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Modulation de I’expression du pouvoir pathogeéne de
Botrytis fabae Sard. et de Botrytis cinerea Pers. par des
bactéries du phylloplan de Vicia faba L.

Régis VEDIE & Michel LE NORMAND

EN.S.A. — ILN.R.A., Laboratoire de Botanique et Pathologie végétale, 65, Rue de Saint-Brieuc,
F 35042 Rennes Cedex

RESUME

La formation et le développement de lésions nécrotiques par Botrytis fabae et B. cinerea sur feuilles détachées
de Vicia faba sont inhibés par la présence de sulfate ferrique dans la goutte d’inoculum. Le sulfate ferrique n’a
pas d’effet sur la germination des conidies de Botrytis sur lames de verre, mais entraine une forte stimulation de
la croissance des tubes germinatifs. L’inhibition observée sur les feuilles détachées ne s’explique pas par la pro-
duction de phytoalexines ni par la stimulation des réactions de défense de la plante. Par contre, les modifica-
tions relevées dans la composition de la microflore du phylloplan paraissent essentielles. Deux bactéries prédo-
minantes suivant les conditions ont été isolées. Pseudomonas fluorescens est isolé dans les gouttes d’inoculum
donnant des lésions, alors qu’en présence de sulfate ferrique — et donc en ’absence de Iésions — c’est Erwinia
herbicola qui devient majoritaire. Sur milieu de KiNG B, Pseudomonas exerce une antibiose vis-a-vis d’£rwi-
niq. D’autre part, Erwinia inhibe la germination des conidies ainsi que la croissance des tubes germinatifs des
Botrytis lors de tests in vitro. Mais on note également que I’inhibition des Iésions due au sulfate de fer est pres-
que totalement annulée par ’addition de Pseudomonas a ’'inoculum.

Le mode d’action du fer est discuté en terme d’avantage sélectif procuré a E. herbicola par rapport a P. fluores-
cens.

Mots clés additionnels : Fer, microflore, antibiose, sidérophores, Pseudomonas fluorescens, Erwinia herbi-
cola.

SUMMARY

Modulation of the pathogenicity of Botrytis fabae Sard. and Botrytis cinerea Pers. by bacteria in
the phylloplane of Vicia faba L.

Initiation and development of necrotic lesions by Botrytis fabae and B. cinerea on detached leaves of Vicia faba
was inhibited by ferric sulfate in inoculum drops. Ferric sulfate had no effect on conidial germination of the two
species on glass slides but a high stimulation of germ-tube growth was observed in the presence of iron. The inhi-
bition observed on detached leaves could not be explained by phytoalexin production or by the stimulation of
defence reactions in the plant. However, modifications in the microbial composition of the phyllophane flora
seemed to play an important role. Two predominant bacteria were isolated under different conditions.
Pseudomonas fluorescens was obtained from inoculum drops over developing necrotic lesions while Erwinia
herbicola became dominant in ferric sulfate drops without necrotic lesions.

On KiNG B medium, the P. fluorescens strain inhibited growth of E. herbicola, while in turn Erwinia inhibited
conidial germination and germ tube growth of both Botrytis sp. on glass slides. Finally the inhibition of lesion
development by ferric sulfate was almost completely suppressed by addition of the Pseudomonas strain to the
inoculum.

The mode of action of iron is discussed in terms of the selective advantage given to E. herbicola against P.
Sfluorescens.

Additional key words : Iron, microflora, antibiosis, siderophores, Pseudomonas fluorescens, Erwinia herbi-
cola.

I. INTRODUCTION nombreuses études (WEINBERG, 1966, 1978). On a

méme montré que la virulence de Vibrio anguillarum

L’importance du fer dans les relations s’établissant Bergman (CROSA, 1980) est liée a la présence d’un plas-
entre divers micro-organismes pathogénes (bactéries, mide codant pour un chélateur du fer.
champignons) et leurs hoétes a été soulignée dans de Dans des milieux trés pauvres en ions ferriques libres
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et solubles, des bactéries et certains champignons sécre-
tent des sidérophores (LANKFORD, 1973), composés
ayant une forte affinité pour le fer et assurant ’alimen-
tation en fer de ces micro-organismes.

