strain ﬂLZ (KF413420.1) 100.00% 1350
Pseudomonas frede riks bergensis OP595794 Pseudomonos frederiksbergensis (MNEGS449.1) 99 65% 1450
Rhizobium =p. OP595796 Rhizobium sp. Strain lAUK3223 (MK212373.1) 92.30% 1295
Pseudomonodota Variovorox porodoxus OP595801 Vaoriovorox porodoxus strain 1ZY4-58 165 (MT102304.1) 99.07% 1399

(b) o ————————Pantoea agglomerans (OP595791) <
L— Pantoea agglomerans (MN006238.1)

nterobacter hormaechei (OP595783) <
nterobacter hormaechei (CP033102.1)

- Pseudomonas aeruginosa (OP595793) <
_gl’seudomonas Frederiksbergensis (OP595794) <

Pseudomonas Frederiksbergensis (MN865449.1)

s 1Achromobacter sp.(OP595769) <

100

100

0.1

100

9!
IAchr«:)mobacter sp.(KU902435.1)
0 Variovorax paradoxus (OP595801) -

W

riovorax paradoxus (MT102304.1)
Rhizobium sp. (OP595796) <

Rhizobium sp. (MK212373.1)
s = Paenibacillus polymyxa (OP595789) -
—llP?nibacillus peoriae (OP595788) <
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Bacillus subtilis (OP595777) <&
Bacillus halotolerans (OP595771) <

Fig 1. Molecular characterization of the isolated root endophytic bacterial strains
selected for this work. (a) Detailed molecular characteristics of the isolated root endophytic
bacterial strains. (b) 16S5-RNA based molecular phylogenetic distribution of the bacterial isolates
(red triangle) with Phylum-closed sequences retrieved from NCBI was generated using the
maximum likelihood analysis implemented in the PhyML program. Values of the bootstrap
analysis (1000 repetitions) are given at the nodes. Bar 0.1 correponds to the nucleotide
substitution per sequence position. Morphological appearance of the new strains is shown in S1

Figure.
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Plant growth promoting abilities of the isolated root endophytes

We examined the plant growth-promoting abilities of the 14 isolated endophytic bacteria for their potential
as bio-inoculants to wheat plants. To this end, bacterial strains were individually inoculated to wheat seeds
before sowing under controlled conditions. After 21 days of growth in pots, results showed that all root-
associated bacterial strains exerted significant positive effects on the growth and several ecophysiological
variables. Compared with control plants treated with sterile LB, each strain showed at least one significant
stimulatory effect out of the eight measured growth variables. Interestingly, all these species have been
reported as plant growth-promoting agents for wheat and/or other plant species, such as fenugreek
(Achromobacter sp.), lily (B. halotolerans), chickpea (B. subtilis), bean (Enterobacter hormaechei), grapevine
(Paenibacillus peoriae), tomato (Paenibacillus polymyxa), pepper (Pseudomonas Frederiksbergensis), and

alfalfa (Variovorax paradoxus) [65-72].

The most positively affected variables were shoot fresh weight, and root fresh and dry weight. Eleven
strains out of the 14 strains tested significantly increased shoot and root biomass compared with the
controls. The least affected variable was leaf epidermal flavonol content, in which no significant effects were
observed for any of the inoculated plants (Figs 2b, 2c and 2d). Flavonoids and related phenolic compounds
are secondary metabolites produced by plants in response to various stresses and play a major role in
improving plant-microbe interactions [73,74]. Flavonoids are thought to regulate the endophytic microbial
community in roots. A flavonoid accumulation might increase the environmental pressure on endophytes,
thus affecting the endophytic community [75] because some flavonoids, known to be antibacterial agents,
can inhibit the growth of many microorganisms [76]. Here we detected no significant increase or decrease
in leaf epidermal flavonol content of any of the inoculated wheat seedlings compared with the controls,
although some trends were apparent with B. megaterium, P. peoriae, P. agglomerans, and Rhizobium sp
(Fig 2c). Given that falvonols, which are primary flavonoids in nature, play a key role in plant-endophyts
interactions, we can assume that the symbiosis of these endophytic bacteria and wheat seedlings was not

profoundly affected.

The increased root biomass could be related to the bacterial production of indole-related compounds
(IRCs). All strains tested positive for the IRCs, with ranging production levels. The highest amount was
recorded for P. agglomerans (37.40 pg mL-1); this species was reported as a T. aestivum root-growth
promoting agent [77]. Several factors could explain these variations of IRC production between strains,
including the differential modulation of the biosynthetic pathways between strains and/or the
thermodynamic features of enzymes that convert primary heterocyclic aromatic organic compounds (L-
tryptophan) into related indole conjugate forms [78]. Every root-associated endophytic bacterium is able
to produce IRCs, which potentially could include indole-3-acetic acid (IAA). IAA helps potentiate plant
nutrition by absorbing nutrients from the soil through enhancing root development [79]. Consequently, this
phytohormone is considered as the main effector substance in plant-bacteria interaction, phytostimulation,
and plant immunity [80]. Furthermore, the in vitro production of IRCs in the presence of L-tryptophan,
which is generally considered an IAA precursor [81], might not reflect the in situ processes, as plants and

root endophytes interact as a holobiome, and/or other organisms from the endophytic community might
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participate. Additional analysis such as high-pressure liquid chromatography (HPLC) is needed to validate

the hormonal factor influencing wheat root growth [82].

Inoculation with 11 strains out of the 14 tested isolates gave significantly higher values of shoot fresh weight
than non-inoculated plants, and to in a lesser extent of shoot dry weight and length. These data highlight
the potential of these bacterial strains to enhance shoot development and biomass accumulation (Figs 2a
and 2b). Interestingly, this physiological effect can be correlated with the leaf chlorophyll contents, one of
the key regulators of efficient photosynthesis [83]. Wheat seedlings had significantly higher values than the
controls when inoculated with Achromobacter sp., B.cereus, B.halotolerans, B. mojavensis,
P. frederiksbergensis, and the strains V. paradoxus and P. peoriae caused the highest increase in chlorophyll
content of over 127% for each strain. Chlorophylls are the principal photosynthetic pigment harvesting and
converting light energy, and its enhanced synthesis improves photosynthetic rate and PSII efficiency [84].

Enhancement of photosynthesis in plants by PGPR was reported by Sati et al [85].

A significant reduction in leaf chlorophyll content of more than 50% was observed in plants inoculated with
P. aeruginosa, which also induced a significant increase in other growth-related variables (shoot and root
biomass). This effect can be attributed to a complex interaction of several factors, or trade-offs, in this case
between the physiological processes of defense and growth. Activation of defense genes can lead to the
production of secondary metabolites, including phytoalexins and pathogenesis-related proteins, which may
divertresources away from chlorophyll synthesis, so leading to reduced chlorophyll content [86]. Hormonal
crosstalk, including jasmonic acid- and salicylic acid-dependent pathways, appears to play a major role in
regulating these tradeoffs, and is modulated by bacterial endophytes. If a bacterial strain primarily activates
jasmonic acid-mediated defense responses, this can lead to suppressed growth and chlorophyll synthesis
[87]. Another factor could explain this effect, namely the differential responses of the host toward the
bacterial endophyte. Each plant-bacteria interaction is unique, and the response of one particular plant to a
specific bacterial strain may differ from another’s. The expression of defense- and growth-related genes can
vary according to the plant's genetic makeup, its developmental stage, and environmental conditions [88].
To gain deeper insights into these mechanisms, in-depth molecular studies may be necessary to analyze the
signaling pathways involved in the plant’s defense response and the specific interactions between
endophytes and the plant. This approach would help provide a better understanding of the effects of
bacterial endophytes on defense responses and plant growth and identify the underlying mechanisms

responsible for the reduction in chlorophyll content.

The nitrogen balance index NBI is the ratio of chlorophylls to epidermal flavonols (Chl/Flav) [89], an
informative indicator for crop growth. Measuring NBI allows rapid monitoring of both high and low
nitrogen status, providing farmers with accurate information to make timely N management decisions. In
our study, the NBI values correlated with the growth stimulatory effect of the tested bacterial strains. A
significant increase in NBI was noted for plants inoculated with P. peoriae, P.frederiksbergensis and

V. paradoxus (Fig 2c) indicating a high nitrogen content and a high nitrogen use efficiency [90].

Another strategy used by the endophytic bacteria to stimulate plant growth is ammonia production. This

beneficial metabolite can help meet the plant’s need for nitrogen [94,92]. Interestingly, our results showed
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that all the 14 bacterial endophytes were able to produce ammonia. This production ranged from low
production at about 0.86 uM mL? for P.polymyxa to high production at about 12.87 pM mL! for
V. paradoxus (Fig 3a). This finding is in line with Alkahtani et al [93], who reported the ability of endophytic

bacteria to produce ammonia using the Nessler’s reagent method.

The beneficial effects observed in our study align with other direct mechanisms such as phosphate
solubilization. Phosphorus is an essential nutrient for plant growth. This macronutrient is present in soil as
phosphate, usually as complexes with calcium, iron and aluminum, making it relatively unavailable to plants
[94]. Endophytic bacteria have the ability to solubilize inorganic phosphate, making it available for plant
uses through the production of organic acid anions [95,96]. Our analysis showed that eight bacterial strains
out of the 14 isolates could solubilize tri-calcium phosphate forming clear zones on Pikoviskaya agar media
(Fig 3a and S2 Figure). Similar studies have reported that the same bacterial species as found positive for

phosphate solubilization in our study are able to release accessible forms of phosphate [97-102].

In the same context of enhancing plant nutrient uptake, in vitro screening on minimal media containing an
insoluble form of Zn, namely its oxide (Zn0), was conducted to test the presence of zinc-solubilizing bacteria
(ZSB) among the 14 bacterial endophytes. Zn is a vital micronutrient for cell life. About 10% of enzymes
require zinc as a cofactor and its deficiency leads to many metabolic disorders [103, 104]. Several
approaches are used in agronomical practices to improve uptake of Zn. ZSB have been selected as natural
biofortification agents to amplify Zn concentration, offering a new dimension in crop improvement program
to mitigate Zn deficiencies [105,106]. Zinc solubilization potential of the bacterial isolates was assessed by
determining the solubilizing efficiency (SE) in plate assays. Among the 14 isolates, six strains were able to
solubilize ZnO. The efficiency of these bacterial strains was checked based on colony and halozone surface.
Among them, P. frederiksbergensis showed the highest SE of about 368%. This was significantly different
from B. megaterium, P. aeruginosa and P. agglomerans, which showed lower SE value of 254%, 175%, and
173% respectively (Fig 3a). Our results are consistent with those of many studies showing the role of these

endophytic bacterial species in zinc solubilization [107-110].

One last trait assessed in the present study that could be indirectly related to the observed plant growth-
promoting effect, is the production of volatile toxic hydrogen cyanide (HCN). Almost all the isolates (12
isolates out of 14) were positive for HCN production in vitro. B. megaterium, E. hormaechei, B. subtilis,
B. cereus and P. frederiksbergensis exhibited the highest HCN production as indicated by a very deep red
color on the filter paper (Fig 3a and S2 Figure). HCN is one of a number of chemical substances released by
bacteria that can combat plant diseases. Its toxicity is thought to be linked to its reactivity in the electron
transport chain, leading to cell death [111]. In addition, HCN secretions seem correlated with the priming
of the root length and root hair germination, interacting with the phytohormonal network of organogenesis
and plant growth [112]. The result obtained, consistent with other findings [113], suggests the possible use
of our HCN-producing endophytes as biofertilizers and biocontrol agents in plant disease suppressiveness

[112,114].

