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Résumé :

La mycorhize a arbuscules, symbiose mutualiste
établie entre les plantes et les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA), apporte de
nombreux services écosystémiques comme
'amélioration de la structure des sols,
I"augmentation de la croissance et de la nutrition
des plantes ainsi qu’une meilleure tolérance aux
stress biotiques et abiotiques. Cependant, les
pratiques agricoles intensives et l'utilisation de
produits phytosanitaires ont un impact fort sur les
communautés de microorganismes telluriques
dont les CMA, ainsi que sur les mécanismes
biologiques au sein de I'écosystéme. Cette these
s’inscrit dans le cadre du projet européen Biovine
soutenu par la Commission Européenne a travers
le fond européen de soutien a la recherche
transnationale : CORE Organic Cofund. Ce travail
de recherche a eu pour objectif de déterminer
I'influence de la diversité végétale,

au sein d'un couvert, sur la structure des
communautés de CMA associés a la vigne mais
également sur le fonctionnement biologique des
sols (activités enzymatiques microbiennes).

Nos recherches nous ont également amené a
étudier l'effet de la variabilité génétique de la
vigne dans la structuration des communautés de
CMA. Sur ce point, un effet du porte-greffe et du
cépage sur la composition de la communauté de
CMA a pu étre montré. Néanmoins sans pour
autant modifier les indices de diversité.
L'influence de I'age des vignes sur I'organisation
des communautés de champignons mycorhiziens
a arbuscules a également fait I'objet d’une étude.
Sur un vignoble de Champagne, nous avons pu
montrer un changement important dans la
composition des communautés de CMA entre un
vignoble récemment planté et des vignes
anciennes suggérant un réle de la vigueur de la
vigne, l'allocation en carbone et sur |le
recrutement des communautés de CMA.

Title: Study of the impact of viticultural practices on arbuscular mycorrhizal fungi associated with

grapevine

Keywords: Grapevine, Cover crops, Arbuscular mycorrhiza, Taxonomic diversity, Nutrients cycle

Abstract: Arbuscular mycorrhiza, a mutualistic
symbiosis established between plants and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), provides
many ecosystem services such as improved soil
structure, increased plant growth and nutrition,
and improved tolerance to biotic and abiotic
stresses. However, intensive agricultural practices
and the use of phytosanitary products as for
example herbicide and fungicides, have a strong
impact on communities of soil microorganisms,
including arbuscular mycorrhizal fungi, as well as
on biological mechanisms within the ecosystem.
This thesis wotk is part of the European Biovine
project supported by the European Commission
through the CORE Organic Cofund.

The aim of this research work was to determine
the influence of plant diversity, within a cover, on
the structure of arbuscular mycorrhizal fungi
communities

associated with grapevine, but also on the
biological functioning of the soil (microbial
enzymatic activities). Our research also led us to
study the effect of the genetic variability of
grapevine in the structuring of arbuscular
mycorrhizal fungi communities. On this point, an
effect of rootstock and grape variety on the
composition of the arbuscular mycorrhizal fungi
community was shown. However, this did not
modify the Shannon diversity indices. The
influence of grapevine age on the organisation of
arbuscular mycorrhizal fungi communities was
also studied. In a Champagne vineyard, we were
able to show a significant change in the
composition of arbuscular mycorrhizal fungi
communities between a recently planted
vineyard and old grapevines, suggesting a role for
grapevine vigour, carbon allocation on the
recruitment of arbuscular mycorrhizal fungi
communities.
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De la Terre au verre : une histoire de la vigne

I) La vigne : une plante au cceur des civilisations

Depuis I'apparition de 'Homme, la trés grande majorité des especes végétales a, 2 un moment
donné de I'Histoire, croisée la route de cette espéce animale si particuliére qui va révolutionner la vie de
cette planéte. Parmi elles, la vigne est devenue au fil des Ages une plante sauvage puis domestiquée qui a
pris une place centrale dans nos cultures et nos modes de vie jusqu’a devenir un des piliers de notre
agriculture moderne.

L’ensemble des espéces de vigne cultivées aujourd’hui appartiennent au genre [/7#s, qui regroupe
environ une soixantaine d’especes. L’observation de la répartition des zones de cultures modernes de la
vigne n’est finalement pas si éloignée de ses origines puisque I'on retrouve trois foyers principaux entre le
sud de 'Europe et le Moyen-Orient, en Asie Orientale et en Amérique du Notd et Centrale. I’apparition
de ces différents foyers trouve une explication dans 'explosion de la diversité des especes végétales et
lapparition des Angiospermes, ainsi qu’a la dérive des continents au cours des temps géologiques.
Cependant, il semble évident que les Hommes du Paléolithique, considérés comme des « chasseurs-
cueilleurs », ont cotoyé au gré de leurs déplacements, ces différentes especes de vigne et gotté aux fruits
quelles produisaient. C’est au Néolithique, entre 10000 et 9000 Avant ’'Ere Commune (AEC), que les
choses vont radicalement changer avec la « révolution néolithique » qui marque les premieres domestications
des especes animales et végétales par les Hommes qui deviennent des agriculteurs (Hole 1984; Gopher et
al. 2001). La vigne ne fait pas exception a ce phénomeéne et comme pour beaucoup d’autres especes cultivées,
Ihistoire de la vigne domestiquée débute dans le Croissant Fertile, entre les bords de la Mer Noire et les
frontieres de I'Iran. Des traces archéologiques datées entre 7000 et 4000 AEC ont par ailleurs mis en
évidence les premieres vinifications montrant I’évolution des consommations des produits agticoles, non
plus seulement en raisins de table (suivant les dénominations modernes) mais également en raisin de cuve
(Garnier and Valamoti 2016). De trés nombreuses études archéologiques ont ainsi identifié plusieurs sites
d’expansion de la viticulture, principalement en Europe : en Grece, en Créte, en Italie et en Espagne.

En Gaule, la culture de la vigne est corrélée avec la création de la ville de Phocée (aujourd’hui
Marseille) par les Grecs phocéens en 600 AEC, mais c’est avec la conquéte de la Gaule par ’Empire romain
que la viticulture va s’étendre dans le sud de la France puis remonter le long des voies romaines et des
fleuves (Vidal 2001). Les vignobles gaulois et la production vinicole vont au fur et a mesure prendre de
Pampleur jusqu’a contrarier 'empereur Domitien qui va interdire la production de vin en Gaule en 92 et
forcer I'arrachage des vignes cultivées. Cette période marque une nouvelle étape dans I’hybridation des
premieres vignes cultivées issues du Moyen-Orient avec les vignes sauvages européennes. Apres le sac de
Rome et la chute de I"Empire romain (en 410) qui marquent la transition entre I’Antiquité et le Moyen-Age,

la culture de la vigne et son commerce sont considérablement réduits. La vigne retrouvera un second souffle
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vers le Ve siécle, grice a 'Eglise qui y verra a la fois un objet de croyance mais aussi un objet de luxe dont
le commerce avec les seigneurs garantira de nombreux revenus. Le vignoble bourguignon n’y fera pas
exception et sous I'impulsion des moines bénédictins de ’Abbaye de Cluny, il deviendra au fil des siccles un
vignoble prestigieux s’étendant du Chablisien jusqu’au Maconnais en passant par les Cotes de Nuits et de
Beaune et fournissant encore aujourd’hui les meilleurs crus (Bazin 2002). L’agriculture monastique permet
I'innovation : les meilleures terres sont choisies pour cultiver la vigne, différents modes de conduite de la
vigne sont adaptés en fonction des régions et les techniques de vinification s’améliorent pour une meilleure
conservation. Autour du XI¢ siecle, on va pour la premicre fois classer et recenser les différents cépages et
leur adaptation aux vignobles (Pelsy and Merdinoglu 2021). La culture de la vigne va ainsi traverser les siecles
et les viticulteurs vont faire face a toujours plus de défis. Aujourd’hui, la filiere viticole est mondialisée et
cette mondialisation a permis la production de raisins, de vins et de produits issus de cette filiére quasiment

partout dans le monde.

IT) La vigne européenne face aux fléaux agricoles du XIXe siecle

La vigne eurasiatique, [/#s vinifera, est ’espéce principalement cultivée depuis sa domestication. En
fonction des régions ou elles sont plantées, les Hommes ont sélectionné les raisins les plus adaptés aux
conditions pédoclimatiques particuliéres et aux propriétés organoleptiques des raisins. Cette sélection lente
a permis d’obtenir une trés grande diversité de variétés cultivées qu’on appelle « cépage ». Historiquement,
la culture de ces cépages s’est faite en « pied franc» ou « franc de pied » c’est-a-dire que le cépage était
directement planté en terre. Or, ce type de culture va étre bouleversé au cours du XIXe siecle avec
Papparition de nouvelles maladies en provenance du continent américain.

L’oidium est observé pour la premicére fois en Angleterre en 1845 puis en France en 1847 avant de
toucher la totalité du vignoble francais en 1851. Cette maladie cryptogamique due a un champignon
maintenant bien connu, Erysiphe necator, va faire chuter les productions de raisins. Deux solutions sont alors
mises en place pour contrer ce champignon : un traitement au soufre qui montre de bons résultats et
I'importation de vignes issues d’Amérique du Nord qui présentent des niveaux élevés de résistance a
loidium. Alors que de nos jours, une attention particulicre est portée sur les importations de végétaux, via
la mise en quarantaine et la création de passeports sanitaires pour les plantes, au XIX¢ aucune réglementation
ne controle la présence de parasites. Cette importation de vignes américaines va étre a l'origine d’un
cataclysme dans les vignobles européens, qui reste encore aujourd’hui I'une des crises les plus graves de
lagriculture mondiale avec la famine de 1845 en Irlande (Powell 2008). Le Dactylosphaera vitifoliae (Figure
1A) ou plus communément appelé phylloxéra est un petit puceron originaire d’Amérique du Nord. Cet
insecte piqueur induit, au niveau des feuilles, la production de galles (phylloxéra gallicole, Figure 1B) qui ne
sont pas forcément létales pour la plante mais qui provoquent une sérieuse réduction de la croissance des

ceps. En revanche, la forme racinaire du phylloxéra (phylloxéra radicicole, Figure 1C) est beaucoup plus



problématique pour les s vinifera sensibles d’origine européenne. Linsecte induit 1a aussi par ses piqires
és. u , . issus racinai - . ‘c ' eres v
des nodosités, une déformation des tissus racinaires qui vont par la suite se nécroser. Ces derniéres vont

alors se propager jusqu’aux tissus vasculaires et provoquer un arrét des flux de nutriments qui conduit en

quelques années la mort du cep (source : Ephytia-Inra).

.;“ ‘ﬁ’.". "FN‘ e

Figure 1: A) Individu de Dacatylosphaera vitifoliae adulte ; B) Symptomes foliaires (galles) provoqués par le phylloxéra
gallicole ; C) larves de Dactylosphaera vitifoliae sur des racines déformées de vigne (Ephytia-Inra).

Cette crise importante décima une tres grande majorité des vignobles francais et européens en quelques
années, et a mis plus de 30 ans a étre surmontée. Malgré 'emploi important de produits chimiques, la
sauvegarde de la vigne et des vignobles européens est due a une technique maintenant indispensable en
viticulture : le greffage. En effet, les especes de 1745 originaires d’Amérique du Nord ne semblaient pas étre
impactées par la crise phylloxérique qui faisait d’importants dégits en Europe. Le greffage des cépages
européens sur ces porte-greffes américains permit a la profession de renaitre et a la filicre d’évoluer vers la

viticulture moderne telle que nous la connaissons aujourd’hui.

III)  La culture moderne de la vigne

a) L’encépagement en France et dans le monde

A travers le monde et depuis plusieurs siécles, la viticulture est trés diversifiée aussi bien en termes
de climats, de sols, de pratiques culturales et de matériel végétal. Sur ce dernier point, le rapport de 'OIV
publié en 2017, met en lumiere cette tres grande hétérogénéité géographique. La production mondiale est
dominée par la Chine qui produit 15% des raisins mondiaux, essentiellement centrée sur la production de
raisins de table (84% de la production chinoise). L’Italie est le deuxieme producteur mondial (11%) dont la
production est 4 Popposé des objectifs chinois : 86% des raisins sont a destination de la cuve. Les Etats-
Unis complétent le podium avec 9% de la production mondiale. Du point de vue de la plantation de la
vigne, plus de 10 000 variétés sont référencées dans le monde quelle que soit la finalité de la production
(cuve, table, séchage ou autres). Cependant, une faible proportion de variétés est fortement distribuée sur
les continents. On compte un peu plus de 30 cépages couvrant 50% de la superficie viticole mondiale dont

13 d’entre elles représentent 1/3 de la supetficie viticole mondiale. Le trio des cépages les plus plantés a
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travers le monde est composé du Kyoho, originaire du Japon avec 365 000 hectares suivi du Cabernet-
Sauvignon (341 000 hectares) et le Sultanina (273 000 hectares).

De nos jours, la France est le 3¢me plus grand vignoble et le 5¢me pays producteur de raisins. Cette production
francaise de raisins est en quasi-totalité destinée a la production de vins avec 99,6% de raisins de cuve. Le
vignoble francais s’étend sur pres de 800 000 hectares distribués autour d’une quinzaine de régions viticoles.
On va retrouver les vins du Val de Loire de Auvergne jusqua ’Océan Atlantique, puis a I'Est, la
Champagne, I’Alsace, le Jura, la Savoie et la Bourgogne jusqu’au Beaujolais. Au sud de Lyon, le vignoble de
la Vallée du Rhone débute pour rejoindre ceux du Languedoc-Roussillon et de la Provence. La situation
insulaire de la Corse en fait un vignoble particulier et les climats océaniques a ’Ouest fagonnent les vignobles
de Charentes, de Cognac, du Bordelais, et du Sud-Ouest. Certaines régions produisent différents types de
vins, rouges, blancs ou rosés, répertoriés selon une liste ’AOC (Appellation d’Origine Controlée) et une
classification en crus comme c’est le cas pour la Bourgogne ou Bordeaux. Au contraire, d’autres régions
sont plus centrées sur un type de production, comme la Champagne qui va produire essentiellement des
vins pétillants du méme nom ou encore le Cognac, célebre eau-de-vie produite dans ’Ouest de la France.
L’encépagement des vignobles francais est dominé par trois cépages qui représentent 33% de la surface
implantée : I'Ugni Blanc (40%), le Metlot (33%) et le Grenache Noir (25%). Ensuite, les cépages Syrah,
Chardonnay Blanc, Cabernet-Sauvignon, Cabernet Franc, Carignan Noir, Pinot Noir et Sauvignon Blanc

couvrent 40% de la surface viticole francaise. Les derniers 25% sont implantés avec d’autres variétés.

b) La variabilité génétique chez la vigne : r6le du greffon et du porte-greffe

Avant la plantation, le viticulteur doit déterminer quelles vignes vont étre plantées sur sa parcelle et donc
une association entre un porte-greffe et un greffon. Suite a la crise phylloxérique, "ensemble des porte-
greffes produits aujourd’hui proviennent de croisements entre 'espéce européenne : 1/7tis vinifera, et des
porte-greffes américains. Les portes-greffes « modernes » les plus couramment utilisés sont issus de
croisements avec les génotypes [#is berlandiers, 1 itis riparia, 1 itis rupestris, 1itis cordifolia, Vitis longii (Figure
2). Actuellement, une trentaine de porte-greffes sont autorisés a la culture en France et la généralisation du
greffage comme solution de lutte contre le phylloxéra, a intensifié la sélection variétale de nouveaux porte-

greffes et de nouveaux cépages. Qu’il s’agisse du porte-greffe ou du greffon, plusieurs choix s’offrent a lui.
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Figure 2 : Diagramme des principaux porte-greffes utilisés en France issus des croisements entre les deux especes

majeures de Vitis: 1. berlandieri, 1. riparia, V. rupestris (source : vignevin-charentes.com).

Pour le greffon ou le cépage, le choix est déterminé par les objectifs de production du viticulteur (raisin de
cuve, de table, ou autres productions) et les propriétés organoleptiques développées par les baies. Outre les
réglementations par pays qui peuvent influencer 'obtention I’AOC, les criteres dus au terroir restent
prépondérants dans le choix de encépagement. En effet, les conditions climatiques de la parcelle tel que
Pexposition, I'altitude, les températures ou encore la présence de gelées tardives sont a mettre en adéquation
avec le caractere de précocité des cépages. Enfin, la tolérance aux pathogeénes de la vigne est également un

critére important aussi bien dans le choix du cépage que du porte-greffe (Dry et al. 2019).

Du c6té du porte-greffe, plusieurs éléments vont guider le viticulteur dans son choix. La résistance au
phylloxéra radicicole est maintenant acquise pour l’ensemble des porte-greffes mis sur le marché.
Cependant, il subsiste encore une hétérogénéité de résistance face a d’autres parasites de la vigne comme les
nématodes, vecteurs du virus du court-noué ou contre les champignons responsables de I’esca ou d’autres
maladies du bois (Alaniz et al. 2010; Gramaje et al. 2010; Brown et al. 2013). L’apparition de ces nouvelles
maladies liées au dépérissement des vignobles accentue les recherches sur des porte-greffes résistants. 1l est
également intéressant de souligner que I'identité du porte-greffe peut étre déterminant dans la résistance du
greffon a certains pathogénes foliaires (Chitarra et al. 2017). Additionnée aux résistances face a des
pathogenes, la variabilité génotypique des porte-greffes mise a la disposition des viticulteurs offre des
solutions pour 'adaptation de la vigne aux caractéristiques pédologiques des vignobles et une tolérance aux
stress abiotiques que la vigne peut rencontrer dans certaines régions viticoles (Keller et al. 2012; Ollat et al.

2016; Zhang et al. 2016a; Romero et al. 2018).
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Enfin, le porte-greffe se situant a I'interface entre le cépage et le sol, il participe activement a la nutrition
hydrique et minérale du greffon et a la résistance de la plante aux stress abiotiques de la parcelle (Serra et al.
2014; Meggio et al. 2014). Un autre élément lié aux échanges entre le porte-greffe et le greffon est scruté par
les viticulteurs : la vigueur conférée (Vila et al. 2016). En effet, le porte-greffe, par sa vigueur propre est en
mesure de moduler la croissance végétative du greffon en limitant ou bien en promouvant sa croissance et
participe a élaboration du rendement (Jones et al. 2009). Or, un mauvais assemblage greffon-porte-greffe
ou une mauvaise gestion de cette vigueur se traduit généralement par un déséquilibre de la croissance
végétative par rapport a la floraison et a la formation des baies, aboutissant a la baisse du rendement du

greffon.

La vigne est une plante cultivée en hétérogreffe, cela implique deux génotypes différents et il est donc
nécessaire non seulement de travailler sur la sélection de résistances aux contraintes biotiques et abiotiques
des deux parties de la plante mais également sur les bonnes associations cépage-porte-greffe. Les traits
fonctionnels du porte-greffe et du greffon sont essentiels, notamment en ce qui concerne les flux d’éléments
et I'allocation en carbone entre les deux parties de la plante (Rossdeutsch et al. 2021). Ces flux ne sont pas
équivalents au cours du cycle de développement de la vigne et une mobilisation des réserves carbonées et
minérales détermine la bonne croissance de la plante entiére. Le cépage, comme puit important de
nutriments, controle I'allocation de la biomasse et les échanges de nutriments entre le lieu d’absorption (les
racines du porte-greffe) et le lieu d’utilisation (les parties aériennes du greffon) (Tandonnet et al. 2009). Par
ailleurs, il a été récemment montré que le greffon était capable de moduler les réponses de la plante entiere
a des déficits de phosphate (Gautier et al. 2020). Pour le viticulteur, le choix de la meilleure association pour
sa parcelle est multifactoriel afin d’assurer dans un premier temps une plantation réussie puis d’établir un
rendement maximal et une récolte de qualité. Un compromis est alors établi entre les traits de croissance
végétative du porte-greffe et les performances du cépage liées au développement des baies et aux qualités

organoleptiques.

Iv) Et apres ? La viticulture face aux enjeux contemporains

Aujourd’hui, la viticulture francaise et mondiale fait face a de nombreux défis majeurs de différentes natures.
Parmi eux, le défi principal de ces derniéres décennies mais également de celles a venir, est évolution rapide
et brutale du climat. Ces changements se traduisent notamment par une élévation des concentrations en gaz
a effet de serre dans I'atmosphére ainsi qu'une augmentation des températures et une réduction de la
pluviométrie au cours de la saison. La fréquence d’apparition d’événements climatiques extrémes comme
les gels hivernaux et tardifs ainsi que les orages de gréle estivaux, est également en augmentation, ce qui rend

encore plus incertain les rendements et la qualité des vendanges.
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Au vignoble, les premiers impacts de la hausse des températures et du nombre de degrés-jours se font
ressentir sur la phénologie de la vigne avec une précocité des principaux stades de développement (Figure
3). Un des indicateurs souvent montré en exemple de ces changements est la date d’ouverture des vendanges.
Malgré les différences de précocité, et de maturité des cépages, il est a retenir qu’au XXesiecle, les vendanges

débutent généralement entre 15 jours et un mois par rapport aux siecles précédents qui étaient plus froids.
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Figure 3 : Modifications phénologiques de quatre cépages Pinot Gris, Pinot Noir, Riesling et Muller Thurgau cultivés

en Allemagne (modifié a partir de Venios et al. 2020).

A la cave, les enjeux climatiques sont également bien présents puisque la qualité des vendanges produites au
cours de la saison détermine la qualité de la vinification et du produit final. La aussi, les effets du changement
climatique et la hausse des températures se font ressentir sur la qualité des baies (Ferrandino and Lovisolo
2014; Drappier et al. 2019). Les traits de qualité des raisins sont complexes et différents en fonction de la
destination de ces raisins. Cependant, on peut noter qu'une hausse prolongée de températures altere le
fonctionnement de plusieurs voies métaboliques et la biosynthése de molécules intervenant dans la qualité
de la baie (Figure 4). Parmi ces modifications, on peut noter une augmentation de la concentration en
sucres dans les baies et une diminution des concentrations en acides organiques (Blancquaert et al. 2018).
Ces changements induisent un déséquilibre dans le rapport sucre/acide ce qui aboutit automatiquement a
une augmentation du degré d’alcool des vins et une réduction du potentiel aromatique de ces derniers (Van
Leeuwen and Destrac-Irvine 2017).

Associé au stress de température, le stress hydrique induit par la réduction des précipitations renforce
laltération de la qualité des raisins. Tandis que la vigne est capable de résister face a des stress hydriques

faibles et courts, un stress hydrique plus fort et continu, comme on peut I'observer depuis plusieurs années,

13



modifie radicalement la composition des baies. Comme pour le stress de températures hautes, le stress
hydrique modifie le métabolisme des polyphénols et induit I'accumulation de métabolites en réponse aux
stress (Hochberg et al. 2015). Un déficit hydrique entraine également une diminution de la production
d’anthocyanes chez le Cabernet-Sauvignon et le Chardonnay (Cook et al. 2015). Ces modifications
métaboliques a I’échelle de la plante et de la baie peuvent altérer les ardmes et les propriétés organoleptiques

des raisins et des vins (Miras-Avalos and Intrigliolo 2017).
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Figure 4 : Principaux parametres affectés par une élévation des températures (ISS : Total Soluble Sugar)

(modifié a partir de Venios et al. 2020).

Les changements climatiques des régions viticoles représentent une problématique d’envergure pour les
prochaines décennies, mais on identifie également de nouvelles menaces sur la vigne. L’oidium et le mildiou
restent bien évidemment les maladies principales de la vigne qui sont encore largement traitées avec des
produits chimiques a base de soufre ou de sulfate de cuivre. Cependant, d’autres pathogenes ou parasites
font leur apparition depuis les années 1950 et s’attaquent a la vigne (Caudwell et al. 1994). La flavescence
dorée, le court-noué, I'esca, le bois noir ou l'eutypiose sont autant de maladies dont les solutions restent
fortement limitées. Ces maladies sont dues a différents parasites : 1a flavescence dorée est une maladie causée
par un phytoplasme transmis par Scaphoidens titanus, tandis que le court-noué est un virus transmis par les
nématodes présents dans le sol. Les maladies du bois comme I’esca, ’eutypiose et le bois noir semblent eux
étre dus a des champignons saprotrophes opportunistes qui profitent d’un affaiblissement de la vigne ou de

certaines pratiques viticoles pour proliférer et détruire les vignes. C’est dans ce contexte notamment que le
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Plan National du Dépérissement de la Vigne (PNDV) a été créé afin de concentrer les recherches a ’étude

de ces maladies émergentes et la mise au point de nouvelles solutions (site web du PNDYV).

Enfin, il est trés important de ne pas omettre les problématiques sanitaires et environnementales
liées a 'emploi des produits phytosanitaires utilisés dans la lutte contre les parasites ou le désherbage des
vignes. La viticulture est une agriculture parmi les plus consommatrices en produits phytosanitaires avec
pres de 20% du poids total des traitements, concentrés sur 5% de la surface agricole utile francaise. De plus,
depuis 2010, Iindice de fréquence de traitements (IFT) augmente dans toutes les zones viticoles avec un
IFT total moyen de 15,3 qui peut méme monter a 23,4 en Champagne. Les conditions climatiques de ces
derniéres saisons impactent bien évidemment la répétition des traitements avec une part trés importante des
fongicides (Agreste Les Dossier n°2019-2 Février 2019). Méme s’ils représentent 5% de IFT total, les
herbicides sont aussi massivement utilisés par les viticulteurs pour le désherbage des parcelles et ’épamprage
(étape de suppression des gourmands). L'utilisation de ces produits a un impact négatif important sur la
santé des agriculteurs. Plusieurs études ont ainsi recensé 'apparition de pathologies tres diverses dans leurs
symptomes et leur gravité allant de lirritation de la peau a 'apparition de carcinomes et de cancers du
poumon (Spiewak 2001; Kergresse et al. 2011). D’autres effets reprotoxiques et d’atteintes neurologiques
sont également rapportés (Garrigou et al. 2011). De nombreuses études ont également mis en avant des
effets négatifs y compris a long terme sur les écosystemes agricoles et viticoles ainsi que sur leur
fonctionnement (Geiger et al. 2010). Les fongicides sont généralement des molécules qui n’ont pas d’action
ciblée et qui affectent donc plusieurs groupes d’organismes. Certains fongicides vont montrer une action
négative sur les champignons souhaités comme le mildiou mais également sur des microorganismes que les
viticulteurs souhaitent préserver comme les levures essentielles pour la vinification (Cordero-Bueso et al.
2014). Les herbicides présentent les mémes problemes de cible que les fongicides et de la méme maniere
vont affecter les faunes du sol et les microorganismes du sol, comme les bactéries ou les champignons

symbiotiques.

Face a aux problématiques et aux enjeux qui frappent I’agriculture en général, plusieurs leviers sont
développés et évalués. La création variétale est une piste qui est développée de maniére continue pour
permettre I’élaboration de nouveaux cépages et porte-greffes avec des caractéristiques de résistance aux
nouvelles maladies ou de meilleures tolérances aux contraintes climatiques (Jones et al. 2009; Zombardo et
al. 20202). Le deuxi¢me levier concerne les pratiques viticoles et ’évolution de la viticulture dans son
ensemble. A travers différents labels et techniques, la viticulture tend 4 se transformer. Qu’il s’agisse de la
biodynamie, de la viticulture raisonnée ou biologique, toutes rompent avec la viticulture conventionnelle,
gourmande en intrants chimiques avec de nombreux effets indésirables. Ces différents types de viticulture
intégrent 'ensemble des parameétres de la parcelle, du climat au sol, en passant par les interactions avec la
biodiversité du vignoble. Ainsi, 'agroécologie fait son entrée en viticulture et un panel de solutions est

proposé. Certaines pratiques comme l'agroforesterie ou I'agropastoralisme reviennent également sur le
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devant de la scéne comme solution de désherbage ou pour la diversification des productions.
L’augmentation de la diversité végétale grace a 'agroforesterie ou a 'implantation de couverts végétaux dans
les inter-rangs favorise également la biodiversité des vignobles, booste les services écosystémiques rendus
par Pensemble des organismes présents, fixe la matiére organique dans les sols et diminue les phénomenes
d’érosion. Une meilleure gestion des ressources en eau est également souhaitée afin de limiter 'impact du
stress hydrique (Komarek et al. 2010). Enfin, I’agriculture de précision tend a développer de nouveaux outils
grace a 'ingénierie, la robotique ou encore l'intelligence artificielle pour réduire 'utilisation des produits
phytosanitaires et optimiser les traitements réalisés sur les parcelles. Toutes ces techniques offrent un espoir
pour la viticulture future méme si ces derniéres nécessitent d’étre optimisées et adaptées a la grande diversité

des vignobles du monde.
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Une symbiose unique : la mycorhize a arbuscules

I) Quelques généralités sur les mycorhizes

Dans leur environnement, les plantes sont en contact avec un trés large éventail d’organismes
présents autour d’elles, dans Dair, sur et dans le sol, comme par exemple les insectes, les nématodes, les
champignons, les bactéries ou encore les virus. Ces derniers influencent de maniére positive ou négative la
physiologie de la plante tout au long de son cycle de développement. C’est entre le XIXe¢ et le XXe¢ siecle
que les recherches vont mettre en évidence que les plantes vivent en symbiose avec des champignons du
sol. Parmi eux, les champignons mycorhiziens, du grec « mukés » le champignon et « rhiza» la racine,
établissent la symbiose mycorhizienne qui est une relation mutualiste (=a bénéfices réciproques) entre les
racines d’une plante et ces champignons. La symbiose mycorhizienne, au sens large, est partagée par une
trés grande majorité des plantes terrestres (>90%). Sous le terme de symbiose mycorhizienne, on distingue
en réalité au moins sept types de mycorhizes (Figure 5). Les endomycorhizes du type orchidoides,
monotropides, arbutoides ou encore les ectendomycorhize, sont tres spécifiques a quelques biomes et sont
peu étudiées. En revanche, les formes les plus abondantes dans 'environnement sont Pectomycorhize et
I’endomycorhize a arbuscules. L’ectomycorhize concerne 5 a 10 % des plantes vasculaires, principalement
les arbres forestiers ligneux (Coniferales et Rosopsidales) comme le pin, le sapin, le chéne, le hétre.
L’endomycorhize a arbuscules (ou mycorhize a arbuscules) est un type d’endomycorhize beaucoup plus
universel. Elle est présente chez pres de 80 % des plantes terrestres, y compris les plantes cultivées annuelles

comme le blé, le mais ou le riz, et pérennes comme certains arbres fruitiers ou encore la vigne (Brundrett

and Tedersoo 2018).

Endomycorhizes Ectomycorhizes

ctendomycorhizes

Figure 5 : Schéma présentant les principaux types de mycorhizes (modifié a partir de Lheureux and Courty 2020).
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IT) La symbiose mycorhizienne a arbuscules

Notre équipe a réalisé un article de revue sur ’histoire de la symbiose mycorhizienne a arbuscules. Cet article
a été récemment accepté pour publication dans la revue Mycorrhiza en 2021 (Annexe). Cet article, auquel
j’ai contribué, développe notamment I’évolution des pensées et des connaissances sur la mycorhize a
arbuscules ainsi que les différentes méthodologies d’identification et de visualisation des champignons

mycorhiziens a arbuscules et de I'interaction.

La symbiose mycorhizienne a arbuscules (SMA) représente une interaction essentielle pour les plantes. La
SMA est une symbiose mutualiste a bénéfices réciproques entre une plante hote et un partenaire fongique :
les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA). 1l s’agit également d’une des plus anciennes symbioses
du regne végétal puisque selon certaines hypotheses, la SMA, dans son état primitif, a contribué a la
colonisation des terres émergées par les plantes aquatiques, il y a 450 millions d’années, puis a co-évolué

avec les plantes terrestres (Redecker et al. 2000; Brundrett 2002).

a) Le cycle de vie de la symbiose mycorhizienne a arbuscules

La colonisation d’un héte par un organisme n’est pas sans conséquence pour les deux individus qui vont
réagir et adapter leur métabolisme et leur physiologie pour mettre en place cette interaction. Dans le cas de
la SMA, le champignon pénctre a Iintérieur des racines des plantes. Différentes analyses morphologiques
ont montré que le partenaire fongique se développe préférentiellement dans les cellules corticales des racines
apres avoir traversé les structures parenchymateuses (Bonfante and Genre 2010). Cependant, avant méme
la mise en place de cette interaction, un dialogue moléculaire et chimique permanent existe entre la plante
et les microorganismes permettant la détection de leur environnement biologique. La plante va étre en
capacité de sécréter des signaux chimiques, au niveau de ses racines, et notamment des strigolactones qui
ont un role essentiel a la fois dans la germination des spores de CMA, le développement des structures
fongiques et la fixation des hyphes sur les racines (Akiyama et al. 2005; Bouwmeester et al. 2007). D’autres
facteurs influencent le développement des CMA et la formation de la SMA comme Pauxine produite par les
plantes (Gutjahr 2014). La demande en nutriments par les plantes, en phosphate notamment, et la
disponibilité de ceux-ci, favorisent la production des strigolactones de maniére a induire la mise en place de
la symbiose avec les CMA a proximité (Carbonnel and Gutjahr 2014). Dans cette phase dite pré-symbiotique
(Figure 6 étape 1), la plante recoit également des signaux émis, de la part des CMA a proximité appelés
facteur Myc (Maillet et al. 2011). Différentes études ont montré ’émission de ces facteurs Myc sous forme
de chitooligosaccharides et de lipo-chito-oligosaccharides par les CMA (Genre Andrea et al. 2013). Ces
polysaccharides permettent notamment 'induction des réponses de la plante et favorisent la reconnaissance

des CMA (Sun et al. 2015).
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Phase pré-symbiotique Phase symbiotique

Etape n°1 : Dialogue moléculaire Etape n°2 : Adhésion aux Etape n°3 :
racines Colonisation

Spore

Exsudats
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Strigolactones Factouss
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Figure 6 : Schéma des étapes de la colonisation racinaire par les CMA (modifié a partir de Bonfante and Genre 2010).

Mycélium
intraradical

Arbuscule

La colonisation se déroule en trois étapes principales. Etape n°1 : dialogue moléculaire entre la plante et le CMA
(reconnaissance des facteurs Myc par la plante et des strigolactones par les CMA). Etape n°2 : adhésion des hyphes a
la racine et formation d’un appareil de pré-pénétration (PPA). Etape n°3 : pénétration des hyphes jusqu’au cellules

corticales des racines et formation des arbuscules.

Structurellement, le CMA va former plusieurs éléments au cours de la symbiose, lui permettant d’assurer
Iensemble de son cycle de développement (Figure 7). A image d’une graine, la spore du champignon va
pouvoir germer puis former un mycélium extraradical dans le sol qui sera appelé intraradical une fois a
l'intérieur des racines. Ces structures sont connectées et permettent la formation d’un réseau d’hyphes a
lintérieur des plantes comme a extérieur. Le mycélium extraradical permettra ’exploration du sol pour la
recherche et I’assimilation des nutriments et de ’eau. Du c6té racinaire, le mycélium intraradical colonisera
les espaces intercellulaires. La pénétration des hyphes au sein des cellules corticales donnera lieu a la
formation d’une structure spécifique a ce type de mycorhize : 'arbuscule. Cet arbuscule est le lieu d’échange
entre la plante et les CMA. Le CMA étant un organisme biotrophe obligatoire, il est dépendant d’'une ou
plusieurs plantes hotes qui vont lui fournir une source de carbone. En contrepartie, le CMA peut apporter
a la plante les nutriments nécessaires ainsi que de I’eau, issus du sol et qui vont transiter par le mycélium
extraradical puis intraradical. Au cours des échanges, le CMA absorbe une partie du carbone qui va servir
au développement du mycélium et des spores, mais il va pouvoir également le mettre en réserve dans des

vésicules de stockage.
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Figure 7 : Colonisation de racines de Medicago lupulina par Rhizophagus irregnlaris. Apres décoloration des racines, les

structures fongiques présentes sont obsetvables par coloration au bleu trypan.

La mise en place de la SMA est un processus long, évalué a plusieurs dizaines de jours, et passe par plusieurs
phases (Rich et al. 2017). Apres la reconnaissance et le contact avec les racines des plantes, le CMA va
produire un appareil de pré-pénétration (PPA, pre-penetration apparatus). Du coté de la plante, une
reprogrammation cellulaire et une réorganisation du cytoplasme et du cytosquelette des cellules vont
permettre au PPA de rentrer et de se développer dans les tissus racinaires (Figure 6 étape 2). Dans la suite
de la symbiose, les hyphes vont parcourir 'apoplasme jusqu’a atteindre les cellules corticales ou les hyphes
vont renter a 'intérieur et former des arbuscules (Figure 6 étape 3). Apres la formation des arbuscules, un
échange de nutriments se met en place entre la plante et le CMA. Le CMA est en mesure de coloniser
I’ensemble d’une racine et de former de nombreux arbuscules afin de renforcer les échanges entre les deux

partenaires (Chaudhary et al. 2019).

b) L’évolution de la phylogénie des champignons mycorhiziens a arbuscules

Actuellement, 'ensemble des espéces de CMA qui participent a la SMA font exclusivement partie des
Glomeromyeetes, division taxonomique des Mucoromyeota qui regroupe plusieurs centaines d’espéces. Malgré la
présence de controverses importantes sur l'identification précises des CMA, la derniere classification des
CMA montre que ces organismes sont regroupés en quatre ordres : Glomerales, Diversisporales, Archaceosporales,
Paraglomerales ; et 11 tamilles : Glomeraceae, Claroideoglomeraceae, Diversisporaceae, Acanlosporaceae, Sacculosporaceae,
Pacisporaceae, Gigasporaceae, Ambisporaceae, Geosiphonaceae, Archaeosporaceae et Paraglomeraceae (Figure 8, SchiiSler
and Walker 2011; Redecker et al. 2013). Parmi cette grande famille d’organismes, une espece ressort en tant

que modéle d’étude sur la mycorhize : Rhiggphagus irregularis. Anciennement appelé Glommus intraradices, ce
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champignon a été un des premiers a étre cultivé in vitro (Pawlowska et al. 1999). Plus récemment, le génome

de R. irregularis a été séquencé et annoté (Tisserant et al. 2013).

™ *
Tricispora
*
Otospora
Diversispora
Diversisporaceae Corymbiglomus *

Redeckera

Acaulosporaceae Acaulospora

* *
Sacculosporaceae Sacculospora

Pacisporaceae Pacispora

Scutellospora

Gigaspora

*
Intraormatospora
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Paradentiscutata
Gigasporaceae
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Figure 8 : Classification phylogénétique des CMA faisant consensus depuis 2013. Cette classification est basée sur
I'alignement des séquences de la petite sous-unité du ribosome (SSU). Les astérisques représentent la famille ou les

genres dont les preuves ne sont pas suffisantes pour pouvoir les exclure (issu de Redecker et al. 2013).

Historiquement, la classification des CMA s’est faites en fonction des caractéristiques morphologiques des
spores comme la taille et la couleur (Mosse and Bowen 1968). Au fur et 2 mesure des connaissances, il est
apparu que certaines especes, notamment celles issues des genres Glomus et Acanlospora, présentaient un fort

dimorphisme des spores remettant en cause les premiers criteres d’identification (Taylor et al. 2014).
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D’autres études ont par ailleurs mis en avant d’autres biais comme ’age des spores (Rosendahl 2008). Les
techniques moléculaires développées ces dernieres décennies comme la réaction de polymérisation en chaine
(PCR, Polymerase Chain Reaction) et les nouvelles technologies de séquencage a haut débit (NGS, New
Generation Sequencing) ont permis de faire évoluer la classification des CMA. De maniere similaire a
I'identification d’'une communauté de bactéries ou de champignons dans un échantillon, les séquences de
PADN ribosomique ont été ciblées de maniére a dessiner des couples d’amorces universelles pour les
différentes familles de CMA (Figure 9). Les premiéres amorces VANSI ont permis d’amplifier une région
variable de la petite sous-unité du ribosome (SSU, Small SubUnit) (Simon et al. 1993). Par la suite, d’autres
amorces ont été développées ciblant la petite (Opik et al. 2006) ou la grande sous-unité du ribosome (Van
Tuinen et al. 1998), ainsi que la région de l'espaceur interne transcrit (ITS, Internal transcribed spacer)
(Kriiger et al. 2009). Cependant la génétique des CMA reste encore mal comprise et de nombreux verrous
persistent. En effet, les CMA possedent des hyphes non septés (non fragmentés) et coenocytiques c’est-a-
dire qu’ils sont multi-nucléés. A cela sajoute plusieurs centaines de noyaux dans les spores des CMA avec
un polymorphisme génétique tres élevé (Sanders et al. 1995; Pawlowska and Taylor 2004). Enfin, des
phénomenes de fusions d’hyphes que I'on appelle « anastomose » ont pu étre observé entre individus
génétiquement proches compliquant encore plus I'identification génétique (Giovannetti et al. 2001; Croll et

al. 2009).

