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RESUME

Deux souches bactériennes, i.e. Bacillus subtilis (souche B6) et Pantoea agglomerans (souche S5),
isolées respectivement de ceps de Vitis vinifera provenant du vignoble tunisien, cv. Muscat d’ltalie, et
francais, cv. Cabernet Sauvignon, ont été sélectionnées pour évaluer leur capacité a protéger de
jeunes plants de vigne contre l'infection par Neofusicoccum parvum, un agent pathogéne fongique
impliqué dans les Maladies Du Bois de la vigne (MDBs). Une expérimentation comprenant les deux
souches bactériennes et les deux cépages a été réalisée. Les résultats ont montré que les deux
souches en combinaison exercaient un réle positif sur les plants des deux cépages en réduisant
significativement la taille des nécroses provoquées dans le bois par N. parvum.

Mots-clés : Antagonistes bactériens, effet variétal, Maladies du bois de la vigne, Neofusicoccum
parvum, protection de la vigne.

ABSTRACT

Two bacterial strains, i.e. Bacillus subtilis (strain B6) and Pantoea agglomerans (strain S5),
respectively isolated from grapevines cv. Muscat d’ltalie originated from Tunisia and cv. Cabernet
Sauvignon originated from France, were selected to assess their ability to protect young grapevines
from Neofusicoccum parvum attacks, a pathogenic fungus commonly associated with Grapevine
Trunk Diseases (GTDs). An experiment with the two bacterial strains and the two grape cultivars was
carried out. Results showed that for both cultivars, the combination of both bacterial strains
significantly reduced the wood necrosis caused by N. parvum.

Keywords: Bacterial antagonists, Grapevine Trunk Diseases, Neofusicoccum parvum, plant protection,
varietal susceptibility.
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INTRODUCTION

L'esca est une maladie a I'étiologie complexe qui est associée a un cortéege de champignons
pathogenes. Dans cette étude, Neofusicoccum parvum, un de ces pathogenes a été utilisé car c’est
'une des espéces fongiques les plus virulentes associée au MDBs (Laveau et al, 2009). Elle est
associée a la fois aux nécroses internes du bois mais également aux chancres externes (Phillips, 2002;
Laveau et al, 2009; Amponsah et al, 2011).

Malgré I'importance et la gravité des MDBs, aucun moyen de lutte chimique n’existe actuellement
depuis l'interdiction de I'arsénite de sodium en 2001 en Europe et dans le monde. C’était le seul
pesticide homologué pour controler les MDBs (Decoin, 2001; Larignon et al, 2008). Aujourd’hui, il est
donc important d’axer la recherche pour trouver de nouvelles méthodes alternatives, comme
I'utilisation d’agents de biocontréle. Plusieurs micro-organismes ont déja été testés contre les MDBs :
le champignon Trichoderma atroviride (Kotze et al, 2001), des levures et des bactéries (Bertsch et al,
2013; Compant et al, 2013 ; Haidar et al, 2016), et 'oomycéte Pythium oligandrum (Yacoub et al,
2016).

Lors de cette étude, I'efficacité de deux souches bactériennes pour réduire les nécroses causées dans
le bois par I'agent pathogene N. parvum a été évaluée. L'une des souches était d’origine tunisienne,
i.e. Bacillus subtilis B6 isolée de ceps cv. Muscat d’ltalie, et I'autre d’origine francaise, i.e. Pantoea
agglomerans S5, isolée de cv. Cabernet Sauvignon (Bruez et al, 2015 ; Haidar et al, 2016). Les essais
de protection in planta ont été réalisés avec deux cépages : le Cabernet-Sauvignon, qui est un cépage
destiné a la production de vin et trés implanté en France, et le Muscat d’ltalie, qui est le premier
cépage cultivé en Tunisie pour la production de raisin de table.

MATERIEL ET METHODES
Essai de protection in planta sous serre

L’agent pathogéne fongique

Le pathogene fongique N. parvum a été utilisé pour 'ensemble des expérimentations réalisées dans
le cadre de cette étude.

La souche N. parvum utilisée a été isolée a partir de ceps de vigne tunisiens cv. Muscat d’ltalie de la
région de Mornag. Le mycélium du pathogéne a été repiqué sur milieu malt agar et incubé pendant 7
jours a 22°C(12 heures de lumiére / 12 heures d’obscurité) avant l'inoculation sous serre des
boutures des deux cultivars de vigne.