Mais ’activité des sidérophores ne se limite pas a ce
seul effet nutritif ; ils peuvent, par leur plus ou moins
forte affinité pour le fer ou par leur spécificité plus ou
moins étroite pour le micro-organisme qui les produit,
moduler la compétitivité de ce micro-organisme.

Par exemple, certains Pseudomonas du sol seraient
responsables de la limitation d’autres rhizobactéries,
parasites mineurs, grace a une activité antagoniste due
a la production de tels sidérophores (SCHROTH & HAN-
COCK, 1982). Le fer serait ainsi mobilisé au profit des
Pseudomonas et peut-étre des plantes, entrainant de
notables augmentations du rendement des plantes culti-
vées.

A I’inverse, a la surface des organes aériens des plan-
tes, des bactéries productrices de sidérophores semblent
plutdt augmenter les dégats dus a certains agents patho-
génes. Ainsi des Pseudomonas saprophytes, produc-
teurs de sidérophores, stimulent la germination des
conidies de Colletotrichum musae (Berk & Curt) Arx.
(Mc CRACKEN & SWINBURNE, 1979). De plus, celles-ci
ont une agressivité d’autant plus forte que le milieu de
culture d’origine est plus pauvre en fer (BROWN &
SWINBURNE, 1981), ce qui pourrait étre lié a la régula-
tion endogéne par le fer des sidérophores propres du
champignon. Ces sidérophores, permettant une concur-
rence efficace pour ’alimentation en fer, favoriseraient
ainsi le pouvoir pathogéne du champignon.

De méme, dans la relation Botrytis cinerea Pers. —
Vicia faba, BROWN & SWINBURNE (1982) ont montré
que les chélateurs du fer, EDTA (Acide éthyléne dia-
mine tétraacétique) et DHBA (Acide dihydroxybenzoi-
que), augmentent I’agressivité des conidies de B. cine-
rea. L’addition de sulfate ferrique (Fe,(SO,);) a I’ino-
culum traité par ces chélateurs réduit cette agressivité
au niveau antérieur.

Ces divers résultats nous ont incités a définir le réle
éventuel du fer dans D’interaction Botrytis — Vicia
faba, actuellement étudiée dans le laboratoire. Les
investigations entreprises nous ont trés vite conduits a
nous interroger sur 'importance possible de certaines
bactéries du phylloplan dans la régulation de I’expres-
sion du pouvoir pathogéne de B. fabae Sard. et de
B. cinerea.

II. MATERIELS ET METHODES
A. Plantes et agents pathogénes

Les graines des lignées de féverole 29E, LCF, S45,
fournies par M. BERTHELEM du Laboratoire d’ Amélio-
ration de la féverole de 'I.LN.R.A. (Le Rheu-Rennes),
sont semées dans un mélange de vermiculite et de
tourbe (1 pour 2). Ces lignées sont choisies pour leurs
sensibilités différentes vis-a-vis de B. fabae. Les feuilles
sont prélevées lorsque les plantes sont au stade 4 feuil-
les bifoliolées.

Les souches B. fabae (AX) et B. cinerea (GZ), isolées
au champ en Egypte par ABOU-ZEID (1978), sont cul-
tivées sur milieu malt-agar enrichi en saccharose
(3 p. 100) et nitrate de sodium (3 p. 100) de fagon a

obtenir une bonne sporulation (LEACH & MOORE,
1966).

B. Inoculum et contamination

Les suspensions de spores sont préparées a partir de
cultures adgées de 12 j. La surface de la colonie sporulée
est vigoureusement agitée dans de 1’eau distillée. Une
filtration sur coton de verre permet d’éliminer les frag-
ments mycéliens grossiers. La concentration finale de la
suspension est ajustée a 5 X 10% conidies/ml.

Les spores sont déposées en gouttes calibrées de 20 pul
sur la face inférieure des feuilles détachées, placées en
chambre humide et incubées a I’obscurité a 25 °C.