ITS1 ITS2
| small Sub Unit (185) et 5,85 e Long Sub Unit (285)
GlomerwTo p 4 Glomer1536
GlomerwTo p 4GlomerwT1,2,3,4 Wubet et al. 2006
AML1 P 4amL2 Lee et al. 2008
NS31p 4 am1 Helgason et al. 1998
NS31p 4 AmM1/AM2/ AM3 Santos-Gonzalez et al. 2007
NS5 P 41154
Glom1310/ Arch1311p 41754

Acau1660 / LECTC1670 p Redecker 2000

iTs1F P 4Gloms,8R

SSU-GLom1 P 4 Lsu-Glom1 Renk | 2003
TS5 ) 41154 enker et gt
ITS1p 4NDL22 / LSU599 )

LR D ANDL22 / L5U599 van Tuinen et al. 1998
r1 P ANDL22 /15U599 Pivato et al. 2007
FLR3 P 4FLrRa
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FLR3 D &rira Gollotte et al. 2004
ITS3 p 4NDL22 / LSU599
LR1 p P Turnau et al. 2001
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4su0s05 Koller & Rosendahl 2003
tsuathp  4Lsu7r

Figure 9 : Schéma représentant une portion de PADN ribosomique. Les triangles noirs représentent la position et

Porientation des différentes amorces utilisées pour I'identification phylogénétique des CMA.
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La classification des CMA a été trés récemment actualisée suite a Panalyse des génomes des CMA.
Plusieurs hypothéeses proposent de placer les CMA un sous-phylum des Glomeromycotina intégré au phylum
des Mucoromyeotina (Spatafora et al. 2016; Tedersoo et al. 2018). Cependant, aucun consensus n’a été trouvé
au sein de la communauté des mycorhizologues pour identifier des amorces PCR universelles. Les amozrces
ciblant 'I'TS des CMA sont aujourd’hui peu utilisées car elles sont peu spécifiques et ne permettent pas de
distinguer les groupes d’espéces liées au genre Glomus (Stockinger et al. 2010). 11 a également été montré
Pamplification de ces séquences ITS produisaient un grand nombre de séquences chimériques (Kohout et
al. 2014). Au contraire, la majorité des études utilise aujourd’hui des amorces ciblant des régions
hypervariables de la SSU ou de la LSU. Plusieurs études récentes conduites par le laboratoire ont permis
d’identifier des amorces (FLR3 et FLR4) sur la région hypervariable du domaine D2 de la LSU (Van Tuinen
etal. 1998; Gollotte et al. 2004). Ces amorces ont par ailleurs été utilisées avec succes dans différentes études
au champ pour identifier différentes communautés de CMA (Gollotte et al. 2004; Pivato et al. 2007; Brigido
et al. 2017; Binet et al. 2020). Méme si ces amorces sont capables d’amplifier I’ensemble du phylum des
Glomeromycota, une amplification de la LSU d’autres phyla de champignons peut se produire (Sanchez-Castro
et al. 2017). D’autres cibles sont également a I’étude pour identifier les communautés de CMA, comme par
exemple I'utilisation d’amorces dirigées sur la grande sous-unité du gene de ’ARN polymérase 11 (RPB1)
(Redecker and Raab 2006). Des études récentes ont permis de montrer la grande spécificité de ces amorces
sur Iidentification des communautés de CMA (Stockinger et al. 2014) qui ont ensuite pu étre utilisées dans

des expérimentations sur le terrain (Peyret-Guzzon et al. 2016; Thioye et al. 2020).

III) Les services écosystémiques rendus par les champignons mycorhiziens a arbuscules

Les CMA sont des organismes symbiotiques clés des plantes au sein des écosystemes et vont fournir ce
qu’on appelle des services écosystémiques. Ce concept de « service écosystémique » regroupe un certain
nombre de fonctions dans I’écosysteme, de mécanismes biologiques et des ressources des écosystémes, qu’ils
soient naturels ou agricoles (Costanza et al. 1997). Ainsi, la mycorhize a arbuscules apporte a I’écosysteme
différents services écosystémiques que I’'on peut diviser en deux types (Gianinazzi et al. 2010). Tout d’abord,
les CMA fournissent des services liés aux cultures et a leur productivité comme I'amélioration de la nutrition
des plantes, 'augmentation des rendements et de la qualité des cultures. D’autre part, les CMA fournissent
des services a part de la productivité directe des cultures et plutot liés a I’écosystéme dans sa globalité. Sur
ce point, les CMA participent a une meilleure stabilité et structure des sols et a 'amélioration de la protection

des cultures face a des ravageurs ainsi qu’a la tolérance aux stress abiotiques.
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a) Amélioration de la nutrition des plantes par les champignons mycorhiziens a

arbuscules

La SMA est maintenant reconnue pour 'amélioration de la nutrition des plantes qui est le principal
service écosystémique rendu. En effet, lorsque la SMA devient fonctionnelle, un échange important d’eau
et de nutriments est mis en place au niveau des arbuscules entre le CMA et la plante. Les CMA sont tous
des organismes biotrophes obligatoires qui les rendent entierement dépendants de la plante qu’ils colonisent.
Comme beaucoup de champignons, les CMA sont des organismes hétérotrophes au carbone et c’est donc
la plante qui va leur fournir une source de carbone nécessaire a leur développement. En échange, les CMA
sont capables de fournir a la plante de I'eau et les éléments nutritifs d’origine tellurique nécessaires a son

développement.

Sans symbiose, les plantes sont capables d’absorber directement les nutriments présents dans le sol
a proximité des racines. Cette voie directe d’absorption des nutriments repose sur la présence, au niveau des
poils absorbants, de transporteurs a haute affinité. En revanche, 'absorption rapide de certains nutriments
comme le phosphore, qui est trés peu mobile dans le sol, crée autour du systéme racinaire une zone de
déplétion importante, appauvrie en nutriments (Marschner and Dell 1994). C’est la qu’une deuxiéme voie
d’absorption, cette fois symbiotique est nécessaire (Casieri et al. 2013) (Figure 10). Grace aux hyphes
mycorhiziens qui permettent 'exploration d’un volume de sol beaucoup plus important, qui peut atteindre
40 fois plus que 'exploration racinaire, les CMA sont capables d’aller puiser des nutriments au-dela de cette
zone de déplétion (Wipf et al. 2019). Le phosphate et I'azote sont des éléments préférentiellement échangés
lors de la symbiose mycorhizienne. Ces deux macroéléments sont essentiels pour tous les organismes vivants
car ils sont impliqués dans la structure des molécules fondamentales et dans de nombreuses fonctions
métaboliques. De plus, il a été montré que la concentration en phosphore dans le sol était corrélée a
I'abondance et au développement des CMA (Bucher 2007). Ainsi, plus la concentration en phosphore est
réduite, plus le CMA va se développer de maniere a combler le déficit nutritif de la plante. Toutefois, dans
le cas du phosphore, les CMA sont appuyés dans leur tache par d’autres microorganismes du sol comme les
bactéries solubilisatrices de phosphate (Zhang et al. 2016b; Ordofiez et al. 2016). Les bactéries
solubilisatrices de phosphate produisent et libérent dans le sol des enzymes capables de dégrader les résidus
de phosphate organiques et inorganiques en plus petites molécules (Koide and Kabir 2000). Ce phosphate
va ensuite étre transporté a travers les hyphes puis libéré dans 'espace péri-arbusculaire des cellules
colonisées (Figure 10). De maniére similaire, les CMA vont capter les différentes formes d’azote présentes
dans le sol ’ammonium NH4*, et le nitrate NOs3), le transformer en acides aminés de manicre a le

transporter jusqu’a la plante (Wipf et al. 2019).
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Figure 10 : Les différentes voies d’absorption des nutriments par les plantes (modifié a partir de Smith et al. 2011).

Comme il est indiqué précédemment, les CMA fournissent un meilleur accés aux ressources nutritives du
sol. Cependant, les CMA sont des organismes hétérotrophes qui nécessitent une source de carbone
extérieure pour assurer leur développement. Cet apport de carbone est fourni par la plante via les arbuscules
en mobilisant une partie des sucres issus de la photosynthese. Ainsi, la plante est capable de transférer au
champignon jusqua 20% des photosynthétats produits (Hobbie 2006). De plus, la formation de cette
symbiose et ce transfert de composés carbonés des cellules racinaires vers le CMA renforcent la force du
puits de carbone que constituent les racines. Les lipides de réserves fournissent ainsi une deuxieme source
de carbone qui est mobilisé par la plante a destination du champignon (Bago et al. 2000). Ce point sera
d’ailleurs confirmé par la production de plantes mutées sur plusieurs genes des voies de biosynthése des
lipides (FatM et RAM?2) qui exprimeront un phénotype de symbiose fortement réduit (Bravo et al. 2017;
Keymer and Gutjahr 2018).

La SMA permet a la plante d’augmenter I’accessibilité des nutriments. Lorsque la symbiose se met en place,
de nombreuses modifications physiologiques, hormonales, métaboliques et moléculaires ont lieu chez la
plante et une modification de 'expression de certains transporteurs de nutriments (ex. sucres, phosphate
azote, potassium, soufre) est primordiale pour améliorer I'efficacité de ’échange entre la plante et le CMA

au niveau de I'arbuscule (Wipf et al. 2019) (Figure 11).
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Figure 11 : Différentes familles de transporteurs impliqués dans les échanges de nutriments et d’eau chez les CMA (a

gauche) et chez les plantes (a droite) (issu de Wipf et al. 2019).

En résumé, la SMA permet aux plantes d’accéder a une quantité plus importante de nutriments via

Iexploration du sol par les CMA. 1l en résulte une amélioration du fitness et du développement des plantes

colonisées ce qui présente un avantage non-négligeable dans la production végétale, en serres comme aux

champs, du point de vue de la réduction et de 'optimisation de la fertilisation. La SMA permet d’augmenter

significativement différents parametres agronomiques liés au rendement des cultures. De plus, les CMA

participent a augmenter le métabolisme des plantes et a produire différents métabolites intéressants du point

de vue de la qualité technique et organoleptique des récoltes.
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b) Amélioration du rendement et de la qualit¢é des cultures par les champignons

mycorhiziens a arbuscules

Cette partie a fait 'objet d'une revue bibliographique intitulée « Arbuscular mycorrhizal fungi, a key symbiosis in the
development of quality traits in crop production, alone or combined with Plant Growth Promoting Bacteria ». Cette revue a été

récemment acceptée pour publicaton dans la revue Mycorrhiza (Noceto et al. 2021).

L'agriculture modetne connait actuellement des changements rapides face a la croissance continue
de la population mondiale et aux nombreux défis environnementaux qui en découlent. La qualité des
cultures devient aussi importante que leur rendement et peut étre caractérisée par plusieurs paramétres. Pour
les fruits et légumes, les descripteurs de la qualité peuvent concerner le cycle de production (par exemple,
agriculture conventionnelle ou biologique), les qualités organoleptiques (par exemple, le gott sucté, la teneur
en sucre, l'acidité) et les qualités nutritionnelles (par exemple, la teneur en minéraux, les vitamines).
Cependant, pour d'autres cultures, la présence de métabolites secondaires tels que les anthocyanes ou
certains terpénes dans les tissus ciblés est également intéressante, notamment pour leurs propriétés en
mati¢re de santé humaine.

Toutes les plantes sont en interaction constante avec des micro-organismes. Ces microorganismes
comprennent les CMA ainsi que certaines bactéries du sol qui fournissent des services écosystémiques liés
aux parameétres de croissance, de nutrition et de qualité des plantes. Cette revue est une mise a jour de la
recherche actuelle sur l'utilisation simple et combinée (co-inoculation) des CMA et des rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes dans la production agricole, en mettant l'accent sur leurs impacts positifs
sur les caractéristiques de qualité des cultures (par exemple, la valeur nutritionnelle, les propriétés
organoleptiques). Dans cette revue, nous soulignons également la nécessité de disséquer les mécanismes
régulant les interactions plante-symbiote et symbiote-symbiote, de développer des pratiques agricoles et

d'étudier un large éventail de cultures.
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Abstract

Modern agriculture is currently undergoing rapid changes in the face of the continuing growth of world population and many
ensuing environmental challenges. Crop quality is becoming as important as crop yield and can be characterised by several
parameters. For fruits and vegetables, quality descriptors can concern production cycle (e.g. conventional or organic farming),
organoleptic qualities (e.g. sweet taste, sugar content, acidity) and nutritional qualities (e.g. mineral content, vitamins). For
other crops, however, the presence of secondary metabolites such as anthocyanins or certain terpenes in the targeted tissues
is of interest as well, especially for their human health properties. All plants are constantly interacting with microorganisms.
These microorganisms include arbuscular mycorrhizal fungi as well as certain soil bacteria that provide ecosystem services
related to plant growth, nutrition and quality parameters. This review is an update of current research on the single and
combined (co-inoculation) use of arbuscular mycorrhizal fungi and plant growth-promoting rhizobacteria in crop produc-
tion, with a focus on their positive impacts on crop quality traits (e.g. nutritional value, organoleptic properties). We also
highlight the need to dissect mechanisms regulating plant-symbionts and symbiont-symbiont interactions, to develop farming
practices and to study a broad range of interactions to optimize the symbiotic potential of root-associated microorganisms.

Keywords Arbuscular mycorrhiza - Plant growth—promoting rhizobacteria - Crop production - Quality traits - Nutritional
value - Industrial application

Introduction (Costanza et al. 1997; Altieri 1999; Holt-Giménez and
Altieri 2012; Patel 2013; Wezel et al. 2014). Agroecology

Since the Green Revolution in the middle of the twentieth  noteworthily promotes farming practices that consider soil

century, agricultural systems have drastically evolved from
peasant farming to intensified practices. Over the last few
decades, in-depth changes have occurred regarding sani-
tary and environmental issues in link with growing popu-
lations around the world. Conventional farming practices
have turned to agroecological practices that better consider
biological mechanisms and preserve ecosystem services

P4 Daniel Wipf
daniel.wipf@inrae.fr

Agroécologie, AgroSup Dijon, CNRS, Université de
Bourgogne, INRAE, Université de Bourgogne Franche-
Comté, Dijon, France

Laboratoire Résistance Induite Et Bioprotection Des Plantes
EA 4707, Université de Reims Champagne-Ardenne, Reims,
France

microorganisms, e.g. arbuscular mycorrhizal fungi (AMF),
and ecosystem services they render. AMF are the most wide-
spread plant root symbiotic fungi and are an essential eco-
logical partner in agroecosystems. They are considered key
organisms in ecosystems, providing many services to the
soil and to colonised plants (Gianinazzi et al. 2010). The
major advantage of mycorrhization for plant hosts in return
for carbon transfer to the AMF is improved access to soil
nutrients and water through the fungal partner.

Not only are AMF linked to improved nutrition, but
AMF inoculation generally results in increased biomass
of aerial parts and roots of the host plant (Gianinazzi et al.
2010). Several studies have shown increased crop growth
parameters, e.g. in Sorghum bicolor (aerial and root bio-
mass, plant size, nutrient content, grain mass) (Nakmee et al.
2016; Wang 2019) and Olea europaea (leaf and root dry
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mass, number, length and diameter of stems) when associ-
ated with different AMF species (Porras-Soriano et al. 2009;
Boutaj et al. 2020). This can result in improved yields in
agriculture. Hijri (2016) recently demonstrated benefits of
mycorrhiza-based inoculation on crop yield, using potato as
a case study in a field meta-analysis. Similarly, inoculation
of Solanum lycopersicum or Triticum aestivum with AMF
was correlated with a larger fruit size and higher production
volume compared to non-mycorrhizal plants (Nzanza et al.
2012; Duan et al. 2021), but not necessarily with earlier fruit
maturity (Chiomento et al. 2020). Seed yield of Heliantus
annuus was improved in P-fertilised non-mycorrhizal plants,
but also when plants were inoculated with Rhizophagus fas-
ciculatum (syn. Glomus fasciculatum) under low P fertilisa-
tion (Chandrashekara et al. 1995). This reinforces the idea
that AMF can compensate for plant nutrient deficiency in the
field through soil foraging and nutrient mobilisation by the
extraradical mycelium (Joner and Jakobsen 1995; Gianinazzi
et al. 2010; Sha et al. 2019).

From a physiological point of view, AM symbiosis
induces many cellular and metabolic changes over time and
throughout the plant (Gianinazzi et al. 2010). In other words,
the establishment of arbuscular mycorrhiza impacts plant
physiology and results in increased production of certain
metabolites linked to crop quality such as compounds with
relevant medicinal and nutritional value (Pedone-Bonfim
et al. 2015). Based on several previous studies published in
the last 10 years (Baum et al. 2015; Bona et al. 2016, Guido
Lingua personal communication), the present review pro-
vides an update of recent findings on the impacts of arbus-
cular mycorrhiza (AM) symbiosis on the quality of crop
production which has been of primary interest to mycorrhi-
zologists for several years. The influence of co-inoculation
of plant-associated microorganisms on crop yield and quality
is discussed. Diverse impacts are addressed from the per-
spective of nutritional value, food organoleptic qualities (e.g.
taste, flavour) and secondary metabolites as related to their
bioactive effects on human health or their industrial value.

AM symbiosis improves the nutritional value
of crops

The nutritional value — or nutritive value — as part of
food quality is the measure of essential nutrients (carbohy-
drates, proteins or amino acids, lipids) and micronutrients
in food or diet, relative to the nutritional requirements of
consumers. These compounds are essential for proper func-
tioning of the human body, and a well-balanced diet limits
deficiency and the occurrence of disease symptoms. Fruits
and vegetables are an important source of high nutritional-
value components. In view of the major role of AMF in plant
physiology as a metabolic “bioregulator”, the promotion and
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management of AM symbiosis in agroecosystems can be
of importance for high-nutritional-value food production
(Fig. 1).

Carbohydrates are a group of chemical compounds that
constitute an important part of our diet as a source of energy,
but which also participate in reducing the glycaemic index,
absorption of sugars and hydrolysis of starch (Goff et al.
2018). These molecules are found in many foods such as
cereals, fruits or vegetables in the form of sugars, fibres
and starch. AMF inoculation usually results in a signifi-
cant increase of sugar concentration, as in bigarade orange
(Hadian-Deljou et al. 2020) or wheat (Gupta et al. 2021). In
contrast, inoculation of apple trees with Rhizophagus irregu-
laris (syn. Glomus irregulare) did not modify sugar content
of apples except under water stress conditions (Huang et al.
2020). These modifications of plant sugar concentrations are
not surprising because sugars are traded between the plant
and the fungus, and the plant sugar metabolism and sugar
storage are modified in turn. Dietary fibres are soluble and
insoluble polysaccharides (e.g. cellulose, pectin, -glucans)
constitutive of plant cells, fruit and vegetable peels and
seeds and are indigestible by humans. Even if they cannot be
completely broken down by human digestive enzymes, they
are essential to intestinal transit and overall health of humans
as they can improve the functioning of the digestive system
by promoting beneficial gut microbiota (Makki et al. 2018).
This can prevent the occurrence of diseases such as obesity,
diabetes or colorectal cancer (Dahiya et al. 2017). To our
knowledge, to date, no study has compared the impact of
AMF on quality or quantity of fibres in human food. Mycor-
rhization already is known to improve the protein fraction
in grains and the amount of fibres in forage cereals (triticale
and corn) and their digestibility for livestock (Cazzato et al.
2012; Sabia et al. 2015). This allows us to speculate that
mycorrhization could positively influence the fibre content
of human food.

Amino acids are primordial molecules useful in protein
synthesis. Eight of them are termed or vital essential (phe-
nylalanine, valine, threonine, tryptophan, methionine, leu-
cine, isoleucine, lysine and histidine) because they are not
synthesized de novo by humans, but are derived from food.
Like many metabolic pathways, plant amino acid produc-
tion is positively influenced by AM symbiosis. For example,
AMF root colonisation increased the total free amino acid
concentration in maize seeds and oregano leaves (Zhu et al.
2016; Saleh et al. 2020). In one of the most consumed fruits
— cherry tomato — AM symbiosis improved the content of
some essential amino acids (valine, isoleucine, leucine and
lysine) and other metabolites (Carillo et al. 2020).

Fatty acids have structural and metabolic roles in the func-
tioning of organisms (Calder 2015). Like some amino acids,
two poly-unsaturated fatty acids are defined as essential, i.e.
linolenic acid and linoleic acid. In the important oilseed crop
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Fig. 1 Diagram summarising the different possible impacts of mycor-
rhization on quality traits in crop production. Mycorrhization impacts
the production of compounds involved in the nutritional value of
foodstuffs (i.e. seeds, leaves, vegetables, fruits, roots) such as fatty
acids, amino acids or vitamins. Mycorrhization of crops impacts
the concentrations of sugars and acids in fruit and thus modifies
the sweetness/acidity ratio that may influence the perception of the

peanut (Arachis hypogaea), ten different individual AMF
isolates improved the mono- and poly-unsaturated fatty acid
percentage in oil (Pawar et al. 2018). Among all AMF species
tested in that study, Funneliformis mosseae (syn. Glomus mos-
seae) led to the greatest accumulation of most mono- and poly-
unsaturated fatty acids. Similar results were observed in other
crops and aromatic plants (Gashgari et al. 2020; Gholinezhad
and Darvishzadeh 2021).

In human diets, micronutrients essentially comprise vita-
mins and mineral nutrients that allow the body to function
correctly (e.g. cell growth, homeostasis, metabolic and hor-
monal functions, immunity) (McDowell 2003; Gharibzahedi
and Jafari 2017). The AM pathway enables plants to absorb
more mineral nutrients. Thus, AMF can improve the min-
eral content of crops and goods for final consumption (e.g.
leaves, fruit, roots). For example, inoculation with R. irregu-
laris and F. mosseae enhanced the nutritional value of let-
tuce by increasing the overall mineral (P, K, Mg, Cu, Fe, Ca)
and total soluble protein contents of leaves (Baslam et al.
2013b). R. irregularis differently enhanced Zn accumulation

Roots / Tubers

Leaves

Fruits Flowers

taste and palatability of food products. Finally, mycorrhization also
increases the production of secondary metabolites in different plant
tissues. This increased production of bioactive compounds is of great
interest for the agri-food and pharmaceutical industries. The produc-
tion of secondary metabolites in the form of aromatic compounds
also is relevant for the fragrance industry. This diagram was created
using the Biorender tool (https://biorender.com)

in grain of several genotypes of barley and wheat (Coccina
et al. 2019). Moreover, tocopherol (vitamin E) and ascorbic
acid (vitamin C) concentrations increased in leaves of myc-
orrhizal lettuce, with marked variation depending on plant
cultivar and AMF isolate (Baslam et al. 2013a). Besides
their role in providing mineral nutrients to mycorrhized
plants, AMF could lead to the accumulation of human-toxic
elements as shown for arsenic (Li et al. 2016) or chromium
(Davies et al. 2001). There tends to be a dilution of these
elements from roots to flowers, however, and seed and fruit
retention is dependent on initial soil concentrations (Kaldorf
et al. 1999; Chaturvedi et al. 2018).

In sum, mycorrhization impacts the nutritional value of
crops, but an important research field for the next years will
be to identify tools and/or markers of the right AMF-crop
associations, with special attention to plant identity (i.e.
plant species and cultivars) and AMF isolate(s) (i.e. strain
identity and isolate or consortium). In addition to this impact
on the nutritional value of crops, the level of certain mol-
ecules described above participates in the perception and
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attractiveness for humans and other animals, and thereby
influences food choices and ecological behaviour.

AM symbiosis influences the organoleptic
properties of fruit

Tastes and flavours as perceived by our olfactory and gusta-
tory systems affect our preferences for fruit or vegetables
(Marty et al. 2018). A wide diversity of chemical molecules
from primary and secondary metabolism are produced by
plants — often in small quantities — and may guide food
choices through non-conscious and automatic processes
(Cohen 2008; Jacquier et al. 2012; Sheeran et al. 2013;
Papies 2016; Zsoldos et al. 2021). Sweetness and acidity
are two main food characteristics essential for consum-
ers to determine their choice (Grunert 2005; Jayasena and
Cameron 2008). Thus, sugar and organic acid (e.g. citric,
malic and tartaric acid) concentrations and the sugar/acid
ratio are commonly used quality indicators of most fruit
and vegetable crops.

AMF inoculation repeatedly has been reported to increase
the sugar concentration of fruit. This concentration can be
measured directly (by fructose or glucose dosage) or using
the Degree Brix (°Bx). In eggplant and grape berries, °Bx
were 3% and 10% higher in AMF-inoculated plants, respec-
tively (Antolin et al. 2020; Sabatino et al. 2020). The nature
and concentration of sugar pool(s) in AM plants differed
depending on the plant-AMF association. Thus, glucose and
fructose concentrations increased in strawberry when the
plants were inoculated with Septoglomus viscosum (syn. Vis-
cospora viscosa) (Todeschini et al. 2018), whereas glucose
and sucrose concentrations increased when the plants were
inoculated with a commercial inoculum (Mybasol) (Bona
et al. 2015), and only the glucose concentration increased in
tomato when the plants were inoculated with a commercial
inoculum (Mybasol) (Bona et al. 2017).

AMF inoculation also can differentially influence acid
production in a strain-dependent manner as shown in an
exhaustive study on strawberries (Todeschini et al. 2018);
F. mosseae greatly influenced total organic acid and citric
acid concentrations, whereas S. viscosum and R. irregularis
modified the concentrations of malic, fumaric and ascorbic
acids.

To our knowledge, only two studies provided evidence
for perception of an improved taste by consumers of mycor-
rhizal products compared to non-mycorrhizal ones: melon
fruits (Copetta et al. 2021) and products derived from wheat
(Torri et al. 2013). Thus, further investigation on the effect
of mycorrhization on the sensory perception of food still is
required. It is worthwhile to note, however, that concentra-
tions of compounds involved in this mechanism are indeed
modified by the mycorrhizal status of plants. Through its
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impact on fruit sweetness and acidity, AM symbiosis modi-
fies the sugar/acid ratio in fruit, which is a key criterion
for sweetness perception (Fig. 1). Glutamate and aspartate
involved in umami taste were positively modified in cherry
tomatoes (Carillo et al. 2020). No study seems to have ever
focused on other tastes such as bitterness, which is specific
to some fruits or vegetables. However, a positive influence
of AMF inoculation was recently found on the concentration
of crocin, picrocrocin and safranal responsible for bitter-
ness and aromatic strength in saffron (Caser et al. 2019). A
modification of taste through mycorrhization could affect
industrial processes. For example, AMF inoculation of
Tempranillo grapevines enhanced the amino acid content
of grapes which may affect the aromatic characteristics of
wines (Torres 2019).

Flavour is an essential facet of food palatability. Another
criterion to be assessed for estimating the possible impact
of mycorrhization on human food is its impact on human
health. Plants are cultivated for direct consumption, but also
to produce some secondary metabolites known for their ben-
efits to human health.

AM symbiosis improves the production
of secondary metabolites with positive
effects on human health

The use of plants for self-treatment has been widespread
since prehistoric times and is not specific to human beings
(Rodriguez and Wrangham 1993). Plants produce a wide
variety of chemical compounds involved in many physi-
ological and metabolic mechanisms (e.g. germination,
reproduction, photosynthesis, signalling and defence).
Interestingly, compounds derived from secondary meta-
bolic pathways (i.e. carotenoids, anthocyanins, flavo-
noids) are also antioxidant molecules known to improve
cell resistance against oxidative stress. They impact the
efficiency of the human immune system by slowing cel-
lular aging, the development of cardiovascular diseases
and different forms of cancer (Seeram 2008). Therefore,
interest in plant-derived health-promoting compounds has
steadily increased, and plant biotechnologies have been
developed to understand and improve natural production
of such molecules by AM plants (Verpoorte et al. 2002;
Gruda 2008).

Numerous studies have reported the potential pivotal
role of AM symbiosis for producing “healthy food” in
cereals, fruits and vegetables (see Avio et al. 2018 for a
review) (Fig. 1). Many research papers have focused on
the effect of mycorrhization on the main horticultural
crops (e.g. tomato, strawberry, grapevine). Tomato (S.
lycopersicum) is one of the most produced horticultural
crops and the second most important vegetable crop in
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the world after potato. Its fruits are the most consumed
fruit and are rich in metabolites that help prevent human
diseases. For example, lycopene is a major carotenoid
in tomato fruit. Due to its antioxidant properties, a fre-
quent consumption of this fruit contributes to reduce
the occurrence of cancer in humans, e.g. prostate can-
cer (Giovannucci 2002). Inoculation of tomato plants
with R. irregularis or F. mosseae enhanced the con-
centration of lycopene and other carotenoids in tomato
fruit regardless of the cultivar (Giovannetti et al. 2012;
Nzanza et al. 2012). Along with tomato, strawberry is
another fruit with substantial data available about the
production of healthy compounds stimulated by myc-
orrhization (Table 1). Strawberry consumption is an
important source of bioactive compounds with a ben-
eficial impact on human health (e.g. vitamins, amino
acids, polyphenols, anthocyanins and other antioxidants).
When strawberry plants interact with AMF, the concen-
trations of coumaric acid and flavonoids like quercetin
or kaempferol increase (Castellanos-Morales et al. 2010).
Carotenoid production and vitamin production also are
positively influenced, as in Ipomea batata (Tong et al.
2013). Others metabolites are not affected or diminished
in response to mycorrhization, e.g. ferulic acid in straw-
berries (Castellanos-Morales et al. 2010). The richness
of secondary metabolites is plant-family-dependent; the
overall content of phenolic compounds does not seem
to be affected by AM symbiosis in strawberries, while
AMF increases phenolic production by artichoke, which
is naturally rich in phenolic compounds (Ceccarelli et al.
2010).

Anthocyanins and flavonoids are important and desired
bioactive compounds in grape berries. AMF inoculation
resulted in an increased amount of anthocyanins and
flavonoids in Vitis vinifera berries (Torres et al. 2018;
Torres 2019). Carotenoids and derived products includ-
ing pigments, volatile compounds and regulatory mol-
ecules or other molecules with an unknown function to
date (Walter et al. 2010) play a key role in the prevention
of human diseases and in maintaining good health (Rao
and Rao 2007). AMF modify the carotenoid biosynthesis
pathways, as demonstrated in Nicotiana tabacum, Zea
mays and Medicago truncatula (Fester et al. 2002).

The food industry is not the only economic sector inter-
ested in the strong potential of the plant kingdom and pos-
sible contribution of AM symbiosis. As mentioned above,
plants produce a wide range of chemical compounds that
are beneficial to human health through direct consumption
or after chemical extraction of very specific compounds
used in pharmacology. An emerging path for the “myc-
orrhizal industry” is the production of AM plants with
increased contents of bioactive substances for extraction
and use.

AM symbiosis: a tool for producing
compounds of industrial interest

The use of medicinal plants to treat or mitigate illnesses
is as old as humanity itself. Over time, natural substances
extracted from plants have brought about great advances
due to their added value in the preparation of many prod-
ucts, especially in fields of nutraceuticals, pharmaceu-
ticals, cosmetics and perfume (Sharmeen et al. 2021)
(Fig. 1). Volatile organic compounds (VOCs) are specific
chemical substances synthesized by all living organisms
including plants (Dudareva et al. 2006; Dormont et al.
2013; Lemfack et al. 2018). Plant VOCs fulfil several key
functions related to the adaptation of plants to their envi-
ronment. They are notably involved in communication
with other organisms through the emission of perfume by
flowers and fruit aromas, and in plant attractiveness for
pollinators (Forney 2001). Additional roles exist, such as
communication between neighbouring plants (Effah et al.
2019; Kigathi et al. 2019) or defence against herbivores
(Kessler 2001). Moreover, due to their antimicrobial activ-
ities, some of these molecules have been identified for
potential therapeutic uses (Hammer et al. 2003; Huang
et al. 2012). For example, geraniol, thymol or cinnamal-
dehyde present in diverse plant essential oils have proved
effective against Escherichia coli O157:H7 or cancer cell
proliferation (Burt and Reinders 2003; Solérzano-Santos
and Miranda-Novales 2012; Blowman et al. 2018).
Regarding the role of plant VOCs as signalling com-
pounds in plant interactions with their abiotic and biotic
environments, it is obvious that presence of soil micro-
organisms influences plant VOC production. The use of
symbiotic microorganisms such as AMF could be inter-
esting for plant-derived drug production. For example,
inoculation of Artemisia annua with different AMF
isolates increased the concentration of terpenes such
as artemisinin, a known anti-malarial compound (Binet
et al. 2011; Chaudhary et al. 2008; Kapoor et al. 2017;
Mandal et al. 2015 and references therein). Similarly, the
production of phenolic acid by Arnica montana and ses-
quiterpenic acid by Valeriana officinalis increased in AM
plants (Nell et al. 2010; Jurkiewicz et al. 2010). Inocula-
tion of Ocimum basilicum with different AMF isolates (F.
mosseae, Gigaspora margarita, Gigaspora rosea) greatly
increased the production of essential oils enriched in ter-
penoids such as alpha-terpineol (Copetta et al. 2006). Such
metabolic modifications were found in many crops such
as sorghum, where F. mosseae modified the VOC profiles
(Sun and Tang 2013). Inoculation of yellow passion fruit
(Passiflora edulis f. flavicarpa) with Acaulospora lon-
gula generated raw material enriched in flavonoids (espe-
cially vitexin) of interest as anxiolytic and antidepressant
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Table 1 Main effects of arbuscular mycorrhiza on the composition of tomato and strawberry fruits, two of the most consumed fruits, as reported

in the literature

References

Cultivars

AMF inoculation

Effect on plant parameters

Fragaria x ananassa

Castellanos-Morales et al. 2010 Aroma

Sinclair et al. 2014

Cecatto et al. 2016

Parada et al. 2019

Solanum lycopersicum

Subramanian et al. 2006

(Ulrichs et al. 2008)

Copetta et al. 2011

Asensio et al. 2012

Giovannetti et al. 2012

Salvioli et al. 2012

Hart et al. 2015

Albion, Charlotte,
Seascape

Fortuna, Sabrina,
Splendor

Camarosa

PKM-1
Vitella F1

Guadalete

ACE 55 VF

Money-Maker

Micro-Tom

Money-maker

Rhizophagus irregularis

Rhizophagus irregularis, Funneliformis
mosseae, Glomus caledonium

Mycogrowth® inoculum: Glomus iranicum
var. tenuihypharum

Claroideoglomus claroideum

Rhizophagus irregularis

Amykor (Glomus sp.)

Rhizophagus irregularis, Funneliformis
mosseae, Glomus caledonium, Glomus
viscosum, Glomus coronatum

Rhizophagus irregularis, Funneliformis
mosseae, Glomus sp.

Rhizophagus irregularis

Funneliformis mosseae

Rhizophagus irregularis, Funneliformis
mosseae

Increased cyanidine-3-glucoside,
p-coumaric acid, quercetin, kaempferol
concentrations

Irregular impact on nutrient contents in
fruit

No effect on fruit acidity, glucose and
sucrose concentrations, Brix grade and
total phenolic content

Decreased fructose concentration

Increased Brix grade and titratable acidity
with AMF at low salinity level (F. mosseae
is greater)

Mitigation the negative impact of high salinity
level on Brix grade and titratable acidity (R.
irregularis is greater)

No effect on titratable acidity, ascorbic acid,
Brix grade and total phenolic content

Total anthocyanins:

Increased in cv. Fortuna

No effect in cv. Sabrina

Decreased in cv. Splendor

Increased total anthocyanins
Decreased individuals’ anthocyanins

No effect on ascorbic acid

Increased P and N content, acidity and
ascorbic acid concentration

Increased lycopene, b-carotene concentration
No effect on total phenolic content

No effect on sugar and organic acid
concentrations, lycopene, b-carotene and
lutein content

Decreased ascorbic acid concentration

Increased isoprenoids production

Increased lycopene concentration

No effect on total phenols and ascorbic acid
concentration

Changes in amino acid profile

Increased asparagine and glutamine content
at green stage

Increased alanine, serine, threonine and
glutamine content at turning

Increased total amino acid content at red
stage

Increased lycopene and total carotenoids
concentration

No effect on p-carotene, sugars and organic
acids concentrations

Modification of volatiles profile
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Table 1 (continued)

References Cultivars AMEF inoculation Effect on plant parameters
Castafieda et al. 2020 Cerasiforme Natural diversity composed of Rhizophagus, No effect on Brix grade
Acaulospora, Gigaspora and Archaeospora .
Increased polyphenol concentrations
genera
Carillo et al. 2020 Giagiu, Aegis Migrogranule® (Rhizophagus Increased nutrient concentrations (phosphate,
Lucariello irregularis, Funneliformis mosseae) calcium, magnesium, sodium, copper, zinc)

Increased ascorbic acid and lycopene
concentration

Increased Brix grade
Decreased sucrose concentration

Increased total amino acid content

ingredients in the pharmaceutical industry (Can et al.
2013; de Oliveira et al. 2019). Recently, the volatilome
of Fragaria ananassa and Vitis vinifera was modulated
by inoculation with F. mosseae (Todeschini et al. 2018;
Velasquez et al. 2020).

A cultivar effect was observed following AMF inocula-
tion for most of metabolic changes mentioned above, rein-
forcing the idea that plant identity has a substantial effect
on the outcome of AM symbiosis (Khaosaad et al. 2006).
Although mechanisms involved in AM symbiosis which
lead to either increased or reduced production of certain
compounds are not clearly established, the intimate asso-
ciation of a plant and AMF remains interesting to exploit
for bio-engineering, fragrance industry or pharmacology
(Dudareva et al. 2013). Besides AMF, plants are in contact
with a plethora of other soil microorganisms of which the
presence and interactions also affect plant health and yield.

Impact of co-inoculation of AMF
and plant-associated microbes on crop yield
and fruit quality

AMF and their host plants interact with a wide range of other
soil organisms, in roots, rhizosphere and bulk soil. Plant
growth—promoting bacteria (PGPB) affect plant develop-
ment and health (Hartmann et al. 2009). One of their major
roles is improvement of plant nutrition by degrading inor-
ganic or organic sources of nutrients such as insoluble phos-
phate complexes (e.g. phytate) (Richardson and Simpson
2011) or inorganic nitrogen by fixing atmospheric nitrogen
(Shridhar 2012; Agnolucci et al. 2015). PGPB inoculated
alone influence plant growth and yield (Bhattacharyya and
Jha 2012; Nadeem et al. 2014). Some PGPB strains induce
early flowering and fruiting in banana (Mia et al. 2010),
while others increase protein and oil content of sunflower
seeds (Ekin 2010; Arif et al. 2017) or improve strawberry
yield, nutrient concentrations, vitamins and sugars (Esitken

et al. 2010; Todeschini et al. 2018). The combination of sev-
eral bacterial strains can increase the fitness of 7. aestivum®
as well as yield and grain quality (Kumar et al. 2014).

Considering specific beneficial effects of AMF and
PGPB, their concomitant use is expected to allow for
reduced chemical inputs in farming practices (Adesemoye
et al. 2009; Gianinazzi et al. 2010). AMF and PGPB can
positively affect quality of many crop products (Todeschini
et al. 2018). However, research was only recently focused on
the effect of their co-inoculation on fruit quality (Table 2,
reviewed by Agnolucci et al. 2020). Several studies have
shown that co-inoculation of PGPB and AMF was correlated
with increased growth of aerial parts and increased root bio-
mass and yield of strawberry plants, suggesting beneficial
effects of these microorganisms on mineral nutrients, carbo-
hydrates and secondary metabolite availability (see Table 2,
Bona et al. 2015). S. lycopersicum and Pogostemon cablin
growth and mineral nutrient content have been improved
in the same way (Singh et al. 2012). Similar conclusions
were established after dual inoculation of Cicer arietinum
(Tavasolee et al. 2011) and Lens culinaris (Amirnia et al.
2019) with PGPB and AMF. Furthermore, in legumes grow-
ing under P-limited conditions, the establishment of AM
symbiosis has been shown to be a necessary precursor to
nodulation by rhizobia, thus contributing to an important
host plant strategy to maintain symbiotic N2-fixation with
improved nitrogen status and yield compared to P-fertilized
plants that only are nodulated (Erman et al. 2011).

The impact of dual inoculation was strongest on plant
physiology and metabolite production (Vafadar et al. 2014).
Antioxidant and carotenoid concentrations were positively
regulated in tomato fruit (Ordookhani and Zare 2011), and
so was the starch content in corn (Z. mays) (Berta et al.
2014). The application of a mixture of several AMF and
PGPB, including Pseudomonas fluorescens (strain PF4) or
Pseudomonas sp., increased anthocyanin production and
quantity in strawberry fruit (Lingua et al. 2013). A modula-
tion of volatile/aromatic compound production in response
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Table 2 (continued)

Effect on plant parameters

Co-inoculation

AMF inoculation
Mybasol s.r.l

Cultivars

Reference

Increased glucose and fructose, malic, citric and

Pseudomonas fluorescens bv. C7, Pseudomonas

sp. 19FvIT

CXD 219 F1

Bona et al. 2018

ascorbic acids, b-carotene and lutein concentrations

No effect on biomass and water content

Decreased in lycopene concentration

Increased fruit yield, total phenols, ascorbic acid

Trichoderma, Streptomyces, Bacillus,

Pseudomonas

Rizotech plus and Myco Apply inocula

Pixel F1

Sellitto et al. 2019

concentration, antioxidant activity

to AMF-PGPB inoculation was observed in several other
plants of economic interest (Bona et al. 2015; Hart et al.
2015 and references therein). In strawberry, VOCs produc-
tion was impacted by dual inoculation, suggesting a role
of the AMF-PGPB combination in the determination of
the sweet-fruity note in taste and flavour (Bona et al. 2015;
Todeschini et al. 2018).

Metabolic analyses showed that concentrations of sug-
ars, acids and various secondary metabolites increased upon
AMF-PGPB co-inoculation. However, it is important to
note that AMF-PGPB combinations do not all produce the
same effects, and the combined presence of the two types of
microorganisms differentially influences plant metabolism
and nutritional quality of fruits (Table 2). The F. mosseae-P.
fluorescens Pf4 association resulted in sweeter fruit, while
R. irregularis-P. sp. S5VmI1K resulted in less acid fruits
(Todeschini et al. 2018). The AMF strain (which principally
affected the phenological parameters of strawberry plants)
and the PGPB strain (which was most relevant for fruit yield
and quality) were both important (Todeschini et al. 2018).
This led to the idea of the right strain(s) for the right plant
(i.e. plant breeding for responsiveness of fruit quality to
AMF and PGPB) (Plouznikoff et al. 2019), which will be
crucial for integrating beneficial microorganisms in sustain-
able agriculture (Turrini et al. 2018).