To select the best isolates among the endophytic strains evaluated with high plant growth-promoting

potential, a scale was generated and used to assess the PGPR traits. In this scale, the maximum score was
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13, considering 1 point for each positive result among the five in vitro tests and 1 point for each significant
increase among the eight growth variables measured in planta. In vitro, the following five strains showed
high scores for all the PGP traits (Fig 3b): P. frederiksbergensis, P. agglomerans, E. hormaechei, B. subtilis, and
B. megaterium. In planta, three different strains (B. mojavensis, P. peoriae and V. paradoxus) obtained six
points out of 8, confirming that outcomes depend on several factors, such as the environment, and vary
among bacterial isolates. Endophytic impacts on plant performance cannot therefore be easily inferred from
simplified in vitro assays, although they do offer relevant leads -and very valuable mechanistic knowledge-
which will need to be validated by field trials. All in all, P. frederiksbergensis was the most effective strain
showing the highest value of 10 points. This species has been reported to enhance wheat seed germination
and to induce different degrees of wheat seedling growth including shoot and root weight and height,

confirming its potential as a biofertilizer for wheat crops [115].
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Fig 2. Effect of root endophytic bacterial strains on wheat physio-morphological

parameters. (a) aerial length and leaf chlorophyll contents, (b) aerial fresh and dry weight,

(c) leaf NBI and epidermal flavonol content, and (d) root fresh and dry weight of wheat plants
(Karim variety) after 21 days of cultivation under greenhouse conditions. Data correspond to the

mean of a minimum of ten repetitions * SE. Different letters above data show the significant
differences within rows (p < 0.05).

a Phosphate Zinc Indoles-related Ammonia HCN b
solubilization Solubilization ~ Production  Production production >
efficiency (SE) %  (ug.mL?) (#M.mL?) s
Achromobacter sp. - - 8.23+1.09% 8.44+0.48% ++
Bacillus cereus + - 9.53+0.74%¢ 7.25+0.11%¢ 44+
Bacillus halotolerans - - 11.9343.5¢¢ 7.61+0.872><¢ -
Bacillus megaterium + 254%+8,6°¢ 11.90+0.9%¢ 6.30£0.413%<¢ 444
Bacillus Mojavensis - - 7.60+0.25¢" 8.83+2.49b« +
Bacillus subtilis - 311%+40,1°® 6.01+1.15%%8 4.57+0.43d%" +++
Enterobacter hormaechei + 295%+18,9°® 10.07+0.6<¢ 7.78+0.122b¢ +++
Paenibacillus peoriae - - 2.87+0.57%" 1.78+0.07¢f .
Paenibacillus polymyxa - - 2.03+0.49"  0.86+0.26f +
Pantoea agglomerans + 173%+11,6¢ 37.40+3.90° 6.86+0.76de +
Pseudomonas aeruginosa + 175%+21,9¢ 22.8046.3%® 7.81+0.56%¢ -
Pseudomonas Frederiksbergensis  + 368%123,7° 23.47+0.5°® 9.24+2.51%%¢ 44+
Rhizobium sp. - - 2.84+0.628" 9.61+2.00%¢ ++
Variovorax paradoxus - - 15.3745%  12.87+1.67° ++

Fig 3. Plant growth-promoting (PGP) traits of the root endophytic bacterial

strains. (a) The symbols
recorded activities (

“w ., n

+

, positive;

“,n

+” and “-” correspond to a semi-quantitative assessment of the
negative activity). Data correspond to the mean of a

“«wn

minimum of three biological replicates + SE. Different letters above data show the significant
differences within rows (p < 0.05). HCN, hydrogen cyanide. (b) Venn diagram representing the
number of species showing positive results for different PGP traits (5% number of species
showed positive results for all the PGP traits). The variables for quantifying the measured
biochemical activities are detailed in Fig S2.
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Biological control activity of the bacterial endophytes against Fusarium culmorum

Direct Antagonism

Recent research on endophytes has demonstrated their ability to strengthen the host's defense against
diseases and mitigate damage caused by pathogenic microorganisms [116,117]. The ability of endophytes
to colonize the internal tissues of plants would be a significant advantage over other biocontrol agents in
providing protection for plants against many pathogens. Endophytes are accordingly the subject of ongoing
studies [118]. To assess this antagonistic activity, the most commonly used strategies are in vitro direct
plate antagonistic reaction against pathogens or comparing the survival rate of inoculated plants with
controls. However, knowledge of endophytes in general, their interactions with plant pathogens, and
endophyte-induced plant regulation, is far from complete. In this study, we investigated the antagonistic
activity of the 14 root endophytic bacterial isolates against F. culmorum, the causal agent of fusarium foot
and root rot (FFRR), and seedling and head blight diseases (FSB and FHB). The evaluation included direct

confrontation tests on PDA medium to assess the inhibition of F. culmorum growth by the bacterial isolates.

In dual assays allowing exchange of both volatile and diffusible metabolites, out of the 14 root-associated
bacterial isolates tested, nine strains demonstrated antagonistic activity against F. culmorum. The inhibition
rates ranged from 4% to 66%, indicating significant variations in the effectiveness of the isolates in
suppressing F. culmorum growth. Among these strains, P.peoriae, P.polymyxa, P.agglomerans,
P. aeruginosa, and B. cereus had effective antagonistic activity of over 40%, stable over time (Fig 4a and
S3 Figure). They were selected for the other in vitro assays. The dual assay was repeated for these five
strains and gave the same results (data not shown). The antagonistic activity displayed by the selected
bacterial endophytes against F. culmorum highlights their potential as biocontrol agents. This behavior
suggests an antibiosis mechanism, implying the production of active fungicidal compounds, which may be
volatile and/or diffusible in the environment. Interestingly, endophytic bacteria have been reported to
produce various volatile organic compounds (VOCs) that have a significant role in the control of a broad
range of phytopathogens and may be involved in the observed antagonistic effect observed by us [119-

121].

The ability of endophytic microbes to produce hydrolytic enzymes is commonly associated with their plant
growth-promoting activity and antagonistic potential against phytopathogens [122]. In our study, all the 14
root-associated bacterial isolates tested positive for extracellular enzyme production, revealed by visible
bubbling and degradation zones surrounding bacterial colonies, demonstrating the presence of at least two
out of the five evaluated enzymes (Fig4b and S3 Figure). These enzymes could be attributed to the
successful symbiotic relationship between endophytes and their host plant being used to penetrate plant
tissues, improve induced systematic resistance, and degrade pathogen cell walls [123]. All the strains were
catalase-positive. This enzyme is the first defense line used by microbes to scavenge toxic free radicals
generated from biotic and abiotic stress, so indirectly promoting plant growth [124]. The lytic enzymes
tested here, such as protease, cellulase, and amylase, may be involved in the degradation of the fungal cell
wall and the lysis of the fungal mycelia, while pectinase has been reported to reduce pathogenesis in plants

[125].
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The production of extracellular enzymes is a process shared between antagonistic and non-antagonistic
strains. This suggests that enzymatic activity may not be the sole determinant of antagonistic potential
against F. culmorum, and that it requires a combination of other mechanisms (e.g., antibiosis and
competition for nutrients or space) [126,127]. In contrast, the simultaneous presence of enzymatic activity
and antagonistic potential in certain bacterial strains suggests a multifaceted approach to biocontrol. These
strains may use a combination of enzymatic degradation and the production of antifungal compounds to
inhibit the growth and development of F. culmorum. The synergistic effects of enzyme activity, antifungal
metabolites, and volatile organic compounds may enhance their biocontrol efficacy. Further work is need
to elucidate the specific mechanisms by which enzymatic activity contributes to antagonistic potential. This
could involve exploring the correlation between enzyme activity levels and the inhibition of F. culmorum

growth, and identifying the specific enzymes and metabolites responsible for the observed effects.

The selection of P. polymyxa, P. peoriae, P. aeruginosa, P. agglomerans, and B. cereus as the most effective
isolates provides promising candidates for further investigation. These isolates demonstrated inhibition
rates exceeding 50%, indicating their strong antagonistic potential against F. culmorum. Several studies
have provided insights into the antagonistic activity of our selected bacterial strain against F. culmorum: P.
polymyxa [128], P.aeruginosa [129], P.agglomerans [130], B.cereus [131], but to the best of our
knowledge, ours is the first thorough evaluation of the antagonistic potential of P.peoriae against

F. culmorum.

Inhibition of Fusarium culmorum sporulation

Sporulation plays a crucial role in the life cycle of F. culmorum, and the highly effective spore dispersal ability
of this fungus accounts for its exetensive dissemination [132,133]. F. culmorum produces asexual spores
such as macroconidia and chlamydospores that form the most efficient means of reproduction and the main
source of plant contamination [134]. Investigating the impact of the selected bacterial strains on
F. culmorum sporulation can therefore provide valuable insights into their potential as biocontrol agents for
controlling spore propagation and infection. Our study of the inhibition of F. culmorum macroconidia
formation assay showed that all strains had an effect on the formation of macroconidia. In the presence of
B. cereus, P. agglomerans, P. peoriae, and P. aeruginosa, F. culmorum macroconidia were completely absent,
indicating total inhibition of F. culmorum sporulation. To a lesser degree, P. polymyxa caused partial

inhibition, significantly reducing by 56.62% the number of the macroconidia formed (Fig 5).

The absence of macroconidia in the presence of B. cereus, P. agglomerans, P. peoriae, and P. aeruginosa and
the reduction in sporulation induced by P. polymyxa suggest that these bacterial strains exert strong
inhibitory effects on the spore formation of F. culmorum. This inhibition could be due to the modification of
the environmental conditions that trigger sporulation, including pH, nutrient depletion, oxidative stress,
and toxic secondary metabolites (here with antigerminative activities) produced by the competing
endophytes [134]. Interestingly, the partial inhibition of Paenibacillus polymyxa could be due to differences
in intensity of the antagonistic interaction between P. polymyxa and F. culmorum, underlining the plurality

of the interactions between rhizobacteria and plants.
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Fig 4. Effect of root endophytic bacterial strains on Fusarium culmorum mycelial
growth in dual confrontation assay (a), and qualitative assay of extracellular
enzyme production (b). Dual confrontations and biochemical analyses were recorded 5 days

of incubation at 28°C. Data correspond to the mean of a minimum of four repetitions + SE.
Different letters above data show significant differences within rows (p < 0.05). The symbols “+
and “-” correspond to a qualitative assessment of the recorded activities (“+”, positive; “-”
negative activity). Scale bars represent 1 cm. An enlarged version of the photographic images is

available in S3 Figure.
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Fig 5. Optical microscopic observation of Fusarium culmorum macroconidia
formation after 30 days (from dual culture assay of the five selected bacterial
strains). Green square indicates total inhibition of F. culmorum macroconidia production,

yellow square indicates partial inhibition and red square indicates macroconidia formation in
the control; scale bar = 0.33 mm; M: F. culmorum macroconidia. Data correspond to the mean of
a minimum of three biological replicates + SD. Different letters above data show significant
differences within rows (p < 0.05).
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Bacterial culture filtrates inhibited F. culmorum mycelial development

The antifungal activity of the culture filtrates of the five selected bacterial strains was further evaluated.
The results showed that all bacterial culture filtrates differentially inhibited F. culmorum mycelial growth.
The rate of inhibition ranged from 10.38% for P. aeruginosa to 47.04% for P. polymyxa, which exhibited the
highest inhibition rate in the dual culture assay. F. culmorum generally exhibits a moderate growth rate and
produces a dense cottony mycelium that covers the surface of the agar medium with a smooth outer surface.
In the presence of the bacterial culture filtrates, F.culmorum showed distinct changes in growth
characteristics compared to controls. The colonies appeared thinner, with clear irregular edges, indicative
of compromised mycelial density; the aerial mycelium was sparsely distributed, and the overall growth rate

was notably reduced (Fig 6).

The observed inhibition of F. culmorum mycelial growth by bacterial culture filtrates suggests the presence
of active substances with antifungal properties. The differential rates of inhibition indicate variations in the
composition and/or concentration of these active substances among the bacterial strains. These data are in
line with some reports indicating that the capacity to produce and secrete bioactive metabolites may differ

even between bacterial strains belonging to the same species [135].

The secretion of hydrolytic enzymes and antimicrobial metabolites are among important traits associated
with most endophytic microorganisms essential to the control of phytopathogens. These enzymes are very
diverse, and some families, such as cellulases, proteases, or pectinases, have extracellular members
reported to be correlated with the antifungal activity of Bacillus simplex and B. subtilis against some

Fusarium species, resulting in fungal hyphal thinning [136,137].