La notation des nécroses est faite, apres différentes
durées d’incubation, selon 1’échelle de MANSFIELD &
DEVERALL (1974) adaptée a notre matériel par ABOU-
ZEID (1978). Cette échelle comprend 10 notes : de0 a5
nous notons ’apparition et le développement des taches
nécrotiques sous la goutte d’inoculum et de 6 & 9 I’évo-
lution de la nécrose a I’extérieur de la goutte. Les résul-
tats sont exprimés en pourcentage de la note maximale.

C. Isolement des bactéries

Les isolements sont effectués & partir des suspensions
de spores ayant séjourné sur les folioles pendant 24 h
en présence soit d’eau, soit d’EDTA, soit de fer. Ces
gouttes sont étalées sur milieu KING B. (KING et al.,
1954) sur lequel Botrytis ne peut se développer tandis
que les bactéries forment des colonies.

Pour chaque traitement, 10 isolements sont réalisés et
I’expérience est répétée 3 fois.

D. Epreuve de germination des conidies

Lors des différents tests entrepris dans cette étude,
gouttes sont étalées sur milieu KING B (KING ef al.,
avec un volume égal de différentes solutions de fagon a
obtenir les molarités finales indiquées :

e solutions ’EDTA 410-4M ;

* solution de Fe,(SO,); a4 1074 M ;

e un mélange de ces 2 substances a la concentration
finale de 10~4 M.

Pour étudier I’effet des bactéries, on apporte aux
mélanges précédents un volume égal de suspension bac-
térienne (106 germes/ml). Les mélanges obtenus sont
déposés soit sur la face inférieure des folioles (pour
I’évaluation de P’effet du traitement sur I’expression du
pouvoir pathogene) soit sur lames de verre (pour I’éva-
luation de I’effet sur la germination et la croissance des
tubes germinatifs in vitro). Pour chaque traitement,
4 dépots sont effectués sur 5 folioles différentes et
I’expérience est répétée 3 fois. Pour les tests sur lames
de verre, le pourcentage de germination est estimé sur
500 spores et la croissance des tubes germinatifs par la
mesure de leur longueur sur 100 spores germées.

E. Recherches de phytoalexines

Ces recherches sont faites a 2 niveaux :

— Dans les gouttes déposées sur les feuilles (var.
S45) contenant des spores de B. fabae (AX) en présence
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d’eau ou de sulfate ferrique, aprés une incubation de 24
ou 72 h. Ces solutions recueillies sont filtrées sur filtres
Sartorius 0,45 pm.

— Dans les diffusats des feuilles ayant porté ces
gouttes ; les feuilles sont infiltrées sous vide par une
solution d’alcool a 80 p. 100 (KEEN, 1978), placées sur
une grille dans un tube a centrifuger (KLEMENT, 1965)
et le liquide ou diffusat recueilli par centrifugation au
fond du tube est débarrassé de 1’alcool par évaporation
sous-vide a 40 °C.

Le schéma d’extraction des phytoalexines dans les
solutions ainsi obtenues est inspiré des travaux de HAR-
GREAVES ef al. (1977). Les solutions obtenues, par les
2 méthodes, sont acidifiées a pH = 5 par H;PO,, puis
traitées 3 fois au diéthyl oxyde. Les fractions solubles
dans le diéthyl oxyde sont regroupées, évaporées, puis
reprises dans du méthanol au volume initial.

Les différentes solutions obtenues sont soumises a
une chromatographie sur couche mince (gel de silice 60
de Merck), développée dans le systéme chloroforme —
éther de pétrole (2 : 1). La recherche de zones inhibitri-
ces sur le chromatogramme est faite par pulvérisation
d’une suspension de spores trés dense de Cladosporium
sp. préparée dans un milieu nutritif de Czapek liquide.

III. RESULTATS

A. Modification du pouvoir pathogéne des Botrytis de
Vicia faba par Papport de fer

1. Mise en évidence du phénoméne

Aprés 24 h d’incubation, tant pour B. fabae que pour
B. cinerea, on note une inhibition importante de
Papparition des taches nécrotiques dans les gouttes
d’inoculum contenant du sulfate ferrique (fig. 1).

Avec ’EDTA, linhibition est faible sur la variété
29E, pour la souche AX, et non significative sur la
variété S45, pour la souche GZ. Dans le mélange EDTA
plus Fey(SOy);, le niveau des symptOmes est compara-
ble a celui obtenu dans I’eau distillée.