The impact of the simultaneous presence of AMF and
PGPB is notable additionally for plant quality in ornamental
horticulture. The simultaneous use of two AMF isolates —
F. mosseae and Acaulospora laevis — and a bacterial strain
— P. fluorescens — improved Gazania rigens growth while
specifically improving flowering and pigment concentrations
which are important parameters for ornamental plants (Saini
et al. 2019). In Dracocephalum moldavica, improved growth
and increased essential oil content have been reported in the
presence of Claroideoglomus etunicatum (AMF) and Mic-
rococcus yunnanensis (PGPB) (Ghanbarzadeh et al. 2019).

A prerequisite to large-scale use of combined AMF-PGPB
is the identification of species compatible with one another
for suitable host plants, in other words, specification of inocu-
lum property and compatibility fingerprints. The next steps
in this direction will be a better understanding of the mecha-
nisms underlying the tripartite interaction (Emmanuel and
Babalola 2020), to avoid any detrimental changes from an
ecological perspective (Guerrieri et al. 2004).

Concluding remarks and further prospects

Taken together, AMF-crop symbiosis can significantly
improve plant fitness and the overall metabolism of plants.
Despite an effect of the selected cultivar and the inoculated
AMF strain, AM symbiosis positively influences the quantity
and quality of crop production, and production of metabolite
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valuable for different economic activities (Fig. 1). This inter-
action often results in increased enzymatic activities of bio-
synthesis pathways and an elevated production of secondary
metabolites in the plant host. However, there still is a signifi-
cant knowledge gap about the regulation of key metabolic
pathways likely to explain responses of different cultivars
and effects of AMF. The availability of studies on AMF-
plant genome regulation allows the screening of upregulated
versus downregulated genes, which might be a direct way of
relatively quickly gaining information on effects of AMF on
plant metabolic pathways (e.g. Zouari et al. 2014; Vangelisti
et al. 2018). For instance, it is generally reported that the
phenylpropanoid, terpenoid and apocarotenoid pathways are
stimulated by AMF. This leads to increased production of
different classes of metabolites, but the detailed influence
of AM symbiosis on these metabolic changes remains to be
deciphered (Adolfsson et al. 2017; Avio et al. 2018). The
role of phytohormones should be considered because these
molecules are differentially produced by plants in response
to different environmental stresses (Javid et al. 2011) and to
plant-microbe interactions, especially during AM symbiosis
(Ludwig-Miiller 2000; Hause et al. 2007; Egamberdieva et al.
2017). Phytohormones can serve as stress signals throughout
the plant to induce secondary metabolite production and a
strong physiological response (Jogawat et al. 2021). Thus,
physiological changes reported in this review may find an
explanation in the control of AMF colonization by plants. All
these considerations clearly are a target for future research
if we want to optimise the use of AMF in sustainable agri-
culture (Fig. 1), not only to reduce chemical inputs but also
to enhance the quality of production which could offset a
quantitative loss.

A previous review (Bona et al. 2017) has recorded stud-
ies based on the use of AMF to improve crop quality. In
comparison to that review, we did not observe any marked
change in species of AMF and plants studied. The major-
ity of studies were performed with the Glomeraceae family,
while species of other mycorrhizal families have been poorly
studied in this respect. Also, the number of considered plant
species was limited (about 45) — although it is true that a
relatively small number of plants are the basis for human
and livestock nutrition. Nevertheless, it could be of interest
to broaden the range of AMF and plant species studied. One
perspective could be to have a bottom-up and not a top-
down approach, meaning that plant selection initially could
be based on responsiveness to AMF isolates and species, and
then to organoleptic features.

Despite considerable progress in this area, a lot of
research is tending towards precision farming. Its pros-
pects are to optimise multi-trophic interactions such as
the use of AMF -PGPB consortia chosen from efficient
and functionally complementary associations. Future
research should not only accumulate data but also analyse

@ Springer

regulatory mechanisms at different scales and for differ-
ent plant-microorganisms associations with an “open-
minded” approach. It will be essential to disentangle the
complex networks of interactions between AMF, PGPB
and plants to highlight potential synergistic and comple-
mentary effects. It will be necessary to improve knowl-
edge on the management of combined inoculation with
several beneficial microorganisms for crop yield and qual-
ity. Broadly, we should keep in mind that plants inter-
act not only with one bacterium or one fungus but with
diverse communities of microorganisms that are clustered
in different plant microbiota (Turrini et al. 2018). Studies
highlight a positive role of other endophytes than those
discussed here, not only on protective effects but also on
plant performance and crop quality (Andrade-Linares et al.
2011; Rho et al. 2020). However, it seems likely that co-
inoculation of beneficial organisms will not be the sole
option. Different lines of research are being developed to
understand plant-microorganism relationships as well as
farming practices and their influence on crop quality, so
as to optimise these multitrophic interactions. Notwith-
standing, AMF are most active and act most beneficially
in agricultural systems when farming practices preserve
their development and ecosystem services (e.g. reduced
fertiliser inputs, suppression of deep tillage, preservation
of plant diversity). Significant work is being done to assess
the role of farmers in the management of the communities
of microbiota naturally present in crops. The objective is
to define and promote current and new farming practices
that will enhance the ecosystem services rendered by ben-
eficial microorganisms.
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c) Stabilisation des sols par les champignons mycorhiziens a arbuscules

Le sol a longtemps été considéré comme un matériau sur lequel nous marchons, qui sert de base
aux constructions que ’'Homme mettaient en place mais également de support de développement des
végétaux. Or, il s’avére que le sol est un extraordinaire réservoir du vivant en abritant une trés grande
diversité d’organismes et de microorganismes avec des fonctions différentes. La stabilité et la structure des
sols favorisent les échanges gazeux et nutritifs et participent au bon développement des végétaux et des
organismes qui ’abritent. Parmi tous les organismes du sol, les microorganismes et les CMA prennent une
part trés importante de par leurs effets positifs sur les plantes mais également sur la nature méme du sol
(Lynch and Bragg 1985; Amézketa 1999; Welbaum et al. 2004). Les CMA agissent fortement sur la
structuration et 'amélioration de la stabilité des sols selon deux mécanismes. D’une part, la présence des
structures fongiques regroupées en un réseau d’hyphes qui parcourent ’horizon supérieur du sol jusqu’a 30
m par gramme de sol, forment une maille solide qui agit comme un filet retenant les particules de sol de la
méme maniére que le systéme racinaire des plantes (Cavagnaro et al. 2005; Zou et al. 2015). L’effet de cette
structuration « physique » est essentiel mais reste cependant plus faible que la structuration « chimique » due
aux CMA. En effet, il a été montré que les CMA étaient capables de produire et de sécréter une molécule
bien particuliére : la glomaline (Rillig et al. 2002; Wilson et al. 2009). Cette molécule est une glycoprotéine
qui agit comme une colle autour des particules de sol renforgant I’agrégation de ces dernieres. Au fur et a
mesure des études, on parle maintenant plutot de protéines du sol liées a la glomaline (GRSP, Glomalin-
Related Soil Protein) de manicre a rassembler les complexes protéiques (Rillig 2004). Ces actions combinées,
prennent une part tres importante sur la stabilité des sols et donc sur leurs propriétés physiques de portance
et chimiques sur le maintien des nutriments et de ’eau dans les macro- et micro-agrégats maintenant une
meilleure durabilité des sols (Figure 12) (Agnihotri et al. 2022).

De nombreux parameétres influencent positivement et négativement la qualité des sols. En premier lieu,
I’Homme qui par ses pratiques agricoles et 'urbanisation dégrade les sols et favorise érosion et la battance
des sols (Martens 2000; Paul et al. 2013). Certaines pratiques comme le labour profond et répété affectent
le développement des CMA, détruisent le réseau mycélien et augmentent le risque d’érosion. Ces pratiques
influencent également la biomasse microbienne dans son ensemble limitant les mécanismes biologiques et

les interactions multi-trophiques (Brussaard et al. 2007).

43



Mycélium Arbuscule  Vésicule

Mycélium ' :
intraradical

extraradical

A\

GRSP

£ S

Agglomération
@ des GRSP autour

des hyphes

mo B
. L
Production LN
\
EPS O
.
bW e
. & 9
SN
Microorganismes
0
I 283
Agrégation du sol 3

@ Séquestration du

carbone 000

<
-

- F
iy

%
L+

I

Sol Racines
Figure 12 : Production des complexes protéiques du sol liés 4 la glomaline par les CMA (modifié a partir de Agnihotri

=3

A &Cﬁs

et al. 2022). Les trois fonctions principales des GRSP sont i) la formation d’une couche protectrice autour des hyphes ;
ii) la production d’exo-polysaccharides (EPS) ; iii) ’agrégation des particules de sol et la séquestration du carbone (MO

= matiére organique).

d) Effet protecteur des champignons mycorhiziens a arbuscules face aux stress biotiques

Les plantes ne font pas simplement face a des organismes bénéfiques mais aussi a toute une diversité
d’organismes macro- et microscopiques qui leur sont néfastes. Les organismes parasites et pathogenes
(herbivores, insectes, champignons, bactéries, virus ...) sont fortement présents dans I’environnement. Ils
sont responsables de dégits parfois considérables sur certaines espéces et notamment en agriculture ou leur
controle est nécessaire au prix d’'un rendement fortement réduit. Face aux problématiques sanitaires et
environnementales que pose l'utilisation massive de pesticides en production végétale, l'utilisation et
loptimisation des services rendus par les CMA est une des solutions agroécologiques futures. En effet,
Papport des CMA ne se limite pas a une meilleure nutrition et la symbiose établie entre les CMA et les

plantes se révele plutot multifonctionnelle. Les CMA participent a une meilleure protection des plantes et
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des cultures selon plusieurs modes d’actions (Whipps 2004). Tout d’abord, la présence d’autres
microorganismes comme les CMA entraine une compétition avec les organismes pathogénes notamment
pour les composés carbonés de la plante nécessaire a leur développement (Morandi et al. 2002). De plus, et
comme chez ’humain, une plante en bonne santé est plus 2 méme de se défendre face a des organismes
pathogenes. L’un des principaux effets de la SMA sur la plante est 'augmentation de la nutrition et de la
croissance. Ainsi, en augmentant le fitness général de la plante, les CMA permettent d’améliorer la résistance
des plantes de maniére indirecte. Enfin, une action directe et plus importante des CMA sur la régulation des
genes de défense permet a la plante de se protéger face aux organismes pathogenes (Yu et al. 2019). Cet
effet maintenant bien connu est communément appelé « résistance induite par la mycorhize » (MIR,

Mycorhiza-Induced Resistance) (Pozo and Azcon-Aguilar 2007).

Lors des premicres étapes de la colonisation racinaire par les CMA, il a pu étre observé une
diminution transitoire de cette colonisation montrant que la plante réagit et controle la prolifération du
symbionte racinaire. A plus long terme, la mycorhization prend le dessus sur la plante. Les CMA sont
capables d’activer et de désactiver certaines réponses de défense de la plante. De nombreuses études ont
montré le réle des CMA dans la résistance a différents organismes (Campos-Soriano et al. 2012). La
colonisation des racines de Oryza sativa par Rhizophagus irregnlaris induit des mécanismes de signalisation
locale et systémique comme la signalisation calcique, la voie de biosynthése de I’acide jasmonique, d’autres
genes de défense conduisant a une réduction des symptomes foliaires et une augmentation de la résistance
du riz au pathogene foliaire Magnaporthe oryzae (Campos-Soriano et al. 2012). Ces phénomeénes ont pu étre
établis chez d’autres plantes comme Medicago truncatula, Solanum tnberosum ou Triticum aestivum ainsi que dans
d’autres interactions pathogenes (Alaux et al. 2018; Liu et al. 2018; Fiorilli et al. 2018). Chez la vigne, Li et
al. ont montré que 'espece de nématode Melvidogyne incognita n’avait pas d’impact sur la colonisation racinaire
de Vitis amurensis par Glomus versiforme. Au contraire, la présence de ce CMA induit une augmentation des
transcrits de I”CH3 associée a une réduction de I'infection par le nématode (Li et al. 2006). Ce gene codant
une chitinase est impliqué dans les réponses de défense de la plante par des mécanismes de dégradation de
la chitine présente dans la paroi des champignons ou dans les tissus des nématodes (Bézier et al. 2002). De
plus, Hao et al. (2012) ont montré des effets similaires vis-vis du nématode Xiphinema index. La présence de
ce nématode est trés préoccupante pour les viticulteurs car il s’agit du vecteur principal du virus du court-
noué (GFLV, Grapevine Fan Leaf Virus) qui provoque chez la vigne un affaiblissement des ceps et un
dépérissement précoce du vignoble. Grace a des systémes a double compartiment, Hao et al. (2012) ont
permis de déterminer que la colonisation du systeme racinaire par Rhbizophagus irregnlaris augmentait la
résistance locale lorsque le CMA et le nématode sont dans un méme compartiment, et systémique lorsque
les deux organismes sont dans des compartiments séparés (Hao et al. 2012). En revanche, méme si les
populations de Xzphinema index sont faibles, la présence des CMA ne permet pas de réduire le transfert et le
développement du virus du court-noué dans les ceps (Hao et al. 2018). Chez la tomate, qui est également

une culture d’importance économique, d’autres génes homologues ainsi que des enzymes de voies
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métaboliques comme la chorismate synthase ou la flavonol synthase sont régulés par la mycorhization (Vos
et al. 2013). Récemment, des analyses transcriptomiques de type RNA-seq et protéomiques chez le blé ont
permis d’évaluer les proportions et Iidentité des genes régulés positivement et négativement lors de
linteraction avec Xanthomonas translucens en présence ou non de Funneliformis mossae (Fiorilli et al. 2018). On
retrouve ainsi, a I’échelle locale et systémique, la production des protéines liées a la pathogénicité (PR,
Pathogenic-related), des modifications des voies métaboliques et une augmentation de l'expression des
genes codant pour des transporteurs ou impliqués dans les voies hormonales de I'acide salicylique (SA),

jasmonique (JA) ou de I'éthyléene (ET) (Nair et al. 2015; Fiorilli et al. 2018).

Tous ces éléments mettent en lumiere le réle important des CMA dans la protection des cultures
face a différents agents pathogénes mais également a des herbivores (Dabré et al. 2021). Il semble que cet
effet protecteur de la mycorhize ne soit pas lié a Porgane infecté. La mycorhization montre des effets
semblables entre des pathogenes racinaires, en contactavec les CMA, ou des pathogenes foliaires (Lanfranco
et al. 2011; Campos-Soriano et al. 2012). Cependant, Pefficacité de cette protection reste sensible a d’autres
facteurs. Il a pu étre montré que cette résistance induite par la mycorhization était affectée par les stratégies
d’infection des agents pathogenes. Dans le cas d’organismes biotrophes, il semblerait que la MIR réduit la
résistance a ces pathogeénes (Pozo and Azcon-Aguilar 2007) tandis que pour des organismes avec des
stratégies hémibiotrophes ou nécrotrophes, la mycorhization des plantes augmenterait la résistance face a
ces organismes (Fritz et al. 2006; Campos-Soriano et al. 2012). Enfin, I'effet de la souche de CMA employée
en fonction des patho-systemes est encore peu mis en avant. La grande majorité des études portant sur deux
souches de CMA les plus communément utilisées : Rbizophagus irregularis et Funneliformis mosseae. Or, dans un
écosysteme, une plante est colonisée par plusieurs souches de CMA formant une communauté symbiotique.
Peu d’études integrent cet élément et il est donc nécessaire d’évaluer I'effet de souches isolées et leur mise
en communauté dans les relations plante-pathogéne pour identifier d’éventuelles synergies entre les

différentes souches (Malik et al. 2010).

e) Effet protecteur des champignons mycorhiziens a arbuscules face aux stress abiotiques

De plus en plus réguli¢rement, les plantes sont confrontées a différents stress environnementaux
dont les origines sont diverses et qui causent des pertes importantes de rendement (Gianinazzi et al. 2010).
Les changements climatiques de ces dernicres décennies augmentent 'apparition de stress hydrique et de
température. De plus, les activités humaines déstructurent les sols et accumulent les pollutions des eaux et
des sols.
Les CMA sont des organismes clés par la fourniture des services écosystémiques détaillés précédemment
mais également pour permettre une meilleure tolérance des plantes a ces stress abiotiques. Plusieurs études

ont rapporté des effets positifs de la SMA sur la croissance des plantes dans des conditions particulicrement
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stressantes (Abdel Latef and Chaoxing 2011; Nadeem et al. 2014). Les CMA participent directement a
augmenter la tolérance des plantes au stress hydrique en augmentant ’apport d’eau. De plus, 'augmentation
du fitness des plantes et des apports de nutriments par les CMA, rendent les plantes plus aptes a combattre
ces différents stress. Les CMA induisent différentes modifications métaboliques et la production de
molécules osmo-protectrices permettent a la plante de mieux résister face aux stress salin (Chandrasekaran
et al. 2014; Hashem et al. 2016). 1l a également été montré que la SMA induisait la production de tréhalose
qui est un sucre non-réducteur impliqué dans la stabilisation des structures cellulaires et la résistance aux

stress abiotiques (Océn et al. 2007).

Enfin, il est intéressant de noter que la présence de ces stress peut affecter la diversité des CMA présents
dans le sol et associés aux plantes et ainsi les services qu’ils fournissent a ’écosystéeme. En réponse, les CMA
sont capables d’adapter leur développement et leur métabolisme selon différents mécanismes : en modifiant
le métabolisme des lipides, par la production d’antioxydants, la décomposition de molécules polluantes.
Enfin, grace a ’étendue des réseaux mycéliens dans le sol, les CMA ont la capacité de séquestrer des
molécules toxiques dans les structures fongiques et donc de diluer et diminuer la pollution dans les sols

(Miransari 2011).
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Obijectifs de these

Lagriculture en général et la viticulture en particulier font face a de nombreux défis. Parmi eux, le
changement climatique qui s’accélére crée un environnement et des contraintes de plus en plus fortes avec
Papparition toujours plus fréquente d’évenements climatiques extrémes. Les épisodes orageux intenses et
les cumuls de pluies importants sur des temps courts augmentent les phénomeénes de ruissellement et
d’inondations, et déstructurent les sols. Les températures toujours plus importantes pendant les périodes
estivales et les périodes de sécheresse intense tout au long de la saison accentuent les stress hydriques. De
plus, la société et les filicres concernées prennent conscience des limites des systemes agricoles actuels basés
essentiellement sur l'utilisation importante d’intrants de synthése et leurs conséquences, sur la santé humaine
et sur lenvironnement. La viticulture n’y échappe pas et s’engage depuis plusieurs années dans un
changement de paradigme au sein de la profession. Ainsi, de plus en plus de domaines viticoles passent d’un
modéle conventionnel a un modeéle d’agriculture biologique avec une utilisation raisonnée des produits
phytosanitaires tandis que d’autres préférent se tourner vers la biodynamie. Cependant, tous prennent en
considération l'influence positive que peut avoir une augmentation ou juste un maintien de la biodiversité

des écosystemes viticoles, qu’il s’agisse d’animaux, de végétaux ou de microorganismes.

La stimulation de la vie biologique des sols et des interactions entre les plantes et les
microorganismes fait objet d’une attention particuliére. En effet, la santé d’un écosysteme est fortement
liée aux interactions multi-trophiques présentes au sein de I’écosysteme. Parmi ces interactions, les CMA
sont des organismes clés de I’écosysteme qui fournissent de nombreux services écosystémiques. Ils
participent notamment a la stabilisation des sols et améliorent la nutrition des plantes. Cependant les
pratiques agricoles ont un impact sur ces communautés de microorganismes. Par exemple, la pratique du
labour profond et répété détruit les réseaux mycéliens et limite la croissance des CMA. L’utilisation de
fongicides pour lutter contre les ravageurs des cultures ont également une action négative sur la germination
des spores de CMA, de méme que les herbicides en limitant la présence de plantes hotes. Pour dynamiser
la croissance et le développement des CMA et des autres microorganismes, il est essentiel de limiter les

pratiques néfastes et promouvoir les pratiques positives.

C’est dans le cadre des changements importants des itinéraires techniques que s’inscrit ce projet de
these qui vise a contribuer a ’étude et a I'identification de pratiques viticoles quant a leurs impacts vis-a-vis
de la stimulation de la croissance et du développement des CMA ainsi que les services rendus par ces
derniers. En s’appuyant sur des techniques communes en grandes cultures, différentes pratiques sont mises
en place dans les parcelles. Parmi elles, la pratique du couvert en viticulture devient de plus en plus courante.
Le développement d’une couverture végétale en vignoble permet de stabiliser les sols et de réduire I’érosion.

De plus, le couvert végétal permet aussi de diminuer lutilisation de certains produits phytosanitaires
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(herbicides, insecticides, etc.). En revanche, de nombreuses études techniques sur le couvert ont permis
d’identifier certains avantages et contraintes de cette pratique en vignoble, mais peu s’intéressent au potentiel
stimulateur du couvert vis-a-vis de la biologie du sol et des microorganismes comme les CMA.

Cette these s’inscrit dans le projet Biovine, financé par le fond européen Core Organic, qui vise a exploiter
le potentiel de la diversité végétale dans la réduction de l'utilisation des pesticides et I'optimisation des
services écosystémiques. Les différents partenaires du projet se sont attardés a sélectionner puis a évaluer
différentes couvertures végétales vis-vis de la présence de parasites, d’insectes bénéfiques et d’auxiliaires.
Le travail développé dans chaque chapitre de ce manuscrit s’intéresse a ’effet de plusieurs pratiques sur la
diversité des CMA associés a la vigne. Ainsi, nous nous sommes tout d’abord intéressés a I'effet de la
variabilité génétique de la vigne au sein d’'un conservatoire régional de ressources génétiques, sur la
composition des communautés de CMA (Chapitre 1). Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité
étudier le potentiel stimulateur des couverts végétaux sur les communautés de CMA et le fonctionnement
biologique des sols par des essais au vignoble (Chapitre 2-3). Enfin, nous avons voulu évaluer 'influence de

l'age des ceps sur la diversité et la structure des communautés de CMA (Chapitre 4).

En résumé, les principaux axes de recherches suivis et développés au cours de la these portent sur :
- L’impact de la variabilité génétique du porte-greffe et du cépage sur la diversité et la structure des
communautés de champignons mycorhiziens a arbuscules
- DL’impact du couvert végétal sur la diversité et la structure des communautés de champignons
mycorhiziens a arbuscules associées a la vigne et aux plantes de couvert
- L’impact du couvert végétal sur le fonctionnement biologique des sols
- Llinfluence de l'age des ceps sur la diversité et la structure des communautés de champignons

mycorhiziens a arbuscules
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Matériel et Méthodes

Cette partie développe une méthodologie commune anx différents chapitres. 1es différentes conditions expérimentales et le détarl

des vignobles seront détaillés dans chague chapitre.

Détermination des plantes de couvert :

A la suite de recherches bibliographiques scientifiques et commerciales, nous avons établi une liste

d’especes végétales utilisées comme couvert végétal. Cette liste contient 64 espéces regroupant 21 familles

végétales et comprenant des plantes soit couramment semées comme couvert végétal soit considérées

comme des adventices. Cependant, ces adventices sont naturellement présentes dans les systemes de culture

et sont en général adaptées aux conditions pédoclimatiques. Les graines ont été fournies par Eric Vieren

(Pole Gestad, UMR Agroécologie, INRAE Dijon), et les sociétés Otto Haustein Semence et Sonofep

(Tableau 1).

Tableau 1: Liste des especes végétales testées pour évaluer leur capacité de mycorhization

Famille végétale Taxonomie Cycle de développement Code EPPO
Amaranthaceae * Amaranthus retroflexus Annuelle AMARE
Amaranthaceae * Chenopodium album Annuelle CHEAL
Apiaceae Acthusa cynapium Annuelle AETCY
Apiaceae Daucus carota Annuelle DAUCA
Apiaceae Pimpinella saxifraga ** Pérenne PIMSA
Asteraceae Achillea millefolium Pérenne ACHMI
Asteraceae Bellis perennis Pérenne BELPE
Asteraceae Senecio vulgaris Annuelle SENVU
Asteraceae Taraxacum officinale Pérenne TAROF
Asteraceae Cirsium arvense ** Pérenne CIRAR
Asteraceae Lapsana communis ** Annuelle LAPCO
Boraginaceae * Phacelia tanacetifolia Annuelle PHCTA
Brassicaceae * Brassica juncea Annuelle BRSJU
Brassicaceae * Raphanus sativus Annuelle RAPSR
Brassicaceae * Sinapis arvensis Annuelle SINAR
Brassicaceae * Capsella bursa-pastoris ** Annuelle CAPBP
Caryophyllaceae Stellaria media Annuelle STEME
Convolvulaceae Convolvulus arvensis ** Pérenne CONAR
Euphorbiaceae Euphorbia exigua ** Annuelle EPHEX
Euphorbiaceae Euphorbia helioscopia ** Annuelle EPHHE
Fabaceae Medicago sativa Pérenne MEDSA
Fabaceae Onobrychis viciifolia Pérenne ONBVI
Fabaceae Pisum sativum Annuelle PIBSX
Fabaceae Trifolium fragiferum Pérenne TRFFR
Fabaceae Trifolium pratense Pérenne TRFPR
Fabaceae Vicia villosa Annuelle VICVI
Fabaceae Trifolium subterraneum Pérenne TRFSU
Fabaceae Vicia faba Annuelle VICFX
Fabaceae Lotus corniculatus Pérenne LOTCO
Fabaceae Medicago lupulina Annuelle MEDLU
Geraniaceae Geranium dissectum Annuelle GERDI
Lamiaceae Prunella vulgaris ** Pérenne PRUVU
Lamiaceae Thymus pulegioides ** Pérenne THYPU
Lamiaceae Origanum vulgare ** Pérenne ORIVU
Linaceae Linum usitatissimum Annuelle LIUUT
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Malvaceae Abutilon theophrasti Annuelle ABUTH
Papaveraceae Papaver rhoeas ** Annuelle PAPRH
Plantaginaceae Veronica hederifolia Annuelle VERHE
Plantaginaceae Kickxia spuria ** Annuelle KICSP
Plantaginaceae Veronica persica ** Annuelle VERPE
Plantaginaceae Veronica chamaedrys ** Pérenne VERCH
Poaceae Alopecurus myosuroides Annuelle ALOMY
Poaceae Avena fatua Annuelle AVEFA
Poaceae Digitaria sanguinalis Annuelle DIGSA
Poaceae Festuca arundinacea Pérenne FESAR
Poaceae Poa compressa Pérenne POACO
Poaceae Secale montanum Annuelle SECMO
Poaceae Setaria viridis Annuelle SETVI
Poaceae Elymus repens Pérenne AGRRE
Poaceae Avena strigosa Annuelle AVESG
Poaceae Agrostis capillaris Pérenne AGSTE
Poaceae Bromus sterilis Annuelle BROST
Poaceae Bromus tectorum Annuelle BROTE
Poaceae Echinochloa crus-galli ** Annuelle ECHCG
Poaceae Lolium rigidum ** Annuelle LOLRI
Poaceae Vulpia myuros ** Annuelle VLPMY
Polygonaceae Rumex obtusifolius Pérenne RUMOB
Polygonaceae Polygonum aviculare ** Annuelle POLAV
Polygonaceae Fallopia convolvulus ** Annuelle POLCO
Primulaceae Anagallis arvensis ** Annuelle ANGAR
Rosaceae Potentilla neumaniana Pérenne PTLNM
Rosaceae Sanguisorba minor Pérenne SANMI
Rubiaceae Galium aparine ** Annuelle GALAP
Solanaceae Solanum nigrum Annuelle SOLNI

* Famille végétale comprenant uniquement des plantes non-mycorhizotrophes

** Hspeces végétales qui n’ont pas pu étre évaluées a cause de taux de germination tres faible

Cultnre en conditions controlées des plantes de convert :

Les graines sont désinfectées dans de ’eau de javel 1%. Pour I’évaluation de la mycorhizotrophie
des plantes de couvert, les plantes sont cultivées en serre et maintenue a une température de 24 °C le jour
et 18 °C la nuit. La photopériode est fixée a 16h. Pour permettre un bon développement de la symbiose
mycorhizienne a arbuscules, nous avons utilisé un substrat composite inerte : billes d’argile / attapulgite
(50/50 v/v).

Deux inoculations sont réalisées au moment du repiquage des plantes par I'ajout de 200 spores de R.
zrregnlaris de la souche DAOM197198 mis en suspension dans de ’eau osmosée. La solution initiale de spores
nous est fournie par 'entreprise Premier Tech. Pendant les 60 jours de culture apres inoculation, chaque

plante est arrosée deux fois par semaine avec 20 mL d’une solution de Hoagland 10 mM de phosphore.

51



Quantification de la colonisation racinaire des plantes de convert :

Pour visualiser et quantifier la mycorhization du systéme racinaire, une coloration préalable des
structures fongiques est réalisée sur quelques fragments de racines (Biermann and Linderman 1981). Les
racines fines sont tout d’abord décolorées dans une solution de KOH 10%. Si les racines contiennent
beaucoup d’anthocyanes, il est possible d’ajouter du peroxyde d’hydrogene pour les éliminer. Cette
opération doit se faire a chaud pour une plus grande efficacité et rapidité. Les racines sont ensuite colorées
au bleu trypan avant de pouvoir étre observées au microscope photonique. L.a mycorhization est ensuite

évaluée selon la méthode de calcul de Trouvelot (Trouvelot et al. 1980).

Préfevements sur les parcelles d'essais :

Les prélevements de racines de vignes et de couvert ont été réalisés selon le protocole publié par le
laboratoire (Drain et al. 2019). Jusqu'a présent, les études sur les communautés de CMA dans les vignobles,
ont été réalisées sur des échantillons de sol (Lumini et al. 2009; Holland et al. 2014). Dans le but d'évaluer
les partenaires fongiques de la vigne, nous avons échantillonné les racines de la vigne, ce dernier contenant
probablement des hyphes et des spores fongiques interagissant avec les racines des plantes de couverture
au lieu de la vigne, ainsi que des spores CMA présentes dans un état quiescent.

Les parcelles viticoles sont généralement étendues et peuvent présenter des parametres de sol divers. De
plus, au fil des saisons, certains pieds de vigne peuvent mourir et sont remplacés par les viticulteurs. Pour
limiter I'incidence de ces parametres, nous avons prélevés les racines de vignes sur trois plants consécutifs,
non complantés et d’apparence identique. De plus, les CMA interagissent au niveau des racines les plus fines
de la vigne, pour les prélever, nous avons déterrées les racines sur 20 cm de profondeur a la base de chaque

pied sélectionné (Figure 13).

Figure 13 : Méthode de prélevements de racines (adapté de Drain et al. 2019).

52



A proximité immédiate des vignes prélevées, les plantes de couvert ont été déterrées et cinq individus par
espece ont été prélevées. Les systemes racinaires étant fragile et peu développés, nous avons veillé a
préserver au maximum le systéme racinaire. Les racines ont été nettoyées a I’eau claire au laboratoire puis

lyophilisées avant d’extraire PADN total.

Extraction ’ADN a partir d’échantillons de racines :
Apres chaque échantillonnage et quel que soit les plantes étudiées, les racines fraichement prélevées sont
lavées a ’eau du robinet de maniére a retirer un maximum de sol collé aux racines. Les racines les plus fines

sont ensuite lyophilisées puis finement broyées a I’aide d’un broyeur a billes Retsch MM200.

Les extractions d’ADN a partir des racines de vigne selon le protocole établit par le laboratoire et publié
(Drain et al. 2019). Une premiere étape de lyse chimique est réalisée en ajoutant a 400 mg de racines broyées,
6 mL de tampon d’extraction (100 mM Tris-EDTA pH 8, 100 mM NaCl, 2 % SDS). Cette solution de lyse
est incubée pendant 1h a 70°C. Apres centrifugation, le surnageant est récupéré et les protéines solubles
sont précipitées grace a I'ajout de 0,1 volume d’acétate de potassium (3 M, pH 5.5). Les acides nucléiques
sont ensuite purifiés en utilisant le kit Turbo Kit Geneclean® (MPBio™) selon les recommandations du

fabricant.

Pour les racines de plantes non-ligneuses, ’ADN est extrait avec le kit DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen™)
selon les recommandations du fabricant. La qualité et la quantité des ADN extraits de ’ensemble des

échantillons ont été évaluées au NanoDrop™ 2000 (ThermoFischer™).

Amplification de I'ADN ribosomique :

Parmi PADN total extrait de chaque échantillon, il est possible d’amplifier des marqueurs moléculaires
spécifiques des Glomeromyeota (cf. Introduction sur les champignons mycorhiziens a arbuscules). Comme la
proportion de PADN des Glomeromyeota est plus faible par rapport aux autres ADN appartenant a la plante
et aux autres microorganismes, une PCR nichée est effectuée de manicre a cibler dans un premier temps la
LSU de tous les eucaryotes. Pour cela, les amorces LR1 (GCATATCAATAAGCGGAGGA) et NDL22
(TGGTCCGTGTTTCAAGACG) (Van Tuinen et al. 1998) sont utilisées pour la PCR n°1. Dans un volume
de réaction de 20 plL, 50 ng ’ADN sont utilisés comme matrice et additionnés de 3 U de Taq polymerase
(MPBio), 200 uM de ANTP et 0,25 uM de chacune des deux amorces.
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Le programme de la PCR n°1 est le suivant :

Etape Température Durée Répétition
1 Dénaturation initiale 95°C 300 sec 1
2 Dénaturation 95°C 30 sec
3 Hybridation 58°C 30 sec 30 cycles
4 Elongation 72°C 30 sec
5 Elongation finale 72°C 300 sec 1

Pour amplifier spécifiquement la LSU des CMA, nous avons utilisé les amorces FLR3
(TTGAAAGGGAAACGATTGA AG) et FLR4 (TACGTCAGCATCCTTAACGAA) dessinées par le
laboratoire (Gollotte et al. 2004). Ces amorces sont rallongées avec une étiquette Illumina spécifique a la
société de séquencage destinataire des échantillons. Les ADN de la PCR n°1 sont dilués au 1/100¢ et 5 ul.
est ajouté dans un volume de réaction de 55 pL.. Au mélange réactionnel est ajouté 200 uM de dNTP et 10

puM de chacune des deux amorces.

Le programme de la PCR n°2 est le suivant :

Etape Température Durée Répétition
1 Dénaturation initiale 98°C 30 sec 1
2 Dénaturation 98°C 10 sec
3 Hybridation 60°C 20 sec 28 cycles
4 Elongation 72°C 20 sec
5 Elongation finale 72°C 300 sec 1

Suite a Pamplification des séquences des CMA, les amplicons sont envoyés dans deux sociétés spécialisées
dans le séquencage avec la technologie Illumina : Microsynth (Suisse) ou le Center for Genome Research &

Biocomputing (CGRB, Etats-Unis).

Analyses bio-informatiques des données Ulumina :

A partir des fichiers de séquencage, les données subissent un traitement bio-informatique permettant d’une
part de nettoyer les séquences non-désirées et d’effectuer un regroupement en unités taxonomiques
opérationnelles (OTU, Operationnal Taxonomic Unit) qui représentent des especes différentes. Ce
traitement est effectué grice au pipeline FROGS (Escudié et al. 2018) présent sur le serveur Galaxy
(https://galaxy.migale.inra.fr, Figure 14). La premicére étape de ce traitement consiste a combiner les deux
lectures de séquencage faites dans les sens 5-3’ et 3’-5°, couramment appelées « readl » (R1) et « read2 »
(R2), en utilisant 'algorithme Flash. La deuxieme étape de ce pipeline consiste a effectuer un regroupement
en OTU avec l'algorithme SWARM et une distance d’agrégation de 5. Cependant, tous les OTU formés ne
correspondent pas a des séquences véritables et des chimeres peuvent étre présentes dans les échantillons.
Ces chimeres sont des séquences artefacts qui apparaissent au cours des réactions de PCR, et se présentent

sous la forme de séquences généralement trop courtes ou trop longues. Enfin, un filtre est appliqué
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permettant de sélectionner uniquement les OTU présents dans au moins deux échantillons et obtenir une

table d’abondance globale pour tous les échantillons.

Regroupement en cluster

NGS

(Ilumina MiSeq®) Algorithme SWARM

(distance d’aggrégation d=5)
Demultiplexage

/ Pré-traitement des données 0 Affiliation taxonomique des clusters

—>

NCBI, Maarjam

Fusion des séquences R1 et R2 Suppression des
séquences chimeéres

Standardisation de la longueur
des séquences -

[ Table d’abondance ]

Rognage des séquences trop longues

Filtrage des données

Suppression des erreurs et des Clusters présents dans plus
bases ambigués de 2 échantillons

¥ %

Abondance de chaque cluster > 5.10°

Figure 14 : Pipeline bio-informatique permettant le traitement des données issues du séquencage (Escudié et al. 2018).

Analyse des activités engymatiques du sol :

Dans le but d’évaluer 'effet du couvert végétal sur le fonctionnement biologique des sols, plusieurs activités
enzymatiques ont été mesurées sur des échantillons de sols. Dans chaque condition et apres avoir prélevé
les plantes de couvert, le sol rhizosphérique a été prélevé et maintenu a 4°C dans des glacieres. De retour
au laboratoire, le sol a été tamisé a 4 mm puis « aliquoté ». Ces échantillons ont été maintenus avant et apres
le tamisage dans des sacs hermétiques placés a 4°C. Les échantillons de sols ont été envoyé a Séverine Piutti
du Laboratoire Agronomie et Environnement (Université de Lorraine) afin de réaliser les analyses (Philippot
et al. 2002; Gaba et al. 2020). Au total dix activités enzymatiques ont été mesurées permettant d’évaluer le
fonctonnement des cycles de I'azote, du catbone, du phosphote et du soufre (Tableau 2) (Makoi and

Ndakidemi 2008; Floch et al. 2011; Zhang et al. 2017)
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Tableau 2 : Activités enzymatiques mesurées dans le chapitre 3

Activité enzymatiques mesurée Méthode | Cycle bio-géochimique
Arylamidase ARL Colorimétrie | azote
Arylsulfatase ARS Fluorimétrie | soufre
Leucine amino-peptidase LAP Fluorimétrie | azote
N-acetylglucosaminidase NAG Fluorimétrie | carbone
Phosphatase acide PAC Fluorimétrie | phosphore
Phosphatase alcaline PAL Fluorimétrie | phosphore
Protéase PRO Colorimétrie | azote et carbone
Uréase URE Colorimétrie | azote
Xylosidase XYL Fluorimétrie | carbone
B-glucosidase GLU Fluorimétrie | carbone

Analyse statistique :
L’ensemble des données obtenues est traité sur le logiciel R (R Core team). Pour les analyses des tables

d’abondance, le package « vegan » a été utilisé.
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Chapitre 1 - Impact du génotype de la vigne sur la diversité et la structure

des communautés de CMA : étude du cas d’un conservatoire régional

I) Introduction

a) La variabilité génétique des plantes cultivées

La variabilité ou la diversité génétique est une composante de la biodiversité qui, comme le rappelle Fu en
2015, est parfois mal définie. La diversité génétique se caractérise par la variabilité des genes, des alléles ou
du génome, chez des individus au sein d’une population, d’une espece ou d’un écosysteme. Vellend and
Geber, en 2005, indiquent également que cette diversité génétique est controlée par différents mécanismes :

- Mutation/spéciation : création de nouveaux alleles/especes.

- Dérive : changements aléatoires dans les fréquences relatives des alleles/especes.

- Migration : mouvements d'alleles/espéces entre les populations/communautés.

- Sélection : processus qui favorise certains alléles/especes par rapport a d'autres.

Dans le cas des plantes cultivées, les mécanismes de sélection que "'Homme a appliqué au cours des années
ont permis Papparition de traits fonctionnels spécifiques. Ainsi, ’Homme a sélectionné des espéces
végétales pertinentes, tout d’abord vis-a-vis de son alimentation avec des rendements élevées, avec des traits
de qualité organoleptiques (e.g. taux de suctes, concentration en acides organiques, ratio suctre/acide) ou
nutritionnels (e.g. microéléments, vitamines, acides aminés essentiels) intéressants. C’est notamment au cours
de la sédentarisation des populations et du développement de I’Agriculture, que 'Homme a sélectionné des
traits de croissance des plantes comme par exemple, une production et une capacité de germination élevée
des graines permettant une meilleure levée des semis. Au fur et a mesure, et encore aujourd’hui, dans un
contexte de changements climatiques, d’autres traits sont sélectionnés pour faire face aux différents stress
biotiques et abiotiques que les cultures peuvent rencontrer. Ce processus a permis d’aboutir a la création de
plusieurs centaines, voire plusieurs milliers, de génotypes en fonction des especes cultivées. Ces génotypes
sont désignés par le terme « cultivar » qui est ’assemblage des deux mots anglais « cultivated » et « variety ».
La sélection forte de certaines especes cultivées, loptimisation des variétés et ’évolution des consommations
a pour conséquence une uniformisation des cultures et la réduction de la diversité génétique réellement
cultivée. Or des recherches détaillées ont montré qu’une plus grande diversité génétique, cultivée dans un
espace donné, conduit a une augmentation des niveaux de productivité des plantes (Tilman et al. 1997,
Hoisington et al. 1999; Carvalheiro et al. 2011; Twerski et al. 2021). Comme indiqué précédemment, la
diversité génétique peut s’exprimer a différents niveaux et peut donc aboutir a une augmentation des traits
fonctionnels présents dans I’écosysteme (Hajjar et al. 2008). Cette augmentation de la diversité fonctionnelle
permet ainsila fourniture de services écosystémiques complémentaires et le maintien d’un écosystéme stable

(Dwivedi et al. 2016)
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Aussi, il est important de considérer les différents niveaux de diversité dans les systémes de production, la
diversité interspécifique, c’est-a-dire le nombre d’especes présentes, et la diversité intraspécifique, c’est-a-
dire la variabilité au sein d’'une méme espece (Bommarco et al. 2013). La culture commune de cultivars
différents, anciens et/ou plus fortement sélectionnés permet notamment de réduire la pression de certaines
maladies comme le montre Mundt (2002). La méta-analyse menée par Reiss & Drinkwater a par ailleurs
montré 'impact positif de la diversité intraspécifique dans la stabilité du rendement notamment lorsque les
conditions deviennent stressantes (Reiss and Drinkwater 2018 et références a l'intérieur). La diversité
génétique intraspécifique joue également un réle dans les relations plantes-microorganismes, mutualistes ou
antagonistes et donc les services écosystémiques rendus par ces derniers. Face a I'uniformisation des terres
cultivées, apporter de la diversité dans ces agroécosystemes est une approche future pour dynamiser les

services écosystémiques.

b) La variabilit¢ génétique des plantes dans le cadre des interactions plantes-

microorganismes

La variabilité intraspécifique est un des facteurs déterminant des communautés microbiennes de la plante,
et cela quel que soit le compartiment étudié. Par le biais de différentes méthodes, plusieurs études ont
montré que la composition des communautés bactériennes et fongiques présentes au niveau de la

phyllosphere ou bien de la thizosphere était impactée par le génotype de la plante (T'ableau 3).