Our results revealed similar activities with the five selected species that showed F. culmorum mycelial
inhibition producing at least one of the above enzymes (Fig 4b). The changes in F. culmorum growth
characteristics further emphasize the impact of bacterial culture filtrates on fungal development. These
marked adverse physiological effects indicate disruptions in mycelial growth, cellular integrity, and overall
fungal fitness in the presence of the active substances present in the bacterial culture filtrates. Bacillus
strains are known to produce a broad spectrum of antimicrobial compounds. Lipopeptide biosurfactants
(including surfactins, iturins, and fengycins) are the main class of antibiotics, playing essential roles in
inhibiting plant pathogens growth [138]. Wang et al [139] found fengycins in particular to show significant
antifungal activities against Fusarium graminearum, causing morphological changes in fungal cell walls and
membranes [140, 141]. The effectiveness of P. aeruginosa relies on the production of diverse antifungal
compounds such as chitinases, glucanases, 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), pyoluteorin, phenazines,
siderophores, and surfactants [142-144]. Similarly, Paenibacillus species have drawn much attention by its
capacity to synthesize biological control substances including lipopeptide antibiotics, bacteriocins, and
antibacterial proteins [145]. Previous research also found that P. agglomerans exhibited biocontrol
potency, being able to produce bioactive lipopeptides inhibiting fungal growth [146]. These substances will
occur in the cell-free filtrates, suggesting the sensitivity of F. culmorum to the diffusible metabolites
produced by the bacterial endophytes during dual culture assay. The identification of these substances in

future studies will be of great interest.
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Inhibition of F. culmorum macroconidia germination by bacterial cells and intracellular

metabolites

To characterize the antifungal potential of these strains besides mycelial growth and sporulation, their
potential to interfere with macroconidia germination was assessed by co-inoculating F. culmorum

macroconidia with bacterial cells allowing direct interaction and physical contact.

Spores are essential in the Fusarium infection process and disease spread. Spore germination is known to
be the first step in fungal mycelium development. Understanding the inhibitory activity of the selected

bacterial endophytes on spore germination in therefore pertinent.

Visually, all bacterial strains, expect for B. cereus, inhibited the germination of F. culmorum macroconidia on
PDA medium, as evidenced by the absence of any visible fungal colonies (Fig 7a). However, microscopic
examination revealed that three of these visually inhibitory strains completely suppressed germination, as
indicated by the absence of any macroconidia germination. The strain P. agglomerans, despite visual
inhibition, allowed germination at the microscopic level, but it was limited, with sparsely distributed
hyphae showing abnormal characteristics, including hyphae swelling and chlamydospore formation

(Fig 7b).

The complete inhibitory effect observed for P. peoriae, P. polymyxa, and P. aeruginosa is indicative of their
potent antifungal activity against F. culmorum. These strains effectively prevented the germination of
macroconidia and the emergence of germination tubes. This total inhibition suggests that these bacterial
strains possess powerful mechanisms that suppress key steps in the germination process of F. culmorum.
The prevention of macroconidial germination indicates that they interfere with the activation of metabolic
processes or signaling pathways necessary for germination initiation. This inhibition of germination may
be mediated by the production of substances that disrupt cell division or affect the integrity and elongation

of the emerging hyphae.

Pantoea agglomerans exhibits a unique mode of inhibition. Although this strain visually inhibited
germination, the presence of sparsely distributed hyphae at the microscopic level indicated partial
germination. However, the abnormal characteristics displayed by these hyphae, such as swelling and
chlamydospore formation, suggest that P. agglomerans exerts inhibitory effects on F. culmorum through
inducting aberrant fungal growth. The specific mechanisms underlying this inhibition remain unclear and
warrant further molecular investigation. The presence of hyphal swelling and the formation of
chlamydospores -considered as survival structures- suggests that P. agglomerans may trigger a stress
response in F. culmorum, probably due to specific secondary metabolites or signaling substances that
interfere with fungal development. Alternatively, P. agglomerans might modulate the expression of fungal
genes involved in cell wall biosynthesis or morphogenesis, leading to the observed morphological

abnormalities.

Understanding the effects of bacterial intracellular fractions on F. culmorum spore germination and hyphal

development is crucial for elucidating the mechanisms underlying their antagonistic activity.
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Spore germination rates varied according to the bacterial strains and time intervals. At 6 hours, the control
exhibited a germination rate of 82.7%, whereas this rate was significantly reduced in samples exposed to
intracellular fractions of P.agglomerans, P.aeruginosa, and B.cereus, with 64%, 63% and 66.4%
respectively. P. peoriae and P.polymyxa intracellular fractions caused a complete absence of spore

germination (Fig 8).

At 12 h, similar trends were observed. The controls consistently showed the highest germination rates, and
intracellular fractions of P. agglomerans exhibited a significant inhibitory effect illustrated by a delayed
germination, while P. peoriae and P. polymyxa intracellular fractions continued to show no germination and

no germ tube emergence was detected.

After 24 h and 96 h, no significant inhibition was noted, indicating that the inhibitory effect of the bacterial
endophytes was only marked in the first 6 h of germination, except for P. peoriae and P. polymyxa, which

showed complete inhibition and a strong inhibitory effect on germination even 4 days later.

Hyphal development was also influenced by bacterial intracellular fractions when germination occurred. At
6 h, the intracellular fractions of P. agglomerans, P. aeruginosa, and B. cereus showed no activity on mycelial
growth. However, at 12 h and 24 h, the control consistently displayed the longest average hyphal lengths,
while the intracellular fractions of P. agglomerans and B. cereus exhibited significant shorter lengths. After
96 h, the P. agglomerans intracellular fraction showed the highest inhibitory effect on mycelial growth, with
less than 2 mm of mean hyphal length (per square), and significant reductions were obtained with B. cereus

and P. aeruginosa (Fig 8).

Microscopic observations revealed distinct effects of the bacterial intracellular fractions on F. culmorum
macroconidia and hyphal morphology. The intracellular fractions of P. polymyxa and P. peoriae resulted in

non-germinated macroconidia, showing their strong inhibitory effect on germination (Figs 9a and 9b).

Members of the Paenibacillus genus are able to produce antimicrobial lipopeptides. This family of secondary
metabolites with broad-spectrum antimicrobial activity includes polypeptins, iturins, polymyxins,
surfactins, and fusaricidins [147-150]. Fusaricidin produced by P. polymyxa has been reported to inhibit

spore germination and disrupt hyphal membranes of Fusarium oxysporum f. sp. cucumerium [151].

Conversely, the intracellular fractions of P. aeruginosa and B. cereus had no impact on hyphae, resulting in
normal hyphal thickness comparable to controls. In contrast, the intracellular fraction of P. agglomerans led
to misshapen hyphae characterized by swelling, septation, and the presence of chlamydospores (Figs 9a
and 9b). These abnormal hyphal characteristics indicate an impairment in F. culmorum's normal growth
pattern and suggest that this strain exhibits fungicidal rather than fungistatic activity. Our finding is
consistent with similar results demonstrating that Pantoea dispersa strongly inhibited the pathogenic
fungus Ceratocytis fimbriata growth and spore germination causing dramatic breakage of its hyphae [152].
Pantoea species are known to be strong environmental competitors producing a wide range of naturally

occurring substances with antibiotic activity such as phenazines, pantocins, and microcins [153,154].
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Bacterial intracellular metabolites of P. polymyxa, P. peoriae, and P. agglomerans produced similar effects
when applied as cell suspensions, suggesting the presence of the same or similar active compounds. The
observed inhibition could also be mediated through secreted products, whose identity was not determined
in this study. In the case of P. aeruginosa, the full inhibition of macroconidia germination was achieved only

by the bacterial suspension, indicating that this total inhibitory effect requires direct cell-cell interactions.

As fungal germination depends on environmental pH and availibility of nutrient such as carbon and
nitrogen, total inhibition or reduced germination and hyphae development could be related to the
modulation of these variables and/or nutrient uptake directly by bacterial cells that may enter into a
competitive relationship and/or through their intracellular metabolites [155]. This result suggests that the
intracellular metabolites of P. polymyxa, P.peoriae, and P.agglomerans characterized by their high
effectiveness could be developed as potential biocontrol agents for F. culmorum diseases. However, the
specific substances responsible for the observed inhibitory effect remain unknown, pending further

research.
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Fusarium Bacillus Paenibacillus Paenibacillus Pantoae Pseudomonas
culmorum cereus peoriae polymyxa agglomerans aeruginosa
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== Dense and continuous mycelium == Sparse aerial mycelium and irregular edges

Fig 6. Effect of culture filtrate of selected bacterial strains on F. culmorum mycelial
growth after 7 days of incubation at 28°C. Inhibition of the mycelial growth is expressed
in % * SE. Morphological differences between mycelium are highlighted by different colored
arrows. Scale bars on photographs represent 1 cm.

Fusarium Bacillus Paenibacillus Paenibacillus Pantoae Pseudomonas
culmorum cereus peoriae polymyxa agglomerans aeruginosa
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Fig 7. F. culmorum macroconidia germination in the presence of the selected
bacterial strains after 5 days of incubation at 28°C. (a) Macroconidia germination
appearance on PDA (Petri dish surface side, @ 8 cm). (b) Optical microscopic observation of
macroconidia and hyphae. Green scale bar = 0.33 mm; Black scale bar = 0.1 mm. Red asterisk
indicates no germination; Green asterisk indicates visible germination at visual and microscopic
levels. Blue arrow for a dense mycelium; Brown arrow for a delayed and less well-developed
mycelium. M: macroconidia, Ch: chlamydospore, HS: hyphal swellings, H: hyphae.
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Fig 8. Microscopic observation of Fusarium culmorum macroconidia germination
after 6, 12, 24 and 96 h of exposure to intracellular metabolites of different
selected bacterial strains at 28°C. Red asterisks indicate no germination; green asterisks
indicate germination and normal hyphal morphology; and purple asterisks indicate germination
with misshapen hyphae. "%g" corresponds to the percentage of macroconidia germination; "Lh"
corresponds to length of hyphae (mm) per square (0.033 x 0.033 mm). Scale bar = 0.33 mm.
Data correspond to the mean of a minimum of nine repetitions * SE. Different letters above data
show significant differences within rows (p < 0.05).
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Fig 9. F. culmorum macroconidia germination and related cell structures after 96 h
of exposure to rhizobacteria’s intracellular metabolites. (a) Rate of F. culmorum’s
macroconidia germinated after exposure of intracellular metabolites of the five selected
rhizobacteria. (b) Example of the microscopic morphologies of macroconidia, mycelia and
chlamydospores of F. culmorum : I, not germinated; II, no anomaly; III, Misshapen hyphae. M,
macroconidia; H, normal hyphes; sH, septate hyphae; HS, hyphal swelling; CS, Chlamydospores.
Scale bars = 100 um.
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Root endophytes as molecular inducers of wheat growth and defense responses

General considerations

Plant-microbe interactions dynamically affect both plant growth and health. The mechanisms underpinning
these associations are primarily mediated by specialized host-derived metabolites (or elicitors) that can
trigger rapid and extensive transcriptomic reprogramming. The plant response promotion experiments we
conducted here through real-time PCR analyses revealed that seed inoculations with each endophyte
rhizobacteria significantly modulated, 28 days after treatment, all selected genes involved in plant growth
and defense accumulation in roots and leaves (Fig 10, S2 Table). These transcriptomic responses were
characterized by inductions or inhibitions, which occurred over time post-inoculation, and systemically
throughout the plant (under- and aboveground organs). In addition, the gene expressions seemed to be
strain-dependent, with differential patterns that were intra-clade-dependent (e.g., Bacillus, Pseudomonas
and Paenibacillus). These transcriptomic responses highlight the complexity and richness of the
interactions established between wheat root endophytes and wheat, which ultimately determine a myriad
of molecular mechanisms involved in various physiological properties such as plant growth and innate

immunity.
Wheat growth-dependent molecular responses

PGP microbes directly enhanced plant growth by facilitating solubilization, mineralization and nutrient
uptake, as well as the expression of a range of plant growth regulators and signaling molecules related to
phytohormone production (e.g., abscisic acid-ABA, gibberellic acid-GA, indole-3-acetic acid-1AA, and, for
present purposes, cytokinins-CK) [156]. CKs stimulate cell division and enlargement and shoot growth, and
they induce stomatal opening under stress conditions (salinity or drought); they also play a vital role in
delaying premature leaf senescence and death, and in enhancing plant stress tolerance [157,158]. Two
genes related to the CKs-dependent signaling pathway seem to be involved in plant growth: the first, IPT5,
encodes an adenosine phosphate-isopentenyltransferase isoform that catalyzes the synthesis of cytokinins
by attaching an isopentenyl radical to the purine ring of adenine, and the second, CKX, encodes an isoform
of cytokinin oxidase that catalyzes the irreversible oxidative degradation of CKs [159]. Our transcriptomic
data showed that IPT5 was induced (except with P. polymyxa, where it was slightly inhibited in both organs),
whereas CKX was not significantly modulated or repressed, especially with B. halotolerans, Rhizobium, and
Variovorax. These expression kinetics could be explained by the enzyme function encoded by these genes,
and in this regard, IPT5 and CKX profiles are consistent with the potential of plant growth promotion

developed by the endophytes (Fig 1).