Aprés 48 h d’incubation, la tendance reste la méme.
Il y a cependant une augmentation de la maladie pour
I’ensemble des traitements.

Ces premiers résultats font donc apparaitre une inhi-
bition significative du pouvoir pathogéne des Botrytis
sur feuilles détachées de V. faba en présence de sulfate
ferrique (10~4 M).

2. Etude du phénomeéne en fonction des doses d’inocu-
lum et des concentrations en fer

Nous avons précisé cette action inhibitrice en utili-
sant plusieurs concentrations de fer et une série de
doses d’inoculum (spores de B. fabae) (fig. 2). Pour des
concentrations en fer supérieures ou égales 4 5.10-4 M,
I’inhibition est effective sur toutes les doses d’inocu-
lum. Pour la plus faible concentration en fer dans la
goutte d’inoculum (5.10 -3 M), I’inhibition n’est signi-
ficative que sur la plus faible dose d’inoculum (103
spores/ml) et pour une durée d’incubation de 24 h.
Cette dose se rapproche d’un inoculum naturel et les
concentrations en fer qui se révélent inhibitrices pour-
raient correspondre & celles utilisées pour des fertilisa-
tions foliaires en oligo-éléments.

Symptomes en p. 100
du total possibie

souche _GZ
variéte _S45

50

. souche _ A X
variéte _29EF

1
EDTA FeZ(SO4)3 ll-::D‘(I'ék(;)
€0 3
Incubation : 24h
Figure 1

Effets de divers traitements sur le pouvoir pathogéne de Botrytis
fabae (A.X) et de B. cinerea (GZ) sur feuilles détachées de Vicia faba
limites de confiance (95 p. 100).

Effects of various treatments on the pathogenicity of Botrytis fabae
(AX) and B. cinerea (GZ) on detached leaves of Vicia faba I Confi-
dence limits (95 %).

B. Action du fer et de PEDTA sur le parasite et sur la
plante hote

1. Au niveau du parasite

Les produits testés n’ont montré aucune action signi-
ficative sur la germination des spores de Botrytis. Par
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Symptomes en p 100
du_toral possible

Incubation: 72 h.
4,0 p
o}
b
Incubation: 24 h.
- ..
30 - x
] ::
..
i Ry
:-
0 a®
6.103 3.10%
Doses inoculées ( en spores/ml )
Figure 2

Effets de diverses concentrations de fer (Sulfate ferrique) sur
expression du pouvoir pathogeéne de divers inoculums de Botrytis
fabae (AX) apportés sur des feuilles détachées de Vicia faba (variété
S$45).

= Ho

1 FeyS0,; 5.10°M
B FeyxS0,),. 5.107*M
Fe)(S0y);, 5.107* M

Effect of various iron concentrations (ferric sulfate) on the pathogenic
ability of Botrytis fabae (AX) inoculated in a series of doses onio
detached leaves of Vicia faba (var. $45).

contre, ils donnent des résultats trés différents quant a
I’effet sur la croissance des tubes germinatifs (fig. 3).
L’EDTA inhibe la croissance surtout pour les spores de
B. fabae (AX). Quant au sulfate ferrique, il stimule trés
significativement la croissance des tubes germinatifs
pour les 2 Botrytis testés. Le mélange EDTA + Fer sti-
mule mais a un degré moindre.

Par rapport aux résultats obtenus in vivo, ou le fer
inhibe le pouvoir pathogene du champignon, nous
constatons un contraste remarquable. L’hypothese
d’une action directe du fer sur les conidies des Botrytis
parait donc peu plausible pour expliquer son effet inhi-
biteur sur les symptémes dus aux Botrytis.

2. Au niveau de la plante héte

Les plantes au stade 4 feuilles bifoliolées sont soi-
gneusement coupées au niveau de la base de la tige.
Celle-ci est plongée dans une solution de traitement
pendant une durée de 24 h. Ensuite les feuilles sont
détachées puis infectées par une suspension de spores
de B. fabae. D’aprés les résultats obtenus, il apparait
que les différents traitements n’ont pas modifié la
réponse des feuilles a I’infection par B. fabae.