Tableau 3 : Quelques exemples issus de la littérature rapportant un effet de la diversité des cultivars sur les

communautés de bactéries ou de champignons présents dans les différents compartiments des plantes.

Références | Espéces étudiées Compartiment Effets observés
Modification des communautés bactériennes dans les
Van - .
Overbeek Sol i Sol différents compartiments.
t S
verbee v SOOI S0l rhizosphérique | La lignée DLI2 qui exprime le lyzozyme T4 (biocide)
and Van | L. (4 cultivars) . . - , >
Endospheére (tiges) | modifie peu les communautés bactériennes
Elsas 2008
endophytes.
Aira et al | Zea s 2 Sol thizosphérique P%s bd’effet du génoicype sur 1’gbondance des
2010 hybrides) principaux groupes bactériens et fongiques
Différence de  structure des communautés
. . bactériennes de la rhizosphere et a lintérieur des
. Sol rhizosphérique .
Zancarini et Medicao s Endosphére racines.
al. 2013 €0 5p- (raci P Les communautés de la  rhizosphere sont
racin
acines) principalement constituées des groupes Acidobacteria et
Proteobacteria.
Infl du fond généd O. indi O. japoni
Sasaki et al. | Opza  sp. (16 | Phyllosphére nfluence du fond géné que (O. in zm,ou {a{bonm)
) ’ R et des croisements sur les communautés bactériennes
2013 cultivars) Rhizosphere , . .
présentes dans les racines et les feuilles.
Les indices de Shannon et les abondances des groupes
Hunter et al. . . . " s .
2015 Lactuca sp. Phyllosphére fongiques identifiés sont différents entre les cultivars
de laitues.
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. . Sol thizosphérique | Abondance et composition des communautés de
Poli et al. | Solanum lcopersicum . . . e
- Endosphere champignons cultivables  différentes entre les
2016 L. (2 cultivars) . , 1
(racines) génotypes étudiés.
Composition des communautés différentes entre les
Sol rhizosphérique | quatre compartiments.
Br t al. Endosphér Effet significatif du génotype sur la diversité associée
own ¢ Medicago truncatula o bosp ere & u.g. pe su v
2020 (racines, nodules, | aux endophytes racinaires.
feuilles) Effet significatif du sol sur la diversité issue de la
rhizosphére.
, Populations L . .
Hernindez- La majorité des espéces bactériennes sont communes
) sauvages de . . . : )
Teran et al . . Rhizosphere entre les génotypes mais 'assemblage des
Gossypinm  hirsutum . e
2020 L communautés est différent.
. Composition des communautés différentes entre les
Koczorski et S Sol J i .
X SP. eux compartiments.
al. 2021) e sp Rhizosphére compart N
Familles spécifiques de la rhizosphere

Les processus de sélection variétale ont permis de sélectionner des génotypes permettant un controle de
certaines interactions plantes-microorganismes. Ceux-ci ont été essentiellement centré sur les variétés
résistantes aux pathogeénes et aux parasites. La variabilité génétique et les processus de sélection appliqués
aux plantes cultivées ont souvent mis de cOté les interactions bénéfiques entre les plantes et les
microorganismes du sol. Parmi eux, les CMA sont des organismes qui établissent une symbiose mutualiste
chez la grande majorité des especes végétales. Ils sont particulierement reconnus pour les services
écosystémiques qu’ils rendent sur le sol mais également pour les plantes (cf. Introduction générale sur la
mycorhize a arbuscules). Tandis que plusieurs études ont montré I'influence des communautés végétales et
de leur diversité sur 'abondance des CMA dans différents écosystemes, peu se sont intéressées a effet de

la variabilité génétique des plantes sur la SMA.

La variabilité intraspécifique des plantes est un facteur qui peut influencer la réponse globale des plantes et
les bénéfices apportés par la SMA, notamment vis-a-vis de la croissance des plantes et des échanges de
nutriments entre les deux partenaires (Kaeppler et al. 2000; Lehnert et al. 2018). Méme si les études se sont
souvent restreintes a des plantes annuelles, a quelques cultivars et quelques especes de CMA, certaines études
ont montré des différences dans la réponse a la SMA en fonction des génotypes étudiés (Linderman and
Davis 2004; Ortas and Akpinar 2011; Taylor et al. 2015). Ces observations peuvent s’expliquer par des fonds
génétiques différents qui se traduisent physiologiquement par des besoins en nutriments ou un afflux de
carbone modifié. Cet échange, entre les deux partenaires est essentiel a la mise en place de la symbiose et
différentes stratégies d’échange peuvent se mettre en place. La mycorhization modifie notamment les
relations source-puits au sein de la plante et les flux de carbone sont alors fortement redirigés des feuilles
vers les racines et le sol ou il sera transféré au CMA (Konvalinkova et al. 2017). La stratégie de fourniture
en nutriments par le partenaire fongique est également a prendre en compte dans la mise en place de la

symbiose.
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Outre la réponse globale de la plante, la diversité intraspécifique influence dés le départ la colonisation des
racines parles CMA. L’observation de la colonisation racinaire et ’'abondance des structures fongiques dans
les racines, sans distinction d’espece, est un outil qui a été longuement utilisé pour évaluer la capacité d’une
plante a établir cette symbiose. 1l ne fait aucun doute maintenant que la variabilité génétique entre les especes
et au sein d’'une méme espéce aboutit a une différence de colonisation racinaire par les CMA. Déja en 1985,
Krishna et al. avaient pu mettre en évidence que la colonisation des racines variaient en fonction des
différents génotypes de millet étudiés (Krishna et al. 1985). Par la suite, Estaun et al. (1987) ont nuancé
lobservation précédente en ajoutant que chez le pois, I'identité du CMA était également un facteur de
variation du taux de colonisation racinaire. Ces résultats suggérant déja a cette époque que les différentes
souches de CMA connues pouvaient établir une symbiose plus ou moins spécifique en fonction des especes
mais également en fonction des génotypes (Estatn et al. 1987). Encore aujourd’hui, les études sur différents
cultivars montrent I'effet de la variabilité intraspécifique sur la colonisation racinaire (Wilson and Hartnett
1998; Kumar et al. 2015; Mikiciuk et al. 2018).Avec la mise en place de critéres d’identification visuelle des
spores, il a été possible de montrer que la présence et 'abondance des spores de CMA présents dans la
rhizosphére étaient différentes selon les cultivars (Aguilera et al. 2014). En paralléle de ces méthodes
d’observation visuelle qui présentent certaines imprécisions, de nombreuses recherches ont été menées pour
identifier grice a la biologie moléculaire, les différentes especes de CMA qui colonisent le sol et les racines
des plantes. Plusieurs marqueurs d’identification génétique sont encore aujourd’hui discutés (Van Tuinen et
al. 1998; Kriiger et al. 2012; Redecker et al. 2013). Tandis quil a pu étre montré une variabilité de
communauté au sein du genre Medicago (Pivato et al. 2007), aucune étude ne s’est attachée a comparer les

communautés de CMA associées a différents cultivars.

L’effet de la diversité génétique intraspécifique est bien rapporté par rapport aux études sur les
communautés bactériennes et fongiques en interaction avec les plantes. Les études portant sur les
communautés de CMA sont quant a elles trés rares mis a part un effet sur la colonisation racinaire. De plus,
Peffet du génotype sur la SMA s’est exclusivement intéressé aux cultures annuelles, essentiellement les
plantes les plus cultivées a travers le monde et les plantes pérennes comme la vigne qui a une variabilité

génétique trés importante est peu étudiée.
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c) Variabilit¢ génétique de la vigne: impact du greffage sur les communautés de

microorganismes associées

La vigne est une culture pérenne qui est installée sur une parcelle pour plusieurs dizaines d’années
et qui présente différentes particularités en lien avec la variabilité génétique des cultivars sélectionnés.
Lorsque l'on regarde différents vignobles, ce qui retient notre attention c’est la grande diversité
phénotypique de la vigne due notamment a la sélection des cépages. L’étude et I'identification de cette
diversité chez la vigne a par ailleurs fait objet d’un traité au début du XXe¢ siecle qui a été la base d’une
discipline associée a la botanique et encore aujourd’hui étudiée et enseignée : 'ampélographie (Viala and
Vermorel 1905). Plusieurs criteres ont permis de sélectionner ces cépages dont la finalité de production des
raisins a déterminé différentes caractéristiques organoleptiques mais aussi des traits de débourrement, de

croissance et de maturité de la vigne (cf. introduction générale).

La variabilité génétique des cépages est renforcée par l'utilisation du greffage comme méthode de
propagation (Goldschmidt 2014). Le greffage est une méthode ancienne de reproduction végétative en
associant deux parties de plantes, généralement une partie « haute » le greffon qui va, lui, développer des
parties aériennes et une partie « basse », et le porte-greffe qui va développer le systéme racinaire de la plante.
La sélection des porte-greffes permet notamment d’apporter des fonctions intéressantes que l'on ne
retrouve pas chez le porte-greffe comme une tolérance aux conditions pédoclimatiques, a la présence de

pathogenes ou de réguler la croissance et la maturité du greffon (Figure 15).
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A) Domestication du greffon B )

sélection greffe

Facilité de la multiplication Résistance aux stress Résistance aux stress abiotiques
biotiques (sécheresse, conditions pédoclimatiques)
D)
. . .
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Amélioration de la qualité Résistance aux stress Résistance au froid
(sucres, acidité, arémes, couleur ...) biotiques

Figure 15 : Processus de sélections des porte-greffes chez les plantes pérennes. A) Sélection a partir d’'une diversité
génétique naturelle pour B) leur capacité a se greffer, C) les traits phénotypiques développés par le porte-greffe, D)

les traits phénotypiques induits chez le greffon (modifié¢ a partir de Warschefsky et al. 2016).

Chez la vigne, cette étape de greffage fut la solution adoptée par les viticulteurs européens dans la lutte
contre le phylloxéra radicicole au XXe¢ siecle. Comme pour la sélection des autres plantes cultivées et les
cépages, les porte-greffes ont eux aussi connu une sélection importante, afin d’établir la meilleure association
cépage-porte-greffe et d’obtenir une croissance optimale. Le porte-greffe et le cépage établissent une relation
intime et s’influencent 'un et 'autre. Le greffon, grace aux échanges de nutriments, d’eau et des signaux
hormonaux influence la croissance du porte-greffe (Tandonnet et al. 2009). Du c6té du porte-greffe, les
études sur le greffage de la vigne ont notamment mis en évidence un role important dans la croissance, la
nutrition du greffon (Lecourt et al. 2015), la maturation des grappes (Corso et al. 2016), le rendement et la

composition métabolique des baies (Zombardo et al. 2020a, b). Le fond génétique du porte-greffe joue
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également dans la résistance de la plante entiére aux stress biotiques et abiotiques (Tramontini et al. 2013;
Chitarra et al. 2017).

La diversité génétique du cépage et du porte-greffe sont deux facteurs qui déterminent les interactions entre
la vigne et les microorganismes de la phyllosphére ou de la rhizosphére. Différentes études ont ainsi montré
un effet des fonds génétiques de la vigne sur 'organisation des microbiotes de la vigne (Bettenfeld et al.
2021). Récemment, il a été montré que la composition du microbiote de la rhizosphére variait en fonction
des génotypes de porte-greffes (Berlanas et al. 2019). Cette étude a ensuite été confirmée en étudiant les
communautés bactériennes et fongiques de la rhizosphére. En comparant des fonds génétiques différents,
il a pu étre montré un effet significatif de Iidentité du porte-greffe sur les communautés de la rhizosphére
(Dries et al. 2021). Dans le méme temps, un effet di au cépage a pu étre observé (Vink et al. 2021). Bien
que les CMA n’ont pas été étudiés, ces recherches nous laissent penser que ces symbiontes peuvent eux-

aussi étre influencés par le génotype.

IT) Objectifs abordés dans le chapitre

Le greffage est une étape primordiale en viticulture vis-a-vis du risque phylloxérique. Ainsi, au moins deux
fonds génétiques différents sont associés sur une parcelle pour permettre la culture de la vigne moderne.
Les éléments détaillés précédemment, nous permettent d’émettre hypothese selon laquelle les traits
fonctionnels des différents génotypes de la vigne, tant du coté du cépage que du porte-greffe, permettent la
sélection des communautés microbiennes avec lesquelles la vigne interagit. De plus, les différents niveaux
de diversité génétique de la vigne nous interrogent quant a leur impact sur les communautés fongiques
associées aux vignes cultivés. Aucune étude n’a comparé les communautés de CMA présentes au niveau des
racines, en fonction des porte-greffes et des différentes associations cépage/porte-greffe. Ce chapitre vise
donc a étudier I'impact du génotype de la vigne sur la structure des communautés de CMA associées aux

racines.

III) Description du site d’essai

Site excpérimental :

Pour étudier la structure des communautés de CMA parmi différents porte-greffes de vigne, mais aussi
évaluer Peffet du cépage sur la communauté associée aux racines du porte-greffe, nous avons contacté
I’Association Technique Viticole de Bourgogne (ATVB) et le Groupement d'Etude et de Suivi des Terroirs
(GEST). Cette dernicre association, regroupe plus d’une centaine de viticulteurs bourguignons, et cherche
a comprendre et préserver les spécificités des terroirs de la région dans le contexte général d’une viticulture

en pleine transformation. Les thématiques abordées par le GEST sont notamment celle du matériel végétal
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(cépages et porte-greffes) et de leur adaptation aux évolutions climatiques, les systemes de taille respectueux
de la vigne, les pratiques culturales permettant la réduction des intrants et l'intégration de la biodiversité
dans le vignoble.

Soutenu par de nombreux partenaires régionaux et nationaux, le GEST a décidé la mise en place d’un
conservatoire de porte-greffes et de cépages, dont la plantation s’est étalée sur la période 2016-2018. Ce
conservatoire est implanté sur une parcelle du Mont Battois (Beaune, France) (Figure 16). Ce site regroupe
une collection de porte-greffes parmi les plus couramment utilisés en France (Tableau 4), ainsi qu’une
collection de cépages (Tableau 5). Au sein de cette collection, quatre ilots ont été séparés en fonction des
croisements ayant permis ’'obtention de chaque cépage. Ainsi, I'llot 1 regroupe les cépages issus du Pinot
Noir et du Gamay Noir ; I'llot 2, les cépages issus du Gouais Blanc et du Tressot Noir ; Iilot 3, les cépages
cultivés en Bourgogne mais ayant une origine extérieure a la région ou issus de croisement avec des cépages
bourguignons. Enfin, I'llot 4 se compose de quelques cépages hybrides qui ont été cultivés ponctuellement
en Bourgogne (Tableau 5). Pour chacun des cultivars présents, huit individus ont été plantés sur la parcelle.
Pour limiter 'impact éventuel du phylloxéra et la perte de la collection, un greffage sur des porte-greffes
d’origine américaine a été réalisé pour chacun des cépages. Compte tenu de leur résistance naturelle a ce

parasite, les porte-greffes ont été plantés en « francs de pied ».

5 métres

Figute16 : Plan du
conservatoite du GEST. La
collection de cépages est
divisée en quatre ilots. Les
losanges orange représentent
les points d’échantillonnage

du sol.

Tableau 4 : Porte-greffes présents sur le Conservatoire du Mont Battois.

Vitis riparia 41 B Millardet et de Gravesac 161-49 Couderc
(Riparia) Grasset (41B) (161-49C)

Vitis rupestris 3309 Couderc Selection Oppenheim 4 34 Ecole de Montpellier Ripatia
(Rupesttis) (3309C) (SO4) (34EM) Gloire de

Fercal 110 Richter 420 A Millardet et de 1103 Paulsen Montpellier

(110R) Grasset (420A) (1103P) RGM)

Kober 5 BB 101-14 Millardet et de Rességuier Sélection .

(5BB) Grasset (101-14) Birolleau 1 (RSB1) Teleki 5C (5C)
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Tableau 5 : Cépages présents sur le Conservatoire du Mont Battois. En vert sont indiqué les cépages greftés sur le
porte-greffe Teleki 5C ; en rouge, les cépages greffés sur le porte-greffe SO4 ; en bleu, les cépages greffés sur le porte-
greffe Fercal ; en noir, les cépages dont le porte-greffe doit étre déterminé. Les plants qui sont absents et/ou n’ont pas

été prélevés sont mentionnés par *.

Ilot 1 Ilot 2

Noirien

Noirien x Gouais

Gouais

Tressot (Pinot x Gamay)

Pinot Noir et mutations

Gamay Noir et mutations

Gouais Blanc et

Tressot Noir et

descendants descendants
Cesar Gamay gris Melon Petit Meslier
Meunier Gamay de Bouze Auxerrois Meslier Saint-Francois
Pinot noir Mourot Gamay Fréaux Sacy Peurion
Pinot noir précoce Gamay de Chaudenay Chardonnay muscaté Arbane
Pinot blanc * Gamay Castille Chardonnay rose Troyen

Pinot gris Gamay précoce Chardonnay blanc Plant vert

Pinot noir Gamay noir Aligoté Tressot noir *
Goualis
Ilot 3 Ilot 4
Croisements entre
Cépages hors Bourgogne | cépages bourguignons et Hybrides
cépages d'autres régions
Sauvignonasse Enfariné noir Ravat 6 *
Corbeau Gewlirztraminer Maréchal Foch *

Trousseau Savagnin rose Oberlin noir *

Gascon Savagnin blanc
Sauvignon gris Joubertin
Sauvignon blanc * Geuche noir

Cot Chasselas doré

Echantillonnage et identification des communantés de CMA :

Pour répondre a notre objectif, nous avons réalisé plusieurs préléevements sur le conservatoire en suivant
une méthode développée au laboratoire (Drain et al. 2019). Tout d’abord, neufs prélevements de sol ont été
réalisés au niveau des collections pour mesurer les propriétés physico-chimiques du sol et identifier les
especes de CMA présentes pouvant potentiellement interagir avec les racines. Le sol prélevé entre 5 et 25
cm a été tamisé 2 4 mm de manicre a éliminer un maximum de fragments de roches et de résidus de végétaux.
Une partie des échantillons de sol a été envoyés au laboratoire CESAR (Ceyzeriat, France) pour réaliser les
mesures des propriétés physico-chimiques tandis qu’une seconde partie a été conservée pour identifier les

communautés de CMA présentes dans le sol du conservatoire.

Concernant les prélevements de racines, trois échantillons par génotype ont été prélevés. En tenant compte
du fait que le conservatoire soit toujours en phase de développement, certains cépages n’ont pas fait 'objet
de prélevements (indiqués par * dans la Tableau 5). Au total, 17 porte-greffes et 40 cépages ont été prélevés

pour un total de 171 échantillons. Une fois au laboratoire, 'ensemble des racines a été soigneusement lavé
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a 'eau du robinet pour éliminer les résidus de sol avant d’étre congelé, lyophilisé puis broyé. Suite a
I’échantillonnage et au conditionnement des échantillons, PADN total a été extrait de chacun d’entre eux
selon les protocoles indiqués dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». L’identification des communautés
de CMA présents dans les échantillons de sol et de racines a été basée sur la diversité des séquences d’un
marqueur moléculaire de la grande sous-unité de PADNr (domaine variable D2) et suit la méthode

développée et publiée par le laboratoire (Drain et al. 2019).

Iv) Résultats

a) Analyse des paramétres physico-chimiques du sol

Les analyses de sol révelent une terre argileuse ou argile-limono-sableuse, stable. Le pH du sol est
alcalin, légerement supérieur a 8, ce qui peut étre expliqué par la présence importante de calcaire actif. Le
risque de chlorose est estimé faible par la présence importante de matiére organique et d’éléments nutritifs
comme le potassium, le calcium, le magnésium. En revanche, la quantité d’azote est trés limitée de méme
que le rapport C/N est faible. Enfin, il est important de noter que la quantité de phosphate est fortement
inférieure a la valeur de 0,030 g/kg qui détermine un niveau faible de phosphate dans un sol. L’analyse de
Iensemble des mesures ne révele aucune différence significative entre les échantillons prélevés dans la
collection des porte-greffes et des cépages. Le site du conservatoire présente une forte homogénéité des

parameétres physico-chimique du sol (Tableau 6).

Tableau 6 : Parametres physico-chimiques mesurés sur la parcelle conservatoire. Un test de Student a été réalisé pour

évaluer les différences significatives entre les échantillons.

Mesures A (n=3) B (n=3) C (n=3) |Significativité
Argiles (g/kg) 436,3 £ 66,6 | 355,71+ 13,8 | 381,7 £43,6 n.s
Limons fins (g/kg) 2850+t 182 | 3550+ 71,0 | 307,7 £ 30,1 n.s
Limons grossiers (g/kg) 1193 £ 83 1290 £ 6,9 1237 £ 11,7 n.s
Sables fins (g/kg) 59,3 + 28,1 67,0 £ 40,0 81,7275 n.s
Sables grossiers (g/kg) 100,3 + 19,1 933+ 455 105,7 = 35,9 n.s
pH eau 81100 8210,1 82100 n.s
pH KCl 7,410,1 7,410,1 7,510,0 n.s
Matiére otganique (g/kg) 33446 293+ 63 30,4 £ 45 ns
Catbone (g/kg) 194 £ 27 17,0 £ 3,7 17,7 £ 26 n.s
Azote total Dumas (g/kg) 22104 19+03 2,0%0,3 n.s
Carbone/Azote (C/N) 8,7+ 0,6 9,3+ 0,6 9,0+1,0 n.s
Calcaire total (g/kg) 302,0 £ 84,6 | 362,7+141,4 | 403,7 + 85,6 n.s
Calcaire acdf (g/kg) 96,7 £ 36,4 1125+ 479 | 1308 £ 153 n.s
Fer oxalique (mg/kg) 25121760 | 2175+540 | 1958 £ 26,6 n.s
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Capacité d'échange cationique |55 1 299 | 1738+ 407 | 1644 + 214 ns
Metson (méq/kg) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Calcium (g/kg) 12,7+ 0,8 11,9104 122109 n.s
Potassium (g/kg) 0,6 £0,1 0,6 £0,1 0,6 £0,1 n.s
Magnésium (g/kg) 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 n.s
Phosphote Olsen (g/kg) 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 n.s
Cuivte EDTA (mg/kg) 85184 99158 18,7+ 9,1 n.s

b) Qualité de Pamplification et identification taxonomique des OTU

Les données de séquengage brutes ont subi un traitement bio-informatique avec le pipeline FROGS

permettant de regrouper les séquences en OTU et d’obtenir une table d’abondance de chaque OTU par
échantillon. Suite a ce traitement bioinformatique, il est important de déterminer la qualité des échantillons
et du séquencage pour limiter les biais lors de I'interprétation des résultats. Dans notre jeu de données, nous
avons récupéré apres la formation des clusters 3 823 807 séquences et 26 820 OTU. Apres I'application des
filtres, 247 OTU (0,91%) ont été gardées correspondant a 3 754 537 séquences représentant 98,19% du total
des séquences amplifiées. Pour avoir une estimation précise de la diversité au sein d’un échantillon et limiter
la perte d’information, nous avons fixé a 5 000 le nombre minimum de séquences par échantillon. Dans
notre jeu de données, nous avons en moyenne 21 093 séquences par échantillon ce qui confirme la qualité
de notre séquencage. A partir des séquences OTU, une identification taxonomique a été réalisée grace a
lalignement de ces séquences avec les bases de données du NCBI et de Maagjam
(http://maarjam.botany.ut.ee) (Opik et al. 2010). L’affiliation taxonomique montre que 28 OTU sur 247 ne
correspondent pas a des séquences LSU de CMA. Ces séquences correspondent en réalité a des séquences
LSU du phylum des Ascomycota comme par exemple Thelonectria sp., Dactylonectria sp., Fusarium sp.. Comme
il est rapporté dans la littérature, il est courant d’amplifier des séquences LSU d’autres phylum de
champignons (Sanchez-Castro et al. 2017). En moyenne, ces OTU représentent 1% des séquences et ces
abondances sont retirées pour I'analyse.
A partir des tables OTU correspondant a des CMA, 27 espéces ou groupes taxonomiques ont été identifiés
avec un pourcentage d’identité allant de 83% a 100%. Les espceces identifiées sont issues de quatre familles :
Ambisporaceae (1 OTU ; 0,02%), Claroideoglomeraceae (16 OTU ; 3,00%), Glomeraceae (197 OTU ; 96,88%) et
Paraglomeraceae (3 OTU ; 0,10%) (Figure 17). La quasi-totalité des séquences font partie de la famille des
Glomeraceae abondamment représentée par les genres Rhiggphagus et Glomus qui cumulent respectivement
43,78% (78 OTU) et 38,69% (64 OTU) des séquences. Les gentes Septoglomus (21 OTU ; 8,25%), Kamienskia
(11 OTU ; 2,74%), Sclerocystis (9 OTU ; 1,93%%*), Dominikia (8§ OTU ; 1,10%), Funneliformis 3 OTU ; 0,23%),
Halonatospora (3 OTU ; 0,17%), complétent les membres des Glomeraceae détectés (Figure 17).
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Figure 17 : Répartition des séquences de CMA (exprimée en pourcentage) détectées dans 'ensemble des échantillons

en fonction des familles (anneau intérieur) et des genres (anneau extérieur).

c) Effet du génotype du porte-greffe sur les communautés de CMA associées aux racines

L’analyse de la structure des communautés révele une trés forte domination du genre Glomus sp.1
et R. érregularis dans les racines des porte-greffes (Figure 18). Trois scénarii sont alors observables : (i) par
exemple chez le porte-greffe 177is riparia ou les abondances relatives de Glomus sp.1 et R. irregularis sont
similaires, avec 40,76% et 46,26% respectivement ; (ii) chez les porte-greffes SO4 ou 5BB, c’est R. zrregularis
qui est trés majoritaire et représente respectivement 77,94% et 86,51% de I'abondance totale ; (iii) dans les
échantillons des porte-greffes 420A et 161-49C, Glommus sp.1 est dominant avec 65,45% des séquences par
rapport a R. irregularis qui regroupent 54,58% des séquences. En paralléle de ces especes trés dominantes,
Pespece Sclerocystis sinuosa et le genre Septoglomus sont les plus abondants (Figure 18). En plus de ces scenarii,
certaines différences marquées peuvent étre observées pour certains porte-greffes, comme par exemple le
1103P dont 10,8% des séquences correspondent a 'espéce S. simnosa alors quil représente 2,82% des
séquences en moyenne chez les porte-greffes et moins de 0,001% chez le Kober 5BB. De la méme maniére,
on retrouve plus le genre Seproglomus dans les porte-greffes 161-49C (15,04%) et 420A (11,09%) tandis qu’en

moyenne, il représente environ 4% des séquences. On peut également noter la présence exclusive de 'espece
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Halonatospora pansihalos dans le porte-greffe 1103P et I'absence totale de Rhizophagus invermaium des porte-

greffes (Figure 18).
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Figure 18 : Abondance relative des especes de CMA détectées dans les échantillons racinaires des porte-greffes de la
collection. Pour chaque identifiant, la moyenne des abondances de trois réplicas biologiques a été utilisée pour réaliser

I’histogramme. Les espéces qui n’ont pas pu étre identifiées sont indiquées par « sp. ».

Malgré ces différences dans les abondances des especes de CMA dans les racines des porte-greffes, le calcul
des indices de diversité pour chaque échantillon montre un effet subtil du porte-greffe sur I'indice de
diversité de Shannon. Dans nos analyses, le porte-greffe Fercal présente la diversité la plus élevée tandis que
le 41B et le 101-14 sont significativement plus faibles (Figure 19).

L’analyse de la diversité beta permettant de comparer les communautés entre elles, nous indique cependant
un effet plus net de l'identité du porte-greffe sur les communautés de CMA dans les racines (T'ableau 7).
Les porte-greffes sont issus de croisements entre les trois principales vignes d’origine américaine que sont
V. viparia, V. rupestris et 1. berlandieri. Nous avons donc cherché a savoir si 'identité des parents pouvaient
influencer la communauté de CMA dans les racines de la descendance. Ici, 'analyse de la dissimilarité des
échantillons nous indique un effet faible ou absent du croisement sur les communautés de CMA (Figure

20, Tableau 7).
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Figure 19 : Comparaison des indices de diversité alpha (Shannon-Weaver) des échantillons de racines prélevés dans la

collection de porte-greffes. Les lettres correspondent aux groupes statistiquement différents (test de Tukey ; p-

value<0,05).
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Figure 20 : Mesure de la diversité beta (Non-metric multidimensional scaling, NMDS) dans les échantillons de racines

prélevées dans la collection de porte-greffes. L’analyse NMDS est réalisée sur une matrice de dissimilarités de Bray-

Curtis, calculée a partir de la table des OTU.
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Tableau 7: Analyses statistiques des similarités (ANOSIM) et MANOVA de permutations (ADONIS) sur une

matrice de dissimilarités, calculée a partir de la table des OTU détectés dans les racines des porte-greffes.

ANOSIM ADONIS
Groupe
R r R? r
Porte-greffe 0,2464 »<0,001 0,47452 »<0,001
Croisement 0,06845 0,17778 0,15881 0,0299

d) Effet du génotype du cépage sur les communautés de CMA associées aux racines du

porte-greffe

Comme la quasi-totalité des vignes en production dans le monde, les cépages du conservatoire sont
implantés dans une configuration dite « greffé-soudé », c’est-a-dire que le cépage voulu est greffé sur un
porte-greffe résistant au phylloxéra avant que 'ensemble ne soit planté. Sur le conservatoire, une seule
combinaison cépage/porte-greffe est implantée pour chacun des cépages. Ainsi, 20 cépages sont greffés sur
le porte-greffe SO4, 18 cépages sur le porte-greffe Teleki 5C et deux cépages (Petit Meslier et Meslier Saint

Francois) sur le porte-greffe Fercal.

De maniere identique a la collection de porte-greffes, les deux groupes de CMA identifiés comme
dominants sont Glomus sp.1 et R. irregularis, et ce quel que soit le porte-greffe et la combinaison
cépage/porte-greffe plantés. On peut observer les mémes compensations entre ces deux groupes que dans
les échantillons des porte-greffes. Toutefois, de plus grandes différences peuvent étre observées vis-a-vis
des espéces de CMA qui étaient minoritaires dans la collection de porte-greffes. En comparant les greffés-
soudés avec le porte-greffe SO4, 'abondance de R. zrregularis est diminué en présence d’un greffon (Figure
21A). Cette diminution est principalement compensée par 'augmentation du genre Glomus mais également
par des espéces précédemment considérées comme minoritaires. On observe par exemple une augmentation
du genre Seproglomus notamment pour les cépages Gouais, Aligoté, Plant vert, Troyen et surtout Joubertin
qui cumule plus de 40% de Seproglomus (Figure 21A). On observe aussi une augmentation de Dominikia sp.
chez le Pinot gris, le Gamay précoce et ’Aligoté (Figure 21A). Dans les associations avec le Teleki 5C, la
présence de R. irregularis est encore forte chez les greffés-soudés. Au contraire, quelques cépages présentent
une diversité plutot dominée par Glomus sp.1 comme pour les cépages Peurion et Corbeau (Figure 21B).
On peut également noter chez les cépages Savagnin rose, Gewiirztraminer et Enfariné noir, une présence
fortement limitée de R. irregularis et dans le méme temps, une plus forte abondance des genres Claroideoglomus
ainsi que Kamienskia (Figure 21B). Concernant les associations avec le porte-greffe Fercal, seulement deux
cépages ont fait 'objet d’une greffe sur ce génotype et on observe des profils de diversité différents par
rapport au porte-greffe « franc de pied ». On peut remarquer la présence tres importante de Glomus sp.1
dans les deux associations et le porte-greffe tandis que R. irregularis est lui trés abondant dans les racines du

Fercal et du greffé-soudé Petit Meslier/Fercal. Au contraire, chez le Meslier Saint-Francois, R. irregularis est
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moins important mais on observe une augmentation de 'abondance de Funneliformis mosseae et une part tres
importante de S. sinuosa. En revanche, lorsque le Fercal est associé avec I'un ou 'autre des cépages, la part

de Claroideoglonus chute.

L’effet du porte-greffe et du cépage sur la composition de la communauté racinaire de CMA est
aussi visible en analysant les indices de diversité de Shannon pour chaque groupe d’échantillons (Figure
22). Cependant cet effet est limité chez le porte-greffe SO4 (Figure 22A) mais aussi pour le porte-greffe 5C
(Figure 22B). En revanche, P'effet est plus net pour les associations sur Fercal, ou les cépages Petit Meslier

et Meslier Saint-Frangois induisent une diminution de Iindice de diversité de Shannon (Figure 22C).
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Figure 21 : Abondance relative des séquences de CMA détectées dans les échantillons racinaires des porte-greffes et
des cépages associés avec les porte-greffes A) SO4, B) Teleki 5C, C) Fercal. Pour chaque identifiant, la moyenne des

abondances de trois téplicas biologiques a été utilisée pour réaliser ’histogramme.
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Figure 22 : Comparaison des indices de diversité alpha (Shannon-Weaver) mesuré sur la table des OTU détectées dans
les racines prélevées chez les greffés-soudés avec A) le porte-greffe SO4, B) 5C Teleki, C) Fercal. Les lettres

correspondent aux groupes statistiquement différents (test de Tukey ; p-value<0,05).
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L’observation de la composition des différentes communautés de CMA et I’analyse de la diversité beta de
I’ensemble des données de cette seconde partie nous indique que I'identité du cépage a un effet significatif
sur la structure des communautés de CMA (Tableau 8). En revanche, la part du porte-greffe dans la

composition se révele peu significative (Figure 23, Tableau 8).
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Figure 23 : Mesure de la diversité beta (Non-metric multidimensional scaling, NMDS) dans les échantillons de racines

prélevées dans la collection de cépages ainsi que les porte-greffes SO4, Teleki 5C et Fercal. L’analyse NMDS est réalisée

sur une matrice de dissimilarités de Bray-Curtis, calculée a partir de la table I’OTU.

Tableau 8 : Analyse statistiques des similarités (ANOSIM) et analyse MANOVA de permutations (ADONIS) sur une
matrice de dissimilarités, calculée a partir de la table des OTU détectés dans les racines des porte-greffes SO4, 5C et

Fercal et les greftés-soudés correspondants.

ANOSIM ADONIS
Groupe
R r R? r
Porte-greffe 0,04342 0,038096 0,02829 0,0427
Cépage 0,2975 »<0,001 0,52294 »<0,001
Porte-greffe * Cépage 0,1086 0,12409 0,04305 » <0,001
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V) Discussion et conclusion

Dans les racines des plants prélevés sur le conservatoire du GEST, nous avons pu déterminer la
présence de 247 OTU représentant 27 especes de CMA selon les bases de données Maarjam et NCBI
(Figure 17). Parmi elles deux groupes taxonomiques, représentant en moyenne 82,47% des séquences sont
dominants dans la totalité des échantillons : Glomus sp. 1 et R. irregularis. Toutefois, dans certains échantillons,
lorsque I'abondance de Glomus sp. 1 est tres élevée, 'abondance de R. irregularis est trés bas et inversement.
Malgré lutilisation des différents marqueurs moléculaires (SSU, ITS ou LSU), des études précédentes
réalisées en vignoble montrent également la présence tres importante des Glomeraceae dans le sol des
vignobles (Massa et al. 2020; Betancur-Agudelo et al. 2021; Moukarzel et al. 2021) mais aussi en interaction
dans les racines de vignes (Nogales et al. 2021).

Comme indiqué dans l'introduction de ce chapitre, des études précédentes ont montré que la colonisation
racinaire et la structure des communautés de CMA du sol pouvaient étre impactées par la variabilité
intraspécifique étudiée (Aguilera et al. 2014; Koczorski et al. 2021). Dans notre étude, la comparaison des
communautés de CMA en association avec les racines montre, a la fois un effet du génotype du porte-greffe
mais aussi du greffon sur la structure de ces communautés (Figure 18 et 21). De maniére identique a ce qui
a été constaté lors d’'une étude menée sur le citronnier (Song et al. 2015), le greffon semble jouer un réle
plus important dans Porganisation des communautés microbiennes sans toutefois connaitre les mécanismes
sous-jacents (Figure 23). On peut cependant émettre des hypothéses quant a Iinteraction entre le porte-
greffe et le greffon. Il est communément admis que l'utilisation d’un porte-greffe peut conférer une tolérance
a un stress environnemental (Tramontini et al. 2013; Serra et al. 2014; Zhang et al. 2016a) ou bien modifier
la qualité des fruits (Zombardo et al. 2020a). Les connaissances sur la part du greffon dans l'interaction avec
le porte-greffe et son role dans Iétablissement du microbiote de la vigne sont encore limités. Cependant, on
suppose que la production de composés carbonés liée a la photosynthése du greffon influence le
métabolisme général de la vigne greffée (Tandonnet et al. 2009). Plusieurs études ont montré ce lien étroit
entre les besoins en nutriments du greffon et la régulation transcriptomique des transporteurs de nutriments
chez le porte-greffe (Gautier et al. 2021). Ainsi, la variabilité génétique du greffon peut modifier la
physiologie et 'absorption racinaire du porte-greffe en fonction des besoins du greffon (Gautier et al. 2020).
Cette hypothese prend un sens particulier dans le cadre de la SMA ou I’échange de nutriments avec les CMA
est primordial. L’efficacité de la SMA a été en grande partie définie par les bénéfices qu’elle apporte a la
plante en termes de croissance et de nutrition (cf. Partie 2). Les plantes et les CMA se partagent les mémes
nutriments, comme le carbone, 'azote et le phosphore qui sont essentiels dans les processus biologiques
des organismes. Or, I’établissement de la SMA est fortement dépendant de ces échanges de nutriments et
de leur disponibilité dans le sol qui va définir la stratégie adoptée par chacun des partenaires (Ryan et al.
2000; Konvalinkova et al. 2017). En fonction des individus, espéces végétales ou des associations

plante/CMA, des stratégies d’échange différentes peuvent étre mise en place. Ainsi, une plante peut établir
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un échange équitable entre le carbone fourni au CMA et les nutriments regus par ce dernier. Dans d’autres
cas, des stratégies plus déséquilibrées peuvent apparaitre au profit soit de la plante, soit du CMA. Enfin, la
plante peut recevoir plus de nutriments qu’elle ne fournit de carbone au CMA et inversement (Aira et al.
2010). Du c6té des CMA, peu de connaissances établissent des stratégies différentes entre les especes de
CMA. Néanmoins, il est rapporté que R. zrregularis apporte davantage de nutriments a la plante en
comparaison a F. mosseae (Hart and Reader 2002), Glomus claroidenm ou Gigaspora margarita (Thonar et al.
2011).

Enfin, i est important de noter que d’autres parameétres peuvent affecter la composition du
microbiote de la vigne et des communautés de CMA associées aux plantes (Borriello et al. 2012; Bettenfeld
et al. 2021). Chez la vigne, la sélection des cépages et des porte-greffes suit deux méthodes : la sélection
massale qui consiste a sélectionner au vignoble les sarments avec des caracteres intéressants (qualité des
baies, production, etc ...) qui vont ensuite étre cultivés pour produire les futures greffons. L’autre méthode
est la sélection clonale qui vise a sélectionner des clones intéressants. L’objectif de cette méthode est
notamment d’assurer la tragabilité des plants de vigne mais également leur état sanitaire ainsi que les traits
fonctionnels liés a la production des baies, aux qualités organoleptiques développées et a la croissance de la
vigne. Dans le cas du conservatoire, ce niveau de variabilité génétique n’a pas pu étre étudié. En effet les
trois porte-greffes utilisés pour la collection de cépages sont issus du méme clone que les porte-greffes
plantés en « francs de pied » dans la collection de porte-greffes. Cependant, il reste peu probable que ce
niveau de variabilité puisse impacter fortement les communautés symbiotiques des racines.

Les pratiques agricoles peuvent également modifier les communautés de CMA présentes dans un
écosysteme (Alguacil et al. 2016; Van Geel et al. 2017). La pratique du désherbage et du labour présente
notamment un effet déstructurant sur le sol et cassent les réseaux mycéliens des CMA ce qui limite la
croissance et le développement des communautés (Brito et al. 2012). Au contraire la présence d’une diversité
végétale a travers la pratique du couvert semble favoriser les interactions avec les CMA (Njeru et al. 2014;
Higo et al. 2015; Cloutier et al. 2020).