Les bactéries antagonistes

Deux souches bactériennes, I'une d’origine francaise, i.e. Pantoea agglomerans S5, isolée de tissus
nécrotiques de bois de vigne francais (cv. Cabernet Sauvignon) (Bruez et al, 2015 ; Haidar et al, 2016),
et I'autre d’origine tunisienne, i.e. Bacillus subtilis B6, isolée de tissus nécrotiques de bois de vigne
tunisien (cv. Muscat d’ltalie) (Rezgui et al, 2016) ont été utilisées dans cette étude.

Les bactéries ont été cultivées a I'obscurité dans des flacons de culture stériles contenant 40 ml de
milieu TSB pendant 48 h a 30°C avant leur inoculation en serre. La croissance bactérienne a été
déterminée en comparant la turbidité bactérienne avec une solution standard de McFarland
(bioMérieux® SA) et la concentration a été estimée entre 10% et 10° UFC / ml (échelle 4, McFarland).



Inoculation des boutures de vigne sous serre

Deux essais de protection indépendants ont été réalisés sur des plants de vigne des deux cépages
cités ci-avant, le Cabernet Sauvignon (essai lors de I'été 2014) et le Muscat d’ltalie (lors de I'été
2015).

Chaque essai comportait au total 270 boutures réparties en 9 modalités différentes avec 30 plants
pour chacune d’entre-elles. Ces modalités étaient réparties comme suit : (i) C: témoin négatif non
inoculé par les bactéries ou par le champignon pathogene; (ii) CP: témoin percé inoculé avec le
milieu bactérien stérile TSB (Tryptic Soy Broth ) et un disque fongique stérile de MA (Malt Agar); (iii)
NP : témoin positif inoculé par le pathogene fongique N. parvum; (iv) B6: plants inoculés
uniquement avec les souches antagonistes B6 ou (v) S5: S5 ou (vi) B6+S5 : la combinaison des 2
bactéries ; (vii) NP+B6 : plants co-inoculés avec N. parvum et B6 ou (viii) NP+S5 : N. parvum et S5 ou
(ix) NP+B6+S5 : N. parvum et la combinaison des 2 bactéries, B6+S5 (Tableau 1)

Tableau 1. Les différents traitements biologiques appliqués aux deux cultivars Cabernet
Sauvignon et Muscat d’ltalie.

Table 1. Different biological treatments applied at cv. Cabernet Sauvignon and Muscat d’Italie.
Abréviations Modalités appliquées

C Témoin négatif non inoculé et non percé

cpP Témoin négatif percé et inoculé avec le MA et le TSB

NP Plant inoculé avec le pathogeéne fongique N. parvum

B6 Plant inoculé avec la souche bactérienne B6

S5 Plant inoculé avec la souche bactérienne S5

B6+S5 Plant inoculé avec la combinaison des deux bactéries B6 et S5

NP+B6 Plant inoculé avec le pathogéne fongique N. parvum et la bactérie B6

NP+S5 Plant inoculé avec le pathogéne fongique N. parvum et la bactérie S5

NP+B6+S5 Plant inoculé avec le pathogene fongique N. parvum et la combinaison de B6 et

S5

Un trou a été percé artificiellement dans la tige en dessous du premier « ceil » a I'aide d’une
perceuse mécanique. Quarante pl de suspension bactérienne ajustée a 10® CFU /ml ont été injectés
dans le trou. Dix a 20 minutes apres, un disque fongique prélevé a partir d’une culture récente et
sporulante de N. parvum a été placé sur le site de la blessure a I'aide d’un scalpel stérile. La zone
percée et inoculée a été ensuite enveloppée avec du parafilm pour la protéger de la dessiccation et
des contaminations ultérieures.

Quatre mois apres l'inoculation (octobre 2015, pour cv. Cabernet Sauvignon et octobre 2016, pour
cv. Muscat d’ltalie), les boutures ont été coupées longitudinalement pour observer et mesurer la
taille des nécroses. Un pourcentage de nécrose a été calculé comme suit : [taille de nécrose (TN)
/taille de sarment (TS)]*100 (Figure 1).



Figure 1. Calcul du pourcentage de nécroses internes = [taille de nécrose « TN »/taille de
sarment « TS »]*100 avec TN =longueur de nécrose a partir du point d’inoculation et
TS =la longueur de sarment.

Figure 1. Percentage of necrosis measurement: [(TN/TS) * 100] with TN, the size of necrosis
downwards from the wound-inoculation hole and TS, the size of the shoot.
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Les analyses statistiques

Les résultats de lecture des nécroses ont été traités statistiquement a I'aide du logiciel R version
3.2.2. Dans un premier temps, la normalité des données a été vérifiée avec le test de Levene. Comme
elles ne suivaient pas la loi normale, le test non paramétrique de Kruskal-Wallis ou le test t-student
ont été utilisés.