Wheat innate immune-dependent molecular responses

Plant defense responses are driven by a complex coordinated induction of heterogeneous groups of
phytohormones such as SA-, JA-, ET-signaling pathways, and transcription factors, which collectively
orchestrate the cellular integration of environmental cues by initiating the local and systemic release of

indigenous defense-related enzymes and secondary metabolites.
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The crosstalk between the different hormonal networks is complex and literature reports are sometimes
contradictory: the JA and ET signaling pathways are generally described as synergistic with each other, and
antagonistic to the SA-dependent pathway. In addition, the SA pathway may be responsible for the systemic
acquired resistance (SAR) and deliver resistance against biotrophic pathogens, and the JA/ET pathways
may be responsible for the induced systemic resistance (ISR) and be associated with symbiont or
necrotrophic pathogens [160]. Besides constituting the central regulatory network of plant immunity, these
phytohormones interact with growth-related plant hormones, including cytokinins (CKs), themselves
involved in the promotion of plant resistance to pathogens [161]. The modulation (including up- and/or
down-regulation) of interconnected phytohormonal pathways is therefore likely to be a significant part of
an overall effect of individual root endophytes on innate immune -and growth- performance we outline

here.

Root endophytes engage several hormonal-signaling pathways to regulate the elicitation of plant disease
resistance against a wide range of parasite- and pathogen-induced challenges [162]. In our molecular study,
the modulation of defense responses observed in leaves and roots following the inoculation of the 14 root
endophytes was coupled with the increased expression of various generic stress-related transcription
factor (WRKY3, EDS1), of SA- and JA-responsive genes NPR1 and AOS, respectively, together with reactive
oxygen species (ROS)-associated genes CAT, SOD and POD. In addition, CKs may well be involved in the
induction of the defense gene expression (PR-proteins, phytoalexin synthesis, and lignification processes),
through the regulation of the SA-signaling pathways [162,163]. Nevertheless, the isolates suppressed, in
leaves and roots, the expression of genes involved in the ethylene biosynthesis (aminocyclopropane (ACC)
synthase (ACS1)), and the TF pathogen-induced ERF1 (PIE1) related to the ET-signaling pathway, which
regulates the expression of second-order ET-dependent regulatory genes. Our data indicate that the strains
upregulated the CKs, SA, and JA signaling pathways, but repressed the ethylene pathway. Synergistic
overlap of SA-, JA-, and CK-signaling pathways seems to occur here, as is well described for some
pathosystems. However, these patterns can be confusing, because SA- and JA/Et-dependent signaling
pathways are often described as antagonistic. The role of each hormone, and their relationship to each other
during relatively long time periods in the plant development cycle under the influence of beneficial
microbial agents, is still not well understood. The synergistic action of SA- and JA-signaling pathways has
already been described for some pathosystems, as has the suppression of the ET-signaling pathway by the
root endophytes [164-166]. The inhibition of ethylene synthesis can be paralleled by another effect: during
compatible interaction, it causes cell collapse both during PTI and disease development in plant tissues,

thus helping the colonization of the host plant by the pathogens [167,168].

These complex cellular responses involve timely recognition of the invading pathogen by R proteins. In this
regard, and in our study, two receptor-like kinases (RLKs), WAKZ and LRR-RLK, showed abundance
increases in leaves, possibly in relation with the systemic signals elicited by the SA-, JA- and ROS-signaling
pathways from roots. In roots, WAK2 was somewhat inhibited, whereas LRR-RLK was activated. The
biochemical modalities related to their function of recognizing various exogenous factors are different
[169,170], WAK2 and LRR-RLK being described as conferring resistance against F. culmorum [171] and

Blumeria graminis f. sp. tritici, respectively [172]. Their contrasting transcriptomic accumulation observed
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in this study is plausibly related to the relationship that each root endophytes forms specifically with the

plant host.

Subsequent plant responses to microbe recognition and phytohormone balance modulation events are
associated with profound metabolic adjustments leading to the accumulation of several defensive
substances. In the first line of defense induced early in a biotic interaction (including positive plant-
beneficial microorganism interactions), plants produce reactive oxygen species (ROS), viz. superoxide anion
radicals (02™), hydrogen peroxide (H202), hydroxyl radicals (OH-), singlet oxygen (021), and alkoxy radicals
(ROs). ROS are formed as by-products of various metabolic pathways localized in different cellular
compartments. In an interaction biotic context involving pathogens as well as symbionts or beneficial
agents, ROS production can be enhanced in the apoplasm, responsible for oxidative stress. Several enzymes
are responsible for this massive and sudden ROS production, including the class I1l peroxidases (POD). PODs
are redox enzymes that trigger the biosynthesis and the oxidation of phenolic compounds that integrate the
wall-building processes (lignification) of host plant cells during the defense reaction against pathogenic
agents. As such, members play an active role in ROS homeostasis in plant-microbe interactions and hold a
key position in plant defense against pathogens [173], including in wheat [174]. However, an increase in
ROS levels in plants above a certain threshold (also called an oxidative burst), leads to severe disruption of
proteins, peroxidation of membrane lipids, which results in decreased fluidity and fracturing of the
membranes, and DNA/RNA damage. The combination of all these spontaneous chemical reactions impairs
the normal functioning of plant cells, leading eventually to cell collapse or hypersensitive reaction (HR)
corresponding to incompatible interaction [175]. Plant ROS are powerful weapons against pathogens, and
to protect against the non-selective harmful effects of superoxide and H202 (and therefore preventing the
initiation of the Haber-Weiss reaction leading to hydroxyl (OH-) radical generation) plants are armed with
antioxidant defense systems both non-enzymatic (e.g., ascorbate, glutathione, flavonols, tocopherols) and
enzymatic such as catalases (CAT), superoxide dismutase (SOD), and Foyer-Halliwell-Asada (or ascorbate-
glutathione) cycle [176]. These enzymes are usually co-expressed and play a crucial role in the mitigation
of ROS toxicity. It has been reported that some root endophytes (and PGPRs), including B. thuringiensis,
Enterobacter spp., P. aeruginosa, and Pseudomonas mendocina, increase the activity of antioxidant enzymes
in wheat, tomato, mung bean, and lettuce, respectively. Our results showed a significant increase in CAT and
SOD gene expressions (except for Rhizobium sp. in roots), and for POD, except for Achromobacter sp.,
E. hormaechei, P. frederiksbergensis, and V. paradoxus, where POD modulations were not significant, and

with Rhizobium sp., which drastically repressed the POD gene expressions.

The modulation in the POD, SOD, and CAT expressions indicates the existence of an oxidative stress that is
either still ongoing but at very low levels or has been resolved with the enzymatic systems still on alert in
roots and leaves. Anyway, Whichever the case, PGPRs induced a systemic strengthened antioxidant system
for ROS removal. It is of note that the increased activities of antioxidant enzymes in the root endophyte-
inoculated wheat probably enhanced plant growth observed in Fig 2, by eliminating the free radicals and
maintaining efficient photosynthetic rates and N uptakes (Fig 2), and plausibly cellular redox potential and
membrane integrity. These findings are in close agreement with others reported with various biocontrol

agents [177-179].
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Another generic stress marker is the heat shock protein 70 (HSP70), upregulated by pathogen-induced
signaling pathways, notably in wheat (named TaHSC70) [180,181]. HSP70 is an evolutionarily conserved
family of proteins typically localized in the cytosol and various organelles. Members may function as
molecular chaperones, playing roles in protein transport and assembly processes. They may thus be
recruited for folding and refolding of nonnative proteins to prevent irreversible aggregation of stress-
denatured proteins, notably under the action of ROS produced during the incompatible interactions, thus
preserving cellular homeostasis [182,183]. In our transcriptomic study, Hsp70 was upregulated, except for
the two Paenibacillus species and Rhizobium sp. in roots, where abundances were downregulated.
Interestingly, these modulations correlate with the kinetics of ROS-scavenging enzymes, knowing that
HSP70 plays a crucial role in maintaining cell integrity in a prooxidative context. Furthermore, HSP70
expression is co-regulated with the expression of genes related to hormonal balances: for instance, HSP70
expression correlates with that of IPT5 in leaves (but not in roots), which is involved in the CKs-signaling
pathway, the allene oxide synthase (AOS) gene, whose related enzyme is involved in the JA production and
whose expressions were upregulated in roots and leaves, and the non-expresser of pathogenesis related 1
(NPR1) gene, whose related proteins are master regulators of SAR induced by SA and JA, and for which
transcript accumulations were upregulated in both organs (except for the two Paenibacillus species in roots
with downregulations). The interactions between the HSPs and most phytohormones and ROS have been
extensively studied in many plant species [184], and the expression trends observed here support our
hypothesis concerning the HSP family’s involvement in the positive interactions that PGPRs initiate with

their hosts.

However, there arises the question of the diffusion of ROS, in particular H202. This small molecule is
uncharged and relatively long-lived. These specific physico-chemical features enable it to spontaneously
cross membranes. In infinitesimal amounts, it is a suitable candidate to provide a secondary messenger role,
integrating the complex phytohormonal balances that regulate multiple physiological pathways in plants
[185]. This key mediating role also involves the intervention of specific transmembrane channels, called
peroxyporins, whose role is to finely control its diffusion [186]. Peroxyporins are specific aquaporins of the
MIP family, such as certain PIPs (plasma membrane intrinsic proteins). However, despite their primordial
role in the diffusion of the second messenger H202, peroxyporins have not been studied in PGPR-treated
plants. In our study, the increased abundance of AQP transcripts (belonging to the PIP group) correlates
with those of CAT, POD and HSP70, reflecting a plausible role for PIPs in the root endophyte-induced H202-
signaling pathway. All these positive gene co-regulations point to HSP70 and AQP being involved in basal
defense through complex interconnections between CK-, SA- JA-, and H202-dependant signaling pathways
(as is commonly observed with classical defense markers such as CAT, SOD and POD), which are triggered
by the interaction of the wheat plant with the root endophytes, and which persist systemically over time.
Finally, these observations confirm that these proteins are an integral part of plant immunity and
participate in PTI responses that can be initiated by beneficial microorganisms such as root endophytes and

PGPRs, as is also observed with interactions involving phytopathogens [187,188].

In tandem with pro-oxidant compounds, some root endophytes are known to significantly induce the

accumulation of a wide range of specialized host-derived secondary metabolites that are potentially
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antioxidant and/or toxic to microorganisms, such as phenylpropenes, terpenes, and pathogenesis-related

proteins.