Les caractéristiques géographiques et les parameétres pédologiques sont également des facteurs importants
et modifie ’'abondance de certaines especes de CMA comme F. mosseae et R. irregularis (Jansa et al.
2014). Dans le cas du conservatoire, les parameétres physico-chimiques du sol montre une homogénéité
limitant 'impact des parametres du sol sur le développement des communautés de CMA. De plus, des
analyses sont en cours sur les échantillons de sols prélevés afin de déterminer le réservoir potentiel de CMA
présent et ainsi évaluer si des différences de réservoir au sein du conservatoire peuvent expliquer les

différences observées.
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En conclusion, nos travaux montrent que la diversité génétique du porte-greffe et du cépage, est un
facteur déterminant des communautés de CMA pouvant interagir avec la vigne au niveau de ses racines.
Cependant, des analyses plus approfondies seront nécessaires dans les prochaines études afin de mieux
comprendre I'interaction entre les CMA et la vigne greffée. Le porte-greffe joue-t-il uniquement un réle de
plateforme de régulation des échanges ? Ce dernier étant pris entre la demande en nutriments du greffon et

leur disponibilité, dans le sol ou bien via I'intermédiaire des CMA.

Les hypothéeses formulées précédemment soulignent 'importance de mieux évaluer chez les plantes, le
déterminisme génétique qui aboutit au recrutement de communautés de CMA différentes et plus largement
au développement des microbiotes des cultures. A plus long terme, une amélioration des connaissances sera
nécessaire, sur les mécanismes physiologiques et les différentes capacités d’échange de nutriments par les
CMA pouvant expliquer I'interaction avec une ou plusieurs especes privilégiées (Heijden et al. 2015). Le réle
écologique des CMA et les facteurs permettant la mise en place d’interaction avec les plantes restent a
explorer. Aller plus loin dans la recherche des mécanismes sous-jacents permettra de mieux prendre en
compte I'influence des interactions bénéfiques avec les microorganismes, dont les CMA, dans le processus
de sélection variétale et 'adaptation des génotypes aux microorganismes présents dans les écosystémes

cultivés

78



Chapitre 2 - Impact d’un couvert végétal sur les communautés de CMA au

vignoble

I) Introduction

De maniere générale, la diminution rapide de la biodiversité observée depuis plusieurs décennies reste
la principale menace sur la durabilité des écosystemes (Butchart et al. 2010). Cette biodiversité est
directement liée a I’écosysteme a travers I'ensemble des fonctions établies par les organismes présents au
sein de cette biodiversité et notamment les microorganismes présents dans le sol. La diversité microbienne
du sol est essentielle a I’écosysteme ainsi qu’a son fonctionnement et sa productivité en participant
activement aux processus biologiques du sol. Ces processus comprennent le recyclage des nutriments et la
mise a disposition de ces derniers pour les plantes mais également pour les autres organismes du sol. Les
microbes du sol participent également au maintien de la structure du sol (Li et al. 2020) et a la dégradation
de certains polluants (Lupwayi et al. 1998). Cependant, dans le cas des écosystémes agricoles qui sont
fortement anthropisés, cette diversité microbienne est fortement mise a mal par lintensification des

pratiques agricoles.
a) Impact du travail du sol sur les communautés de microorganismes

Le travail du sol ou plus communément appelé le labour, est une pratique agricole ancienne basée
sur I’élimination de la flore adventice. Ces plantes non désirées dans la parcelle sont éliminées car elles
peuvent générer des compétitions avec les plantes cultivées a certains moments de la saison, notamment
lors de stress environnementaux forts comme les stress hydriques pendant I’été. Bien que 'on imagine que
le labour favorise I'aération du sol et la pénétration de I’eau dans le sol, il est indéniable que cette pratique
modifie la structure du sol et favorise par conséquent Iérosion et les phénomeénes de lixiviation des
nutriments (Randall and Iragavarapu 1995; Addiscott and Thomas 2000). Ce mécanisme est en partie a
lorigine de la contamination des eaux de surface et souterraines par des produits phytosanitaires et des

polluants (Christensen et al. 1983; Busari et al. 2015).

La pratique du labour impacte également la biodiversité des sols, et notamment les organismes les
plus connus que sont les vers de terre (Fragoso et al. 1997; Chan 2001). De nombreuses études ont
également montré un impact fort du travail du sol sur les communautés microbiennes (bactériennes et
fongiques). En modifiant sa structure, le labour modifie les propriétés du sol, proche des microorganismes
et diminue alors fortement leur développement (Sessitsch et al. 2012). Les CMA sont des microorganismes
clés de par les nombreux services qu’ils fournissent aux écosystemes. L’effet direct du travail du sol sur les

CMA est double. D’une part, la destruction physique de la structure du sol entraine la destruction du réseau
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mycélien qui parcourt le sol. Cela se traduit par une forte baisse de l'efficacité des CMA (Kabir 2005), avec
notamment moins de structures fongiques et une colonisation réduite des racines des plantes (Goss and de
Varennes 2002). D’autre part, le labour régulier entraine un fractionnement régulier des réseaux mycéliens
et favorise la sélection de CMA avec une sporulation forte et des cycles de vie treés court (Ocehl et al. 2003;
Verbruggen and Toby Kiers 2010). Il est intéressant de noter que la diversité des CMA semble étre améliorée
avec un travail du sol par rapport a un systeme agricole avec un labour réduit bien que les mécanismes ne
soient pas encore élucidés (Lumini et al. 2009). Au contraire, Brito et al. (2012) ont montré que le travail
diminuait la diversité¢ des CMA dans le sol (Brito et al. 2012).

Pour de trés nombreuses études, la diminution du recours au labour par les agriculteurs est un élément clé
pour maintenir et optimiser les mécanismes biologiques. Des systemes agricoles avec un labour réduit peut
réduire les risques d’érosion, améliorer la structure des sols, maintenir les nutriments et I'eau au sein des
agrégats du sol (Laudicina et al. 2015; Wang et al. 2018) et augmenter les rendements des cultures (Zhao et

al. 2017). Ces mécanismes impliquent aussi les communautés microbiennes du sol.

b) Impact des produits phytosanitaires sur les communautés de microorganismes

Face aux nombreuses menaces auxquels font face les cultures, les produits sanitaires sont encore
largement utilisés en agriculture. La grande majorité de ces produits (fongicides, insecticides ou herbicides)
sont généralement tres peu spécifiques et ont un impact sur 'ensemble de I’écosysteme. Par définition, les
fongicides ont pour objectif de limiter le développement des champignons. Du fait de leur faible spécificité,
plusieurs études ont montré qu’ils impactaient négativement le développement des CMA. Ainsi, Kjoller et
Rosendahl ont montré que l'application de fongicides limitait I'activité des CMA (Kjoller and Rosendahl
2000). Plus largement, les fongicides impactent le développement des communautés microbiennes (Mackie
et al. 2012).

Du coté des herbicides, le glyphosate est la molécule la plus utilisée. Bien que ces herbicides ne
soient pas directement dirigé contre eux, les molécules utilisées impactent négativement les communautés
microbiennes (Bending et al. 2007). C’est justement cet effet indirect des herbicides qui limite la croissance
des CMA ; ils privent les CMA d’une plante hote ce qui empéche leur développement. De plus, et bien que
les doses testées solent supérieures aux doses recommandées, il a pu étre montré que le glyphosate avait un
impact sur la germination des spores de Funneliformis mosseae (Ronco et al. 2008). En 2018, Zaller et al. ont
testés quatre herbicides dont le glyphosate et ont monté une diminution de la colonisation des racines de la
vigne en présence de ces molécules (Zaller et al. 2018).

En fonction des doses utilisées, ces produits peuvent présenter des impacts négatifs directs ou indirects sur
la diversité microbienne. Or, 'accumulation de ces produits dans les sols est un facteur aggravant et pose

un véritable probléme éco-toxicologique di a la contamination des sols et des eaux (Karimi et al. 2020).
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c) Role de la diversité végétale sur les communautés microbiennes

La diversité végétale au sens large apporte de nombreux services écosystémiques dont la stimulation
des communautés microbiennes de la rhizosphere. La diversité végétale peut se caractériser par I'identité et
I’'abondance des espéces présentes dans un écosystéme mais également la présence de traits fonctionnels
représentatifs d’'une espece ou d’un groupe d’especes (Hugoni et al. 2018). Les traits fonctionnels développés
par une communauté végétale modifient la composition des communautés de la rhizosphére (Samad et al.
2017). Par exemple, la composition des exsudats racinaires varie entre les espeéces ce qui modifie les
communautés microbiennes dans la rhizosphere (Haichar et al. 2008). Ces traits fonctionnels sont
généralement liés a des mécanismes d’adaptation des plantes a leur environnement. Un des traits
fonctionnels les plus connus est certainement la capacité d’établir une symbiose entre les légumineuses et
les bactéries fixatrices d’azote qui vont permettre d’améliorer la nutrition azotée des plantes et d’augmenter
le contenu en azote dans le sol (Mbuthia et al. 2015). La production d’exo-polysaccharides et de facteurs
Nod par les racines vont favoriser la croissance de ces bactéries et la formation de la symbiose (Kawaguchi
et al. 2002; Jones et al. 2007). Les Brassicaceae sont également reconnus pour leur impact sur la composition
des communautés de la rhizosphere (Zhang et al. 2020). La aussi, les exsudats racinaires des Brassicaceae sont
riches en glucosinolates, qui, apres transformation, forment des produits biocides. Ces molécules réduisent

alors le développement des champignons et certains pathogenes (Hu et al. 2015).

D’autres études ont mis en avant cette interaction forte entre la diversité végétale et la structure des
communautés des microorganismes du sol (Mitchell et al. 2010; Hiiesalu et al. 2014; Prober et al. 2015).
Cependant la composition spécifique des couverts peut aussi largement affecter les communautés
microbiennes (Carney and Matson 20006). Toutefois, il existe peu d’étude sur I'effet des couverts végétaux
et le développement des communautés de CMA (Bowles et al. 2017). On suppose que Iintroduction d’une
diversité végétale importante favorise le développement des CMA, en augmentant 'abondance et la diversité
des plantes hotes. Ces dernicres années, la mise en place de plantes de couvert dans des systémes de culture
a permis de montrer une augmentation de la colonisation racinaire par les CMA (Isobe et al. 2014) puis une
modification de la composition de la communauté de CMA associée au soja (Higo et al. 2018, 2019). Des
résultats similaires ont été observés chez le mais sans pour autant affecter la diversité des CMA présents

dans les racines (Hontoria et al. 2019).

A travers ces quelques exemples, on comprend aisément que la présence et le développement des
plantes influencent le développement des microorganismes tels que les CMA. En revanche, les pratiques
agricoles intensives et l'utilisation d’herbicides limitent fortement cette diversité végétale. Ainsi, pour
stimuler la croissance des communautés microbiennes et optimiser les services écosystémiques rendus, il est

nécessaire de repenser les systemes agricoles en tenant compte de la diversité végétale.
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d) La pratique du couvert végétal en viticulture

Cette partie a fait lobjet d'une article « Les converts végétanx : un atout majenr pour réduire les intrants de synthése et
angmenter les services écosystémiques an vignoble ». Cet article a été publié en 2019, dans le numéro 175 de la Revue des
(Enologues. Cet article, a destination des professionnels de la filiere viticole vise a résumer les principes de 'ntilisation des

couverts en viticultures ainsi gu’a présenter le projet Biovine
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D e maniére générale, un couvert végétal se définit par une es- parcelle, en détruisant et en en- pour capter dans le sol les ni-
péce ou une communauté d’espéces végétales recouvrant le fouissant les résidus du couvert | trates en excés et des quantités
sol de maniére permanente ou temporaire. Lagriculteur a la pos- qui libérent ainsi de la matiére | d'eau importantes dans le but de
sibilité de semer ces couverts, selon un choix raisonné, ou bien de organique plus ou moins rapi- limiter la lixiviation et la conta-
laisser la végétation spontanée se développer. dement, qui servira a alimenter mination des eaux souterraines
Il existe 3 types de couverts semés avec des objectifs différents la plante au cycle suivant, apres et de surfaces par les nitrates.
pour |'exploitant: des étapes de minéralisation;

- le couvert hivernal, installé pour faire face au phénomene d'éro- - les cultures intermeédiaires Les couverts et leurs
sion du sol important pendant cette période de repos végétatif; piéges a nitrate (CIPAN), instal- | intéréts en production
- les engrais verts, installés avec I'objectif d'amender naturellement la lées au tout début de I'automne végétale

Les especes vegetales les plus
M Figure 1: Comparaison du fonctionnement de I'écosystéme vignoble en () absence ou couramment utilisées dans ces
( présence d'un couvert. La présence d'un couvert permet: (i) de réduire I'érosion du sol, couverts font essentiellement
les lessivages des particules, la lixiviation des nitrates et les pertes d'eau par évaporation;

(ii) de stimuler la croissance des champignons mycorhiziens a arbuscules et du réseau mycélien commun
(RMC) (figure 2); (iii) de diminuer |'apport d'engrais de synthése par une meilleure circulation/mobilisation

partie de trois familles présen-
tant chacune différents avantages

des nutriments via le RMC, et par une augmentation de |'apport de matiére organique; quant a leur utilisation. Nous
(iiiii) de diminuer I'apport de pesticides par |'effet répulsif sur certains parasites de la vigne (par les exsudats retrouvons:
du couvert ou via le RMC et les mycorhizes a arbuscules), et I'attraction d'insectes bénéfiques (pollinisateurs, - les graminées (avoine, seigle,

prédateurs de ravageurs, ...). ray grass, brome, fétuque, orge...),

(B) avantageuses avec un rapport C/N
éleve, produisent une biomasse
(figure 1) importante bénéfique
lors de la destruction.

- les brassicacées (anciennement
« cruciféres ») (moutarde, navette
fourragére, radis chinois, colza
fourrager...) servent couramment
de « pompe a azote » mais aussi
de biofumigateur (figure 1), ce
qui peut avoir un impact négatif
sur certains champignons bé-
néfiques du sol (champignons
mycorhiziens) si la proportion
est trop importante. Elles pre-

(A

.-

Evaporation
d'eau

Lessivage/
lixiviation

Apport de matiéres
organiques

‘ Apport d'intrants
de synthése

Flux de
carbone

l Exsudats racinaires

de carbone sentent |'avantage de s'implan-

ter rapidement, empéchant le

EI Erosion développement important des
adventices (appelées également

incactis frequemment mauvaises herbes).
bénéfiques - les légumineuses (vesce, féve-

«| role, tréfle, luzerne...) sont de
8 °| plus en plus utilisées, seules ou
| enmélange, pour leur capacité a
réaliser une symbiose avec des
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bactéries du sol, leur permettant
ainsi de fixer le diazote atmos-
phérique. Avec un rapport C/N
alors tres faible, le relargage de
I'azote assimilé et des nutriments
se fait trés rapidement, et ceux-
ci deviennent donc disponibles
pour la culture.

Les plantes de couvert sont for-
tement plébiscitées en polycul-
ture pour couvrir les parcelles
lorsqu’elles ne sont pas utili-
sées par une culture d'intérét.
L'utilisation de ces couverts
d’interculture s’est dévelop-
pée notamment pour contrer
des phénomeénes de battance
et d'érosion des sols, qualifiés
d'anthropogénes car liés a |'ex-
ploitation, parfois intensive, des
milieux agricoles et a la destruc-
tion de la couverture végétale
naturelle.

Linstallation d'une couverture vé-
geétale apporte d'autres bénéfices
a une parcelle (figure 1). En pre-
mier lieu, le couvert, par I'action
meécanique de ses racines, amé-
liore la structure du sol (figure 1).
De plus, par l'agrégation des
particules du sol, il permet |a ré-
tention de I'eau et des éléments
minéraux nécessaires a la crois-
sance de la culture d'intérét et
des plantes du couvert (figure 2).
On observe une augmentation du
taux de matiére organique par la
sequestration du carbone dans
le sol et I'apport de biomasse du
couvert a sa destruction entrai-
nant une réduction des besoins
en engrais de synthese. La pré-
sence d'un couvert et d'une di-
versité veégétale importante crée
un meilleur équilibre dans les
relations trophiques au sein de
I'agroécosystéme par ['attraction
d’une micro et d'une macrofaune
diverses (figure 1) qui influencent
directement et indirectement les
parasites et ravageurs potentiels
des cultures. De ce fait, le cou-
vert joue un role prépondérant
dans le biocontrole par I'attrac-
tion et la protection d'insectes
pollinisateurs ou de prédateurs
de ravageurs. La sélection des
plantes composant un couvert
permet, via des actions répul-
sives ou promotrices, la gestion

B Figure 2: Le réseau mycélien commun (RMC) est formé entre les pieds de vigne et les plantes
du couvert, connectés par les hyphes des champignons mycorhiziens a arbuscules associés. Ce
réseau permet |'échange (fleches) de nutriments et de signaux (ex.: composés organiques volatils) entre
plantes de méme espéce ou d'espeéces différentes.

i ¥ 3 ’!
§
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des micro-organismes du sol
(bénéfiques et/ou pathogénes).
Le couvert participe notamment
au développement des cham-
pignons mycorhiziens, a la for-
mation et au maintien d'un ré-
seau myceélien commun (RMC)
entre les plantes de services et la
culture d'intérét (figure 2).

Quelles stratégies
de couverture sont
adaptées a la
viticulture?

Dans les vignobles frangais, la
pratique d’un enherbement des
parcelles méme temporaire, est
moins répandue qu'en grandes
cultures. Toutefois, en 2010, pres
de 50 % des surfaces viticoles
etaient enherbées (source:
Agreste), ce qui révele l'inté-
rét grandissant des viticulteurs
pour cette pratique. LAlsace et
le Sud-Ouest sont les deux vi-
gnobles francais ou I'enherbe-
ment est courant (plus de 80 %
des surfaces plantées sont
enherbées). En revanche, les
vignes de Champagne et du Sud-
Est de la France (Provence et
Languedoc-Roussillon) sont les
moins concernées avec moins de
s des parcelles enherbées. Les
vignobles convertis en agricul-
ture biologique prennent une
part importante des exploitations
utilisant les plantes de couvert.
La couverture végeétale d'une

parcelle peut étre permanente ou temporaire, totale ou partielle
(sous le rang uniquement, un interrang sur deux ou bien tous les
interrangs). Dans tous les cas, la clé de vodte d'un bon enherbement
est sa composition speécifique. Il n'existe pas d’espéce miracle mais
plutot une multitude d'associations d'espéces végétales adaptées
aux objectifs des viticulteurs, avec des avantages et des inconvé-
nients. Pour cause, les services écosystémiques rendus par le cou-
vert a la vigne sont directement dépendants de la présence et de
I'abondance des différentes espéces de plantes appartenant aux
trois familles précédemment citées dans cet article. De plus, les
caractéristiques de la parcelle et les objectifs du viticulteur (lutte
contre |'érosion, impact sur la structure du sol, apport de matiére
organique, concurrence avec les adventices, stimulation de la myco-
rhization de la vigne...) doivent étre pris en compte dans la sélection
des espeéces de couverture.

Outre les nombreuses possibilités d'un couvert semé, laisser la
végétation naturelle se développer est une solution d’enherbement
qui peut paraitre intéressante et peu colteuse pour le viticulteur.
Cette méthode est par ailleurs fortement utilisée en arboriculture.
Les especes végétales composant ce type d'enherbement sont en
genéral adaptées aux conditions pédoclimatiques de la parcelle
mais elles ne sont pas toujours compatibles ou bénéfiques a la
production viticole.

Apres le choix des espéces végétales vient I'étape de semis, qui
est realisé de préférence a I'automne juste apreés les vendanges
et avant une peériode de pluie afin d'améliorer la germination des
graines. Le semis a la volée est envisageable mais il est le plus
souvent réaliseé avec des semoirs adaptés des grandes cultures,
méme si de plus en plus de matériels spécifiques a la vigne arrivent
sur le marché. La présence d’un couvert oblige les viticulteurs a
procéder a un entretien régulier et un désherbage du rang et de
I'interrang, mécaniquement ou chimiquement. Lorsque le couvert
n’est pas entretenu, la végétation peut devenir trop importante et
engendrer une concurrence pour l'eau et les nutriments vis-a-vis
de la vigne, pouvant affecter la vigueur et les rendements de la
vigne. La gestion de |'enherbement passe généralement soit par
des tontes réguliéres soit par la destruction de celui-ci, notam-
ment par un couchage ou un roulage de la végétation additionné
d’un labour pour enfouir les résidus. Dans certaines régions, le
gel permet une destruction efficace du couvent, laissant alors a

TECHNIQUE
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I'exploitant uniquement le soin de I'enfouissement des résidus.
Pour un enherbement temporaire, la destruction de la couverture
végeétale est réalisée fin avril pour les couverts hivernaux jusqu’au
début de I'été pour des couverts plus tardifs. Lutilisation d'herbi-
cides pour le désherbage sous le rang et la destruction du couvert
dans I'interrang est parfois préférée.

Biovine un projet multidisciplinaire pour
I'optimisation des couverts au vignoble en Europe

Le projet européen CORE Organic Cofund Biovine (2018-2021, https:/
www.biovine.eu, figure 3) vise a augmenter certains services éco-
systémiques, que les couverts pourraient rendre en les intégrants
dans de nouveaux systémes viticoles. Les objectifs sont d'augmenter
la diversité végétale au sein et autour des vignobles (cultures de
couverture, haies...) en plantant des espéces végétales sélection-
nées pour lutter naturellement contre les pathogenes telluriques
et foliaires, et ainsi, réduire la dépendance aux pesticides. En effet,
la capacité des plantes a accroitre la résistance de |I'écosysteme
aux ravageurs et aux especes envahissantes est un service éco-
systémique bien connu. Cependant, les vignobles n'exploitent pas
encore (ou pas suffisamment) le potentiel de la diversité végetale.
De nouveaux systéemes viticoles végétaux seront congus, suivant
un cycle de conception-évaluation-ajustement, et testés en France,
mais aussi en Espagne, en Italie, en Roumanie et en Suisse. Ces
systemes viticoles innovants devraient améliorer la lutte contre

M Encadré 1: Les services rendus par la mycorhize au vignoble.

La mycorhization de la vigne est un atout majeur pour la vigueur et
la santé du cep. La symbiose avec les champignons mycorhiziens a
arbuscules permet:

- d'améliorer |'accessibilité de la vigne aux nutriments (azote, phos-
phore...) et a I'eau du sol par I'augmentation du volume de sol explorée
(au moins 40 fois);

- d'augmenter la tolérance aux stress abiotiques tels que la sécheresse,
la salinité, la chlorose ferreuse et a la toxicité des métaux lourds;

- de protéger la vigne contre des pathogénes, notamment racinaires,
comme le champignon Armillaria responsable du pourridié ou le néma-
tode Xiphinema index vecteur du virus du court noug, via des phénomeénes
de compétition et d'induction des défenses systémiques de la plante.

Cette symbiose est également bénéfique pour le vignoble dans son
ensemble, la présence de champignons mycorhiziens permettant:

- d'accroitre la stabilité du sol via la production de glycoprotéines et le
développement d’un réseau d’hyphes tres dense;

- de réduire |'utilisation d'intrants de synthése (fertilisants et pesticides).

(pour plus d'informations: cf. Courty et al., Revue des (Enologues n° 169
Spécial, p. 25-27). | |

innovants offrira des itinéraires
technico-économiques plus fa-
vorables aux viticulteurs (ex.
réduction de leur dépendance
aux pesticides).

les ravageurs, tout en influen-
gant positivement la biodiversité
fonctionnelle et les services éco-
systémiques. La qualité des ser-
vices rendus par ces systemes
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M Encadré 2: Actions et partenaires du projet Biovine (figure 3).

Pour conduire a bien ce projet, un partenariat international trans-
disciplinaire a été défini. Ce consortium est constitué de spécialistes
scientifiques:

- de la mycorhize a arbuscules et des services écosystémiques rendus
par celles-ci, de I'UMR Agroécologie, INRAE Dijon;

- de la conception et de la modélisation de nouveaux itinéraires
de cultures, de I'Universita Cattolica del Sacro Cuore, Piacenza,
Italie;

- du controle des pathogenes telluriques, et notamment des nématodes,
du Plant Protection Department, Ljubljana, Slovénie;

- du test et de la validation au vignoble de nouveaux itinéraires de
culture, Constanta, Roumanie;

- de la lutte contre les arthropodes de I'Agroscope, Nyon, Suisse;

- des pathogeénes foliaires de la vigne, de I'Instituto Agroforestal Medi-
terraneo de Valence, Espagne.

Il s"appuie sur un partenariat fort avec des viticulteurs d’Espagne,
France, Italie, Roumanie, Slovénie et Suisse, qui mettent leurs parcelles

a disposition du projet.

Approches et impacts
attendus

Le controle des parasites de
la vigne est un des défis les
plus importants, notamment
pour la viticulture biologique.
Un controle insuffisant peut
conduire a I'abandon de ce type
de pratique (biologique), empé-
chant ainsi I'acces a un mar-
che en pleine expansion. Les
recherches effectuées durant le
projet Biovine visent a:

— fournir aux viticulteurs des
stratégies basées sur la di-
versité des plantes de cou-
vert qui permettent le controle
du développement des patho-
geénes et la réduction de |"uti-
lisation de pesticides dans les
vignobles;

- identifier et étudier les plantes
candidates conduisant a une
ameélioration de la diversité fonc-
tionnelle dans les vignobles;
- développer de nouvelles straté-
gies pour le controle des patho-
geénes de la vigne ;

- tester de nouveaux itinéraires
de cultures dans des vignobles
européens (Espagne, France,
Italie, Roumanie, Slovénie et
Suisse);

- estimer |'effet des nouveaux
itinéraires viticoles sur les ser-
vices écosystémiques.

Pour développer ces approches,
le projet Biovine est structuré en
7 taches (figure 3):

-T1: gestion du projet et dissé-
mination des résultats;

-T2: controle des arthropodes
nuisibles;

-T3: controle des pathogénes
d'origine tellurique;

-T4: augmentation de la résis-
tance des plantes par l'intermeé-
diaire des champignons myco-
rhiziens a arbuscules.

~-T5: controle des pathogénes
foliaires;

-T6: approche innovante des
systemes viticoles;

~T7: essai des itinéraires viticoles
innovants.

Les couverts végétaux
utilisés dans le projet
Biovine

Dans le projet Biovine, les par-
tenaires identifieront et sélec-
tionneront des plantes poten-
tiellement intéressantes pour
leurs capacités a controler les
arthropodes nuisibles, a limiter
les pathogenes d’origine tellu-
rique (Oomycétes, champignons,
nématodes), et a promouvoir
le développement des champi-
gnons mycorhiziens a arbuscules
et valoriser leurs services rendus
au vignoble (Courty et al., Revue
des (Enologues n° 169 special,
p. 25-27). Lensemble des espéces
selectionnées (sur la base des cri-
teres mentionnés dans cet article
et des mélanges commerciaux
existants) fera I'objet d'essais
au vignoble. | |
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IT) Objectif du chapitre

La diversité végétale est un facteur important de écosystéme. En effet, la diversité végétale influence les
processus physiques et biologiques du sol, et participe a la stimulation des communautés microbiennes.
Pourtant, la diversité végétale est souvent réduite volontairement au vignoble, afin de limiter les
concurrences pour I’eau et les nutriments avec la vigne. De plus, 'utilisation d’herbicides ou bien le travail
du sol, impacte encore plus la diversité des microorganismes présents et limite Iefficacité des services
écosystémiques rendus par ces derniers.
C’est partant de ce constat que le projet Biovine a été développé puis lauréat, en 2017, de l'appel a projet
lancé par le fond « CORE Organic Cofund » et appuyé par 'Union Européenne (programme de recherche
Horizon 2020). Ce projet vise a exploiter le potentiel de la diversité végétale dans la réduction de l'utilisation
des pesticides grice a la fourniture par les plantes de couvert de plusieurs services écosystémiques. Pour
atteindre cet objectif, le projet regroupe six partenaires européens répartis en sept groupes de travail (WP,
work-package) en fonction des thématiques abordées et des services écosystémiques étudiés (Figure 24).
Le projet Biovine vise notamment a étudier Iimpact d’une couverture végétale sur i) la répulsion
d’arthropodes nuisibles, ii) I’attraction et le maintien d’insectes auxiliaires, iii) la réduction de I'inoculum de
pathogeénes foliaires et telluriques et iv) la stimulation des communautés de CMA. A terme, ce projet
permettra d’apporter des outils et des pistes aux viticulteurs quant a l'utilisation des couverts en fonction de
leurs objectifs.
Notre travail dans ce projet porte sur deux points :

- définir et tester, en conditions controlées, la capacité des plantes de couvert a mettre en place et
développer la SMA.

- la mise en place de plusieurs mélanges de couverts végétaux en vignoble afin d’évaluer 'impact du
couvert sur les communautés de CMA associées a la fois a la vigne et au couvert.
Enfin, plusieurs séries de prélevements ont été réalisées au cours de la saison dans le but d’étudier I’évolution

saisonniere des communautés de CMA associées a la vigne et au couvert.
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Figure 24 : Groupes de travail mis en place dans le cadre du projet Biovine.
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I1I) Description des essais au vignoble

Pour étudier 'impact d’un couvert végétal sur la structure des communautés de CMA au vignoble, nous
avons menés plusieurs essais en France entre 2018 et 2021. Comme de nombreux viticulteurs, nous avons
été confrontés a des difficultés de levée des semis en raison des conditions défavorables de climat et de sol.
De plus, il était nécessaire d’avoir des parcelles ou peu d’essais avait été menés de maniére a limiter la
confusion avec le nouvel essai. Ces conditions n’étaient pas réunies sur les deux premiéres parcelles. En
2020, nous avons mis en place une collaboration avec la Chambre d’Agriculture de Cote d’Or (CA21) qui
travaille depuis quelques années sur l'utilisation des couverts végétaux dans le cas particulier du vignoble
bourguignon. La parcelle d’essai, qui appartient au Domaine Dubois, est localisée sur la commune de
Prémeaux-Prissey (21) (Tableau 9). Sur cette patcelle, huit mélanges multi-especes ont été semés apres
chaque vendange depuis quatre ans (Tableau 10). Ils sont détruits au cours de la saison pour limiter la
concurrence avec la vigne. Cependant, la condition M7, composée uniquement de tréfle est maintenue toute
au long de la saison car ce mélange présente I’avantage de rester proche du sol malgré un développement
annuel faible. Enfin, en plus de ces mélanges, une condition (M9) de travail du sol avec un désherbage
mécanique est intégré a l'essai. Chaque mélange est semé sur quatre inter-rangs consécutifs. Les
prélevements sont donc réalisés dans les deux inter-rangs centraux et le rang de vigne au milieu.

Sur cette parcelle, un suivi chronologique des communautés de CMA a été réalisé a partir de Juillet 2020 de
maniére a évaluer 'importance de I'effet saisonnier sur les communautés de CMA associés a la vigne et aux
plantes de couvert. Cing périodes de prélevements ont donc été planifiés : Juillet 2020, Novembre 2020,
Février 2021, Avril 2021 et Juillet 2021 (Tableau 11). Pour chaque condition et chaque pétiode de
prélevement, les racines de neuf vignes réparties en trois blocs ont été prélevées selon la méthode développés
au laboratoire (Drain et al. 2019). De la méme maniére, les plantes de couverts qui se sont développées a
proximité des ceps prélevés ont été échantillonnées en récupérant entre cinq et dix individus par espece
(Figure 24). Au total, nous avons effectué au cours de la saison, 135 prélevements de racines de vigne et

209 prélevements de plantes de couvert.

Tableau 9 : Description du site d’essai de Prémeaux-Prissey

Porte- Age Nombre de cep
Pays Localisation Cépage Irrigation
greffe (années) pat rang
Prémeaux-Prissey
France Pinot Noir | Teleki 5C 20 100-120 Absent
(Bourgogne)
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Tableau 10 : Liste des mélanges semés par le Domaine Dubois et la CA21 sur la parcelle d’essai de Prémeaux-Prissey
M1 M2 M3 M4 (Vitimax Biomasse)
Radis chinois Radis chinois Radis chinois

Moutatrde d’Abyssinie

Vesce velue

Lin cultivé Gesse commune

Phacélie

Lin cultivé

Lentille noire Pois fourrager Radis chinois

Trefle d’Alexandtie Féverole Pois fourrager Seigle de printemps
Avoine rude Phacélie Trefle d’Alexandtie Seigle d’hiver
Avoine rude Triticale
M5 (Chlorofiltre Elite) M6 (Vamagro) M?7 (Ferticover) M8
Vesce commune Vesce Velue Trefle souterrain Pois fourrager
Trefle d’Alexandtie Trefle d’Alexandtie Féverole

Moutarde d’Abyssinie Moutarde d’Abyssinie Avoine rude

Lin cultivé Seigle Multicaule

Tableau 11 : Plan de prélevements sur Iessai de Prémeaux-Prissey

TO T1 T2 T3 T4
Date d’échantillonnage Juillet 2020 Novembre 2020 Février 2021 Avril 2021 Juillet 2021
Stade phénologiques de la | (M) ©O) @A) (C-D) .
vigne Veraison Chute des feuilles Dormance Floraison (@) Veraison
Développement du Avant semis Semis + 2 mois Semis + 5| Avant Avant semis
couvert v mois destruction

Dans le cadre du projet Biovine, chaque partenaire a également mis en place des parcelles d’essai spécifiques
a leurs objectifs (attraction de d’auxiliaires, biocontrole des ravageurs de la vigne etc.). Nous avons ainsi
profité de la mise en place de ces essais pour évaluer 'impact du couvert végétal sur les communautés de
CMA dans plusieurs vignobles européens. Les caractéristiques de chaque parcelle sont a retrouver dans le
Tableau 12. Conformément a notre protocole d’échantillonnage, chaque partenaire a donc prélevé et
nettoyé des racines de vigne et de couvert. Pour limiter 'ampleur des échantillonnages, seulement deux dates
ont été prélevées : au printemps 2020 et a automne 2020. Dés la réception des échantillons, nous avons
procédé a Pextraction des ADN totaux puis a 'amplification des marqueurs moléculaires des CMA, FLR3-
FLR4.

89



Tableau 12 : Description des parcelles et des conditions de couvert végétal semées dans le cadre des essais du projet

Biovine.
Porte- | A,
Pays Localisation Cépage orte g'e Conditions de couvert végétal
greffe | (années)
P - Teleki
France rémeaux Pinot noir cle 20 Cf. Tableau 10
Prissey 5C
50% Lolium perenne ; 25%
Vi Onobrychis  viciifolia 5  25%
Ttalie C%SteH’ArquatO Croatina I;;ECI 20 Trifolium repens
(Piacenza) V2 50% Vicia sativa ; 50% Sinapsis sp.
V3 Végétation spontanée
Mélange  commercial ~ MSC4B
(Bromus tectorum, Lotus
) Agroscope Vi corniculatus, Medicago lupulina, Poa
Suisse (Nyon) Chasselas [ 3309C | 23 compressa,  Prunella  vulgaris,
Sanguisorba minor)
V2 Végétation spontanée
50% Lolium perenne ; 25%
Vi Onobrychis  viciifolia 5  25%
Trifolium repens
.| Mutfatlar Feteasca
Roumanie (Dobrodgea) neagra SO4 |18 V2 50% Vicia sativa ; 50% Sinapsis sp.
V3 Végétation spontanée
V4 Travail du sol
Villar del Cabernet- Vi Végétation spontanée
Espagne | Arzobispo . 110R |10
lenci Sauvignon
(Valencia) V2 Travail du sol

Iv) Résultats

a) Détermination de la mycorhizotrophie des plantes de couvert

Afin d’évaluer les plantes de couvert les plus mycorhizotrophes, des expérimentations ont été menées en
conditions controlées. A partir de la liste d’espéces fournie dans le tableau 1, 37 espéces végétales ont été
mises en culture. Les plantes ont été cultivées en serre en présence de la souche de CMA R. zrregularis
DAOM197198 (Premier Tech®). Apres deux mois de culture, les racines de toutes les plantes ont été
récoltées et la méthode de Trouvelot a été utilisée pour colorer les structures fongiques (Trouvelot et al.
1986). La colonisation racinaire par R. zrregularis a été observée et quantifiée au microscope optique selon la

méthode de quantification de Newman (Newman 1960).
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Selon les résultats obtenus, une majorité d'especes (26/37) présente une colonisation racinaire (%oM)
supétieure a 50%, mais un peu moins de la moitié de la liste (13/37) présente un pourcentage d'arbuscules
(%A) supérieur a 50% (Figure 25A). La proportion d'arbuscules représente mieux l'interaction et les
échanges potentiels entre la plante et les partenaires fongiques que la colonisation racinaire. Sur ce point, si
I'on compare les deux familles de plantes généralement utilisées dans les mélanges de plantes de couvert, on
constate que pour les Fabaceae, le %A est plus élevé que pour les Poaceae. Dans nos essais, Trifolinm pratense
(TRFPR) présente un pourcentage de mycorhization et d’arbuscules plus important que les autres especes
évaluées. Au contraire, Amaranthus retroflexns (AMARE), Chenopodinm album (CHEAL), Phacelia tanacetifolia
(PHCTA), Rapbanus sativus (RASPR) et Sinapsis arvensis (SINAR) font partie des familles végétales qui ne
permettent pas la mise en place de la symbiose mycorhizienne ce qui est confirmé par ’'absence de structure
fongique. En revanche, Poa compressa (POACO) présente un pourcentage de mycorhization le plus faible
parmi les plantes capables de développer une symbiose mycorhizienne. De la méme manieére, les plantes
pérennes sont plus colonisées par R. irregularis par rapport aux plantes annuelles (Figure 25B). Cette
expérience a grande échelle avec plus de 30 espéces végétales montre que toutes les plantes n'ont pas la
méme capacité a s’associer avec R. #megularis et certainement avec d'autres souches de CMA. 11 semble
également que les caractéristiques des plantes telles que la famille ou le cycle de développement influencent
la mise en place de la SMA. En conclusion, une des clés du choix des plantes de couvert, par les viticulteurs,
sera non seulement la mycorhizotrophie des especes utilisées mais aussi leur relation avec la vigne a travers
les réseaux mycéliens communs. Notre équipe étudie actuellement ces relations dans des microcosmes

spécialement développés.
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Figure 25 : A) Analyse de la colonisation de plantes de couverture sélectionnées apres huit semaines de culture avec
R. drregularis. N.B. pour la signification des codes EPPO, voir le tableau 1 ; B) Analyse de la colonisation des plantes
de couverture groupées par cycle de développement. Les %A et %M représentent la proportion d'arbuscules et de

mycorhization observée dans le systeme racinaire de chaque espece végétale.
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b) Etude au vignoble du couvert végétal sur les populations de CMA endogénes

En paralléle de ces expérimentations en serre, plusieurs essais ont été mis en place en France et chez les
partenaires du projet Biovine, dans le but de déterminer 'impact de la diversité végétale sur les communautés
de CMA associées a la vigne et au couvert. En ce qui concerne les essais en Europe, tous les partenaires du
projet ont envoyé des échantillons de racines et un total de 88 échantillons a été regu. Pour notre essai mené
en France, les cinq points de prélevements ont pu étre réalisés et un total de 135 échantillons de racines de
vigne et 209 échantillons de racines de plantes de couvert a été prélevé. Pour ensemble des 432 échantillons,
PADN total a été extrait et les marqueurs moléculaires FLR3-FLR4 ont été amplifiés. Les amplicons ont
ensuite été envoyés au CGRB aux Frtats-Unis ainsi que dans la société MicroSynth en Suisse pour effectuer
le séquencage.

En raison de la crise sanitaire, de nombreux retards ont été accumulés de la part les sociétés de séquengage
et la majorité des données ne nous ont pas encore été communiquées. Les résultats obtenus seront présentés

lors de la soutenance puis publiés dans un article.

V) Discussion et conclusion

La mycorhizotrophie des plantes de couvert, en présence de R. irregularis, est différente entre les especes.
Tandis que certaines plantes sont fortement colonisées, d’autres especes vont plus difficilement Iétre.
Cependant, il ne suffit pas d’intégrer a la parcelle un mélange avec les plantes les plus mycorhizotrophes.
Au sein de n’importe quel écosysteme, la diversité végétale apporte des services écosystémiques importants
et joue un réle majeur dans la formation et le développement des communautés microbiennes. L'identité
des plantes, qu'il s'agisse de l'espece ou de la famille, peut avoir un impact important (positif ou négatif) sur
la diversité microbienne en général, et en particulier sur les CMA. Méme si la majorité des especes végétales
sont des hotes capables d'interagir avec les CMA, certaines ne le sont pas. Les Brassicaceae font partie de ces
familles de plantes non-mycorhizotrophes qui inhibent la croissance et le développement des CMA par le
biais des exsudats racinaires. Malgré cet effet négatif sur les CMA, les Brassicaceae pourraient étre utilisées
comme plante de biofumigation contre les ravageurs de la vigne ou comme plante décompactante (Mozris
et al. 2020). La réflexion autour de la présence des Brassicaceae dans un mélange de couvert est intéressante
et I'aspect de la proportion optimale a intégrer au mélange reste encore a définir pour bénéficier du réle

biofumigateur sans pour autant impacter le développement des CMA ni Iefficacité de la SMA.

Le choix des mélanges de couvert doit étre également réfléchi a des échelles plus larges (espece, communauté
végétale, parcelle). De nombreux viticulteurs sont réticents a la mise en place d’un couvert végétal dans leur
vignoble car il peut entrainer une compétition forte pour I'eau et les nutriments. Cette compétition entre les

plantes est un facteur déterminant de la structure des communautés végétales mais également du rendement
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des cultures (Lin et al. 2015). Cependant, ces mécanismes peuvent étre atténués par les CMA qui participent
via les réseaux mycéliens a équilibrer les échanges de nutriments (van der Heijden and Horton 2009).
Schleubin et al. ont par ailleurs montré que les CMA étaient en mesure de diminuer la compétition entre les
graminées et les légumineuses en diminuant la croissance des premiéres (Scheublin et al. 2007). Par la suite,
Wagg et al. ont mis en avant 'importance de l'identité du champignon dans cette modération de la

compétition entre plantes (Wagg et al. 2011).