Puisqu’il n’apparait pas de relation directe entre
I’apport de fer a la plante et sa résistance au Botrytis, il
convient de rechercher une intervention du fer sur un

Longueur des tubes
germinatifs en ym
aprés 240

200 1 FL

x:\

A

1004 %
Nl

L

0 1 , l l

AX GZ
Souche

Figure 3

Effets de divers traitements sur la croissance in vitro des tubes germi-
natifs des spores de Botrytis fabae (AX) et B. cinerea (GZ).

H,0

[T Fex(SOy),

[ EDTA

Fe,(SO4); + EDTA

Effects of various treatments on the growth of germ tubes of Botrytis
fabae (AX) and B. cinerea (GZ) spores in vitro.

phénoméne ayant probablement une conséquence indi-
recte sur la relation héte-parasite.

Par ailleurs, la recherche de phytoalexines dans les
différents traitements n’a donné que des résultats fai-
bles et inconstants. Nous avons trouvé des zones d’inhi-
bition anti-Cladosporium trop faibles pour pouvoir
tenter une identification des différentes phytoalexines
de HARGREAVES et al. (1977) et ces zones étaient sem-
blables quel que soit le traitement subi par les feuilles
inoculées (sulfate de fer, eau distillée, EDTA, ...).
L’absence de phytoalexines dans les gouttes de suspen-
sions de spores et leur trés faible présence dans les tissus
infectés concordent avec les résultats de HARGREAVES
et al. (1977) et de ROSSALL & MANSFIELD (1980). Ces
auteurs expliquent ces observations par la faculté de
B. fabae de métaboliser activement ces produits anti-
fongiques en les détoxifiant, cette faculté conférant au
parasite son pouvoir pathogene sur féverole.

C. Action de la flore bactérienne du phylloplan

1. Présence de deux bactéries

Aprés 24 h d’incubation, 2 populations dominantes
de bactéries sont mises en évidence. L’une donne des
colonies jaunes trés muqueuses produisant une fluores-
cence jaune-vert sur milieu de KING B. Elle est forte-
ment majoritaire dans les suspensions de spores dépo-
sées dans I’eau (tabl. 1). Cette bactérie est en mélange
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TABLEAU 1
Quantification relative des colonies bactériennes issues
des gouttes prélevées aprés 24 h d’incubation sur les feuilles.

Relative abundance of bacterial colonies isolated
from various conidial drops after 24 h on leaves.

Origine de Aspect des colonies bactériennes

fa goutte Jaune Blanche
Spores + H,0O ++++ g
Spores + EDTA + + 4+
Spores + Fey(SOy4); g +4+++
Spores + EDTA + Fey(S0,4); + + + +

avec une autre bactérie donnant des colonies blanc-
créme dans les gouttes contenant ’EDTA ou le mélange
EDTA + Fey)(SOy,);. La bactérie blanc-créme se
retrouve pratiquement seule dans le sulfate ferrique.

2. Identification

L’identification de ces 2 bactéries a été effectuée. Ce
sont des bacilles gram (—). Des galeries API pour
bacilles gram (—) ont été réalisées pour chacune
d’elles. Les résultats du gram (négatif) et les tests bio-

TABLEAU 2

Caractéres biochimiques différentiels des deux bactéries isolées,
selon le systéeme Api pour Uidentification des Entérobactéries.

Biochemical characteristics of the two isolated bacteria,
according to the Api system for identification of Enterobacteria.

Réaction
Test
Bactérie Bactérie
jaune blanche
ONPG B. galactosidase - +
ADH Arginine DH + —
LDC Lysine DC - -
oDC Ornithine DC - -
CIT Citrate (Simmons) + +
H,S Formation d’H,S - -
URE Uréase — -
TDA Tryptophane DA — —
IND Indole — -
VP Acétoine - +
GEL Gélatine + -
GLU Glucose + +
MAN Mannitol - +
INO Inositol — -
SOR Sorbitol - -
RHA Rhamnose - -
SAC Saccharose - -
MEL Melibiose + -
AMY Amygdaline - +
ARA Arabinose + -
ox Oxydase + —
NIT Nitrites - +