Phenylalanine ammonia lyase (PAL) is the primary entry enzyme of the shikimic acid pathway, which
regulates biosynthesis of low-molecular-weight phenolic compounds, such as cinnamic, coumaric, and
caffeic acids, flavonoids, tannins, and lignins [189]. This molecular family is remarkably diverse and widely
distributed in the plant kingdom. It includes the flavonoids, a richly varied group, of which almost all
subgroups have the capacity to act as antioxidants and/or biopesticides (or phytoalexins), regulating both
plant development and the interaction with microbes regardless of their trophic modalities (commensal,
pathogenic or beneficial) [190]. In addition, PAL degrades L-phenylalanine to trans-cinnamic acid,
integrating the biosynthesis of SA to induce the defense responses [191]. In our study, most root
endophytes elicited PAL expression in roots and leaves, except for V. paradoxus, which repressed it in both
organs. Correlated with this gene expression, leaf epidermal flavonol accumulation increased slightly in
some wheat strains, including B. megaterium, P. agglomerans, and Rhizobium sp. (Fig 2). These molecular
ecophysiology data are congruent with many studies that have demonstrated that flavonoids are key active
chemicals that participate in the mediation of communication networks between rhizobacteria and plants
[192,193]. The accumulation of these phenolics maximized the tolerance of wheat against salinity and
drought events when inoculated with Bacillus pumilus, Pseudomonas mendocina, Arthobacter sp., Halomonas
sp., and Nitrinicola lacisaponensis [194]. Root endophytes (and PGPRs) play a significant role in initiating
the plant’s induced systemic tolerance (IST) to various abiotic stresses, which constitutes the basis of eco-
friendly stress management to enhance plant tolerance to major environmental cues that are amplified by
general climate change (such as salt, drought, and nutrient deficiency or excess). These promising potentials

will be further studied in future research on the best performing PGPRs isolated in this work.

Besides these small secondary metabolites, plants synthesize proteins with potential intrinsic toxic
properties. This concerns pathogenesis-related (PR) proteins (PRPs) and small antimicrobial peptides.
These proteins are small, mostly acidic, resistant to breakdown, and most commonly found in intercellular
spaces. The biochemical activities of these markers have been reported to interfere with membrane
integrity and/or to degrade cell walls of the pathogens [195]. They are among the major preliminary
proteins accumulated as molecular defensive barriers against biotic agents, substantially limiting the
degree of pathogenic microorganism invasion and spread throughout the plant. Our transcriptomic
analyses show that the isolated rhizobacteria significantly elicited the expression of several of these
candidates (PR-1, PR-5, POD, thionin). The upregulation of PRPs in tandem with the accumulation of the low
molecular-weight phenolic compounds reflect the rhizobacteria's ability to trigger the plant's innate

immune performances efficiently and systemically.

Several defense-encoding genes showed more complex regulations, being either weakly modulated or
significantly inhibited by some rhizobacteria, in roots and/or in leaves. Full inhibitions were observed with
polyphenol oxidase (PPO, a copper-containing metalloprotein that catalyzes the oxidation of phenolic
compounds to quinones, making them more toxic to microorganisms than the original phenolic

compounds), and the antimicrobial LTP (lipid transfer protein) and PR-17. Contrasting modulations
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between organs were observed (i.e.,, upregulation vs. downregulation), with the glucan synthase-like 22
(GSL22, involved in the callose synthesis), as well as the glycine-rich protein (GRP, small antibacterial and
antifungal proteins) and the two classes of antimicrobial PRPs PR-1, and PR-13 sulfur-rich thionin-like. It
also concerns some strain-specific modulations, with PR-5 (which encodes the antimicrobial thaumatin-like
protein), and sesquiterpene synthase (SQTS, which encodes the key enzyme of the mevalonate pathway
involved in the synthesis of antimicrobial sesquiterpenes). It is highly plausible that the activity of these
substances interferes with an optimal development of endophytes on wheat roots. The potential tolerance
of root endophytes after their recognition by plants depends, inter alia, on their ability to suppress and/or
detoxify specific plant defenses, and to protect their own vital cellular functions, the same ones that would
be directed against pathogenic agents. The elicitation of these defenses is generally governed by SA- and JA-
dependent signaling pathways, both of which appear to be elicited by the root endophytes isolated in our
study. The fact that the negative modulation of these defenses is desynchronized from that of
phytohormonal stress networks implies that beneficial microbes need to suppress specific local immune
responses in the host, and that the regulation of these genes remains under the full control of PGPRs [196].
These singular transcriptomic data, albeit counterintuitive in a context of potentiated immune performance,
echo the fact that specific defense-encoding PR proteins or those involved in the defensive secondary
metabolisms can be modulated lower in resistant cultivars than in those prone to pathogen infection, and
that overexpression/silencing of certain pathogenesis-related genes impairs or enhances resistance to
various diseases [197-199]. The fact that certain defense genes are transcribed does not systematically
result in an accumulation of related products. For example, a common response of plants to fungal infection
is the elicitation of GSL22, which by polymerizing the units of (1,3)-5-glucan together, allows the
accumulation of callose at the site of infection by the pathogen, a form of cell wall thickening called papillae.
The fact that the GSL22 gene is significantly activated in leaves does not reflect a generalized cell wall
strengthening of this organ, but a probable set-up of a durable and systemic transcriptomic defense arsenal
that would be deployed more rapidly and more strongly in a situation of opportunist infections. This is
reminiscent of the priming phenomenon [200] known to be elicited by beneficial organisms [201-203].
Priming is a durable physiological response, and it maintains, throughout the plant life cycle, an efficient
immunity status against various stressors at no associated developmental cost to the plant, as was observed
in our biological conditions with rhizobacteria (PGPR)-treated plants that exhibit similar or higher root and
aerial growths as controls (Fig 2). In this light, the valorization of several new PGPR endophytes isolated in
this study as priming plant defense inducers to combat biotic and abiotic stresses will contribute to
promising and sustainable new eco-friendly strategies to improve better protection and management of

field crops [204,205].
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Conclusion

In this study, 14 bacterial endophytes isolated from healthy wheat roots significantly improved shoot and
root biomass accumulation in wheat seedlings and triggered the plant's innate immune responses by
stimulating the expression of various defense-encoding genes under greenhouse conditions. In vitro, the
isolates showed several plant growth-promoting traits, including the production of indole-related
compounds, ammonia, and HCN, and the solubilization of phosphate and zinc. The strains also showed
positive results for the production of extracellular enzymes, such as catalase, amylase, protease, pectinase
and cellulase, which are important for mitigating stress. To control F. culmorum, three isolates, identified as
Pantoea agglomerans, Paenibacillus peoriae, and Paenibacillus polymyxa, demonstrated strong antagonistic
properties in vitro. They exhibited a remarkable capacity to inhibit mycelium growth, sporulation,
macroconidia germination, and germ tube length of F. culmorum, suggesting potential use as an alternative
to chemical treatments while promoting plant growth. All these exploratory results are promising, but
further experimental work is now needed to gain a better understanding of the efficacy of these strains

under field conditions.
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L’agriculture moderne est le fruit de la domestication des plantes sauvages par I'homme.
Ce processus a perduré sur des milliers d’années. Depuis lors, la demande des produits
agricoles est toujours croissante a cause de l'augmentation rapide de la population
mondiale et de ses modes de consommation (Pawlak et Kotodziejczak, 2020 ; Fasusi et al.,
2021). Depuis I'avéenement de la chimie agricole (ie milieu du XIXeme siecle), avec une
accélération de ses développement et utilisation au cours de ces dernieres décennies, les
systemes agricoles ont été adaptés a cette demande exponentielle par l'utilisation
notamment de produits chimiques (ie engrais et pesticides). L’enjeu global fut
d’augmenter la production agricole et d’en améliorer le rendement, la qualité et la durée
de conservation des produits finaux, et cela dans un laps de temps limité. Toutefois, ces
pratiques sont a l'origine de la dégradation des écosystemes, des changements
climatiques, de I’érosion systémique des sols et de pertes de la biodiversité (Fasusi et al.,
2021 ; Mitter et al., 2021). De plus, les maladies causées par des agents phytopathogénes
en général, et des cryptogames en particulier qui sont présents dans le sol et I'air,
représentent une menace supplémentaire grave qui impacte significativement la
production de plusieurs cultures dans le monde (Brauer et al.,, 2019 ; Cullen et al., 2019 ;
Omomowo et Babalola, 2019). En dépit de ce constat alarmant, la production agricole
devra augmenter d’ici 2050 d’environ 70% par rapport a son niveau actuel, et ce afin de
répondre a la demande d’une population croissante. Cependant, les études actuelles
estiment que la production alimentaire mondiale diminuera de 12% au cours des 25
prochaines années en raison de la dégradation notable et généralisée des terres agricoles
(ELD Initiative, 2015 ; Singh et al., 2020).

Le blé est une variable particulierement critique dans I'approvisionnement alimentaire
mondiale. Il représente un cinquiéme du total des calories et des protéines consommées
chaque année par 7.9 milliards d’habitants (FAO, 2020). Les rendements des cultures sont
tres variables en raison des conditions météorologiques fluctuantes et des ravageurs. Ces
derniers entrainent des dommages majeurs, dont les pertes annuelles représentent 10 a
50% des récoltes de blé dans le monde (Oerke, 2006 ; Savary et al., 2019). En outre, les
changements climatiques amplifient ces problémes, en augmentant le stress des plantes
(et diminuant de facto leurs performances physiologiques de croissance et de résistance),
et en élargissant l'aire de répartition naturelle des agents phytopathogenes (Bebber et al.,
2013).

En Tunisie, les céréales et leurs dérivés sont les principales sources de calories
alimentaires. Elles constituent la base commune de tous les régimes alimentaires. La
culture du blé représente environ 60% des cultures céréalieres. Toutefois, cette culture
est limitée par des pluies insuffisantes et irrégulieres, qui la prédisposent a contracter
différentes maladies fongiques, provoquant des dégats significatifs (Khemir et al., 2020).

Fusarium culmorum est un pathogene dominant en Tunisie et dans la région
méditerranéenne. Il est responsable de plusieurs maladies dont la brilure des semis,
causant d'importants dégats aux plantes en croissance et pouvant entrainer des pertes de
rendement élevées (Gargouri et al., 2001). Ce champignon est tres difficile a contréler,
notamment lié a son aptitude remarquable a survivre sous formes d’hyphes dans les
résidus de chaume de céréales (Cook, 1968 ; Bateman et Murray, 2001 ; Burgess, 2011 ;
Khemir et al., 2018) et de chlamydospores dans le sol (Sitton et Cook, 1981). Les moyens
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de lutte contre F. culmorum reposent sur I'application massive de fongicides. Cependant,
ils sont non seulement toxiques pour '’ensemble de la biodiversité naturelle, mais une
exposition prolongée entraine l'apparition de phénotypes résistants (Becher et al., 2010 ;
Serfling et Ordon, 2014). Par ailleurs, certaines stratégies de gestion agronomique comme
les rotations de culture sont de moins en moins possibles car le blé est a ce jour une
culture dominante en Tunisie. Enfin, dans le contexte du changement climatique en cours,
ce champignon pourrait devenir plus compliqué a controler surtout que la région
méditerranéenne a été qualifiée de « point chaud du changement climatique » (Giorgi,
2006 ; Vicente-Serrano, 2006).

Au début des années 1970, apres la révolution verte, les variétés locales de blé ont été
progressivement abandonnées et remplacées par des cultivars modernes améliorés
(Bonjean et Angus, 2001 ; Ortiz et al, 2007). Aujourd’hui, ces variétés locales sont
principalement cultivées par de petits exploitant agricoles dans le cadre d’agrosystémes
traditionnels a faibles intrants, et correspondent a des zones agricoles tunisiennes
marginales (Slim et al, 2019). Néanmoins, ces variétés locales représenteraient un
réservoir riche d’endophytes potentiellement bénéfiques par rapport aux variétés
modernes. En effet, la domestication, dont I'objectif fut de tendre a améliorer fortement
et rapidement les performances des cultures, aurait perturbé profondément les processus
sélectifs dans I'assemblage des microbiomes du blé (Valente et al., 2020).