Du fait de retards importants dans le séquencage des échantillons, nous avons partiellement recu les données
de séquencage et il est impossible d’analyser les résultats dans ce manuscrit. Nous devrions étre en mesure
de présenter les analyses des données le jour de la soutenance
Deux questions seront alors traitées :
- Quel est effet du couvert végétal sur les communautés de CMA associées a la vigne ? a I’échelle
européenne et dans notre essai en France ?
- Existe-t-il un effet saisonnier sur les communautés de CMA présentes dans les racines de vigne et

de couvert ?
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Chapitre 3 — Impact d’un couvert végétal sur ’activité
P P g

biologique des sols viticoles

I) Introduction

De maniére générale, la diminution rapide de la biodiversité observée depuis plusieurs décennies
reste la principale menace sur la durabilité des écosystemes (Butchart et al. 2010). Ces écosystemes sont
fortement dégradés a cause des pratiques agricoles intensives qui affectent fortement la qualité des sols et
les processus biologiques (Lane et al. 2012; Haney et al. 2018). La qualité d’un sol est notamment définie
comme la capacité d’un sol a développer des fonctions permettant de maintenir la productivité des cultures,
de préserver les mécanismes biologiques et promouvoir la santé des plantes et des organismes (Doran and

Parkin 2015).

Au sein d’un écosystéme, cette biodiversité représente un réservoir de fonctions potentielles portées
par les organismes présents, et ce notamment par les microorganismes telluriques (bactéries et
champignons). Ces derniers participent a de nombreuses fonctions de ’écosysteme, telles que le cycle des
nutriments et la dégradation de la matiére organique. Ainsi, certains microorganismes sécrétent des enzymes
extracellulaires qui participent a la dégradation de la matiere organique et a la libération de nutriments, qui
seront ensuite disponibles pour les plantes et pour les autres microorganismes (Mozrrison et al. 1994; Burns
et al. 2013). Ces activités enzymatiques microbiennes modulent indirectement la croissance et la nutrition
des plantes ainsi que leur développement (Weidner et al. 2015; Jakobsen et al. 2015). Dans un sol, les activités
enzymatiques microbiennes sont dynamiques et sont généralement utilisées comme des indicateurs de la
qualité des sols pouvant affecter la productivité des cultures (Badiane et al. 2001; Balota et al. 2011).

Des pratiques agricoles alternatives, comme la réduction du labour, favorisent ces mécanismes biologiques
(Mangalassery et al. 2015; Schofield et al. 2019). La mise en place d’un couvert d’interculture dans les cultures
annuelles ou dans les inter-rangs pour la viticulture et Parboriculture améliore 'activité biologique du sol en
apportant de la matic¢re organique. L'influence de la diversité végétale sur I’activité biologique du sol a ainsi
été démontrée dans de nombreux écosystemes (Rodriguez-Loinaz et al. 2008; Steinauer et al. 2015). Par
exemple, les légumineuses permettent, via les nodules, d’incorporer de I'azote minéral dans les sols, ce qui
augmente les activités enzymatiques liées au cycle de 'azote (Mbuthia et al. 2015).

Parmi les cycles biochimiques, ceux du carbone (C) et de I'azote (N) sont étroitement liés aux activités des
organismes du sol (Buée et al. 2007). Les bactéries et les champignons sont les acteurs majeurs de ces
mécanismes et participent aux différents cycles en produisant différentes enzymes. Par exemple, la B-
glucosidase est une enzyme produite par les microorganismes qui catalyse la dégradation des composés
carbonés et est sensible aux pratiques culturales ce qui en fait un marqueur de la qualité des sols (Knight

and Dick 2004). Les enzymes microbiennes interviennent dans les cycles du soufre comme I’arylsulfatase
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qui est produite par plusieurs genres bactériens et fongiques et permet la mobilisation des sulfates (Gahan
and Schmalenberger 2014). Certaines sont plus largement étudiées comme les phosphatases puisqu’elles
permettent la minéralisation du phosphore organique en phosphore inorganique essentiel pour le
fonctionnement métabolique des plantes (Nannipieri et al. 2011). Cependant il est difficile de distinguer
dans le sol rhizosphérique, les enzymes produites par les microorganismes de celles produites par les plantes
comme pour les phosphatases. Ces mesures d’activités enzymatiques correspondent a une activité globale

du sol.

IT) Description de Pessai

Ici, des activités enzymatiques ont été mesurées sur des échantillons de sol provenant de la parcelle d’essai
présentée dans le chapitre 2. Cette parcelle a été semée avec huit mélanges de plantes de couvert et une
condition de travail du sol (déshetbage mécanique) (T'ableau 7). Pour étudier le fonctionnement biologique
des sols, nous avons prélevé trois échantillons de sol (0-20cm) par condition au niveau des inter-rangs. Un
suivi chronologique a été également réalisé aux mémes dates que les analyses de diversité. Une fois au
laboratoire, les sols (environ 200g) ont été tamisés a 4 mm pour éliminer les racines et les cailloux. Ces
échantillons ont ensuite été maintenus a 4°C jusqu’a la mesure de dix activités enzymatiques :
- N-acetylglucosaminidase (NAG), hydrolyse les polymeres de chitine (Kang et al. 2005)
- B-glucosidase (GLU), hydrolyse les polymeéres de cellulose (Floch et al. 2011)
- Leucine aminopeptidase (LAP), activité protéolytique qui relargue spécifiquement la leucine (Chen
et al. 2018)
- Phosphatase acide (PAC), hydrolyse les esters de I'acide phosphorique (H3POy) ; activité majoritaire
dans des sols acides (Nannipieri et al. 2011)
- Phosphatase alcaline (PAL), hydrolyse les esters de lacide phosphorique (H3POy), activité
majoritaire dans des sols neutres et alcalins (Nannipieri et al. 2011)
- Xjylosidase (XYL), hydrolyse ’hémicellulose et relargue des sucres (xylose) (DeForest 2009)
- Arylsulfatase (ARS), hydrolyse les composés organiques soufrés (ester de sulfates) et libére des ions
sulfates (SO4%) (Salazar et al. 2011)
- Protéases (PRO), activité protéolytique non-spécifique (Chen et al. 2018)
- Uréase (URE), hydrolyse I'urée et forme des ions ammonium (NH4*) (Tabatabai and Bremner
1972)
- Arylamidase (ARL), hydrolyse les extrémités N-terminale des acides aminés (Acosta-Martinez and

Tabatabai 2000; Floch et al. 2011)

Les analyses enzymatiques ont été menées par Séverine Piutti du Laboratoire Agronomie et Environnement
(LAE) (UMR 1121, INRAE, Université de Lorraine).
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I1I) Résultats

Les pratiques agricoles comme le labour ou les traitements phytosanitaires, diminuent sur
I’'abondance des microorganismes du sol mais également sur leurs activités. Au contraire, la présence d’un
couvert végétal participe a améliorer la croissance des communautés microbiennes. Dans notre essai, nous
avons comparé I’effet de huit couverts végétaux sur les activités enzymatiques du sol. L’analyse des données
montre tout d’abord une variabilité saisonnié¢re des activités enzymatiques (Figure 26). On observe une
diminution de lactivité phosphatase alcaline en hiver (Figure 26) et une augmentation de lactivité
phosphatase acide sur cette méme période (Figure 26). On peut alors supposer un effet des températures
et de ’humidité sur la production des enzymes et leur activité. De plus, on observe une augmentation de
lactivité uréase a partir de T3 (Figure 26). Les mémes observations sont faites pour la N-
acétylglucosaminidase (Figure 26), la B-glucosidase (Figure 26), la xylosidase (Figure 26) et les protéases
(Figure 26). Ces augmentations sont liées a la destruction du couvert qui est intervenus plusieurs jours avant
les prélevements.

Enfin, la mesure des activités phosphatases du sol montre qu’elles ne sont pas actives dans les mémes
pétiodes : plutot printemps-été (T0/T1/T4) pour la phosphatase alcaline et plutdt en automne-hiver pour
la phosphatase acide (T2/T3) (Figure 26).
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Figure 26 : Mesures des activités enzymatiques en fonction du temps et des mélanges végétaux semés.
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Figure 26 (suite) : Mesures des activités enzymatiques en fonction du temps et des mélanges végétaux semés.
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L’analyse multivariée réalisée a partir des activités enzymatiques mesurées dans le sol montre un effet net de
la couverture végétale sur ’activité biologique des sols viticoles (T'ableau 13). Les huit conditions de couvert
sont séparées de la condition controle « Ctrl » avec un travail du sol (Figure 27A). Pour I'ensemble des
activités enzymatiques, la présence d’un couvert végétal quel qu’il soit puis de sa destruction augmente
nettement les activités biologiques. De plus, ces activités varient de maniere significative au cours de la
saison d’essai (T'ableau 13). Deux groupes de dates d'échantillonnage peuvent étre distingués : les points

TO/T1/T2 et T3/ T4 (Figure 27B).
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Figure 27 : Analyse en composante principale (ACP) de la variation des activités enzymatiques en fonction A) des

mélanges de couvert et B) de la date de prélevement.
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Tableau 13 : Analyse de variance (ANOVA) a partir des mesures des activités enzymatiques sur le sol dans les
différentes conditions de couverture végétale. ns: non significatif ; les symboles *, **, *** indiquent les niveaux de

significativité suivants : 0,05 ; 0,01 ; 0,001.

GLU | XYL | NAG | LAP | URE | ARS | PAC | PAL | PRO | ARL | HWC | HWN | HUM
Couverture
sokk S T e R I E S L N S e sokk sokk
végétal (CV)
Saison (S) ns ns ns * ns rk PR Ing ns ns ns * *x
CVxS ook S wkk | %Rk | ng wokok |k ok wokok | Rk koK ok
Iv) Discussion et conclusion

Lagriculture de conservation vise a promouvoir les services écosystémiques rendus par les
organismes tel que les microorganismes du sol et a dynamiser le fonctionnement des écosystemes (Hobbs
et al. 2008). Les microbes du sol jouent un role central dans les écosystemes terrestres et sont reconnus
comme des acteurs majeurs de la formation des communautés végétales et dans le fonctionnement des
écosystemes (van der Heijden et al. 2008). En effet, les microorganismes produisent en permanence des
enzymes qui sont relachées dans le sol. Ces enzymes participent aux réactions chimiques importantes du sol
et jouent un réle majeur dans les processus biologiques comme par exemple la stabilisation des sols et la
séquestration du carbone, ou encore la décomposition de la matiere organique (Makoi and Ndakidemi 2008).
Les activités enzymatiques produites par les bactéries ou les champignons sont variables en fonction des
conditions pédoclimatiques et des pratiques culturales ce qui en fait des marqueurs communs du

fonctionnement et de la qualité des sols (Mendes et al. 1999).

Les données correspondant aux mesures des activités enzymatiques de notre essai ont été recues
récemment. Cependant, les premiéres analyses nous montrent que la mise en place d’'un couvert végétal
permet dans toutes les conditions d’augmenter les activités enzymatiques du sol, confirmant les données de
la bibliographie (Mendes et al. 1999; Hamido and Kpomblekou-A 2009; Chavartia et al. 2016; Thapa et al.
2017). Pour toutes les enzymes, les activités mesurées sont plus élevées dans les conditions de couvert par
rapport a la condition contréle avec désherbage mécanique. De plus, cette augmentation de 'activité du sol
résulte probablement une disponibilité en nutriments plus importante pour les plantes et pour la vigne. Le
pic de biomasse apportée par le couvert est rapidement utilisé et minéralisé par les enzymes impliquées dans
les cycles du carbone et de 'azote. Les activités phosphatases du sol sont aussi fortement régulées par le pH
du sol, les différences temporelles observées dans notre essai montre un changement de pH au cours de la
saison (Nannipieri et al. 2011; Han et al. 2021).

D’autres analyses devront étre menées afin d’évaluer le lien entre les activités enzymatiques et la diversité
des CMA. Plusieurs hypothéses suggérent que les CMA produise et participe au cycle des nutriments et non

pas uniquement au recyclage et au transport des nutriments du sol vers la plante. Les CMA pourraient avoir
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un meilleur accés aux sources de nutriments comme l'azote et le phosphore grace a Iinteraction les
communautés bactériennes du sol actives dans la dégradation de la matiére organique (Read et Perez-
Moteno 2003). En effet, méme si aucune enzyme extracellulaire n’a été mise en évidence chez les CMA, il
a pu étre montré une corrélation entre les activités leucine-aminopeptidase et uréase et la présence de CMA

(Burke et al. 2011). Les analyses futures s’attacherons a confirmer ces hypothéses.

Enfin, les activités enzymatiques sont aussi impactées par d’autres facteurs. La fertilisation azotée appliquée
par les agriculteurs affecte négativement les activités de minéralisation de I'azote (Yanling et al. 2018). Un
effet « saison » a plusieurs fois été¢ démontré (Nautiyal et al. 2010; Nannipieri et al. 2011; Mangalassery et al.
2015). Les conditions estivales et la diminution de ’humidité du sol est responsable d’une baisse du niveau
et de lefficacité de certaines activités enzymatiques. La hausse des températures et la sécheresse sont
notamment des facteurs importants de réduction des activités enzymatiques mais aussi de la biomasse
microbienne (Sardans and Pefiuelas 2005; Sardans et al. 2008; Sierra 2012). Toutefois, il est important de
noter que la présence des plantes permet de maintenir une humidité plus importante par rapport a un sol

nu et donc de maintenir une meilleure activité du sol (Yates et al. 2008).

En conclusion, la présence d’une diversité végétale participe a augmenter la diversité des microorganismes
et les activités enzymatiques. Les couverts végétaux apparaissent donc comme un outil pour augmenter le
fonctionnement des agroécosystemes et les services écosystémiques rendus par les microorganismes (Finney
et al. 2017; Isbell et al. 2017; Reiss and Drinkwater 2022). Cependant, le lien entre diversité taxonomique
des microorganismes et diversité fonctionnelle du sol est encore peu étayé. Les connaissances restent
limitées sur les organismes, bactériens ou fongiques, et les génes impliqués dans ces mécanismes et
d’avantage d’études seront nécessaires de maniére a lever ces verrous et mieux comprendre les organismes

mis en jeu et les mécanismes biologiques associés.
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Chapitre 4 — Le vieillissement des vignes influence-t-il les communautés de
champignons mycorhiziens a arbuscules des vignobles : Etude de cas d’un

parcellaire champenois

Ce chapitre a fait ['objet d’un article de recherche sous le format d'une communication conrte intitulée « Does the ageing vineyards
(from 8 to 107 years) alter commmunities of arbuscular mycorrhizal fungi ¢ ». Cet article co-écrit avec Célien Durney a été

souniis dans la revne Mycorrbiza (Durmey et al. 2022)

La vigne est une plante pérenne qui, comme les arbres fruitiers, persiste dans son environnement
grace a des réserves nutritives accumulées pendant la saison (ex. survie hivernale). Ces réserves sont ensuite
remobilisées a la sortie de Thiver pour que la vigne redémarre sa croissance. Un pied de vigne peut donc
étre cultivé pendant plusieurs décennies et on observe un démarrage de la production de raisin entre trois
et cinqg ans apres la plantation. Cette culture peut alors s’étendre sur plusieurs décennies et se poursuivre
pendant 25 a 30 ans. Des spécificités peuvent toutefois apparaitre dans les régions viticoles ou les viticulteurs
conservent des parcelles pendant plus de 40 ans et former une nouvelle appellation dites « vieilles vignes ».

Toutefois, ce type de production reste peu répandue.

Les champignons mycorhiziens a arbuscules (AMF) sont des organismes clés dans les écosystemes
viticoles car ils fournissent de nombreux services écosystémiques a la fois au sol et aux plantes. La notion
de persistance et de dynamique des communautés de CMA dans Penvironnement a longtemps fait face a la
difficulté de quantifier la présence des CMA dans le sol mais également dans les racines des plantes.
Toutefois, plusieurs études tentent de comprendre comment les changements saisonniers influencent les
communautés de CMA. La majorité de ces études concerne des plantes annuelles (Lutgen et al. 2003;
Mandyam and Jumpponen 2008) et mettent en avant de nombreux facteurs influencant les communautés
de CMA comme les pratiques agricoles. L’ensemble des pratiques culturales tel que le labour profond et
régulier, ou encore l'utilisation de fongicides et d’herbicides modifie de maniéere directe et indirect les
communautés de CMA (Brito etal. 2012; Zaller et al. 2018). Les conditions pédoclimatiques de I’écosysteme
étudié sont également des facteurs déterminants pour le développement des communautés de CMA.
Cependant, les informations concernant la dynamique des communautés de CMA a travers le temps sont
relativement limitées et se concentrent sur des échelles de temps courtes, inférieures a 15 ans. Tandis que
I'influence des facteurs pédoclimatiques et agricoles, sur la dynamique des communautés microbiennes, sont
régulierement rapportées dans la littérature, le role de la physiologie des plantes sur ces communautés est
peu discuté. Dans cet article, nous avons analysé la diversité des CMA dans trois vignobles aux parameétres
pédologiques identiques, géographiquement proches, mais dont la date de plantation differe (8, 33 et 107
ans). Les analyses de diversité ont révélé une différence dans la communauté de CMA présente dans le sol

et en association avec les racines de la vigne. Nous avons également pu mettre en évidence un effet de 1'age
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de la plante sur la communauté des CMA associés aux racines de la vigne. Plus précisément, nous avons
observé une disparition de certaines especes de CMA au cours du vieillissement de la vigne, ce qui implique
une réduction de la diversité des CMA. Plusieurs hypotheses ont été établis autour de la physiologie de la

vigne et des plantes en général. Une baisse de lefficacité de la photosynthése est notamment

Tous les éléments, détaillés dans Darticle, suggérent l'importance dans les futures recherches de mieux
comprendre les fonctions des CMA et les différentes stratégies de symbiose en fonction des plantes et des
conditions environnementales. La dynamique a court ou long terme des communautés microbiennes
poutrait étre le résultat d'une stratégie d'adaptation aux changements environnementaux et aux pratiques

agricoles.
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Abstract:

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are key organisms in viticultural ecosystems as they provide numerous
ecosystem services to both soil and plants. Information about AMF community dynamics over time are relatively
limited and focused on short time scales. Many factors such as soil, climate and agricultural practices could have
strong effects on microbial community dynamics, whereas the role of evolution of plant physiology is little
discussed. We analysed the diversity of AMF in three vineyards with identical soil parameters, geographically
close, but of different ages (8, 33 and 107 years). Diversity analyses revealed a difference in AMF community
between soil and grapevine roots, and highlighted an effect of plant age on AMF community associated to
grapevine roots. More precisely, we observed a disappearance of certain AMF strains during grapevine ageing,
meaning a reduction of AMF diversity. It suggests the importance in future projects to take care of the functions
and differences between AMF species strategy. Microbial community short- or long-term dynamics could be the

result of adaptive strategy to environmental changes and agricultural practices.
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Introduction

Grapevine (Vitis vinifera L.) is a plant cultivated by human for thousands of years. Since the phylloxera
epidemic of the 19th century, almost all cultivated grapevines have been grafted, consisting of the association of
a scion (i.e. the traditional cultivated grape variety) and a rootstock (i.e. a phylloxera-resistant grapevine). These
rootstocks are generally chosen according to soil and climate conditions (Ollat et al. 2016). Despite the grafting
step, grapevine remains a crop subject to many environmental stresses, both biotic (e.g. insect pests (Reineke and
Thiéry 2016), fungal pathogens (Gessler et al. 2011) or viruses (Meng 2017), and abiotic (Duchéne et al. 2010;
Bernardo et al. 2018). Several viticultural practices (e.g. deep and regular tillage, application of insecticides,
fungicides and pesticides) impact the functioning of vineyard ecosystem including in particular soil microbial
communities (Kéhl et al. 2014; Palomo-Campesino et al. 2018; Tamburini et al. 2020). These communities
influence both the grapevine and associated microbes (Gilbert et al. 2014; Bettenfeld et al. 2021), and characterize
the microbiological “terroir” (Bokulich et al. 2014). In soils, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), belonging to
the subphylum Glomeromycota (Tedersoo et al. 2018), form a mutualistic symbiosis, the arbuscular mycorrhiza
(AM), with about 80% of land plants. AMF provide a multitude of ecosystem services, including tolerance to
various environmental stresses and nutritional benefits related to plant growth (Gianinazzi et al. 2010) and crop
quality traits (e.g. nutritional value, organoleptic properties and secondary metabolism) (Noceto et al. 2021). In
AM symbiosis, AMF transfer mineral nutrients and water from the soil to the host plant, in exchange for carbon
compounds provided by the host (Garcia et al. 2016; Wipf et al. 2019). In vineyards, AM symbiosis represents an
agronomical support (Trouvelot et al. 2015), especially in the development of new viticultural practices regarding
climate change and grapevine decline, and to ensure environmental sustainability (Bettenfeld et al. 2020, 2021).

Grapevine is a perennial crop grown for several decades. In some wine-producing regions, vineyards are
sometimes cultivated and harvested beyond 30 or even 50 years. Wines produced from these vineyards, usually
referred to as “old vines”, develop different flavours and aromas (Reynolds et al. 2007; Du et al. 2012). The
putative role of the microbiota associated to grapevine in these modifications of quality traits needs to be explored.
Moreover, current knowledge on microbial communities and their dynamics over time is relatively limited but
tends to grow, particularly on AMF communities. Multiple environmental factors influence intra-annual variation
of AMF communities, including temperature (Davison et al. 2021), soil type and pH (Coughlan et al. 2000; Oehl
et al. 2010), and rainfall (Cuenca and Lovera 2010; Zhang et al. 2017). Regarding inter-annual variation of AMF
communities, agricultural practices as tillage (Jansa et al. 2002; Séle et al. 2015), and the use of chemical fertilizers
(Williams et al. 2017; Liu et al. 2020) and biocides (Gosling et al. 2006), but also cultural systems (Noelia Cofré
et al. 2017; Higo et al. 2019; Dietrich et al. 2020) exert selective pressure on AMF communities (Berruti et al.
2014). Thus, some studies have highlighted a shift in AMF communities, either in soils or associated with roots,
as the presence of some phylotypes could be associated to vineyard age (Schreiner and Mihara 2009). Similar
shifts were observed in plantation of Panax ginseng (Kil et al. 2014), Artocarpus altilis (Hart et al. 2014) and
Hevea brasiliensis (Herrmann et al. 2016). Interestingly, changes in diversity over time have also been observed
for ectomycorrhizal fungi associated with forest tree roots in boreal and temperate forest ecosystems (Twieg et al.
2007; Courty et al. 2008).

AMF are key microorganisms in terrestrial ecosystems, but to our knowledge, studies of AMF diversity
dynamic over time are limited. In this study, we investigated the potential effect of grapevine ageing on AMF

communities associated to roots and present in soil of vineyards. The fact that the three plots are geographically
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close (less than 800 metres between the two most distant plots) and therefore have identical pedo-climatic
conditions, and the use of identical viticultural practices strongly limit the effects of environmental variation on

AMF communities.

Material and methods
Experimental site

We analysed the AMF communities associated with roots or present in the soil as reservoir from three
neighbouring plots in the Champagne Region: young grapevines (YG; planted in 2011), intermediate grapevines
(IG; planted in 1986) and old grapevines (OG; planted in 1912). The three vineyards, belonging to the same owner
(Champagne de Sousa), have similar pedoclimatic conditions (analysis performed by CESAR laboratory,
Ceyzeriat, Table S1), were planted with the same grapevine association (rootstock: "41B Millardet et de Grasset;
scion: "Chardonnay Blanc™) and subjected to the same agricultural system. The forest floor is flat, with scarce
weed plants (Stellaria media L., Amaranthus retroflexus L., Mercurialis annua L., Convolvulus arvensis L.,
Solanum nigrum L.). The maximum distance between two plots is 500 m. The winemaker used organic techniques.
Moreover, as the repeated use of heavy machinery causes soil compaction and disruption of the mycorrhizal
network (Jansa et al. 2002; Rydberg and Jansén 2002; Brito et al. 2012; Garcia-Tomillo et al. 2017), the winemaker
used animal traction for light mechanical work (horse-drawn tillage between grapevines rows) that can limit the
negative effects on AMF community previously mentioned. Over the years, if a grapevine plant died, it was never

replaced, thus excluding the possible addition of new microbes through a root system in more recent times.

Sampling, DNA extraction and amplification

Thirty grapevine root samples (n=10 per plot) and nine soil samples (n=3 per plot) were collected from
the three plots at ripening stage, in July 2019. Each root sample was carefully cleaned with tap water to remove
soil particles and then sorted to keep only the finest and youngest roots (about 200 mg fresh weight). Total DNA
was extracted from roots following the in-house procedure (Drain et al. 2019) and from soil using Fast DNA kit
spin for soil (MPBio®). To assess AMF diversity, we performed a nested PCR. The first primer pair LR1-NDL22
was used in the first PCR reaction that targets the D2 variable region of the large ribosomal subunit (LSU) of all
eukaryotes (van Tuinen et al. 1998). The second PCR reaction was performed using the FLR3-FLR4 primer pair

(Pivato et al. 2007) with appropriate Illumina Miseq adaptors.

Diversity analyses

Once amplicons sequencing performed (Illumina Miseq, Center for Genome Research and Biocomputing,
Oregon state, USA), sequences were sorted and clustered forming OTU (Operational Taxonomic Unit) using the
FROGS pipeline available at Galaxy server (Escudié et al. 2018). The clustering step was performed with an
aggregation distance of five and an abundance threshold of 5.10-*. Next, taxonomic identification of each OTU
was performed using the laboratory's internal database build from NCBI and Maarjam databases (Opik et al. 2010).
When specie level identification was impossible, they were named “sp.”. Different analyses were performed on R
software (R Core Team 2021) with vegan and ggplot2 packages (Oksanen 2013; Wickham 2009).

Results and discussion
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In total, we identified 88 OTUs, grouped in 12 species (Claroideoglomus sp., Dominikia aurea,
Dominikia iranica, Funneliformis caledonius, F. coronatum, F. mosseae, Glomus sp., Rhizophagus irregularis,
Rhizophagus sp., Sclerocystis sinuosa, Septoglomus viscosum and Septoglomus sp.) (Fig. 1).

The AMF soil reservoir was identical among the three plots and was composed of all the 12 species
mentioned above. However, we observed a change in the AMF diversity patterns between soils and grapevine
roots (Fig. 1A). In soil samples, the majority of sequences are belonging to the genus Funneliformis whereas it
represents less than 0.5% in roots of young (YG) and intermediate grapevine (IG), and is absent in old grapevine
(OG) roots (Fig. 1A). Apart from the presence of latent spores or hyphae in soil, this observation may be related
to functional aspects of AMF species. Compared to R. intraradices, newly named R. irregularis, F. mosseae seems
to have the same colonization rate (Hart and Reader 2002). However, it has been shown that R. irregularis delivers
more nutrients (i.e. phosphorus) than F. mosseae (Walder et al. 2012, 2015), whereas F. mosseae seems to provide
more protection against biotic stresses (Mustafa et al. 2016). We can hypothesize that, in these vineyards, F.
mosseae is less competitive for symbiosis establishment than other AMF species, thus interacting rarely with
grapevine without being able to maintain its interaction over time. Furthermore, the presence of F. mosseae in the
soil could be the result of abundant fungal structure due to a privileged interaction with spontaneous annual plants
in vineyards. Indeed, plant species can differently host AMF community and is strongly dependent on plot history
(Horn et al. 2017; Hontoria et al. 2019).

Among the 12 species identified in the soil, only seven were found in grapevine roots compare to soil
samples. Also, grapevine roots were colonised differently by AMF species depending on the age of grapevine
plants. Four species (Glomus sp., R. irregularis, Rhizophagus sp. and S. sinuosa) were detected in grapevine roots
of the three plots, whereas three (F. mosseae, Claroideoglomus sp. and S. viscosum) were only found in grapevine
roots of YG and IG (Fig. 1B). It is interesting to note that among these three species, S. viscosum, absent from
OG, is already less abundant in the 1G roots (Fig. 1B). Moreover, for the four species present in all vineyards,
differences can be observed. The relative abundance of Glomus sp. (>5%), R. irregularis (25.4%) and Rhizophagus
sp. (>5%) increased over the years, whereas S. sinuosa abundance is already high in YG (=59%), and is still the
majority in IG (=43%) and OG (=65%) (Fig. 1B). In order to identify the dissimilarities between root samples, a
Bray-Curtis dissimilarity matrix was constructed from all detected OTUs. The NMDS plot of this Bray Curtis
matrix and its statistical analysis (Anosim) both highlight an "age effect" (Fig. 2). From the plant side, age is an
important parameter that affects development, physiology and metabolism (Thomas 2002; Wells and Eissenstat
2002). Like all perennial plants, grapevine show strong modifications of plant physiology and a decrease in vigour
over long cultivating periods (Considine 2004; Grigg et al. 2018). Depending on the plant material and
environmental variables, this generally results in both a reduction of the biomass produced during the season and
yields, as it was true for our three studied plots. Indeed, de Sousa winemaker noted a yield of 10950, 12000 and
6671 kg/ha for YG, 1G and OG respectively. This point is physiologically linked to a decrease in the efficiency of
photosynthesis rate over time (During 1994; Bond 2000), which leads to a decrease in the production of carbon
compounds by the plant and thus potentially to a reduction of carbon partitioning between source and sink organs.
Whereas, the roots' mycorrhization status enhances the strength of the sink organ, but the plant may limit its carbon
supply in the trade-off with AMF (Garcia-Rodriguez et al. 2007; Lekberg et al. 2013).
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Conclusion

AMF diversity analysis performed on soil and grapevine roots of three geographically close plots with
identical viticultural practices and reduce tillage for several years, but with grapevine planted 107, 33 and 8 years
ago respectively, highlighted a clear “plant age effect” on AMF communities associated with grapevine roots but
not in soil. These results also point the importance of long-term changes in plant physiology on AMF communities
present in roots. Even though AMF is described as non-specific symbiont, the differences observed between root
and soil samples can be explained the presence of latent AMF structures or a natural cover plants that could
maintain a greater diversity compared to a grapevine monoculture. These fine changes in AMF diversity may
reflect different functional aspect of AMF species. Nowadays, there is a significant literature gap which limits the
understanding of long-term AM symbiosis dynamics and community structuring. It will therefore be interesting in
future projects to study the functions and differences between AMF species strategy. Microbial community short-
or long-term dynamics could be the result of adaptive strategy to environmental changes and agricultural practices.
Further research on agroecological practices, including increased plant diversity, should be explored given the

strong relationship between plant and microbial communities.
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Figures and tables caption:
Figure 1: Mean of relative abundance of AMF species identified in A) each soil and B) root samples. YG: young

Grapevines (8 years); IG: Intermediate Grapevines (33 years); OG: Old Grapevines (107 years).

Figure 2: NMDS plot based on Bray Curtis dissimilarity matrix showing the variability of the samples according
to the treatment applied and the plot studied. Each point represents the ordination of each sample. Each sample is
symbolised by a form, which corresponds to the sampled plot. YG: young Grapevines (8 years); IG: Intermediate

Grapevines (33 years); OG: Old Grapevines (107 years).
Table S1: Physico-chemical analyses of the soils of the three plots studied (n=3). Different letters represent

significant differences between groups. YG: young Grapevines (8 years); IG: Intermediate Grapevines (33 years);
OG: Old Grapevines (107 years).
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Does the ageing vineyards (from 8 to 107 years) alter communities of arbuscular mycorrhizal fungi?

Mycorrhiza

Célien Durney, Pierre-Antoine Noceto, Diederik van Tuinen, Julie de Sousa, Daniel Wipf, Pierre-Emmanuel
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Corresponding Author: Pierre-Emmanuel Courty (pierre-emmanuel.courty@inrae.fr) ; Agroécologie, INRAE,

Institut Agro, Univ. Bourgogne, Univ. Bourgogne Franche-Comté, F-21000 Dijon, France;

Condition YG (8 Years old) IG (33 Years old) OG (107 Years old)
Localisation 48°58'56.1"N 3°59'43.4"E | 48°58'55.9"N 4°00'12.0"E | 48°58'58.2"N 4°00'19.4"E
Clay (g/kg) 377a 264.6b 244.6b
Fine silt (g/kg) 211.7b 298.3a 200.7b
Coarse silt (g/kg) 196a 235a 200.6a
Fine sands (g/kg) 131a 128.7a 192a
Coarse sands
(g/kg) 83.3a 73.3a 162a
Organic matter
(g/kg) 46.4a 48.8a 52.5a
Carbone (g/kg) 26.9a 28.4a 30.5a
N total (g/kg) 2.2a 2.2a 2.6a
CN ratio 12a 12.7a 11.3a
Total Carbonate 244.3b 236.3b 338.3a
(g/kg)
Active carbonate 107.5a 106.6a 120a
(g/kg)
Oxalic iron (g/kg) 47.8a 65.8a 71.5a
Cation exchange
T 158.7a 141.4a 124.2a
pH 7.8a 7.9a 7.8a
CaO (g/kg) 14.4a 13.5a 11.8a
K20 (g/kg) 0.65a 0.53a 0.54a
MgO (g/kg) 0.26a 0.23a 0.27a
P (g/kg) 0.17a 0.16a 0.21a
Cu (g/kg) 163.8a 191.5a 239.4a




Conclusion générale et perspectives

Cette these a été consacrée a I’étude de I'impact sur de pratiques viticoles (présence d’un couvert,
choix du porte-greffe, dge de la vigne, ...) sur les communautés de champignons mycorhiziens a arbuscules
(CMA) associées a la vigne. Ces recherches s’intégrent dans les études menées depuis plusieurs dizaines
d’années par I’équipe « Santé des plantes : défense et mycorhize » de FTUMR Agroécologie pour mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents au fonctionnement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules sur
des modeles végétaux divers, ainsi que 'intégration et 'optimisation de cette symbiose dans les écosystémes
agricoles.

Depuis maintenant plusieurs années on sait que les pratiques agricoles ont une influence importante sur la
structuration du sol, mais également sur les processus biologiques liés au développement des communautés
de microorganismes du sol. Parmi eux, les CMA sont des organismes clés car ils fournissent a ’écosysteme
de nombreux services et permettent notamment d’améliorer la nutrition des plantes et leur tolérance aux
stress biotiques et abiotiques. Ces organismes sont fortement impactés par différentes pratiques agricoles
comme le labour qui déstructure le réseau mycélien ou encore I'application d’herbicides qui limitent la
présence de plantes hotes pour ces organismes. Néanmoins, dans le cadre d’une gestion plus agroécologique

des écosystemes cultivés, de plus en plus d’attention est portée aux CMA et aux services qu’ils rendent.

Au vignoble, 'utilisation de plantes de couvert tend a se répandre. L’implantation d'une couverture
végétale dans les inter-rangs du vignoble offre de nombreux services écosystémiques tels que l'attraction
d’insectes auxiliaires ou l'augmentation de la matiére organique dans les sols. Mais il est important de noter
que cette augmentation de la diversité végétale contribue également a dynamiser la diversité microbienne
présente dans les sols, et notamment les CMA. Les travaux menés pendant cette these visaient a étudier
l'interaction entre les plantes de couvert et les CMA afin d'identifier des espéces végétales ou des groupes
d'espéces végétales qui peuvent stimuler la croissance des CMA et permettre la conservation de la diversité
dans le vignoble et son transfert vers les vignes. L'objectif a long terme est de fournir des conseils aux
viticulteurs pour l'utilisation des plantes de couvert en intégrant la diversité microbienne du sol au sein des
itinéraires de culture. Grace au projet Biovine, nous avons identifié et testé la capacité de mycorhization
d'une large liste de plantes de couvert. Nous avons inclus a la fois des familles de plantes couramment
utilisées comme couvert végétal d'interculture et des especes souvent considérées comme des adventices.
Au final, nous avons montré que toutes les especes et familles de plantes n'ont pas la méme
mycorhizotrophie. Les légumineuses présentent généralement une mycorhization plus élevée que les autres
familles de plantes. Nous avons ainsi pu identifier des plantes de couvert qui seraient favorable a la
mycorhization du vignoble. Cependant, les viticulteurs sont limités dans la palette végétale utilisable de par
la présence de compétition entre le couvert et la vigne. Ces problématiques doivent faire 'objet d’études

approfondies qui pourront étre menées au laboratoire. Nous pourrions par exemple suivre les échanges
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d’eau et de nutriments entre la vigne etle couvert grace a des substrats marquées (SN, 2H>O). Nous utilisons
réguliérement au laboratoire des microcosmes permettant d’isoler les systemes racinaires des plantes. Les
plantes inoculées sont connectées par le réseau mycélien du CMA. En apportant nos substrats marqués, le
champignon va transmettre les nutriments a une ou bien a l'autres. La quantification de ces éléments
marqués permet d’établir sila plante de couvert va préférentiellement absorber les nutriments par rapport a
la vigne.

L’objectif étant de mieux comprendre le role des CMA dans les échanges de nutriments au sein des
communautés végétales. Il sera ainsi possible d’identifier des espéces végétales présentant peu de

concurrence ou encotre des plantes inadaptées en raison d'une forte compétition nuttitive avec la vigne.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu évaluer l'effet de différents mélanges de plantes de
couvert sur la diversité des CMA associés aux racines de la vigne et du couvert végétal. Pour cela, nous
avons donc démarré un essai en juillet 2020 sur une parcelle en Bourgogne. Nous nous sommes également
intéressés a I'évolution saisonniére de la diversité associée a ces communautés végétales. Ainsi, cing points
d'échantillonnage ont été fixés au cours de la saison en fonction du stade phénologique de la vigne et du
développement du couvert. Tous les échantillons ont été traités et nous attendons actuellement les dernicres
données de séquencage.

Drautre part, il est important d'identifier les protagonistes de la symbiose mycorhizienne a travers I'étude de
la diversité taxonomique mais il est primordial d’étudier l'aspect fonctionnel de 1'écosystéme. Tous les
organismes, aussi bien les plantes que les micro-organismes, interagissent et s'influencent mutuellement a
travers leur cycle de développement et leur activité métabolique. Les microorganismes participent aux
processus biologiques de mobilisation ou de minéralisation de la matiére organique présente dans le sol.
Cependant, on constate un manque de connaissances pour relier I'étude de la diversité microbienne et le
fonctionnement biologique des écosystemes. Bien que les AMF ne soient pas les seuls acteurs microbiens,
nous avons souhaité évaluer le fonctionnement biologique du sol en présence de nos mélanges de couverts
sélectionnés. Pour cela, des mesures d'activités enzymatiques ont été réalisées sur le sol rhizosphérique avec
la méme chronologie que notre étude taxonomique. Sur les premicres analyses, il apparait que les couverts
végétaux permettent d'augmenter les activités enzymatiques étudiées au niveau du sol. Ceci suggére une
amélioration des processus biologiques et du fonctionnement de I'écosysteme.

Méme si la pandémie de Covid-19 et I'échec des premiers essais dans le vignoble ont retardé la réalisation
de ces travaux, la majorité des résultats souhaités ont été obtenus. En revanche, les données étant arrivées
tres récemment, des analyses complémentaires seront réalisées dans les semaines a venir et d’ici a la
soutenance orale de ma thése de maniére a identifier des corrélations entre 'abondance des CMA et les
activités enzymatiques. Nous analyserons également ’effet de cette pratique sur les rendements et la qualité

des baies.
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D’autres pratiques viticoles ont été étudiées au cours de ces travaux. La vigne présente de
nombreuses particularités comme le fait qu’elle soit cultivée en hétérogreffe. On sait de par la bibliographie
que la variabilité génétique intraspécifique influence la réponse de la plante a la symbiose mycorhizienne.
Or aucune étude ne s’était jusque-la attachée a comparer les communautés de CMA associées a différents
cultivars. Pour répondre a cette question nous avons menés une campagne de prélevement au sein d’un
conservatoire régional des cépages et des porte-greffes, situé en Bourgogne. Nos résultats ont montré que
les porte-greffes abritent des communautés de CMA différentes du point de vue de leur composition. En
revanche, cet effet est peu visible sur les indices de diversité. Nos résultats confirment donc des observations
réalisées dans d’autres études ou la composition des communautés fongiques au niveau du sol sont modifiées
par le génotype des plantes. De plus, depuis la crise du phylloxera, les vignes en production présentent deux
fonds génétiques différents qui cohabitent au sein d’'une méme plante : le greffon et le porte-greffe. La aussi,
Iétude des communautés de CMA révele l'influence des cépages sur les communautés recrutées au niveau
des racines du porte-greffe. On peut trouver une explication a ce phénomene par des différences de vigueur
et de croissance entre les génotypes des cépages mais également des porte-greffes. Plusieurs études ont
montré que les deux entités modifiaient Iallocation en nutriments au sein de la plante entiere et donc
probablement P’allocation de nutriments vers les partenaires symbiotiques. Le greffon et le porte-greffe
s’influence mutuellement soit au niveau de la remontée des nutriments du sol vers les parties aériennes ou
la descente des sucres des feuilles aux racines. Ces régulations de Iallocation des ressources au sein de la
plante, ajouté a la symbiose mycorhizienne qui exerce une demande importante en carbone au niveau des
racines, peuvent expliquer nos observations. Des études complémentaires sur les échanges de nutriments
dans différentes associations cépage/porte-greffe en lien avec les stratégies d’échange potentiellement
différentes entre les especes de CMA pourront étre menées afin de soutenir ces hypothéses. Nous cultivons
depuis quelques années une collection de porte-greffes et de cépages au sein de linstitut et nous avons
également accés a des collections de CMA avec une grande diversité d’isolats. Dans un premier temps, nous
pouvons évaluer les stratégies d’échanges de carbone et d’azote entre les porte-greffes et les CMA, grace la
aussi a des substrats marqués (1’N, 3CO,). Dans un second temps, nous pourront comparer I'impact du
greffage sur ces échanges avec plusieurs cépages. Ces études physiologiques pourraient s’accompagner
d’analyses transcriptomiques de maniére a identifier les acteurs de ces échanges a Iéchelle de la plante
entiére. Des transporteurs de nutriments sont notamment spécifiques de la symbiose mycorhizienne a

arbuscules.