chimiques API pour identification des Entero-bactéries
(tabl. 2) nous incitent a penser que la bactérie a colonies
jaunes est un Pseudomonas fluorescens Migula, alors
que celle donnant des colonies blanc-créme s’apparente
a un Erwinia (probablement E. herbicola (L6hn.) Dye
= Enterobacter agglomerans). Pour cette derniére
cependant, il convient de noter quelques anomalies par
rapport aux résultats de DYE (1969). Nous nous som-
mes conformés au tableau de différenciation des Enté-
robactériacées fourni par API-System et dans lequel ces
mémes anomalies sont observées concernant F. agglo-
merans notamment H,S négatif (100 p. 100), gélatine
négatif (98 p. 100), arabinose négatif (6 p. 100) et rham-
nose négatif (21 p. 100).

3. Antagonisme Pseudomonas — Erwinia in vitro

Les premiers résultats acquis suggérent la présence
d’une activité antagoniste chez Pseudomonas vis-a-vis
d’Erwinia, activité inhibée par addition de sulfate ferri-
que.

Cette antibiose a été éprouvée en boite de Petri sur
milieu de KING B. On dépose le Pseudomonas au centre
de la boite (10 1/108 germes ml). Aprés 24 h d’incu-
bation a 30 °C, les colonies sont tuées au chloroforme
puis éliminées. On pulvérise alors une suspension
d’Erwinia (108 germes/ml). 24 h aprés la pulvérisation,
des zones d’inhibition sont visibles dans la culture
d’Erwinia a ’endroit de la culture de Pseudomonas et
largement autour de ce périmétre. La méme expérience
dans un milieu contenant du sulfate ferrique (10~4 M)
ne permet pas d’observer d’antibiose. Dans un test sem-
blable, Erwinia n’exerce pas d’inhibition sur la crois-
sance de Pseudomonas.

4. Action des deux bactéries vis-a-vis du champignon
parasite

a) Action « in vitro » sur la germination et la
croissance

Ces bactéries purifiées ont été éprouvées in vitro pour
déterminer leur action sur les conidies et sur le mycé-
lium de B. fabae.

— Effet sur la germination des conidies.

L’action des bactéries a été éprouvée sur la germina-
tion des conidies (tabl. 3) et sur la croissance des tubes
germinatifs, dans [’eau et dans du sulfate ferrique
(fig. 4).

Pseudomonas n’exerce pas d’effet significatif sur ces
2 paramétres. Par contre, Erwinia inhibe la germina-
tion des spores et la croissance des tubes germinatifs
dans I’eau mais également la croissance des tubes ger-
minatifs dans du sulfate ferrique. Erwinia impose son
action inhibitrice sur I’allongement des tubes germina-
tifs lorsque les 2 bactéries sont utilisées en mélange dans
I’eau comme dans le sulfate ferrique, mais il semble que
I’effet soit obtenu par la simple densité d’inoculum et
non par une multiplication bactérienne dans ce milieu
ou les seuls nutriments sont apportés par les conidies du
champignon en germination.

— Effet sur la croissance mycélienne en boite de
Petri.

Une suspension bactérienne d’Erwinia disposée dans
des puits inhibe la croissance mycélienne de B. fabae (le
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TABLEAU 3

Effet des deux bactéries isolées (Pseudomonas = Ps ; Erwinia = Er) du phylloplan sur lu germination des conidies de Botrytis fabae (4.X) in vitro.
Effect of two bacteria from leaves of Vicia faba on germination of conidia of Botrytis fabae (4X) in vitro.