Dans cette thése, trois éléments clés ont été identifiés : i) le blé comme principale culture
et source alimentaire en Tunisie, ii) F. culmorum comme agent pathogene dominant qui
menace cette culture, et iii) la valorisation d’alternatives ambitieuses aux engrais
chimiques et aux pesticides qui assureront le controle de ce pathogene afin de garantir un
rendement de culture stable tout en étant respectueuses de I'environnement.

L’exploration et l'identification du microbiome des plantes indigénes dans le
rétablissement des associations bénéfiques perdues lors de la domestication
représentent une alternative prometteuse. Ces actions s’appuient sur une approche
appelée «back to the roots » et proposée par Pérez-Jaramillo et ses collegues. Le
microbiome d’une variété ancienne de blé « Florence Aurore » cultivée dans conditions
d’agriculture biologique a été choisi pour cette étude. Il est bien connu que chaque espéce
végétale posséde son propre microbiome qui agit de maniére commensale et/ou
bénéfique pour son hote (Johnston et Raizada, 2011 ; Kushwaha et al,, 2020 ; Zhang et al.,,
2019). A Tlinstar du microbiome humain dans le maintien d’'une bonne santé, le
microbiome végétal joue un rodle critique dans la stimulation des performances
physiologiques de I'hdte, et 'atténuation des effets néfastes de divers types de stress (Hirt,
2020 ; Wagner, 2022).

La compréhension de la diversité microbienne et de leur fonction dans des
environnements complexes a considérablement augmenté grace a l'application des
méthodes de séquencage de nouvelle génération (NGS) (Battu et al., 2017 ; Oita et al,,
2021). Bien que trés puissantes dans la génération d’information sur ces communautés,
ces approches de séquencgage sont néanmoins corrélatives. Elles doivent étre couplées
avec des méthodes de mise en culture microbiologique pour isoler et caractériser des
micro-organismes prometteurs. Toutefois, ces techniques basées sur la culture des micro-
organismes présentent également des limites. Cependant, elles constituent actuellement
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le moyen le plus fiable pour valider nos hypotheses écologiques et confirmer in planta le
caractére bénéfique des souches isolées (Kavamura et al., 2019 ; Gutleben et al., 2018). En
effet, il est souhaitable d’obtenir une séquence génomique d'un microbe d’intérét, et c’est
mieux obtenu a partir d’'une culture pure d’'un micro-organisme donné, par opposition a
I'assemblage informatique a partir des métagénomes, ou il peut étre difficile d’associer
avec précision les éléments génétiques centraux et accessoires a un génome particulier
(Kavamura et al.,, 2021).

L’utilisation du microbiome comme une source d’inoculants microbiens est un levier bien
identifié pour augmenter la productivité, réduire le colit des cultures et maintenir la santé
du sol et de 'environnement. Malgré ces connaissances, son utilisation dans les cultures
de blé est encore paradoxalement tres limitée (Mahapatra et al., 2020). L’approche culture
dépendante utilisée dans cette étude a permis de récupérer des candidats fongiques et
bactériens de I'’endospheére et de la rhizosphére de la variété Florence Aurore. Apres
identification moléculaire par séquencage de 'ADNr 16S et de la région ITS des isolats
bactériens et fongiques respectivement, plusieurs d’entre eux ont été rapportés comme
biostimulateurs et bioprotecteurs dans la bibliographie. Cela concerne le genre fongique
Trichoderma. 11 a été spécifiquement ciblé par un isolement sélectif de part son caractere
prédominant dans plusieurs écosystémes du sol, sa capacité a coloniser les racines des
plantes et son potentiel reconnu dans le biocontréle d'une large gamme de
phytopathogenes (Tyskiewicz et al., 2020). Par ailleurs, la partie aérienne des plantes a
été étudiée en ciblant spécifiquement I’épi. Cet organe est un réservoir reconnu de micro-
organismes bénéfiques vivant a la surface des épillets et faisant partie d'une communauté
transmise verticalement par les graines (Kavamura et al., 2021). Au niveau de la partie
souterraine, les racines et la rhizosphere ont été ciblées car elles représentent une niche
écologique de micro-organismes a la diversité remarquable et qui contribue grandement
a la santé et a la productivité des plantes. En effet, ces communautés microbiennes
promeuvent la croissance de la plante en stimulant I'absorption de nombreux nutriments,
et leur tolérance aux facteurs de stress biotiques et abiotiques, et cela grace notamment a
leur propre activité métabolique et leur aptitude a produire des phytohormones
(Bulgarelli et al,, 2013 ; Philippot et al., 2013 ; Bejarano-Bolivar et al., 2021).

Cette premiere étape d’isolement et d’identification a été suivie par une caractérisation
des capacités fonctionnelles in vitro et in planta. L’adoption de cette stratégie a permis la
sélection de nouveaux inoculants. Etant donné la complexité des expérimentations a
entreprendre pour tester et valoriser I'’ensemble du microbiome isolé (en terme de temps
et de moyens), nous avons ciblé les endophytes bactériens évoluant au niveau des racines
ainsi que six souches différentes de Trichoderma. Le choix des isolats s’est basé sur une
analyse préliminaire des séquences ARNr 16S et ITS, respectivement.

Les tests in planta des souches sélectionnées ont été réalisés sur les variétés « Karim » et
« Khiar ». Ces variétés sont parmi les plus commercialisées en Tunisie. Les graines ont été
inoculées avec les micro-organismes sélectionnés via une approche d’enrobage. Cette
technique est considérée étre une méthode précise et peu onéreuse pour installer sur
graines des inoculants microbiens en petites quantités avec un potentiel d’application a
grande échelle, par rapport a une inoculation des micro-organismes directe sur plantes
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qui exigerait une plus grande quantité d’inoculum microbien (Ehsanfar et Modarres-
Sanavy, 2005 ; O’Callaghan, 2016).

L’évaluation des effets induits par les micro-organismes ainsi enrobés a été entreprise sur
les plants de blé a plusieurs échelles: i) macroscopique, ii) physiologique et iii)
moléculaire. Ces analyses multidisciplinaires ont permis d’avoir un profil détaillé des

aptitudes biostimulatrices des souches testées.

En premier lieu, et fait de premiére importance, aucun symptéme macroscopique
morbide particulier ne fut observé chez les plantules de blé en contact avec les isolats
fongiques et bactériens. Cette situation résulterait de la non-expression d’'une quelconque
pathogénicité des souches testées en réponse a I'enrobage des graines, pouvant ainsi
confirmer qu’elles seraient bien adaptées a leur héote. En effet, les endophytes bactériens
testés et qui ont colonisé les racines saines de leur hote d’origine auraient pu toutefois
présenter différents comportements trophiques et ainsi induire de la part de I'hote des
réponses physiologiques contrastées. Selon la définition des endophytes, ces micro-
organismes peuvent étre bénéfiques, neutres ou des agents pathogenes latents. A cet
égard, il y avait un risque que certains isolats aient la possibilité d’exprimer une certaine
pathogénicité sur les variétés modernes étudiées (Comby et al.,, 2016). Cette attention
concernait aussi le genre Trichoderma car, si les membres de ce genre fongique sont
généralement considérés comme bénéfiques pour la plante, une étude récente a signalé
certaines especes de Trichoderma afroharzianum comme étant pathogéne sur le blé et
'orge, provoquant des symptomes de maladie particuliers et réduisant considérablement
les rendements (Pfordt et al., 2023).

L’effet bénéfique du microbiome bactérien du blé dans la stimulation des performances
de croissance végétale a été rapporté dans plusieurs études (Chen et al., 2022 ; Kavamura
etal, 2021 ; Mahapatra et al,, 2020 ; Majeed et al., 2015). Il en est de méme pour plusieurs
especes de Trichoderma, I'un des groupes fongiques prédominant dans la rhizosphere et
le plus étudié dans la protection biologique des cultures (Harman et al., 2004 ; Qi et Zhao,
2013). Ainsi, dans notre étude, I'évaluation macroscopique et physiologique des isolats
testés a montré différents effets stimulateurs significatifs sur la croissance des plantes de
blé avec notamment une augmentation des biomasses fraiche et seche, des longueurs des
racines et de la partie aérienne, et de la teneur en chlorophylle totale. L’amplitude de ces
augmentations differe d’'une souche a une autre, toutefois, les effets bénéfiques observés
confirment la possibilité de valorisation de certaines d’entre elles comme alternatif aux
fertilisants chimiques, et potentiellement adaptable a un contexte agricole Tunisien en
lien direct avec l'origine d’isolement de celles-ci.

A l'échelle moléculaire, la quantification par qPCR de I'expression de plusieurs genes de
défenses aux niveaux foliaire et racinaire apres 3 semaines de contact graine de
blé/micro-organisme a révélé que les défenses végétales sont modulées de manieres
durable et systémique par toutes les souches. L’amélioration de la résistance systémique
induite (ISR) contrant le cycle infectieux de plusieurs agents phytopathogénes est a
'origine de l'intérét croissant développé par les chercheurs et agriculteurs pour le genre
Trichoderma et plusieurs clades de bactéries endophytes (Compant et al., 2005 ; [ITham et
al,, 2019). A travers le traitement des semences, ces agents ont la capacité de controler
plusieurs maladies cryptogamiques en activant les défenses de leur hote. Ce potentiel
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d’activation de I'ISR est attribué a la sécrétion de métabolites signal particuliers, qui
agissent de concert avec ceux qui integrent les événements d’antibiose et de
mycoparasitisme (Van Loon etal., 2006 ; Shoresh etal,, 2010 ; Le Mire etal.,, 2018 ; Ongena
etal., 2007).

L’activité antagoniste des souches a été évaluée contre Fusarium culmorum. Ce pathogéene
est dominant en Tunisie et difficile a gérer. Cette situation devrait s’amplifier dans les
prochaines années avec les changements climatiques enregistrés (Khemir et al., 2020).

Le test de confrontation direct (ou en double cult ure) que nous avons employé est parmi
les méthodes les plus courantes pour I'identification de puissants inhibiteurs fongiques.
Il offre la possibilit¢ d'un contact physique direct de la souche testée avec l'agent
pathogéne. 1l permet également d’évaluer la sécrétion de composés volatils dans le
compartiment aérien de la boite de culture ou diffusibles dans le milieu gélosé (Kjeldgaard
et al., 2022). Ce test a servi de point de départ pour sélectionner les souches bactériennes
et fongiques antagonistes. Au total, cinq souches bactériennes présentaient des taux
d’inhibition qui dépassent les 40%. Elles furent alors sélectionnées pour étudier plus
exhaustivement leurs mécanismes d’action. Quant aux six souches de Trichoderma
sélectionnées, toutes étaient efficaces avec des taux d’inhibition supérieurs a 50%.

L’activité antagoniste des souches de Trichoderma a été orientée vers la lutte contre la
fusariose de semences. Cette maladie cause d’'importants dégats aux semis en germination
et aux plantules en croissance, conduisant a une réduction notable du nombre d’épis
viables par metre carré et du rendement en grains (Humphreys et al., 1998 ; Wong et al,,
1992 ; Wiese, 1977). Cette maladie a recu moins d’attention par rapport a la fusariose de
’épi qui risque de contaminer les grains par des mycotoxines (Khan et al.,, 2006). Les
analyses in planta ont été réalisées suivant la technique d’enrobage des graines avec des
spores de Trichoderma suivie d'une pulvérisation avec des spores de Fusarium culmorum.
Cette application « préventive » des isolats s’est montrée tres efficace pour toutes les
souches testées. Bien qu’elles développaient des niveaux de protection différents, leur
présence sur plants viables s’illustrait par 'absence totale de symptdomes de la fusariose
des semences, tant au niveau des plantules issues des graines en germination que sur les
jeunes plants en croissance. Ce test fut intégralement mené soit en milieu axénique
(germination des graines, avec un suivi sur une semaine), soit en chambre de culture pour
les jeunes plants durant trois semaines. Nos résultats ne préjugent en rien du
comportement bioprotectant des isolats en plein champ, néanmoins, ces données restent
trés prometteuses. Par ailleurs, la résistance des plants s’est doublée d’'une amélioration
du taux de germination des graines et d’'une augmentation de leur biomasse lors de leur
développement, en comparaison avec les graines infectées uniquement par F. culmorum
dont la plupart ont rapidement péri. Ainsi, les souches Tahz02, Tahz03, Tatr01 et Tlix01,
méme en présence de F. culmorum, ont exercé un double effet biostimulateur et
bioprotecteur sur blé, confirmant leur potentiel bénéfique comme un outil de gestion
durable et une alternative aux engrais et pesticides. Ce résultat est supporté par les
travaux de Vitti et ses collegues (2022) qui ont montré l'efficacité de 'enrobage des
graines de blé par Trichoderma harzianum dans la protection contre la fusariose du collet.