Enfin, notre étude sur la diversité des CMA en lien avec I'ancienneté des parcelles viticoles a permis de
mettre en évidence des évolutions dans les communautés de CMA recrutées par les ceps au cours du temps.
L’abondance de certaines especes comme Sepfoglomus sp. diminue en fonction du temps, tandis que d’autres
especes majoritaires (R. Zrregularis et Sclerocystis sinuosa) se développent au cours du temps et deviennent

quasiment exclusives chez des pieds plus agés. Ces recherches ont soulevé plusieurs questions quant a I’effet
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de I'age de la plante sur la structuration des communautés de CMA. Une hypothése pourrait étre la
diminution de efficacité de la photosynthése en fonction de ’age de la plante qui a déja a pu étre observé
chez les arbres mais pas chez la vigne. Toutefois on sait que les transferts de nutriments entre les plantes et
les CMA sont variables dans le temps et différentes stratégies d’échange peuvent se mettre en place. Des
expérimentations sur les échanges de carbone entre différentes especes de CMA devront étre menées pour
mieux comprendre les différentes stratégies d’échange mises place par la plante hote et par les CMA. On
peut également s’interroger sur 'impact de I'dge de la plante sur 'ensemble des communautés de
microorganismes quel que soit le compartiment de I’écosysteme étudié. Peut-on observer des différences
sur les communautés endophytes autres que les CMA ou bien est-ce que la physiologie d’'une plante plus
avancée détermine la composition des communautés de microorganismes de la rhizosphére ? Pour cela,
nous pouvons reprendre nos échantillons et amplifier les marqueurs moléculaires bactériens et fongiques
pour identifier les communautés endophytes. Pour les communautés de la rhizospheére et de la phyllosphere,
il sera nécessaire de refaire une campagne de prélévement.

Du fait de la baisse de productivité des parcelles anciennes, toutes ces questions susciteront peut-étre moins
d’intérét pour les viticulteurs mais permettront a la communauté scientifique de mieux comprendre et

d’évaluer la capacité d’une plante a se maintenir dans un écosystéeme au fil des années.

L’ensemble des résultats obtenus, ainsi que les données issues de la bibliographie souligne la complexité des
interactions entre la vigne et les microorganismes du sol. D’autres études menées par notre équipe visent
notamment a mieux comprendre I'influence de la symbiose mycorhizienne et des CMA sur la physiologie
de la vigne. Ces éléments sont également intégrés dans des thématiques de recherche, de notre laboratoire,

liées a la résistance de la vigne aux ravageurs dans un contexte de dépérissement.
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Abstract

Arbuscular mycorrhiza, one of the oldest interactions on earth (~450 million years old) and a first-class partner for plants to
colonize emerged land, is considered one of the most pervasive ecological relationships on the globe. Despite how important
and old this interaction is, its discovery was very recent compared to the long story of land plant evolution. The story of the
arbuscular mycorrhiza cannot be addressed apart from the history, controversies, and speculations about mycorrhiza in its
broad sense. The chronicle of mycorrhizal research is marked by multiple key milestones such as the initial description of
a “persistent epiderm and pellicular wall structure” by Hartig; the introduction of the “Symbiotismus” and “Mycorrhiza”
concepts by Frank; the description of diverse root-fungal morphologies; the first description of arbuscules by Gallaud;
Mosse’s pivotal statement of the beneficial nature of the arbuscular mycorrhizal symbiosis; the impact of molecular tools on
the taxonomy of mycorrhizal fungi as well as the development of in vitro root organ cultures for producing axenic arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF). An appreciation of the story — full of twists and turns — of the arbuscular mycorrhiza, going from
the roots of mycorrhiza history, along with the discovery of different mycorrhiza types such as ectomycorrhiza, can improve
research to help face our days’ challenge of developing sustainable agriculture that integrates the arbuscular mycorrhiza and
its ecosystem services.

Keywords Mycorrhiza - History - Functional analysis - Field management

Introduction

Agriculture started some 10,000 years ago in the area
now called the Fertile Crescent. Humans empirically
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developed many skills to shape soils for plant cultivation.
The modern agricultural concept has turned the additional
focus to soil microorganisms as they can modify nutrient
cycles, promote plant growth, and enhance stress resist-
ance. The impact of microorganisms on plant development
and health can be illustrated by mycorrhiza, a symbio-
sis between most land plants and soil-borne fungi. Since
Frank introduced the word “mycorrhiza” 136 years ago
(Frank 1885), mycorrhizal symbiosis has grown into a
dedicated discipline: the scientific community aims at elu-
cidating its features and implications for both plant and
fungal partners as well as for other microorganisms such
as bacteria. The concept of beneficial symbiosis, however,
was not always as accepted as it is today, and it took many
years of experimentation and controversy to reach our cur-
rent level of understanding.
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Present challenges and concepts regarding arbuscu-
lar mycorrhizal symbiosis cannot be appreciated without
knowledge (sometimes unknown to mycorrhizologists) of
the history, controversies, and speculations on plant root
associations with soil-borne fungi. Indeed, even if arbuscular
mycorrhiza is the oldest form of mycorrhiza on earth, it was
not the first form of mycorrhiza to be discovered and studied.
The story started in temperate areas, in forests where early
investigators discovered and worked on the predominant
type of mycorrhiza, namely the ectomycorrhiza. That is why,
if one wants to understand and tell the story of arbuscular
mycorrhiza, one must understand the story of mycorrhiza
in its broad sense, which took root with the ectomycorrhiza.

The nineteenth century: the "roots"”
of mycorrhiza

The story of mycorrhiza starts with Monotropa, a non-
photosynthetic plant whose parasitic nature was controversial
(Curtis and Hooker 1828). In 1832, Elias Fries initially rec-
ognized fungal structures on the outer surface of Monotropa
roots and named the fungus Tuburcinia monotropa (Fries
1832; Hatch 1937). Franciszek Kamiensky (1882) and others
observed similar structures on trees and reported that “les
racines de quelques arbres présentent avec les racines du
Monotropa la plus grande ressemblance” (Hatch 1937). In
1840, Theodor Hartig drew and characterized structures on
pine roots as “a persistent periderm” and a “pellicular wall
structure,” as if they were plant structures, not fungal ones.
The latter intraradical structures were named “Hartig net”
years after Theodor Hartig’s discovery (Hacskaylo 2017).
Following T. Hartig’s description, many discussions went
on about tree roots, especially about the presence or absence
of root hairs (Hartig 1840; Schacht 1853, 1854; Gasparrini
1856; Schwartz 1883; Hatch 1937). For example, while stud-
ying tree root hairs, Guglielmo Gasparrini (1856) discovered
that fungi were present within tree roots, and he considered
them pathogens (Trappe 2005a). Scientists attempted to clas-
sify trees based on a supposed link between root hairs, root
length and the presence of fungi. In 1893, Georg Frederik
Ludvig Sarauw considered this classification as probably
wrong because root hairs had been confused with fungal
structures in previous publications (Sarauw 1893). After
Hellmut Bruchmann (1874) — who was the first to note that
the Hartig net was made of fungal mycelium — many publica-
tions reported the presence of the Hartig net, but as an indica-
tor of the presence of a plant pathogen (Boudier 1876; Reess
1880; Gibelli 1883). Some, like Wilhelm Pfeffer (1877) and
Heinrich Anton de Bary (1879) proposed the idea, contro-
versial at the time, that fungi could be the cause and not
the consequence of plant diseases. Giuseppe Gibelli (1883),
while working on the ink disease of chestnut trees, observed

@ Springer

the same fungal mantle on both healthy and diseased roots.
He hypothesized that the roots of other trees may have such
a fungal mantle. By comparing roots of different species,
he observed roots with and without a mantle. He concluded
that to quote Gibelli, the “ilnemico implacabile” (the implac-
able enemy, reference to mycorrhizal fungi) infection did not
jeopardize tree growth and was tolerated because no injury
was recorded. Gibelli also mentioned a controlled inoculation
experiment as a means to investigate the features of this unu-
sual interaction. This work started a decade-long controversy
about the role of fungi (now known as mycorrhizal fungi) in
colonized land plants.

The famous German botanist Albert Bernhard Frank is
considered to be the long-misunderstood father of mycor-
rhiza. His non-traditional scientific approach was so far
ahead of his time that he was strongly criticized for decades
by his contemporaries until his hypotheses were accepted,
as reported by Alden Bruce Hatch (1937): “There is prob-
ably no incident in the history of mycorrhizal investigations
which has been more often related than the storm of criti-
cism which immediately followed the publication of Frank’s
first paper.” While on a mission for the King of Prussia—
Wilhelm the first—on the development of truffle farming in
1885, Frank published a paper entitled “Uber die auf Wur-
zelsymbiose beruehende Erndhrung gewisser Baume durch
unterirdische Pilze” translated as “On the nutritional depend-
ence of certain trees on root symbiosis with belowground
fungi” (Trappe 2005b), introducing the term “Mykorrhiza”
to describe the interaction between ectomycorrhizal fungi
and tree roots as currently known. Gibelli in Italy and Frank
in Germany simultaneously conducted extensive surveys of
plants colonized by mycorrhizal fungi (Gibelli 1883; Frank
1885). The high quality and extraordinary details of Frank’s
drawings remain unmatched (Trappe 2005a). He ascribed
the hypertrophy of outer cortical cells and the decrease in
root hairs to a physical consequence of the fungal invasion.
Fifty years later, Visvaldis Slankis (1948, 1949) showed that
root hairs are suppressed after a biochemical reaction to fun-
gal exudates during root invasion. However, this complex
phenomenon, coming from complex interactions, could not
be reduced to a unique biochemical event (Bonfante-Fasolo
and Scannerini 1992). Frank also explored many features of
the mycorrhizal interaction, such as the effect of soil depth
and the pattern of root colonization by fungal species during
tree development.

Tantalizing as it was, Frank’s mutualistic interaction
concept/hypothesis (Frank 1885) was initially rejected by
his contemporaries. One of his most fervent opponents was
probably Theodor Hartig’s son, Robert Hartig, with his
famous criticism of Frank’s work (Hartig 1888). Neverthe-
less, some said that Robert eventually agreed with Frank’s
theory years later (Hacskaylo 2017). The concept of mutual-
ism (but also commensalism and parasitism) was initially
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proposed by Pierre-Joseph van Beneden (1875) in animal
associations and then followed by Wilhelm Pfeffer (1877) in
the context of associations between orchid roots and fungi.
Simon Schwendener (1869) compared lichen-forming fungi
to “parasites, although with the wisdom of statesmen” and
Frank (1877) later proposed the term “Symbiotismus,”
i.e., living together, to explain these interactions. In 1879,
“Symbiotismus” was extended by De Bary (often wrongly
considered the creator of this concept) in a broader sense as
“symbiosis, living together of dissimilar organisms.” Frank’s
mutualistic interaction included a theory about nutrition, and
he described the pathway of mineral nutrient transfer as fol-
lows: first, fungi extract and absorb mineral nutrients from
humus, then they transform mineral nutrients for transport
through the mycelium, and finally, they transfer those min-
eral nutrients to the host plant through intraradical fungal
structures. Forty-two years later, A.B. Hatch (1937) was one
of the first to corroborate Frank’s mineral nutrient pathway.
Close to seventy years after Frank’s statement, Melin and
Nilsson (1950, 1957) experimentally confirmed these soil
mineral nutrient pathways, showing phosphorus (**P) deliv-
ery by ectomycorrhizal fungi to plants, and carbon (*C)
transfer from plants to fungi. Hacskaylo’s memoir (Hacskaylo
2017) gave an emotional and outstanding overview of Elias
Melin’s research career in the mid-twentieth century.

In 1887, Frank initially reported two different types of myc-
orrhiza (Frank 1887), “ectotrophic” ones and “endotrophic”
ones; the “endotrophic” first concerned ericaceous and orchid
mycorrhizas, with arbuscular mycorrhiza, only included sub-
sequently. One of his students (Albert Schlitz) established a
thorough list of mycorrhizal plants and concluded that myc-
orrhizal interactions are found in “poor nutrient” soils and

-Sterilisirt,
spontan inficirt.

Fig. 1 Frank showed for the first time the empirical evidence of the
nutritional role of mycorrhizal symbiosis (Franck 1885, 1894). Pho-
tograph of Franck’s first assay on mycorrhization. Franck conducted
a 3-year experiment on spruce grown in pots containing either
Spruce forest natural soil (Unsterilisirt) and the same heat-sterilized
soil without (Sterilisirt) or with developing ectomycorrhizas (Steri-
lisirt, spontan inficirt). Spruce trees grown in unsterilized soil had

Sterilisirt. &

specifically in plant species with “thick fleshy roots, few root
hairs, and reduced root systems” (Schlicht 1889).

It is noteworthy that in 1842, 40 years before Frank, Carlo
Vittadini hypothesized that plants could absorb nutrients by
extracting them from fungi as if the plant intended to attack
the fungus; he wrote “...it is our decided opinion that beyond
all doubt the higher plants absorb nutrients from the fungus
by their feeder rootlets.” However, he did not mention that
the fungus was taking carbon from the plants (Trappe 2005a).
In 1894, Frank wrote that fungi transfer mineral nutrients to
plants and hypothesized that plants provided carbon from
photosynthesis to the fungi, supporting the idea of a mutu-
alistic interaction (Frank 1894). Frank also suggested that
mycorrhizal fungi could digest forest humus to extract and
deliver proteins to plants. It took over 90 years to confirm
that (i) some ectomycorrhizal fungi are capable of decom-
posing organic sources of nutrients (Read 1987), (ii) some of
them have hemicellulose degradation activity (Durall et al.
1994), and (iii) some plants cannot extract organic nitrogen
from humus without the help of those specific fungi (Trappe
2005b). Frank’s article (1894) has a wealth of information for
mycorrhizologists. Frank showed for the first time, empiri-
cal evidence of a nutritional role of mycorrhizal symbiosis
with an experiment comparing sterilized and non-sterilized
soils (Fig. 1).

In 1896, the Frenchman Pierre Dangeard described endo-
trophic mycorrhiza — now known as arbuscular mycorrhiza
(AM) — in poplar roots (Dangeard 1896) and consequently
named the fungus Rhizophagus populinus, “poplar root
eater” (Dangeard 1900). Jacobus Marinus Janse (1897),
while working on coffee trees in Java, first reported myc-
orrhiza in the tropics. He also initially described fungal

Unsterilisirt.

many needle ramifications (they were “with strong health and wild”
and bright green), whereas those grown in sterilized soil were small,
unhealthy, and yellowish. According to Frank, spruces in the leftmost
pots were recently colonized by mycorrhizal fungi (presence of a
mantle only on the young roots) probably originated from the unsteri-
lized pots

@ Springer
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microstructures, such as “intramatricial spores,” “vesicles,”
“sporangioles,” and “undefined structures” in plant roots.

Many pioneering research works on mycorrhiza emerged
in the nineteenth century. As the worldwide access to other
scientific work was not yet as developed as it is nowadays,
it is noteworthy that most researchers knew little about
the studies of others at the time. Although Frank’s work
attempted to characterize the mycorrhizal interaction as ben-
eficial, most scientists considered it parasitic.

Early twentieth century research:
the mycorrhiza, from parasitism
to mutualism

Research in the early 1900s did not establish a clear status
for the mycorrhizal association, mainly due to difficulties in
detecting and growing fungi.

Despite the two World Wars, major advances occurred
during the twentieth century. In 1904, Ernest Isidore Gallaud
(1904) initially described fungal structures within plant roots,
such as arbuscules (Fig. 2), previously named “undefined
structures” by Janse (1897). Arbuscules are fungal extensions
that penetrate the plant cell wall and push back the plasma
membrane, expanding the plant-fungal interaction zone. Gal-
laud’s microscopic observations revealed that the “sporangi-
oles” reported by Janse (1897) have degenerated arbuscules.
Gallaud writes in his manuscript that the degenerated arbus-
cules have a granular aspect as if they were digested. In his
thesis, written in French, the translation of some concluding
sentences about his observations is “...taking all previous
results into account, we might suggest a role of endophytes.
They are internal saprophytes, which, by their very differen-
tiated haustoria-like structures, borrow non-living nutritive
elements from cells of the cortical parenchyma of the roots
they face. These cells react very quickly to the fungus by
killing, digesting, and absorbing the intracellular haustoria-
like structure, before returning to their normal lifestyle after
a temporary shift. We cannot say that there is a harmonious
symbiosis between the two plants, but a struggle between
the invading fungus, but relatively harmless, and the cells
defending through their digestive power. There is no doubt
that the fungus takes advantage of the plant and elements
necessary to continue its way ahead. However, by digesting
the arbuscules, the plant only takes back a small part of the
elements taken by the fungus” (Gallaud 1904).

In the early twentieth century, many scientists tried to estab-
lish the prevalence of the mycorrhizal interaction in different
ecosystems such as Henrik Hesselman (1900) in arctic regions,
Elias Melin (1917 to 1927, correlation of mycorrhizal abun-
dance with the humus layer) in Sweden (Melin 1917, 1923,
1924, 1925, 1927), and Koki Masui (1927) and To6ichi Asai
(1934) in Japan (Asai 1934; Hatch 1937). The list of researchers
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who performed similar works is long, but we should mention
J.M. Janse (1897), W.B. McDougall (1922), R. Paulson (1924),
G. Samuel (1926), S.L. Kessel (1927), M.L. Lohman (1927),
L.J. Pessin (1928), A.P. Kelley (1932), and R.E. McArdle
(1932).

Despite numerous articles in the first half of the twen-
tieth century showing the great abundance of mycorrhiza
in natural environments as well as communications and
articles challenging the community, mycorrhizal fungi still
had a “pathogenic reputation” (Jones 1924; O’Brien and
McNaughton 1928; Koch 1935; Bruges 1936; Hildebrand
and Koch 1936). At the same time, Fred Revel Jones (1924)
had a mitigated statement; while still considering mycor-
rhizal fungi as pathogens, he conceded that “...conspicuous
vigor in these plants in any locality can hardly be ascribed to
the absence of this fungus” (Jones 1924; Koide and Mosse
2004). Furthermore, Jones confirmed Schlicht’s assumption
(1889) that fungal infection was lower in rich soils (Schlicht
1889). Based on color intensity (optical density), Jones
hypothesized that hyphae outside roots and between cells
were empty, whereas hyphae forming arbuscular structures
were full. Beniamino Peyronel worked on the description of
mycorrhizal interactions from 1920 to the end of his career.
He classified fungi by following the mycelium from the root
to the spore as Endogone fuegiana, Endogone vesiculifera,
and Endogone sp (Peyronnel 1923, 1924, 1937).

Mycorrhizal research remained active during the Sec-
ond World War. Although mostly unknown to the scientific
community, Toéichi Asai’s work during that period should
be remembered. In 1942, he published a paper summariz-
ing his discoveries in fifteen major points. Among those,
we should notice his experiment with sterilized and inocu-
lated soils (similar to Frank’s in 1894); plants did not form
mycorrhiza in sterilized soils, but inoculation of a mix of
sterilized soil and garden soil improved plant development
(Asai 1942). Some of his contemporaries attributed the
positive impact of soil inoculation to microbial detoxifica-
tion of heat-treated soil, as reported by Koide and Mosse
(2004). Asai also reported that plant development depended
on the speed and intensity of fungal root colonization. He
showed that nutrient solutions could inhibit mycorrhizal
fungal development, meaning that fungal growth depended
on the soil nutrient content and he hypothesized that fungi
could act as a nutrient mediator for plants. It took over
20 years to confirm that soil fertilization, and especially
nitrate (Richards 1965) and phosphate (Daft and Nicolson
1966), act on mycorrhizal fungal growth. Asai also men-
tioned that molecules he isolated (probably hormones) were
provided by the fungus to the plant and regulated plant root
development and architecture. Subsequently, Jane Ulrich
(1960) demonstrated that ectomycorrhizal fungi produced
auxin. Lastly, Asai concluded that very few plant species
could not form this symbiosis.
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Fig.2 Gallaud’s (1904) drawings of different endomycorrhiza types
and recent corresponding photomicrographs (2021). (1) The Arum
maculatum type, produced by most land plants, was defined as the
most ordered degree of fungal root colonization. Fungal hyphae
penetrate roots through the epidermis and alongside cortical cells in
the apoplast pathways to eventually enter a cell and form a unique
arbuscular structure. Drawings of (A) a longitudinal section of Arum
maculatum root and (B) a young arbuscule; (C) Photomicrograph of
a longitudinal section of a Medicago truncatula root and (D) a sin-
gle arbuscule. (2) The Paris Quadrifolia type is mainly observed in
trees and forest herbs. In this specific type, mycorrhizal hyphae pass

From mid-twentieth century

to nowadays: the arbuscular mycorrhiza,
toward validation and characterization
of a mutualistic association

From the 1950s, the concept of arbuscular mycorrhizal sym-
biosis considering the fungus as a mutualistic partner was
definitively accepted, together with the creation of centers

from cell to cell (cortical layer) while forming structures such as
arbuscules in the traversed cells. A Drawings of a transversal section
of Paris quadrifolia; B photomicrograph of a longitudinal section of
a Paris quadrifolia root and C a single arbuscule. (3) The Hepatic
type is highly similar to the Paris-type mycorrhiza, but without a lay-
ered organization. Nowadays, it is no longer accepted as distinct
(Dickson et al. 2007) A Drawings of transversal section of a Pellia epi-
phylla thallus; B photomicrograph of a transversal section of a Pellia epi-
phylla thallus. Noy, nucleus root hair; ap, pillar seat; as, corky seat; ¢, pas-
sage cell; end, endoderm; epi, epiderm; r, thizoid; d, collapsed arbuscule

specifically dedicated to the study of mycorrhiza, e.g., the
“Centro di Studio sulla Micologia del Terreno” “Center of
soil mycology study” in Torino by Peyronnel (Peyronnel
1950; Bonfante 1991). First international meetings dedicated
to mycorrhiza appeared such as the first European conference
(held in 1960 in Weimar, in the former German Democratic
Republic), the North American Conference on Mycorrhiza
(NACOM, first conference held in 1969) or the International
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Conference on Mycorrhizae (ICOM, first held in 1996). In
addition, this period was marked by major advances on which
current arbuscular mycorrhiza research is based.

Complex assays were designed once AMF were suc-
cessfully isolated and grown. In 1953, Barbara Mosse ini-
tially inoculated a single species of mycorrhizal fungus
(later named after her, Endogone mosseae; Nicolson and
Gerdemann 1968) on strawberry (Mosse 1953). She also
demonstrated the wide range of hosts of this fungus (Mosse
1956) and eventually the beneficial consequences of its
inoculation on apple seedlings (Mosse 1957). Over the same
period, the group of Lilian Hawker published an article ques-
tioning the quality of Mosse’s results and precisely the fungal
type used in her experiments. On one side, Mosse argued
that the inoculated fungus belonged to Endogone, and on
the other side; Hawker considered that only Pythium species
were responsible for vesicular—arbuscular mycorrhizal sym-
biosis. She even believed at the end that Mosse’s experiments
were simply contaminated by Pythium species (Hawker
1957a). The result was a continuing dispute between the two
groups until Mosse’s conclusions were proved to be correct.
Although other studies had suggested or even shown the ben-
eficial effect of mycorrhizal symbiosis (e.g., works by Frank
and Asai), Mosse undoubtedly demonstrated this positive
effect, both in sterile and non-sterile conditions. Concepts of
nutrient assimilation and transfer, especially for phosphorus,
were developed. Baylis (1959) initially observed a higher
phosphorus (P) concentration in mycorrhizal Griselinia litto-
ralis plants than in non-mycorrhizal ones. The effects of plant
inoculation with mycorrhizal fungi on P nutrition were stud-
ied when growing plants on P-limited soils (Holevas 1966) or
after P supply (Mosse and Hayman 1971). Daft and Nicolson
(1966, 1969) published many studies on P transfer by the
mycelium network, and Nicolson (1968) reported diminished
fungal growth on P-rich soils. Regarding mycelium spread-
ing into the soil, Sanders and Tinker (1971) hypothesized
a central role of the external mycelium in the mobilization
and uptake of P from insoluble structures. Poly-P granules,
found in hyphae (Cox 1975) and hypothesized to be P trans-
port molecules (Koide and Mosse 2004), were degraded
into available P for plants by alkaline phosphatase within
roots (Gianinazzi 1979). Finally, Ritz and Newman (1985)
suggested that mycorrhizal networks could transfer P from
a dying plant to a viable one, and Jakobsen (1992) suggested
that mycorrhizal fungi could be responsible for the whole P
content within plants (this was later demonstrated by Smith
et al. (2004) for several plant species). Many authors further
reviewed the relationship between P and/or other elements
and arbuscular mycorrhizal symbiosis (e.g., copper: Ross
and Harper 1970; zinc: Gilmore et al. 1971). Many reviews
and books (Harley and Smith 1983; Smith and Read 1997,
2008) present the history of fungal mineral nutrient transfer
to plants.
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The active role of fungal structures such as arbuscules has
often been questioned over the years. After Gallaud (1904),
and until the late sixties, “digestion” of arbuscular structures
was thought to be responsible for nutrient transfer. Bowen
and Rovira (1968) initially suggested that functional arbus-
cules could transfer nutrients to host plants. During a Leeds
symposium in 1974 (proceedings published in “Endomy-
corrhizas, F. E. Sanders, B. Mosse, and P. B. Tinker, eds.
Academic Press”), Harold Woolhouse (1975) suggested an
active transmembrane exchange between mycorrhizal fungi
and plants (Sanders et al. 1975; Koide and Mosse 2004).
Eventually, Cox and Tinker (1976) settled the matter by
demonstrating that intact arbuscules can transfer nutrients,
taking arbuscule time viability, arbuscule size, and the P
concentration into account. They also suggested that arbus-
cule degradation could be involved in nutrient transfer, but
that this mechanism was not the main process. Nowadays,
the concept of “direct” and “indirect” (also called mycor-
rhizal) nutrient pathways (Smith and Smith 1990) is widely
accepted. In the mycorrhizal pathway, mineral nutrients
are taken up from the soil and then released from the fungi
inside the root cortex through specific mineral nutrient trans-
porters (i.e., Rausch et al. 2001; Harrison et al. 2002; Garcia
et al. 2016) (Fig. 3).

AMF are obligate biotrophs, the production and the
growth of branched hyphae exploring and foraging through-
out the soil require carbon (C). The C cost for the plant,
when colonized by AMF, was first estimated to be 20%
which likely is the upper limit with the average below 10%
of the plant C budget (Jakobsen and Rosendahl 1990). Hex-
ose sugars were initially demonstrated as the main C source
for AMF (Shachar-Hill et al. 1995) and an AMF hexose
transporter, with a high affinity for glucose, was shown as
essential for arbuscule development and required for AMF
growth (Helber et al. 2011). It was also demonstrated that
sugars are precursors for lipid biosynthesis (Pfeffer et al.
1999) and lipids are pivotal in AMF physiology as they are
an important form of C transport (Bago et al. 2002; 2003)
and storage (Trépanier et al. 2005) within hyphae. The role
and importance of lipids, however, both for arbuscule devel-
opment and in C transfer came afterward due to experimen-
tal limitations, the lack of whole-genome sequences of AMF
(i.e., Tisserant et al. 2013; Salvioli et al. 2016), and appro-
priate plant mutants (Wang et al. 2012; Bravo et al. 2017).

C transfer (in the form of sugars and fatty acids) and
the mycorrhizal pathway were two of the most spectacu-
lar discoveries of the last decade. However, the C cost of
AMF symbiosis is still an ongoing debate regarding plant
growth, benefits, and fitness. These C costs are usually not
limiting to plant growth, but could potentially flip to nega-
tive effects if environmental conditions are not conducive,
e.g., upon shading (Olsson et al. 2010; Konvalinkova et al.
2015; Konvalinkové and Jansa 2016). The mycorrhizal
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phenotype could effectively depend on the cooperative and/
or selfish traits of both partners, leading to a wide range
of responses. There are different opinions and perspec-
tives on the C cost of mycorrhizal functioning: (i) Johnson
et al. (1997) considered a continuum of responses, from
mutualism to parasitism, (ii) Kiers et al. (2011) considered
reciprocal rewards necessary to stabilize cooperation, and
(iii) Smith and Smith (2013) assumed resource trade as
a key determinant of costs and benefits of the symbiosis
for both partners. The C cost of AMF symbiosis should
not be considered only for a single plant but among many
plants in common mycorrhizal networks (CMN), which
relate to so far somewhat unspecific interactions among
different AMF and plant species. Once again, an ongoing
controversy whether CMN enables the plant to plant trans-
fer of C (and other nutrients) (Simard and Durall 2004) or
whether AMF work rather as a one-way valve, transferring
resources taken up from the soil to the plants and differ-
entially distributing those resources among different plant
partners (Leake et al. 2004; Walder et al. 2015).

From mid-twentieth century to nowadays:
from detection toward function, essential
historical milestones

Visual detection of arbuscular mycorrhiza

Detection and visualization of mycorrhiza have evolved
greatly since Curtis and Hooker (1828). To better visualize
AMF structures, clearing agents often coupled with a heat-
ing step were used to remove most cytoplasmic components.
While many clearing procedures were commonly used such
as the ones found in Stebbins (1938), Gerdemann (1955),
Janes (1962), or Herr (1971, 1974), potassium hydroxide is
the oldest and most commonly used (Janse 1897; Peyronel
1940; Bevege 1968; Phillips and Hayman 1970). The most
widely used method over the last 50 years is based on David
Ian Bevege’s protocols (1968).

The staining that follows clearing is based on the use
of many specific dyes to visualize and detect fungal
structures, and to quantify root colonization (Vierheilig
et al. 2005). Three groups of staining protocols can be
distinguished depending on the purpose of the observa-
tion: (i) overall quantification of fungal root colonization
with chemical agents such as acid fuschin (O’Brien and
McNaughton 1928), Sudan IV (Nicolson 1959), trypan
blue (Philips and Hayman 1970), chlorazol black E
(Brundrett 1984), and even ink (Vierhelig 1998); (ii)
detailed visualization of fungal structures with com-
pounds such as wheat germ agglutinin coupled with gold
particles or fluorophore (Horisberger 1980; Bonfante-
Fasolo et al. 1990) and Uvitex 2B (Diagne et al. 2011)
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and finally (iii) enzymatic detection of active fungal
structures based on succinate dehydrogenase (Nitro Blue
tetrazolium; Macdonald and Lewis 1978; Kough et al.
1987) and alkaline phosphatase with either nonfluores-
cent (Tisserant et al. 1993) or fluorescent methods (Van
aarle et al. 2001). See Vierhelig et al. (2005) review for
more detailed information on AMF detection and obser-
vation in roots.

Estimation of mycorrhizal colonization

Several methods were developed to estimate mycorrhizal
root colonization after staining: counting of infected roots
or segments (Johnston 1949; Daft and Nicolson 1966;
Mosse and Hayman 1971), calculation of the ratio between
arbuscules and hyphae (Johnston 1949), identification of
entry points per length of infected roots (Mosse 1959),
and recording the extent of colonization (Hayman 1974).
In 1966, Newman determined total root length based on a
gridline intersection method (Newman 1966) and Sparling
and Tinker (1975) applied this method to mycorrhizal roots.
According to Giovannetti and Mosse (1980), the gridline
intersects method was the most valuable and reproducible
method if at least 100 root fragments were analyzed. In
France, Trouvelot et al. (1986) developed a method to assess
the mycorrhizal colonization rate. However, this method was
lengthy and it introduced a subjective factor. Recently, Hu
et al. (2020) modified the intersect method, making it faster
than any previous methods by removing all subjectivity.

Additionally, a website developed by Mark Brundett in
partnership with the Australian Center for International
Agricultural Research (ACIAR) has gathered many tech-
niques for staining as well as mycorrhizal fungi colonization
estimation: https://www.mycorrhizas.info/.

History of taxonomy: from morpho-anatomical
to molecular characterization of AMF

Many researchers like the Tulasne brothers (Tulasne and
Tulasne 1844), Fries (1849), Dangeard (1900), Thaxter
(1922), and Butler (1939) tried to establish a taxonomic
group for “endomycorrhizal fungi,” their groupings may not
have been phylogenetically accurate, but they successfully
organized disorder. The early taxonomy of AMF was mostly
based on spore morphology characterization, but differences
in spore morphology that were not recognized led to errors
in early species descriptions, generating ambiguities in spe-
cies delimitation (Stiirmer et al. 2021). Subsequent progress
was made through the adoption of the wall terminology pro-
posed by Walker (1983). The use of cladistic methods by
Morton (1990) was a new step that notably resulted in a
change of name from “vesicular—arbuscular mycorrhiza” to
“arbuscular mycorrhiza” as he grouped all species of AMF
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into a monophyletic clade while noting that not all AMF
form vesicles.

In parallel, attempts to culture a single AMF species were
unsuccessful for many decades (Janse 1897; Gallaud 1904;
Peyronel 1924-1926; Jones 1924; Magrou 1946) before
supposed AMF cultures were reported by the group of Lil-
ian Hawker during the 1950s and 1960s (Nicholls 1952;
Harrison 1955; Hawker et al. 1957b). Unfortunately, later
the fungal strain they had isolated was identified as Pythium
ultimum (Koide and Mosse 2004). In 1987, Mugnier and
Mosse were successful in using Ri-plasmid transformed
root cultures to establish arbuscular mycorrhiza in vitro in
so-called root organ cultures (ROC) (Mugnier and Mosse
1987). This was a key step for massive and clean production
of AMF-propagules, partially overcoming the technological
lock imposed by the obligate biotrophy of AMF.

AMF identification through microscopic characteriza-
tion of hyphae or spores remains limited because it is time-
consuming, requires training, and may lead to taxonomy errors
and misestimation of mycorrhizal diversity. Consequently,
the use of molecular methods has had a major impact in
this field. With the advent of the polymerase chain reaction
(PCR) technique (Mullis et al. 1986), the gene encoding
for the small ribosomal subunit (SSU) was chosen by many
for molecular taxonomy, as a large corresponding database
was available (Stackebrandt et al. 1981a, b). The first primer
specific for arbuscular mycorrhiza — VANS1 (Simon et al.
1993a; 1993b) was based on the SSU-encoding gene. Of
interest, the use of SSU-encoding gene was an important
step to estimate the origin of endomycorrhizal fungi; Simon
et al. (1993a) was the first to estimate the origin of mycor-
rhizal fungi between 353 and 464 million years ago, and
Redecker (2000a) determined the origin of endomycorrhizal
fungi at about 460 million years ago using on fossilized fun-
gal hyphae and spores. Unfortunately, these primers were
found not to be as specific as originally claimed (Clapp
et al. 1999; Schiiller et al. 2001a, b) and not covering the
whole Glomeromycota phylum (Clapp et al. 1999; Redecker
et al. 2000b).

Multiple primer sets were developed to study AMF; each
of them had to combine two opposing characteristics, i.e., a
high specificity to Glomeromycota combined with the abil-
ity to cover all clades of that phylum. Although SSU-based
primers were widely used (Helgason and Fitter 2009; Lee
et al. 2008; Opik et al. 20006), their level of discrimination
did not allow for AMF identification at the species level nor
the generation of taxon-specific primers. SSU-based specific
AMEF primers also displayed a high rate of amplification of
non-targeted sequences (Alguacil et al. 2011; Kohout et al.
2014; Lumini et al. 2010).

The high variability of the D2 domain of the Glomeromy-
cota LSU was observed across the whole Glomeromycota
phylum (van Tuinen et al. 1998a), allowing the development

of taxon-discriminating primers (van Tuinen et al. 1998a) and
Glomeromycota-specific primers (FLR3 and FLR4; Gollotte
et al. 2004; Trouvelot et al. 1999) amplifying members of all
the Glomeromycota families (Brigido et al. 2017; Sanchez-
Castro et al. 2017). Taxon-specific primers were successfully
designed and used in field experiments (Binet et al. 2017,
Farmer et al. 2007; Pivato et al. 2007; van Tuinen et al.
1998a; 1998b). They have been reported to be highly specific
for Glomeromycota (Kohout et al. 2014) but amplified some
non-Glomeromycota fungi in some highly contaminated soil
samples (Sanchez-Castro et al. 2017). New sets of primers
were designed to cover the ITS regions as well as the 5’ end
of the LSU (Kriiger et al. 2009). Yet, these primers can gener-
ate a high number of chimeric sequences (Kohout et al. 2014)
or sequences from the non-Glomeromycota origin (Kriiger
et al. 2015). A big drawback in using ribosomal encoding
genes for the identification of Glomeromycota, is that the
Glomeromycota nuclei, harbor several polymorphic copies
of the ribosomal operon and that an arbitrary threshold of
3% is used to group ribosomal sequences in a taxa (Opik
et al. 2010). This can lead to conflicting conclusions when
diversity experiments are analyzed (Bruns and Taylor 2016;
Davison et al. 2015; @pik et al. 2016).

To overcome these limitations linked to ribosomal poly-
morphism, other genomic targets have been used to dif-
ferentiate AMF. Genes encoding the mitochondrial large
ribosomal subunit have been shown to be unique in AMF
spores (Raab et al. 2005), with a high potential to discrimi-
nate among Rhizophagus irregularis isolates (Badri et al.
2016) from various geographic regions (Borstler et al.
2008). The large subunit of DNA-dependent RNA polymer-
ase II (RPBI) also was found to be an interesting genomic
region for diversity analysis (Stockinger et al. 2014; Tanabe
et al. 2002). It has been used to assess AMF communities
(Peyret-Guzzon et al. 2016), and to trace a specific AMF
inoculum in a desert environment (Thioye et al. 2019).

Numerous scientists have used genomic or mitochon-
drial ribosomal genes to quantify AMF colonization. Even
if genomic ribosomal genes seem to be more often adopted
than mitochondrial ones (VoiiSkova et al. 2017), they do not
address the functional activity of mycorrhizal symbiosis. New
tools such as amplicon sequencing (Vasar et al. 2017) and
digital droplet PCR (Baker et al. 2018) have been used to
improve strain identification. Other molecular markers need
to be developed to link AMF diversity and functionality. In
microbial ecology, the term “functional gene marker” is used
as an indicator of a biochemical mechanism (Kowalchuk et al.
2006). Such genes, as markers of specific roles of AMF in
ecosystems, encode proteins involved in different metabolic
pathways (i.e., photosynthesis, mineral nutrient uptake, and
primary metabolism). Detection of their expression through
transcriptomics indicates that their functional AMF traits are
expressed (Gamper et al. 2010).
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Investigating the function of arbuscular mycorrhiza:
the mycorrhizologist’s "great challenge”

The dawn of DNA-based tools opened the “twenty-first
century great challenges” for the mycorrhizologist com-
munity, concerning (i) mechanistic — i.e., functional genes
for a continuum of interactions through single individual
AM fungal clones to community assembly — and (ii) genetic
—i.e., asexual, parasexual, or sexual reproductive status of
AMF and whether dikaryotic (or even multiple nuclear types
within a single thallus are prevalent) — approaches to under-
standing mycorrhizal associations. The sequencing of the
first AMF genome (Tisserant et al. 2013) and the publica-
tion of genomic data about R. irregularis strains (Ropars
et al. 2016) and of gene repertoires of additional AMF spe-
cies such as R. clarus (Sedzielewska Toro and Brachmann,
2016), Gigaspora margarita (Salvioli et al. 2016), G. rosea
(Tang et al. 2016), and Diversispora epigea (Sun et al. 2019)
were major steps toward understanding arbuscular mycor-
rhiza. The development of powerful methods such as high-
resolution microscopy (i.e., arbuscule laser microdissection
(Balestrini et al. 2007), volatile organic compound (VOC)
analysis (Sun and Tang 2013; Dreher et al. 2019), or meta-
bolic profiling (Bécard et al. 2004; Caser et al. 2019) should
allow for in-depth investigations. We also should emphasize
the powerful and highly sensitive RNA-Seq profiling tech-
nique (Zouari et al. 2014; Mateus et al. 2019) which allows
for the analysis of previously unknown genes and offers an
endless dynamic range of quantification with low technical
variability (Wang et al. 2009). In addition, diminishing costs
make RNA-Seq an appealing method for whole-genome
expression studies (van Verk et al. 2013).

The future: the arbuscular mycorrhiza
as the leader in the myco-rhizosphere?

Place of arbuscular mycorrhiza among plant-
microbe association concepts

The development of molecular approaches based on direct
DNA extraction has offered unprecedented opportunities to
microbiologists, as all pre-molecular-era knowledge of micro-
bial diversity covered less than 1% of the total soil microbi-
ome. DNA-based methods have (i) confirmed previous obser-
vations and the low host specificity of AMF, and (ii) opened
an unexpectedly wide diversity of AMF that are interacting
with plants. AMF diversity in plant roots and soils has been
established as one of the key elements of ecosystem functional-
ity; fungal diversity is instrumental in the regulation of plant
diversity and in providing many ecosystem services (van der
Heijden et al. 1998; Vandenkoornhuyse et al. 2002). Although
the presence of DNA in the soil might not reflect the existence
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of living AMF at a certain time (because DNA could remain
in the soil after an organism’s death), it indicates nothing about
AMF activity. The possibility of including “relict DNA” in a
diversity study could introduce bias when estimating diversity,
drawing a network of interactions, and determining hub spe-
cies with major ecological roles.