RESULTATS
Mise en évidence des lésions internes induites chez la vigne suite a I’attaque par N. parvum

Quatre mois apres l'infection artificielle des boutures, les symptémes induits par le champignon
pathogene ont été observés et mesurés. N. parvum a induit des lésions facilement identifiables par
rapport au tissu sain dans la tige des boutures des deux cultivars testés, i.e. Cabernet Sauvignon et
Muscat d’ltalie.

Effet des bactéries antagonistes sélectionnées sur la réduction des nécroses causées par N. parvum

Pour les deux cépages utilisés, la réduction du pourcentage de nécroses internes variait
significativement (P<0.05) en fonction des inoculums bactériens utilisés. Lors de ces essais, les
témoins non inoculés (C) n'ont présenté aucune lésion, tandis que les témoins « percés » (CP) ainsi
gue les plants inoculés par les souches bactériennes seules ou en association (B6, S5 et B6+B5) ont
présenté des petites nécroses internes dues au pergage réalisés lors des inoculations (Figure 2).

Pour les boutures du cépage Cabernet Sauvignon, [lefficacité des bactéries pour réduire
significativement les nécroses internes a été démontrée lors des traitements avec S5 seule (souche
issue du cépage francais) et la combinaison B6+S5 (P<0.05), les pourcentages de réduction étaient
respectivement de 20 et 36% (Tableau 2). Les taux de nécroses obtenus avec N. parvum seul ayant
été de 89%, la combinaison des deux souches B6 et S5 serait donc la meilleure pour protéger les
plants de vigne des attaques par ce champignon (Figure 2, Tableau 2).

Concernant les plants cv. Muscat d’ltalie, un effet protecteur a été observé pour les trois conditions
antagonistes testées, i.e. B6, S5 et B6+S5, puisque les taux de réduction des nécroses internes
obtenus étaient respectivement de 35%, 40% et 53% (Tableau 2). Aucune différence significative
entre les 3 combinaisons de bactéries n’a été mise en évidence. Les taux de nécroses causés par N.
parvum sur ce cépage étaient, comme sur Cabernet Sauvignon, de I'ordre de 80% (Figure 2).



Tableau 2.

Table 2.

Mise en évidence de I'efficacité des trois traitements biologiques appliqués : B6, S5 et
B6+ S5 a protéger les cépages, Cabernet Sauvignon et Muscat d’ltalie des attaques
artificielles dues a N. parvum. CS : cépage Cabernet Sauvignon, Ml : cépage Muscat
d’ltalie, NP : plant inoculés par le pathogeéne fongique N. parvum.

Effect of the biological treatments B6, S5 and the combination of « B6+S5» to
protect young grapevines of cv. Cabernet Sauvignon and cv. Muscat d’ltalie from N.
parvum attacks. CS : Cabernet Sauvignon cultivar, Ml : Muscat d’Italie cultivar, NP :
cuttings inoculted by the fungus N. parvum.

Modalités NP NP+B6 NP+S5 NP+B6+S5

Pourcentage de protection (%) CS M CS M CS Ml CS Ml

0 0 11 35 20 40 36 53

Figure 2.

Figure 2.

DISCUSSION

Mise en évidence de I'efficacité des trois traitements biologiques B6, S5 et B6+ S5
pour réduire la taille des nécroses dues a N. parvum chez les cépages, Cabernet
Sauvignon et Muscat d’ltalie. C: plants témoins n’ayant subi aucun traitement
biologique, CP : témoins percés, NP : plants inoculés par le pathogéne fongique N.
parvum. Les barres de données présentant la méme lettre minuscule ou majuscule
ne différent pas significativement entre elles, P> 0.05 avec le test de Kruskal-Wallis.
Effect of the biological treatments B6, S5 and the combination of « B6+S5 » on the
reduction of necrosis length caused by N. parvum on young grapevines of cv.
Cabernet Sauvignon and cv. Muscat d’ltalie (B) under greenhouse conditions. C:
control cuttings not inoculated with the fungus nor bacteria, CP: control cuttings
inoculated with sterile TSB and MA plugs, NP: cuttings inoculated with the fungus N.
parvum. Mean values sharing the same uppercase or lowercase letter are not
significantly different according to Kruskal-Wallis’ non-parametric relative contrast
effects post hoc test at P < 0.05
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L'objectif de cette étude a été d’évaluer I'efficacité de deux souches bactériennes possédant des
propriétés antagonistes pour réduire la formation de nécroses dans le bois de la vigne causées par un
agent pathogéne impliqué dans les MDBs, i.e. N. parvum. Concernant les 2 bactéries, I'une a été



isolée d’un cep planté en Tunisie, i.e. B. subtilis B6 (Rezgui et al, 2016), et I'autre, d’un cep provenant
de France, i.e. P. agglomerans S5 (Bruez et al, 2015 ; Haidar et al, 2016). Deux cépages ont été
utilisés lors de cette essai croisé : le Cabernet-Sauvignon qui est un cultivar international destiné a la
production de vin et qui trés implanté en France, et le Muscat d’ltalie, qui est le premier cépage
cultivé en Tunisie pour la production de raisin de table.