L’efficacité élevée d’inhibition du développement mycélien de F. culmorum développé par
les 5 isolats bactériens nous a permis d’envisager des expérimentations plus poussées
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afin d’identifier certains des mécanismes responsables. Plusieurs pistes d'investigation
s’offraient a nous, mais nous nous interrogions sur une en particulier : I'évaluation de leur
potentiels antibiose vis-a-vis de la sporulation et la germination des macroconidies de F.
culmorum. Les spores de ce champignon agissent comme des propagules infectieuses qui
déclenchent l'infection. Par ailleurs, sa capacité de se développer sur une large diversité
de substrats et l'efficacité remarquable de dispersion des spores expliquent sa
dissémination étendue (McMullen et al., 2012 ; Mui, 2003 ; Nelson et al., 1994). Par
conséquent, le développement de stratégies d’inhibition de la sporulation et de la
germination des spores serait pertinent pour contrdler la propagation et I'infection de cet
agent pathogene. Nos essais menés in vitro ont montré l'efficacité de 3 souches en
particulier : Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus peoriae et Pantoae agglomerans. Ces
souches inhibent totalement ou presque la sporulation, ainsi que la germination des
macroconidies, que ce soit par contact direct ou a travers leurs fractions intracellulaires
purifiées. L’utilisation de ces souches d’intérét ou de leurs métabolites intracellulaires en
agriculture sera une option intéressante. A cet égard, cela concernera dorénavant la
souche de Paenibacillus peoriae qui, pour la premiére fois ici, démontre son potentiel élevé
pour le controle biologique de F. culmorum. Finalement, ces souches constitueraient une
solution pertinente pour controler la propagation et la germination des spores de F.
culmorum tout en préservant les écosystemes.

Ces bactéries endophytes gagnent de plus en plus en intérét biotechnologique et
industriel en raison de leurs activités multiples, a la fois directes comme agents de
biocontrdle contre de nombreux bioagresseurs (parasitisme), et indirectes via la
sécrétion de métabolites secondaires aux actions antimicrobiennes, antivirales,
insecticides, anti-tumorales et immunosuppressives. De méme, ces métabolites sont
connus pour étre des antioxydants naturels, et des substances antidiabétiques et
antibiotiques efficaces (Gouda et al., 2016 ; Yadav, 2018).

L’évaluation in vitro des aptitudes PGP et BCA nous a permis d’avoir une vue globale et
détaillée du potentiel des isolats que nous avons sélectionnés, et cela a plusieurs niveaux :
entre micro-organismes (bactéries vs champignons), entre différents genres bactériens et
entre especes du méme genre pour Trichoderma principalement, et pour quelques
especes bactériennes. En plus, cette évaluation a révélé une partie des mécanismes directs
et indirects utilisés par ces souches pour exercer leur potentiel biostimulateur et
bioprotecteur. Toutes nos souches testées dans cette these ont montré des caracteres
« PGP », avec la solubilisation du phosphate et du zinc, la production de 'ammoniac et du
cyanure d’hydrogene. Ces capacités sont impliquées directement dans la stimulation de la
croissance des plantes, et rapportées dans plusieurs publications scientifiques (Rigobelo
et al., 2023). De méme, l'activité antagoniste a concerné la production de composés
organiques volatils et de substances diffusibles en milieu de culture pour Trichoderma, et
des substances actives présentes dans les filtrats des cultures pour les bactéries
endophytiques. Ces mécanismes ont fait 'objet de plusieurs recherches dont celles de
Intana et al. (2021) qui ont prouvé la capacité de Trichoderma asperellum a libérer des
composés organiques volatils responsable de I'inhibition de Fusarium incarnatum, ainsi
que les résultats de Al-Mutar et al. (2023) qui ont montré une activité antifongique du
surnageant de culture de Bacillus amyloliquefaciens contre Fusarium oxysporum. La
production d’enzymes extracellulaires comme la Catalase, '’Amylase, la Cellulase, la
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Pectinase, la Protéase et la Chitinase participerait a inhiber indirectement le
développement des agents phytopathogénes, méme si ces enzymes seules ne sont pas
totalement efficaces en tant que substances antagonistes, elles peuvent néanmoins
renforcer les activités antagonistes des micro-organismes bénéfiques lorsqu’elles sont
combinées a d’autres mécanismes moléculaires (antibiotiques, « antigerminatifs », etc.)
(Fadiji et Babalola, 2020).

Les micro-organismes valorisés dans cette thése représentent une source riche de
meétabolites secondaires naturels, ainsi qu'une source de biofertilisants et de promoteurs
de croissance. A cet égard, ils peuvent étre considérés comme des candidats naturels et
durables pour minimiser l'utilisation de produits agrochimiques. L'implication de ces
outils microbiologiques dans le développement de l'agriculture et des processus
biotechnologiques semble alors évidente et urgente puisqu’ils solutionneraient de
nombreux problémes concernant l'agriculture durable par rapport aux pratiques
entierement dépendantes des pesticides et des engrais synthétiques et leurs impacts
négatifs notoires sur I'environnement et la santé humaine.

184



Conclusion
et

Perspectives

185



Conclusion

Cette these a pour objectif d’approfondir notre compréhension sur la structure et les
fonctions des communautés bactériennes et fongiques associées a une variété ancienne
de blé, Florence Aurore, tout en explorant leurs mécanismes déployés par ces micro-
organismes et impliqués dans la stimulation de la croissance et la résistance a F.
culmorum. De plus, nous avons pu caractériser les potentiels bénéfiques PGP et
stimulation de l'immunité innée végétale chez de nouvelles espéces bactérienne
endophytes.

Ces microbiomes se révelent dotés de roles bénéfiques multiples, ouvrant la voie a des
multiples avantages substantiels par rapport aux approches traditionnelles
d'amélioration des cultures. En particulier, leur exploitation offre une alternative
prometteuse a l'usage massif d'engrais et de pesticides, contribuant ainsi a améliorer le
rendement et la protection des cultures. L'isolement de souches particulieres d'un
microbiome de blé au moyen des deux procédures distinctes et réalisées au cours de cette
étude a fourni un éclairage précieux sur la composition des communautés bactériennes et
fongiques associées au blé. De plus, cet isolement a révélé des candidats prometteurs,
notamment des souches de Trichoderma et des bactéries endophytes racinaires, qui ont
été étudiés afin de vérifier leur aptitude a améliorer la croissance du blé et le controle de
Fusarium culmorum. Les résultats de cette recherche ont démontré que les souches de
Trichoderma ont le potentiel de stimuler la croissance des plantes et de servir d'agents de
lutte biologique efficaces contre la fusariose des semences causée par F. culmorum, avec
une capacité a induire des réponses immunitaires systémiques et durables chez le blé.
Parallelement, les bactéries endophytes ont présenté des propriétés favorables a
I'augmentation des performances immunitaires et végétales du blé ainsi qu'un potentiel
inhibiteur in vitro contre le développement du mycélium, la formation et la germination
des spores de F. culmorum, suggérant ainsi leur utilisation potentielle comme alternative
aux traitements chimiques contre la propagation des spores de cet agent pathogene. Ces
découvertes ouvrent de nouvelles perspectives passionnantes pour une agriculture
durable et une sécurité alimentaire en Tunisie dans le domaine céréalier.

Perspectives

Pour accroitre la diversité des souches isolées dans cette étude, il est judicieux de varier
les milieux de culture et leur composition, ainsi que d’autres facteurs comme le pH, la
température d’incubation et I'aération. L’utilisation d’autres milieux sélectifs peut étre
utile pour lisolement de micro-organismes aves des capacités physiologiques
particulieres comme les fixateurs d’azote. De méme, le développement de nouvelles
stratégies de culture ou en affinant celles qui existent peut améliorer l'isolement et la
culture de la communauté microbienne « incultivable ». Celle-ci représente 99% et 90%
des microbes existant dans le sol, et dans les racines respectivement. Leur étude peut
permettre l'identification de nouvelles espéces dotées de fonctions importantes au
bénéfice de la plante hote.

Les Plant Growth Promoting Microbes identifiés dans cette étude offrent la possibilité de
combiner plusieurs souches fongiques et bactériennes de genre Trichoderma,
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Pseudomonas, Bacillus et Paenibacillus pour développer une communauté synthétique
(SynComs). La création artificielle d’'une SynCom par co-culture sur un milieu spécifique
peut amplifier l'effet stimulateur sur les performances végétales et tamponner les
variabilités éventuelles des aptitudes PGP et BCA par rapport a une simple inoculation
avec une seule espece microbienne. Il sera toutefois nécessaire de vérifier au préalable la
compatibilité viable des souches entre elles.

Plusieurs souches isolées dans notre étude n’ont pas été testées et reportées comme
bénéfiques dans la littérature. Elles doivent étre étudiées, au coté d’autres souches qui
montrent des résultats préliminaires encourageants comme Periconia macrospinosa dont
son effet sur la physiologie du blé et son réle dans I'écosysteme ne sont pas encore bien
connus.

Des études ont montré l'efficacité de la double inoculation avec des Trichoderma et des
endophytes bruns septés dans la stimulation de la performance des plantes ainsi que dans
I'adaptation a la secheresse. Cette approche peut étre réalisée avec plusieurs taxons
microbiens et dans des conditions environnementales et de cultures trés bien définies,
cela afin d’imiter la structure et la fonction du microbiome isolé. Ce principe a pour
objectif de réduire la complexité de la communauté microbienne d’origine et d’augmenter
sa stabilité, tout en préservant certaines des interactions essentielles qui s’établissent
entre les microbes et leurs hotes.

Parmi les souches fongiques isolées, nous notons une présence significative de souches
appartenant au complexe d’espéces Fusarium. La présence de plusieurs souches
endophytes de Fusarium aux niveaux des racines saines de la variété Florence Aurore peut
étre troublante. Ces interactions asymptomatiques, nous obligent a réfléchir de nouveau
sur la définition académique d’'un « agent pathogene». Ramenée aux fonctions et
modalités trophiques des micro-organismes dans leur habitat naturel, quel qu'il soit (ex-
et in vivo), cette définition reste floue en définitive, car la discrimination entre un agent
pathogene et un agent non pathogene est basée sur sa capacité a provoquer ou non des
symptdmes morbides a la plante sur/dans laquelle il est installé (ou a été inoculé). Il est
impossible de statuer de maniére définitive sur la quelconque pathogénicité d’'un micro-
organisme en se basant uniquement sur son groupe d’appartenance, quand bien méme
celui-ci est étudié quasi exclusivement pour les agents phytopathogenes qu'il
renfermerait. La virulence d’'un micro-organisme repose sur un trait multifactoriel
complexe et qui ne peut étre exprimé qu’en présence d'une plante hote « compatible ».
Par ailleurs, il n’est pas improbable que certains Fusarium endophytes
« asymptomatiques » peuvent présenter des aptitudes PGP et BCA, d’ou I'importance de
les tester également in planta.