Germination testée dans H,0 Fe,(SOy);
Test Traitement H,0 Ps Er Ps + Er  H,0 Ps Er Ps + Er
Pourcentage de germination 95,1 96,2 81,95 81,9 95 88 89 91,4
Intervalle de confiance (avec un coeffi-
cient de sécurité de 95 p. 100) 2.4 2.8 6,7 6,2 2.8 5.8 3.3 3.2
‘-g"g.“eo‘;.’fdeens ';bes pathogéne de B. fabae, sur feuilles détachées selon le
rmingti . . , .
gprés 2an g protocole ,habltuel, soit en présence de sulfate ferrique,
1 soit en présence d’eau distillée.
Dans I’eau distillée, ’apport d’Erwinia ne modifie
T pas le niveau des symptOmes par rapport au témoin
1 (fig. 5). Ce résultat peut s’expliquer par la présence
naturelle de Pseudomonas a la surface des feuilles, qui
100+ Symptomes en p.100
du total possible
] Incubation : 727
1
TRy 071 o o
R - :
sof : :
D::.' T o a
<4
:.% o a
i ::" o [a]
D:Og -+ a o
?:': 1 o o
\’% o o
R o o
1K o o
ol K o o
o
H2O (o] [2) o
' Additif
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mycélium contournant les puits) alors que, dans le cas Figure 5

d’une suspension de Pseudomonas, le mycélium vient
au contact méme des puits bactériens. Pseudomonas
n’a donc aucun effet apparent dans ces conditions
expérimentales.

b) Action sur ’expression du pouvoir pathogéne
in vivo

Les 2 bactéries isolées des feuilles de V. faba ont été
éprouvées quant a leur effet sur I’expression du pouvoir

Modulation par les deux bactéries isolées du phylloplan de Vicia
faba, de ’inhibition de Botrytis fabae (A.X) par le sulfate ferrique sur
Sfeuilles détachées de Vicia faba.

H,0

|:] Erwinia

Pseudomonas

Souche AX

variété S45

Effect of two phylloplane bacteria on the inhibition of Botrytis fabae
(AX) by ferric sulfate on detached leaves of Vicia faba.
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interdirait ’installation et la multiplication d’Erwinia
arrivant dans un milieu déja colonisé ou le fer a été
mobilisé par les premiers occupants.

Par contre, en présence de sulfate ferrique, I’inhibi-
tion des symptdmes, trés forte avec Erwinia, est partiel-
lement annulée avec Pseudomonas (surtout aprés 72 h
d’incubation).

Ces derniers résultats confirment 1’effet inhibiteur
d’Erwinia mais suggérent, pour Pseudomonas, la pré-
sence d’une activité favorable a B. fabae puisqu’en pré-
sence de cette bactérie, I’inhibition due au sulfate ferri-
que est pratiquement supprimée.

Une étude des activités présentes dans les filtrats de
cultures bactériens est en cours afin de préciser les
observations faites précédemment.

IV. DISCUSSION — CONCLUSION

Le sulfate ferrique utilisé 4 doses faibles (10-4 M) a
divers effets sur I’interaction Botrytis — féverole ;

— Il inhibe ’apparition des taches nécrotiques dues
aux Botrytis sur feuilles détachées de V. faba.

— Il stimule la germination et la croissance des tubes
germinatifs de B. fabae in vitro.

— Il modifie la microflore bactérienne du phyllo-
plan de V. faba en faisant disparaitre P. fluorescens au
profit d’Erwinia.

En outre, Erwinia inhibe in vitro la germination et la
croissance des tubes germinatifs de B. fabae alors que
P. fluorescens, ajouté a la goutte d’inoculum sur feuil-
les détachées, léve I’inhibition du sulfate ferrique sur
Papparition des taches nécrotiques des Botrytis.

Enfin, Pseudomonas montre, in vitro, un antago-
nisme vis-a-vis d’Erwinia, antagonisme levé par une
culture en présence de fer (10-4 M).

Contrairement aux résultats de BROWN & SWIN-
BURNE (1982) concernant B. cinerea sur feuilles de féve-
role, PEDTA ne stimule pas I’agressivité de B. fabae
dans nos conditions expérimentales, alors que le sulfate
ferrique I’inhibe fortement. Cependant, la principale
différence entre les 2 expérimentations est liée a la forte
agressivité des souches que nous utilisons lors d’infec-
tions normales & I’aide de suspensions de spores dans
I’eau. De méme, ces souches germent a plus de 95 p.
100 dans I’eau distillée, alors que celles de B. cinerea,
utilisées par BROWN & SWINBURNE (1982) ou celles de
C. musae (BROWN & SWINBURNE, 1981) et de Glome-
rella cingulata (ADIKARAM et al., 1982) qui montrent
des réponses identiques vis-a-vis des chélateurs du fer,
semblent dépendre d’additifs nutritionnels a la fois
pour leur germination et leur pouvoir pathogeéne.