Lors de cet essai, 4 mois apres l'inoculation des plants des deux cultivars par le champignon
pathogene N. parvum, des nécroses dans le bois ont été observées. Ce résultat est en accord avec
ceux rapportés dans la littérature (Sparapano et al, 2001b ; Haidar et al, 2016 ; Rezgui et al, 2016 ;
Yacoub et al, 2016). Par rapport a ces études, nos analyses ont démontré que les dommages dus a N.
parvum et le niveau de protection apporté par les souches bactériennes étaient dépendants du
cultivar étudié.

Les bactéries B. subtilis et P. agglomerans ont déja été décrites comme des agents de lutte
biologique potentiels contre plusieurs maladies de la vigne (Ferreira et al, 1991; Schmidt et al, 2001;
Magnin-Robert et al, 2007; Romero et al, 2007; Trotel-Aziz et al, 2008; Alfonzo et al, 2008, 2009;
Leelasuphakul et al, 2008; Kotze et al, 2011; Compant et al, 2011, 2013; Haidar et al, 2016). Nos
résultats confirment I'intérét de ces 2 espéces bactériennes. En effet, les deux souches sélectionnées
ont été capables de réduire I'incidence du phytopathogéne N. parvum. Cependant, un effet variétal a
encore été mis en évidence en comparant les différents essais in planta. La souche B6 était inefficace
pour réduire les attaques dues a N. parvum sur Cabernet Sauvignon, mais elle était efficace sur
Muscat d’ltalie. Par contre, la combinaison des deux souches bactériennes « B6 et S5 » a été efficace
pour réduire I'incidence de la maladie sur les deux cultivars étudiés. Ce type de réponse peut étre lié
a la capacité des antagonistes biologiques a coloniser les deux cultivars. Ceux-ci peuvent en effet
avoir des facteurs intrinseques différents tels que la disponibilité en nutriments et/ou le pH, ce qui
peut affecter la croissance de I'agent de biocontréle (Lewisohn et al, 1992; Mutawila et al, 2011). Ce
résultat confirme que les effets antagonistes des souches bactériennes peuvent fortement dépendre
de la variété considérée. Cette constatation est en accord avec une étude réalisée par Mutawila et al.
(2011), qui a montré que l'effet protecteur de certaines espéces de Trichoderma variait en fonction
du cépage traité.

Ce résultat est, a notre connaissance, le premier a avoir montré que P. agglomerans et B. subtilis
avaient des propriétés d’agents de biocontréle potentiels contre N. parvum. Un tel résultat est d'une
importance primordiale, car N. parvum est un agent pathogéne des MDBs pour lequel aucun
traitement efficace n’existe aujourd'hui (Haidar et al, 2016).

Lors de cette étude, la combinaison bactérienne « B6 et S5 » était la plus adéquate pour protéger les
plants de vigne des deux cépages, Muscat d’ltalie et Cabernet Sauvignon. Ce résultat sur la
combinaison de souches d’agents de biocontréle est en accord avec les travaux de Mutawila et al.
(2011), qui ont montré que l'utilisation de deux espéces du champignon Trichoderma était plus
efficace pour protéger les plants de vigne. Cette observation est donc ici vérifiée avec des bactéries.

CONCLUSION

Par rapport au traitement biologique des plants de vigne avec les souches B6 ou S5 seules, la
combinaison de ces deux bactéries exerce un fort effet antagoniste qui permet de limiter les
attaques dues a N. parvum sur la vigne. De nouvelles études avec des combinaisons semblables
devraient étre effectuées, par exemple en combinant un micro-organisme qui colonise les racines,
e.g. P. oligandrum (Yacoub et al, 2016) et d’autres les tissus ligneux du tronc (Haidar et al, 2016). Par
ailleurs, étant donné que le criblage multi-cépage et multi-pathogene semble étre le plus pertinent
pour sélectionner des agents de biocontrole potentiels contre les MDBs, cette démarche pourrait
étre recommandée lors de futurs essais.
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