Des analyses métagénomique et bioinformatique sont nécessaires pour mieux
comprendre la richesse de la diversité des communautés bactériennes et fongiques qui
compose et structure un microenvironnement, tout comme détecter leur évolution
spatiale (au sein d’'un organe par exemple) et temporelle (inter saison) et dévoiler les
complexités associées aux interactions plante-microbes et les fonctionnalités potentielles
qu’ils peuvent apporter a la plante.
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L’effet bénéfique des endophytes bactériens et des six souches de Trichoderma observé
dans des conditions de chambre de culture doit étre vérifié en plein champ. En effet, dans
un environnement perpétuellement changeant, de nombreuses contraintes biotiques et
abiotiques peuvent entraver -voire annihiler- I'efficacité et la reproductibilité d’action
bénéfique d’'un micro-organisme, limitant ainsi leur réussite d’utilisation en agriculture.
Par ailleurs, la réponse a l'inoculation du sol par un PGPM peut également varier
considérablement en fonction de I’espece du microbe, de la densité de I'inoculant, du type
de sol et de sa structure physico-chimique, et des conditions environnementales
ambiantes.

Le potentiel biostimulateur des souches bénéfiques peut étre également testé sur d’autres
cultures, notamment des cultures céréalieres comme le blé tendre et 'orge. Le potentiel
bioprotecteur peut étre aussi évalué contre d’autres champignons pathogenes de blé
appartenant au genre Fusarium comme F. graminearum, ainsi que contre d’autres
maladies dévastatrices du blé qui sévissent en Tunisie comme la septoriose,
I’helminthosporiose et la rouille dont les agents responsables sont respectivement
Zymoseptoria tritici, Pyrenophora tritici-repentis et Puccinia striiformis.

Enfin, la présence de plusieurs composés bioactifs a été dévoilée dans notre étude. Ces
composés sont impliqués dans 'activité antagoniste des Trichoderma et dans I'inhibition
de développement de F. culmorum, correspondant ainsi aux inhibiteurs bactériens
retrouvés dans les fractions intracellulaires de Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus
peoriae et Pantoea agglomerans qui inhibent la germination des macroconidies et le
développement des tubes germinatifs de F. culmorum. Ces composés organiques sont soit
volatils dans la fraction aérienne, soit diffusibles dans le milieu gélosé. Ces composés sont
précieux, et ils doivent étre identifiés et caractérisés le plus finement possible pour leur
utilisation optimale comme bioprotecteurs et/ou en combinaison avec d’autres microbes
bénéfiques. Ces micro-organismes bénéfiques ainsi que leurs métabolites secondaires
représentent ainsi une solution fiable et écologique qui peut répondre aux défis urgents
d’une agriculture moderne et respectueuse de 'environnement.
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B Abstract g

The world production of wheat is threatened by various biotic and abiotic stresses. In sustainable wheat crop systems, the utilization of beneficial microorganisms isolated from local wheat
varieties in field crops presents a promising alternative to conventional chemical pesticides for increasing yield. Traditional wheat varieties have ad. d to local envir | conditions,
partially due to their native microbial communities. The objective of this study is to characterize the diversity and community structure of fungi and bacteria associated with traditional wheat
varieties. The ultimate goal is to provide candidate strains for future evaluation in promoting plant growth and/or biological control against major wheat diseases. We sampled two fields of
Tunisian durum wheat varieties, namely Roumani and Jnah Khotifa, as well as one field of bread wheat variety, Florence Aurore, all grown in organic systems and displaying high relative
resistance to drought and diseases. Fungi and bacteria were isolated using culture-dependent methods and the isolated strains were identified through their ITS region or 16S rRNA gene. The
results revealed diverse endophytes in wheat, including phy h and pi ial b i within various plant tissues (roots, leaves, and seeds). We are currently
analyzing the beneficial effects of some strains in promoting plant growth and their mycoparasitic activity against certain fungal pathogens like Fusarium culmorum, Zymoseptoria tritici, and
Helminthosporium tritici ripentis on modern and commercially available wheat genotypes, which will be discussed further.

Background

The phyllosphere, encompassing all above-ground surfaces, and the rhizosphere, the narrow region
of soil directly influenced by root secretions, host a diverse range of microorganisms. Within this
microbial community, certain fungi and bacteria are non-pathogenic and often play essential roles
in shaping the immediate environment and health of the host plant. These host-associated
microorganisms can also be involved in global processes, such as contributing to the carbon and
nitrogen cycles, making them valuable biological control agents. Therefore, comprehending the
ecology of microorganisms associated with plants holds both scientific and economic significance.
Wheat, as the world's largest cultivated crop, faces threats from both biotic and abiotic stresses at a Tunisian wheat varieties
time when the need for increased production is pressing. Leveraging microbiomes in wheat %
cultivation is a pivotal factor in enhancing crop productivity and ining soil health and the
environment.

Materials and Methods

Sampling

Field samplings were conducted at two different time periods: November and May 2020. The field is
situated in Mateur, northern Tunisia, at coordinates latitude 36.924096 and longitude 9.699089,
with an elevation of 133 meters above sea level. Plants from three wheat cultivars were collected at

Sampling Isolation procedure

A

i Hendmg stage Tillering stage

“Tunisian field of wheat

Macroscopic aspects of isolated strains

TSA medium Fungi on PDA medium
two growth stages: tillering and heading. These samples were carefully placed in plastic bags and
stored at the Institut National de la Recherche Agronomique de Tunisie (INRAT) for the isolation of Agarose gel Agarose gel
fungi and bacteria. electrophoresis (2%) electrophoresis (2%)
Isolation of Fungi and Bacteria of 168 rRNA gene for of ITS region for
Both roots and aerial parts, including spikes, leaves, stems, and seeds, underwent surface Bacteria (1500bp) Fungi (500bp)
sterilization through sequential dips in 70% ethanol for 2 minutes, 0.5% NaOCI for 2 minutes, and
70% ethanol for 1 minute, followed by two rinses in sterile distilled water. Afterward, they were
finely dissected using sterile scalpels. Each part was then placed in a Petri plate containing TSA and
PDA culture media. For rhizospheric soil, we prepared serial dilutions from 1g of soil tightly

adhering to the roots, and these dilutions were plated onto Petri dishes. All plates were incubated

at 28° C until colonies appeared, at which point individual col were selected for further Venn diagram showing the global diversity of strains obtained from
purification. Spike, Root and Soil of Florence Aurore (Ancient wheat variety)
DNA Extraction and Molecular Identification @ svike

Genomic DNA from fungal isolates was extracted from fresh mycelium using the CTAB method. For
grinding, two different methods were employed: cryogenic grinding with liquid nitrogen using a
mortar and pestle, and grinding by rapid agitation with metallic balls in a bead beater. The ITS
region was amplified using ITS1/ITS4 primers. Total genomic DNA of bacteria was extracted using
the Phenol-Chloroform method, and the 16S rRNA gene was amplified using 27/1492R primers. 1 o

Evaluation of Isolated Strains for In Vitro Antagonism
Isolated fungi were assessed for in vitro antagonism using the dual culture technique. The isolated

P "
[ty

“_Root E

i
Pty

Qs ® root

strain and the pathogenic fungus were inoculated on opposite sides in the center of a PDA Petri wl.

plate, with a 2 cm distance between them. The radial growth of the pathogenic fungus was Fungi (2species) Bacteria (31 species)

measured, and the percentage inhibition of growth was calculated as follows: inhibition percentage g i s

= (R1 - R2) / R1 * 100, where R1 represents the colony radius of the pathogenic fungus in the Bmcontrol activity against F. culmorum and Helminthosporium tritici

control and R2 is the colony radius of the path ic fungus towards the istic fungus.

Isolation and Global Diversity
Fungi and bacteria colonized the spike, root, and rhizospheric soil. In this study, a total of 24 fungal
species and 31 bacterial species were isolated. The highest diversity and abundance of bacteria and

fungi were found in the spike, with 12 bacterial species and 13 fungal species. Notably, three DA D3 DIL! e riAnie (DO e (A) Petri dish Swrtace sde.
bacterial species (Bacillus subtilis tequilensis sp, Bacillus megaterium, and d aeruginosa i i o o Bk
: 3 s 3 3 B Mortierellaalpinavs H. ritici Lecanicillium psalliotae vs H. tritici

sp) were present in both the spike, root, and rhizospheric soil. However, for fungi, only
Cladosporium sp was identified in both the spike and rhizospheric soil. It's worth noting that
comparing the proportion of bacterial to fungal species is challenging due to the i i
procedure, which favored bacteria over fungi.
Antagonistic activity

7 ~ " s o | H. Tritici
Three strains have demonstrated antagonistic effects. The most of 3 hyphae
growth was observed with Trichoderma sp, achieving an inhibition percentage of approximately
88% and 86.7% against H. tritici and F. culmorum, respectively. This behavior was further confirmed i ' ? 7

richodermasp F. of the area of

through microscopic analysis at the confrontation zone. Mortierrella apina and Lecanicillium vs H. tritici culmorum confrontation (x100)
psalliotae, on the other hand, exhibited effectiveness primarily against H. tritici.
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Fusarium culmorum (FC) is the responsible agent for Fusarium seedling blight (FSB) and Fusarium head blight (FHB) diseases of cereals. The control of FHB has gained lots
of attention due to the risk of mycotoxin contamination of grains while FSB, foot rot and damping-off diseases may cause serious damage to growing seedling, reducing
then plant establishment and grain yield. Therefore, the Biological Control Agents (BCAs) from microbiote communities represent an alternative and eco-friendly way to
protect cereal crops. The dark septate endophytes (DSE) are root endophyte fungus well characterized, but their abilities to promote plant growth and immune responses
against cryptogamic diseases are not well studied in wheat. A DSE strain (DSEc8) was isolated from healthy root tissues of Florence Aurore, an old bread wheat variety. The
aim of this study was to assess (i) the effect of DSEc8 on germination and wheat seedling growth (ii), its biocontrol potential against F. culmorum (in vitro and in planta), (iii)
and its ability to locally (roots and leaves) modulate genes related to immunity. Results showed that DSEc8 significantly inhibited F. cu/morum growth by using dual culture
method, due to the synthesis of AntiMicrobial Compounds (AMCs). In planta, DSEc8 developed a strong protective role against F. culmorum infestations. This resistance is
combined with significant elicitation of genes involved in plant immunity. This finding makes DSEc8 a reliable BCA strain for use in agriculture, including the control of
seedling fatal diseases caused by Fusarium in wheat crops.

|1- DSEc8 : Macrocopic as
and PGP traits

roscopic observation, Biochemical caracterisation | | 3- Effect of Seed-Biopriming with DSEc8 on Germination and Seedling growth of
* durum wheat seeds inoculated by Fusarium culmorum

A:- In vitro Axenic germination

Desinfected seeds, with NaOCl 0,5%, were bioprimed with a fragmented mycelial inoculum made
from DSEc8 culture (1 week old). After 24h of incubation, seeds were dried, sprayed with conidial
suspension of £. culmorum then arranged equidistantly on the surface of the water agar plates.

v
Back
PO
B- DSEC8 under optical microscope
v Scale bar = 20um _20pm
2- Antagonistic activity of DSEc8 against Fusaril I «in vitro »
s frontati

The antagonistic activity of DSEc8 strain against
Fusanium culmorum, was evaluated using dual culture
assay referring to Skidmore and Dickinson method
(1976). Mycelial plug of 5 mm diameter of £ aulmorum
and DSEc8 strain (7-day-old) were placed on opposite
sides in the center of PDA petri-plate at 5 cm from each
other and at equal distance from the periphery. Paired Fusarium Culmorum F. Culmorum VS DSECS
cultures were incubated at 28° C for 8 days dishes | *Dual culture assay (8 days of incubation)
inoculated only with £ culmorum served as controls.

' : IR = 56,94%

B- Diffusible ites

The activity of DSEc8 diffusible compounds was tested
using cellophane method described by Dennis and
Webster (1971). DSEc8 strain was grown on Petri
dishes containing sterile cellophane sheets over PDA
medium. After 20 days of incubation at 28° C, cellophane
was removed and a 5mm plug of £ culmorum was
added. £ culmorum grown on PDA served as control, Fusarium Cuimorum  F. Culmorum after
Plates were incubated at 28° C for 6 days.

> Results were expressed as the inhibition rate (IR)
calculated according to the formula mentioned here.

*Cellophane method (6 days of,
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