Toutefois, le fer constitue un puissant stimulant de la
croissance des tubes germinatifs, méme pour les sou-
ches que nous utilisons.

Il parait donc anormal d’observer une inhibition trés
importante du développement des nécroses lorsque les
suspensions de spores sont utilisées en présence de fer.
Cette inhibition pourrait étre expliquée par une stimu-
lation de la résistance de la plante. Il semble que ce ne
soit pas le cas puisque I’administration du fer par le
systéme vasculaire ne modifie en rien la sensibilité et
que, par ailleurs, la concentration en phytoalexines

dans les premiéres heures de I’interaction reste faible ou
nulle et identique pour tous les traitements.

Par contre, les modifications de microflores bacté-
riennes dans les gouttes de suspensions d’inoculum
expliquent les réponses radicalement différentes en pré-
sence ou en absence de fer. Les bactéries isolées pour-
raient posséder des caractéres concordant avec les résul-
tats observés. C’est ainsi qu’E. herbicola semble pro-
duire une activité antibiotique susceptible d’inhiber la
croissance des Botrytis. Quant a P. fluorescens, la régu-
lation de ses populations dans le phylloplan par I’ion
ferrique semble prouver qu’il appartient bien au groupe
de P. fluorescens producteur de sidérophores (TEINTZE
et al., 1981).

Des modifications de microflore du phylloplan liées a
une modulation de ’expression des symptOmes sur
feuilles détachées ont déja été signalées sur féverole
(ROSSALL & MANSFIELD, 1980). Nous ajoutons a ces
observations une explication au moins partielle de
I’action des bactéries par la production de sidérophores
favorisant D’expression du pouvoir pathogéne des
Botrytis. Une explication de cette nature a été proposée
pour rendre compte de ’effet de Pseudomonas sp. sur
la germination (Mc CRACKEN & SWINBURNE, 1979) et
sur le pouvoir pathogene des conidies de C. musae sur
banane (BROWN & SWINBURNE, 1981).

L’ion ferrique interviendrait sur les populations de
Pseudomonas en réprimant, par sa présence, la produc-
tion des sidérophores (Mc CRACKEN & SWINBURNE,
1979 ; KLOEPPER et al., 1980), ce qui ferait perdre a ces
bactéries ’avantage sélectif dont elles bénéficient dans
un milieu pauvre en fer.

Par ailleurs, nous avons vu qu’au moins certaines
souches d’E. herbicola sont antagonistes des Botrytis et
leur multiplication, accompagnée de la diffusion d’un
produit antifongique, pourrait expliquer une autre par-
tie de la diminution de I’agressivité du champignon.

D’un point de vue pratique, les résultats ouvrent
d’intéressantes perspectives pour essayer de limiter
I’extension des dégidts dus aux Botrytis sur féverole
d’hiver en zone atlantique. Il est possible d’envisager
Peffet de traitements préventifs au sulfate de fer, au
début de la floraison sur le développement ultérieur de
I’épidémie. Par ailleurs, une étude plus approfondie de
I’activité et de la nature de la substance antifongique
produite par E. herbicola est a envisager.

D’un point de vue plus fondamental, il conviendra
aussi d’analyser la flore microbienne du phylloplan
d’une collection étendue de variétés de féverole, dans le
but d’y découvrir éventuellement des différences que
I’on pourrait relier a la constitution génétique.

Enfin, il serait bon d’envisager une amélioration de
Pefficacité protectrice d’E. herbicola ainsi qu’une
adaptation a d’autres plantes comme la vigne qui subit
de graves dégits de B. cinerea. Dans le cas d’un support
plasmidial de la production du sidérophore de P. fluo-
rescens — ce qui a déja été observé pour d’autres sidé-
rophores microbiens (CROSA, 1980 ; GRIFFITHS et al.,
1980) — un transfert de cette information vers E. herbi-
cola pourrait constituer pour celui-ci un avantage sélec-
tif vis-a-vis de la microflore du phylloplan.

Recu le 11 février 1983.
Accepté le 6 avril 1983.
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