Even as the beginning of the twenty-first century witnessed
a true cacophony about the place taken by mycorrhizal partners
(i.e., a mycocentric versus a phytocentric view (Fitter et al.
1998)), it was recently demonstrated that mycorrhizal sym-
biosis is not a stand-alone association. In fact, AMF connects
the roots of different plants through CMN (Leake et al. 2004;
Wipf et al. 2019), and furthermore, other soil microorgan-
isms play an important role within this symbiotic ecosystem
(Garbaye and Bowen 1989, Topical collection of the journal
Mycorrhiza https://link.springer.com/collections/fefhfjibjd).
These findings further reinforce the “extended phenotype”
concept developed by Dawkins (1978). Dawkins postulated
that phenotypes should not always be limited to characteristics
of individuals but could be viewed in a group of individuals
as “extended phenotypes” or all the effects of a gene on the
world. This “extended phenotype” concept has to be linked
to the holobiont concept that emerged shortly afterward. The
holobiont, a discrete ecological unit, encompasses the host
and all associated microorganisms. Although this concept was
introduced more than 30 years ago by Lynn Margulis (1991),
it remains controversial. Within the holobiont, billions of bio-
chemical and molecular signals are circulated among partners.
Some of the signals from microorganisms are known to alter
plants in multiple ways.

When one looks at the common symbiotic signaling path-
ways recently described in plants in which groups of genes/
molecules are needed for arbuscular mycorrhizal, rhizobial,
and actinobacterial symbiosis, one could argue that AMF
are actors randomly recruited just like any others among the
diversity of soil microorganisms (Bonfante and Genre 2010;
Genre and Russo 2016; Uroz et al. 2019). Nevertheless, that
AMF are heterotrophic and can live in symbiosis with about
80% of terrestrial plants suggests that their presence may have
a preeminent evolutionary role for plant survival and repro-
duction. In this respect, it is essential to consider that AMF
communities associated with plant roots are different in terms
of taxonomy and functions, as many factors influence their
assembly at small and large-scales. Indeed, only AMF species
that are ecologically adapted to their environment and have
different niches can coexist in equilibrium communities. Spe-
cifically, the coexistence of competing species leads to niche
segregation and/or a restricted range of exploited resources
(May and MacArthur, 1972; May 1974). However, AMF
resource availability may change in space and time depend-
ing on ecological gradients (i.e., farming practices, plant
physiology) (Collins and Foster 2009; Egerton-Warburton
et al. 2007). Knowing that the coexistence of AMF species
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implies an ecological cost, a balance between competitive-
ness and tolerance, generosity outweighed with selfishness,
mutualistic behavior enforced with sanctions, makes ecologi-
cal prediction of the assembly of an AMF community, alone
and as part of an holobiont, quite difficult (Werner and Kiers
2015; Chomicki et al. 2020). Thus, in a field, what is the place
of the mycorrhizal phenotype when considering a holobiont
and its potential extension (i.e., common mycorrhizal net-
works)? Regardless of the holobiont, the mutualistic prop-
erties of mycorrhiza should be analyzed through multilevel
selection (Collins and Gibson, 2021) to exploit their benefits,
especially when considering the development of sustainable
agroecosystems.

Toward successful management of arbuscular
mycorrhiza in the field

In the last 50 years, the AMF potential to improve plant
growth has led to countless studies in which, using pots
with sterile substrates, growth of inoculated versus non-
inoculated plants was compared. However, one should
also keep in mind that such comparative studies on proper-
ties of mycorrhiza may introduce bias when considering
some functional traits, e.g., C allocation to AMF differs
among species (Grman 2012), and hydraulic properties are
different between mycorrhizal and non-mycorrhizal soils
(Pauwels et al. 2020). In regard to the current paradigm
shift toward maximally sustainable agriculture, microbial
inoculum companies have been popping up everywhere
(Waltz 2017) and many mycorrhiza-related patents have
been registered (Srivasta et al. 2021). As an illustration, in
Europe, the number of companies producing AMF inocula
increased by 650% from the late 1990s until 2017 (from
fewer than 10 companies in 1990 to more than 75 in 2017,
Chen et al. 2018; Jack et al. 2020). However, more than 75%
of mycorrhizal-based inoculants are based on four dominant
species of Glomeraceae: R. irregularis, F. mosseae, Clar-
oideoglomus etunicatum, and R. clarus (Basiru et al. 2021).
Nevertheless, pursuing the optimization of in vitro culture
and inoculum production is necessary for both research-
ers and mycorrhiza inoculum producers. Nevertheless, it
will require overcoming several technological blocks, e.g.,
(1) currently only very few AMF among the more than
300 identified species are culturable in vitro (Stockinger
et al. 2014) and (ii) new techniques increasing quality and
decreasing production costs must be developed (Menge
1985; Furlan 1993; Singh and Tilak 2002; Adholeya 2005).

The next essential arising question concerns the impact
of AMF inoculation on a mycorrhizal community and by
extension on the holobiont. Little is known about the sur-
vival of specific AMF inoculum in the soil as well as its
impact on an indigenous AMF community (Schlaeppi

et al. 2016; Hart et al. 2017; Islam et al. 2021). While
some recent studies such as that by Renaut et al. (2020)
report that inoculation with an AMF (namely Rhizophagus
irregularis DAOM 197,198) does not change the indig-
enous AMF community composition, others such as that
by Islam et al. (2021) report that inoculation resulted in an
alteration of the indigenous community after 1 or 3 crop-
ping seasons. Moreover, as most of the demonstrations of
a beneficial effect of AMF on plant production have been
obtained in pots, expecting consistent increases in crop
yield from the introduction of specific AMF species into
a pre-established AMF community could be “utterly sim-
plistic” (Rodriguez and Sanders 2015). Moreover, natural
and many anthropogenic ecosystems in which crops pres-
ently are being cultivated already contain an extraordinary
AMF diversity, and most crops (except in highly degraded
soils) naturally become colonized by AMF independently
from any inoculation. These statements raise the ques-
tions of (i) the real efficiency of AMF inoculation (and
in particular the spread of the few available strains) in
any ecosystem without considering cooperative and self-
ish traits of both plant and fungal partners, and (ii) the
practice of inoculation as an agroecological solution to
enhanced AMF communities. Addressing these questions
through the understanding of both the ecology and the
population biology of AMF, and more widely, microbial
ecology is a prerequisite to develop AMF inoculation
strategies. Besides the necessary increase of knowledge
of AMF inoculation and its consequences, a critical point
for integrating ecosystem services provided by AMF is
the necessity to develop crop management strategies that
optimize those services through mimicking natural pro-
cesses (Janos 1988; Gianinazzi et al. 2010). Plant breeding
strategies affecting responsiveness to mycorrhizas are not
yet fully resolved (Sawers 2010). Plant selection under
high-nutrient conditions while totally ignoring ecosystem
services provided by beneficial microorganisms likely
selects plant genotypes poorly receptive or nonreceptive
to mycorrhiza (Hetrick et al. 1993; Toth et al. 1990; Zhu
et al. 2001; Gianinazzi et al. 2010).

Considered overall, great progress has been made in
understanding the arbuscular mycorrhiza since pioneer
works, but there still are considerable gaps of knowledge
needed for optimizing agroecosystem services associated
with AMF. In addition, the costs of routine and adequate
AMF management within a farm should be budgeted and
should lead, ideally, to improved (but also stabilized) yields,
and therefore farmers’ profits. Filling these gaps is a major
challenge for the present and future generations of mycor-
rhizologists, to continue this exciting, tumultuous, and con-
troversial story of arbuscular mycorrhiza inherited from our
forefathers.
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Simple Summary: Black-foot is an important grapevine disease caused by a soil-borne fungal
pathogens complex, which are collectively known as Cylindrocarpon-like asexual morphs. In organic
viticulture, both sown and native cover crop species can act as potential reservoirs of black-foot
associated fungi. In our study a wide survey of cover crops grown in organic vineyards was
conducted over a diverse range of climatic zones in six different European countries to acquire
information about the presence of Cylindrocarpon-like asexual morphs on their roots. Several fungal
species associated with black-foot disease were found on some of the cover crops evaluated in all the
countries. These results provide valuable information for a reasoned choice of cover crop species, or
a species mix, that can be used in organic viticulture. This is particularly important for maximizing
their benefits and reducing potential problems in vineyards.

Abstract: (1) Background. An extensive survey of grapevine-sown cover crops and spontaneous
weed flora was conducted from 2019 to 2020 in organic vineyards in six European countries (France,
Italy, Romania, Slovenia, Spain, Switzerland). Our main objective was to detect and identify the
presence of Cylindrocarpon-like asexual morphs species associated with black-foot disease on their
roots. (2) Methods. Fungal isolations from root fragments were performed on culture media.
Cylindrocarpon-like asexual morph species were identified by analyzing the DNA sequence data of
the histone H3 (his3) gene region. In all, 685 plants belonging to different botanical families and
genera were analyzed. Cylindrocarpon-like asexual morphs were recovered from 68 plants (9.9% of
the total) and approximately 0.97% of the plated root fragments. (3) Results. Three fungal species
(Dactylonectria alcacerensis, Dactylonectria torresensis, Ilyonectria robusta) were identified. Dactylonectria
torresensis was the most frequent, and was isolated from many cover crop species in all six countries.
A principal component analysis with the vineyard variables showed that seasonal temperatures and
organic matter soil content correlated positively with Cylindrocarpon-like asexual morphs incidence.
(4) Conclusions. The presence of Cylindrocarpon-like asexual morphs on roots of cover crops suggests
that they can potentially act as alternative hosts for long-term survival or to increase inoculum levels
in vineyard soils.
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1. Introduction

Black-foot is an important grapevine disease caused by a complex of soil-borne fungal
pathogens belonging to different genera: Campylocarpon, Cylindrocladiella, Dactylonectria,
Ilyonectria, Neonectria, Pleiocarpon, and Thelonectria, which are collectively known today as
Cylindrocarpon-like asexual morphs [1-4]. They are considered the commonest pathogenic
fungi associated with young nursery vines/vineyards in many viticultural areas around
the world [1,5]. Black-foot significantly impacts grapevine production by compromising
the phytosanitary quality of the planting material produced in grapevine nurseries, and
the performance of new plantations associated with the young vine decline syndrome [1].

The young vines affected by black-foot disease generally appear normal upon planting,
but progressively develop a smaller rootstock diameter, reduced foliage with interveinal
chlorosis, and a smaller leaf area over the next 3-5 years. Removing the bark off affected
plants reveals black discoloration and necrosis of the basal wood tissues of rootstocks.
Below-ground symptoms include low total root biomass, only a few feeder roots, and
abundant necrotic root lesions [1,3].

Cover crops can be defined as managed vegetation grown between crop plant rows,
including annual and perennial grass species [6]. A recent meta-analysis conducted by
Winter et al. [7] concluded that intensive vegetation management in vineyards significantly
contributed to providing multiple ecosystem services (ES), such as excellent habitats for
pests’ natural enemies, improved carbon sequestration, etc. The planting of cover crops in
vineyards might, thus, enhance the soil structure, improve nutrient retention and provision,
and increase soil microbial diversity and populations of beneficial microbes [8]. A 3 year
study conducted by Diti et al. [9] showed an 85% reduction in soil erosion, a 55% increase
in ground water retention, and a 15% improvement in soil carbon sequestration while
applying innovative (e.g., cover cropping) soil management in vineyards compared to the
traditional system.

Soil-borne fungi and nematodes are relevant damaging agents of grapevines, whose
management has been indicated as one of today’s major challenges for a more sustainable
viticulture [10,11]. Many publications have reported the beneficial effects of cover crops for
controlling nematodes and soil-borne pathogens in vineyards. Diverse cover crop species,
either with or without biofumigation properties, have been used to suppress the plant-
parasitic nematodes that affect grapevines, such as Meloidogyne spp. (root-knot nematode)
and Xiphinema spp. (dagger nematode) [12-14].

Research into soil-borne fungal pathogens has focused on the black-foot disease
of grapevines. Brassica biofumigation has given promising results in both in vitro and
in planta to control black-foot disease pathogens in Australia and New Zealand [15,16].
Berlanas et al. [5] evaluated the effect of white mustard (Sinapis alba L.) cover crop residue
treatment on controlling black-foot disease in grapevines. These authors found that white
mustard biofumigation not only lowered the inoculum of Dactylonectria torresensis, but also
the incidence and severity of black-foot disease. Vukicevich et al. [17] sampled vineyard
sites located in the southern Okanagan Valley (British Columbia, Canada) with different
groundcover vegetation and irrigation management systems to investigate effects on
Ilyonectria spp. abundance. The results showed that Ilyonectria spp. increased with the
abundance of forbs and exotic species, although only the relation with forbs was consistent
across sampling periods. Later, Richards et al. [18] conducted greenhouse experiments to
evaluate whether cover crop diversity was able to reduce black-foot disease symptoms
and Ilyonectria liriodendri abundance in soil by using different combinations of native
and common cover crops. When grown alone, white mustard was the only cover crop
associated with reduced necrotic root damage in grapevine cuttings cv. Chardonnay and
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Ilyonectria abundance. The suppressive effects of white mustard largely disappeared when
paired with other cover crops.

Some of these results indicate that the inoculum of generalist soil-borne plant pathogens,
such as Cylindrocarpon-like asexual morphs, could build up on certain alternate host plants.
Agusti-Brisach et al. [19] isolated black-foot pathogens from the roots of 26 weed species
collected in grapevine rootstock mother fields, open-root field nurseries, and commercial
vineyards in Spain. Indeed, a reasoned choice of cover crop species or species mix is
particularly important in maximizing their benefits and reducing potential problems in
vineyards.

Based on these findings, it is necessary to collect further information about the poten-
tial of grapevine cover crops, both sown and native species, as alternative hosts for black-
foot disease. The present work conducted an extensive survey of grapevine-sown cover
crops and spontaneous weed flora from 2019 to 2020 in organic vineyards in six European
countries (France, Italy, Romania, Slovenia, Spain, and Switzerland). Our main objective
was to detect and identify the presence of Cylindrocarpon-like asexual morphs species associ-
ated with black-foot disease on their roots. This research work is one of the objectives of the
European CORE Organic Cofund BIOVINE project (2018-2021, https:/ /www.biovine.eu
(accessed on 1 June 2021). The strategies developed in the BIOVINE project exploit plant
diversity in and around vineyards (e.g., cover, hedges) by planting selected plant species to
control pests and to promote mycorrhization by, thus, providing organic winegrowers with
alternative solutions to pesticides. Our main objective was to acquire new information
about the presence of Cylindrocarpon-like asexual morphs on the roots of cover crops by
accurately identifying them using suitable molecular tools, and to look for potential new
fungal species/host combinations and fungal species/country records.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Plots and Vineyards

Experimental plots were set up in organically managed vineyards in 2019 and 2020 in
six European countries (France, Italy, Romania, Slovenia, Spain, and Switzerland) in which
diverse sown or native cover crop species were grown according to the project objectives,
to investigate pest control improvement, and to evaluate functional biodiversity and the
provision of ES. The location and characteristics of these vineyards are shown in Table 1.

Table 1. Characteristics of the experimental vineyards from which the sown or native cover crop species samples were

collected.
Rainfall Jan-Oct Tem“;:f;ure
. . Age Soil . Organic (mm)
Count Soil pH - °
ountry Location Cultivar  Rootstock (Years) Texture o1l p Matter Jan-Oct (°C)
2019 2020 2019 2020
Premeaux-Prissey Pinot Teleki silty- o
France (Burgundy) Noir 5C 20 clay 5.8 3.0% - 1060 - 10.1
Res Uvea farm in Kober silty-
Italy Castell’Arquato Croatina 5BB 20 clay- 6.9 1.3% 1422 921 10.0 9.8
(Piacenza) loam
Romania  urfatlar vineyard,  Feteasca = gy, 18 loam 7.9 2.3% 354 400 9.7 9.5
(Dobrodgea region) neagra
Hrusevica,
Slovenia Vinakras Refosk S04 2 loam 53 2.8% 1352 1358 10.0 9.6
(Primorska region)
Villar del Cabernet 110 lav-
Spain Arzobispo Sauvi- . 10 cay 83 2.6% 223 444 14.1 14.1
. . Richter loam
(Valencia province) gnon
Switzerland Nyon Chasselas ROtk o3 loam 7.8 2.4% 1075 1025 7.5 8.2

3309
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Biology 2021, 10, 498 40f12

2.2. Sampling and Fungal Isolation

In each experimental vineyard, the selected cover crop species samples (five plants per
sample grown for at least 1.5 months) were collected in summer or autumn (Tables 2 and 3).
For some species, several samples were collected from different subplots in the same
experimental vineyards. In 2019, 56 samples were examined (France n = 0; Italy n = 20;
Romania n = 12; Slovenia n = 4; Spain n = 3; Switzerland n = 17), as were 81 samples in 2020
(France n = 23; Italy n = 14; Romania n = §; Slovenia n = 4; Spain n = 7; Switzerland n = 25).
This resulted in 137 samples. In the laboratory, the roots of each plant were carefully
washed under running tap water to rinse away soil, to then be visually inspected to find
evidence of root lesions with necrosis.

Table 2. Fifty-six samples of the planted and native cover crop species collected in experimental vineyards in six European
countries in 2019, with indications of the Cylindrocarpon-like asexual morphs isolated from their roots.

France Romania (Summer) Spain (Autumn)

1. Lolium perenne
2. Lolium perenne
3. Onobrychis sp.
4. Onobrychis sp.
5. Sinapis sp.

6. Sinapis sp.
7. Tagetes erecta L.
8. Tagetes erecta

Not evaluated

9. Trifolium repens DT (P1/1;

P2/1)

10. Trifolium repens DT (P4/1)

11. Vicia faba L.
12. Vicia faba

1. Cyperus rotundus L.
2. Diplotaxis erucoides (L.) DC.
3. Salsola kali L. DT (P1/1)

Italy (Summer) Slovenia (Summer)

Switzerland (Summer)

Switzerland (Autumn)

1. Armoracia rusticana G.
Gaertn., B. Mey. & Scherb.
2. Armoracia rusticana DT
(P2/1) 2
3. Armoracia rusticana
4. Lolium perenne L.
5. Lolium perenne
6. Lolium perenne
7. Onobrychis viciifolia Scop
8. Onobrychis viciifolia
9. Onobrychis viciifolia
10. Sinapis sp.
11. Sinapis sp.
12. Sinapis sp.
13. Trifolium repens L.
14. Trifolium repens
15. Trifolium repens DT (P1/1)
16. Trifolium repens
17. Trifolium repens
18. Vicia sativa L.
19. Vicia sativa
20. Vicia sativa

1. Phacelia sp. DT (P2/1)
2. Sinapis alba L.

3. Trifolium incarnatum L.

4. Vicia pannonica Crantz

1. Bromus tectorum L.

2. Geranium columbinum L.

DT (P1/1; P2/1)
3. Hordeum murinum L.

4.Lolium perenne

5. Plantago lanceolata L. DT

(P1/2; P4/1)
6. Trifolium repens DT (P1/1)

1. Bromus tectorum
2. Hordeum murinum DT
(P1/2)
3. Lolium perenne DT (P4/1;
P5/1)
4. Lolium perenne
5. Medicago maculata Willd.
DT (P3/1; P5/2)
6. Plantago lanceolata DT
(P2/1; P4/1; P5/3)
7. Plantago lanceolata DT (P1/2)
8. Sanguisorba minor Scop.
9. Trifolium repens DT (P1/5;
P2/1)
10. Trifolium repens DT (P3/1)
11. Veronica persica Poir.

2 The cover crop species in bold indicate a positive isolation of Cylindrocarpon-like asexual morphs, which are indicated as follows:
DT = Dactylonectria torresensis (infected plant number from 5 evaluated plants/number of obtained isolates).
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Table 3. Eighty-one samples of the planted and native cover crop species collected in experimental vineyards in six European
countries in 2020, with indications of the Cylindrocarpon-like asexual morphs isolated from their roots.

France (Autumn) Romania (Summer) Spain (Summer)

1. Arenaria serpyllifolia L.
2. Avena strigosa Schreb.
3. Brassica carinata L. DT (P4/1) ?
4. Brassica carinata
5. Geranium sp.
6. Lathyrus sativus L.
7. Lens culinaris Medik.
8. Linum usitatissimum L.
9.Pisum sativum L.
10. Pisum sativum
11. Pisum sativum IR (P1/1)
12. Raphanus sativus L. longipinnatus
Bailey
13. Raphanus sativus
longipinnatus DT (P2/1; P4/1)
14. Secale cereale L.
15. Trifolium alexandrinum DT
(P4/2)

16. Trifolium alexandrinum DT
(P1/1; P4/3)
17.Trifolium alexandrinum DT
(P1/1; P4/1)

18. Trifolium subterraneum L. DT
(P3/1; P5/1)

19. Vicia faba
20. Vicia faba
21. Vicia villosa DT (P5/1)

22. Vicia. villosa DT (P2/1; P4/1)
23. Vicia. villosa

1. Lolium perenne
2. Lolium perenne
3. Onobrychis sp.
4. Onobrychis sp.
5. Sinapis sp.
6. Sinapis sp.
7. Tagetes erecta
8. Tagetes erecta

1. Anacyclus clavatus (Desf.) Pers.
2. Avena sterilis L.
3. Cichorium intybus L. DT (P5/1)
4. Conyza sumatrensis (Retz.) E. Walker
5. Plantago albicans L.
6. Sonchus oleraceus L. DT (P3/1)
7. Xantium orientale L. subsp. italicum (Moretti) Greuter

Italy (Summer) Slovenia (Autumn) Switzerland (Summer) Switzerland (Autumn)

1. Lolium perenne

2. Lolium perenne DT (P1/1;
P5/1)

3. Lolium perenne

4. Lolium perenne
5. Plantago lanceolata DT

(P4/1; P5/2)
6. Plantago lanceolata

7. Plantago lanceolata DT

1. Lolium perenne
2. Lolium perenne DT (P3/1;
P4/1; P5/1)
3. Lolium perenne
4. Lolium perenne
5. Plantago lanceolata

1. Armoracia rusticana
2. Armoracia rusticana
3. Armoracia rusticana
4. Lolium perenne
5. Lolium perenne

6. Onobrychis viciifolia 1. Raphanus sativus L. 6. Plantago lanceolata (P1/1; P3/1; P4/2)
L 2. Raphanus sp. 7. Plantago lanceolata
7. Sinapis sp . . 8. Plantago lanceolata DA
L 3. Rorippa sylvestris (L.) 8. Plantago lanceolata
8. Sinapis sp . (P4/1) and DT (P1/1)
9. Trifolium repens DT (P4/1) Bess. DT (P3/7; P5/1) 9. Prunella vulgaris L. DT 9. Taraxacum officinale
: P 4. Sinapis alba DT (P5/1) (P1/1; P4/1; P5/1) :

10. Trifolium repens
11. Trifolium repens
12. Vicia sativa
13. Vicia sativa
14. Vicia sativa

Weber et Wiggers DT (P2/1;
P3/1; P4/1; P5/1) and IR
(P3/1)

10. Taraxacum officinale
DT (P1/2; P2/3; P4/1)

11. Trifolium repens DT
(P2/1)

12. Trifolium repens

10. Trifolium repens
11. Trifolium repens DT
(P1/1)

12. Trifolium repens
13. Trifolium repens

2 The cover crop species in bold indicate the positive isolation of Cylindrocarpon-like asexual morphs, which are indicated as follows:
DA = Dactylonectria alcacerensis, DT = D. torresensis, IR = Ilyonectria robusta (infected plant number from 5 evaluated plants/number of
obtained isolates).
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In order to isolate Cylindrocarpon-like asexual morphs, root fragments were cut only
from necrotic areas, which were surface-disinfested for 1 min in 1.5% sodium hypochlorite
solution, and washed twice with sterile distilled water. Then, 14 small root pieces were
plated per plant on malt extract agar (MEA) supplemented with 0.5 g L~ of streptomycin
sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (MEAS) (7 fragments for every 2 Petri plates).
Plates were incubated for 7-10 days at 25 °C in the dark, and all emerging colonies were
transferred to potato dextrose agar (PDA) (Biokar-Diagnostics, Zac de Ther, France).

The preliminary morphological identification of the Cylindrocarpon-like asexual morphs
colonies was conducted by observing the cultural and microscope characters (mycelium
aspect, colony color, conidia type) of the isolates grown on PDA and synthetic nutrient-poor
agar (SNA), with or without the addition of two 1 cm? pieces of sterile filter paper on the
medium. Petri plates were incubated at 25 °C for 3 weeks under mixed white and near-UV
light and with a 12 h photoperiod [1,4].

Then, 93 isolates of the Cylindrocarpon-like asexual morphs were selected for the
molecular analyses and characterization (Tables 2 and 3). For this purpose, these isolates
were firstly single-spored by the serial dilution method [20]. For long-term storage, the
agar plugs with mycelium and the conidia from these cultures were stored in 15% glycerol
solution at —80 °C in 1.5 mL cryovials at the fungal collection of the Instituto Agroforestal
Mediterraneo of the Universitat Politecnica de Valéncia (Spain).

2.3. DNA Isolation, Sequencing and Phylogenetic Analyses

For DNA extraction, the fungal mycelium and conidia from the pure cultures grown
on PDA for 2-3 weeks at 25 °C in the dark were scraped and transferred to a 2 mL
screw-capped conical tube (Thermo Scientific, San Diego, CA, USA) containing four metal
2.38 mm beads (Qiagen, Hilden, Germany) and two tungsten carbide 3 mm beads (Qiagen
Hilden, Germany). Total genomic DNA was extracted with the E.Z.N.A. Plant Miniprep
Kit (Omega Bio-tek, Doraville, GA, USA) following the manufacturer’s instructions. The
homogenization step was performed twice at 5 m/s for 20 s using FastPrep-245G (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). DNA was visualized by electrophoresis on 1% agarose
gels stained with REALSAFE (REALSAFE Nucleic Acid Staining Solution 20,000 %, Durviz
S. L., Valencia, Spain) and stored at —20 °C.

In order to identify the Cylindrocarpon-like asexual morphs species, partial sequences
of the histone H3 (his3) gene region, which is a very informative locus [21], was amplified.
PCR amplifications were carried out using 1x PCR buffer, 2.5 mM of MgCl2, 0.2 mM of
each dNTP, 0.4 mM of each primer, 1 U of Taq polymerase (Canvax Biotech, S.L., Cérdoba,
Spain), and 1 pL of template DNA (20 ng/pL). The PCR reaction mix was adjusted to a final
volume of 25 pL. with ultrapure sterile water (Chromasolv Plus®, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). The Peltier Thermal Cycler-200 (M] Research) cycle conditions were: 94 °C for
3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 60 °C for 30 s,
elongation at 72 °C for 45 s, and a final extension at 72 °C for 10 min. The primers used for
his3 were CYLH3F and CYLHB3R [22]. After confirmation by agarose gel electrophoresis,
PCR products were sequenced in both directions by the Macrogen Inc., Sequencing Center
(The Netherlands, Europe).

2.4. Principal Component Analysis

Experimental vineyards and soil characteristics variables (Table 1), including the
Cylindrocarpon-like asexual morphs incidence, were subjected to a principal component
analysis (PCA) to group the different tested fields and to reduce the observed variables to a
smaller number of principal components (artificial variables) to account for most of the
variance in the observed variables. The PCA analysis was performed with the Statgraphics
Centurion XV (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, USA).

Sequences were assembled and edited to resolve ambiguities, and the consensus se-
quences for all the isolates were compiled in a single file (Fasta format) with the Sequencher
software v. 5.3 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA), and were compared
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to those in the NCBI Genbank database using the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) and a phylogenetic analysis. The GenBank his3 sequences from Dactylonectria
and Ilyonectria reference species were selected based on their high similarity to our query
sequences with MegaBLAST. They were added to the sequences obtained and aligned
using ClustalW [23]. A maximum parsimony analysis was performed by MEGA X [24]
with the tree bisection and reconnection (TBR) algorithm, where gaps were processed as
missing data.

3. Results
3.1. Cylindrocarpon-Like Asexual Morphs Detection and Identification

Cylindrocarpon-like asexual morphs were obtained from the roots of the cover crop
samples in the vineyards of all the surveyed countries. The isolations on culture media
yielded 93 isolates: 34 isolates were obtained in 2019, and 59 in 2020 (Tables 2 and 3). In
all, 685 plants were analyzed, and 9590 root fragments were plated on MEAS. Cylindro-
carpon-like asexual morphs were recovered from 68 plants (9.9% of the total) and from
approximately 0.97% of the plated root fragments.

The color of the colonies of Cylindrocarpon-like asexual morphs on PDA varied from
white to yellow, or from light to dark brown, with a cottony mycelium. Based on the
microscopic observations, all the isolates produced macroconidia and microconidia, as
described by Cabral et al. [25], and Agusti-Brisach and Armengol [1]. The DNA sequence
data using primers CYLH3F and CYLH3R showed high homologies (>99%) to the refer-
ence sequences in the NCBI Genbank database, which confirmed the identification of the
93 isolates as belonging to species Dactylonectria alcacerensis (one isolate), Dactylonectria
torresensis (90 isolates), and Ilyonectria robusta (two isolates) (Tables 2 and 3).

The fungal species identified in this study were found to be associated with diverse
cover and typical vineyard weeds, and also with grass-cover crop genera and species, the
most frequent being Plantago lanceolata (13 infected plants), Trifolium repens (11), Lolium
perenne (seven), Taraxacum officinale (seven), and Trifolium alexandrinum (seven). In gen-
eral, the Cylindrocarpon-like asexual morphs isolation showed some preference for plants
belonging to the family Fabaceae, as 24 isolates (=26%) were recovered in this taxon and
several species were infected: Medicago maculata, Pisum sativum, Trifolium alexandrinum,
Trifolium repens, and Vicia villosa. However, they were also quite frequent on Asteraceae,
Plantaginaceae and Poaceae species.

Regarding the Cylindrocarpon-like asexual morphs, the species Dactylonectria al-
cacerensis was recovered only from Plantago lanceolata, Ilyonectria robusta from Pisum
sativum and Taraxacum officinale, and Dactylonectria torresensis, the most frequent fungal
species, from the other infected cover crops.

3.2. Principal Component Analysis

The purpose of the PCA was to obtain a few linear combinations of the original
variables that account for most data variability. In this case, four components were extracted
as four components had eigenvalues over or equaling 1.0. Together they accounted for
83.65% of the variability in the original data (Figure 1).
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Figure 1. Screen plot of the principal component analysis (PCA) of soil characteristics between eigenvalues and principal

components.

The obtained biplot (Figure 2) shows the data grouped for sampling country, and
the effect of the different variables on the first two components selected in the PCA,
which together explained 57% of data variability. Seasonal temperatures (T) and organic
matter soil content (OM) correlated positively with the Cylindrocarpon-like asexual morphs
incidence (dt) and strongly affected PC2, while total season rainfall (R) was negatively
correlated and affected PC1. The silty-clay loam soils (as characterized in France and Italy)
correlated negatively with dt. The rootstocks and cultivar characteristics of the observed
vineyards, as well as soil pH did not correlate with the Cylindrocarpon-like asexual morphs
incidence, despite them strongly impacting PC1.
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Figure 2. Principal component analysis (PCA) of the six studied vineyards in 2019 and 2020. The
percentage values in parentheses correspond to the variance explained by each principal component
(dt = Cylindrocarpon-like asexual morphs incidence; OM = organic matter soil content; R = total season
rainfall; T = seasonal temperatures).

4. Discussion

The present study characterized a large collection of Cylindrocarpon-like asexual
morphs collected from the roots of cover crop species grown in organic vineyards in dif-
ferent European countries for the first time. Although the percentages of isolation from
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plants were low, it was not generally difficult to obtain the fungal colonies of the black-
foot-associated pathogens from the roots of the diverse cover crop species belonging to the
different botanical families and genera included in this study. This confirms current knowl-
edge about these fungal pathogens being ubiquitous because they have been reported in
most world grapevine-producing regions, as well as them being saprobes in soil, occurring
on dead plant substrates, or acting as latent pathogens or endophytic organisms [1,26].
Black-foot disease caused by Cylindrocarpon-like asexual morphs is considered one of the
most destructive grapevine diseases in newly established vineyards, mainly due to early
infections in grapevine propagation material during the grafting process performed in
grapevine nurseries [1,3].

An analysis of DNA sequences allowed three species to be identified, which belong
to two genera, namely, Dactulonectria alcacerensis, Dactylonectria torresensis, and Ilyonectria
robusta. Dactylonectria torresensis was the most frequent species, being isolated from many
cover crop species in all six countries. This corroborates previous research findings which
have indicated that Dactylonectria torresensis is currently considered the most frequent
pathogen associated with black-foot disease of grapevine, and has been described in
important wine-producing countries, like Australia, Italy, New Zealand, Portugal, Spain,
South Africa, and the United States [4,27]. As far as we know, our study is the first report of
Dactylonectria torresensis in Romania, Slovenia, and Switzerland, and on most of the hosts
where this species was found.

Regarding the other less frequent Cylindrocarpon-like asexual morph species found in
our study, Dactylonectria alcacerensis and Ilyonectria robusta are also well-known grapevine
pathogens associated with black-foot disease of grapevines [28,29]. To the best of our
knowledge, our study is the first to report Dactylonectria alcacerensis on Plantago lanceolata,
and of Ilyonectria robusta on Pisum sativum and Taraxacum officinale.

Our study has certain similarities to the previous research carried out by Agusti-
Brisach et al. [19], who sampled weeds in grapevine rootstock mother fields, open-root field
nurseries, and commercial vineyards in Spain to evaluate them as potential hosts of black-
foot pathogens. These authors successfully isolated the species Cylindrocarpon macrodidy-
mum from the roots of 15 out of 19 evaluated weed families, and from 26 of 52 weed species.
We cannot directly compare our results to those obtained by Agusti-Brisach et al. [19]
because the taxonomy of Cylindrocarpon-like asexual morphs has been revised several
times since its publication. Studies based on multigene phylogeny and morphological
comparisons have contributed to describing new genera and species in this group of
pathogens [21,25,30], which are currently included in the following genera: Campylocarpon,
Cylindrocladiella, Dactylonectria, Ilyonectria, Neonectria, Pleiocarpon, Thelonectria [2-4].

A more recent study from Canada has assessed the effect of groundcover vegetation
on entomopathogenic fungi (represented by Beauveria bassiana) abundance and Ilyonectria
spp- in vineyards [17]. These authors found that plant community characteristics were
related to the fungal abundance for both studied fungi groups. Specifically, llyonectria
spp. increased with the abundance of forbs and exotic species with increasing OM and
the use of dual/sprinkler irrigation systems. It is worth pointing out here that, in their
study, Beauveria bassiana increased with the presence of Fabaceae species, similarly to what
occurred in our study, with a high isolation rate for the Cylindrocarpon-like asexual morphs
from the plants belonging to this botanical family, and also with the isolation of llyonectria
robusta from Pisum sativum.

The presence of Cylindrocarpon-like asexual morphs on roots of cover crops, and
spontaneously found weeds and grasses, suggested that they could potentially act as
alternative hosts for long-term inoculum survival or to increase inoculum levels in vineyard
soils. Work on invasive plant species has evidenced that generalist pathogens, such as
Cylindrocarpon-like asexual morphs, can build up on exotic species with negligible effects
on these plants [31]. Agusti-Brisach et al. [32] detected the presence of Ilyonectria spp.
and quantified its inoculum on the soil samples collected from commercial nurseries
located in the Valencian region (central-eastern Spain) using multiplex nested PCR and
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quantitative PCR. These authors concluded that the ability to detect and quantify Ilyonectria
spp. genomic DNA in grapevine nursery soils confirmed that they were important sources
of inoculum for black-foot pathogens. More recent research, in which the presence of
inoculum of Cylindrocarpon-like anamorphs on vineyard soil samples has been evaluated
by using semiselective culture media [27] and high-throughput amplicon sequencing and
a quantitative PCR approach [33,34], also revealed the abundance of viable propagules of
black-foot pathogens in vineyard soils, and the prevalence of Dactylonectria and Ilyonectria
species in the grapevine soil microbiome, respectively.

Cylindrocarpon-like asexual morphs readily produce conidia, and some species also
produce chlamydospores on culture, which indicates that these propagules are likely to be
produced on the diseased roots and stem bases of infected vines. Conidia are dispersed in
soil water and chlamydospores can allow these fungi to survive in soil for extended time
periods [1,26,27]. Berlanas et al. [27] quantified viable propagules of black-foot disease
pathogens in a diverse range of grapevine-cultivated soils and investigated their relation
to soil properties. In their study, tested soil physicochemical variables from different fields
were subjected to a PCA. The results showed that the inocula of Cylindrocarpon-like asexual
morphs was present in all soil types, and only a relation was found between calcium
carbonate and the colony-forming units of these fungi in soil. Our PCA results fall in line
with those obtained by Berlanas et al. [27]. Moreover, an interesting outcome was about
the organic matter content in soil, which has not been previously highlighted, and could
represent a new factor to be considered when evaluating the risk of black-foot agents in
vineyards. This specific aspect should be deeply further investigated to be confirmed. Our
results also agree with a previous study that demonstrated that Cyindrocarpon-like asexual
morphs have abilities to be active in soil over wide pH, temperature, and water potential
ranges [35]. These pathogens infect grapevines through natural openings or wounds, such
as the non-callused parts of lower trunks. Infection can also occur through wounds in
canes, such as disbudding wounds, from which infection progresses downwardly to the
base of trunks [26]. In fact, pathogenicity tests conducted by Agusti-Brisach et al. [19]
already showed that the black-foot isolates obtained from weeds were able to induce typical
black-foot disease symptoms when they were inoculated on grapevine cuttings and could,
thus, be a source of inoculum for grapevine infections.

5. Conclusions

The results obtained in our study emphasize the importance of selecting the best suited
cover crop species for their use in organic viticulture. They can also have implications
for previous land use, nursery soil management, or weed management practices in both
grapevine nurseries and vineyards. It still remains unclear if the ES provided by cover crop
species are not hampered by the promotion of negative plant-soil feedback.
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epuis plusieurs années,

les prises de conscience
sanitaires et environnemen-
tales, promeuvent la gestion
de I’'enherbement au vignoble
selon différentes méthodes.
Pour répondre a la probléma-
tique de la perte de fertilité des
sols viticoles, mais également
en lien avec une gestion agro-
écologique (Desanlis, 2018),
nous assistons a une évolu-
tion des pratiques d’enherbe-
ment en viticulture marquée
par I'implantation de couverts
hivernaux temporaires de type
« engrais vert », qui limitent
la concurrence avec la vigne
pour l'eau et les nutriments.
Un engrais vert est une culture
intermédiaire semée sur une
parcelle agricole dans le but
de fertiliser la culture de vente
successive, principalement via
I'apport d'azote (7). Les condi-
tions de mise en ceuvre des
engrais verts en viticulture sont
travaillées depuis une dizaine
d’années au sein de I'lIFV et des
chambres d’agriculture dans
différents contextes pédocli-
matiques et viticoles. La mise
en commun de données ob-
tenues en contexte de vignes
étroites en Bourgogne (CA21),
et en contexte de vignes larges,
sous climat septentrional (IFV
Beaujolais) ou océanique (IFV
Sud-ouest), permet de faire
ressortir des points clés dans
la gestion de ces couverts
innovants.

(1) https://dicoagroecologie.fr/
encyclopedie/engrais-vert/

Des essais sont
actuellement menés
pour cerner les
conditions optimales
de mise en ceuvre
des engrais verts au
vignoble

Lenjeu principal dans la ges-
tion des couverts est de béné-
ficier des services écosysté-
miques rendus par ces couverts
tout en minimisant leurs po-
tentiels impacts négatifs tels
que la compétition pour les
ressources. Pour ce fairey, dif-
férents leviers d’action sont
a disposition des viticulteurs,
tels que le choix des espéces,
les modalités d’installation, la
date de destruction.

Ces couverts sont majoritai-
rement composés d'especes
annuelles, semés en été ou en
début d’automne, et détruits
en sortie d’hiver ou début de
printemps pour restituer au sol
la matiére organique. Laffinité
des espéeces semées varie se-
lon les régions et la parcelle.
En Bourgogne, méme si les
légumineuses du type pois,
vesce, féverole, tréfle ont ten-
dance a pouvoir étre implan-
tées dans de nombreuses situa-
tions, ce n'est pas forcément
le cas pour la moutarde et le
radis qui nécessitent une ferti-
lité et une disponibilité en azote
(N) plus importante pour leur
installation.

La dose par hectare de semis
est également un parametre
prépondérant dans la réussite
du semis: il convient le plus

souvent de « sur doser » de I'ordre de 25 % par rapport a la re-
commandation donnée en grandes cultures, ce qui implique un
surco(t pour les viticulteurs. Cela est d'autant plus important en
vignes étroites ou I'ombre portée par le palissage peut intervenir
dans la qualité et la régularité de levée des graines.

Le semis est une opération importante et déterminante pour la
réussite du couvert. Il requiert une certaine technicité, et inter-
vient & une période ou la charge de travail est importante en viti-
culture. En vignes étroites, la technique en est a ses prémices.
Depuis 2017, une expérimentation menée en Céte-d'Or par la
chambre d’agriculture de Cote-d’Or compare les performances
de huit mélanges dans deux contextes pédoclimatiques différents
(plaine et coteau). Un semis précoce (a partir de fin juillet / début
ao(t) permet d'obtenir les résultats les plus réguliers en termes
de biomasse aérienne, méme si la variabilité intermélange reste
forte (tableau 1). Ceci est d'autant plus vrai que la destruction du
couvert sera envisagée le plus souvent précocement, a partir de
la mi-mars, afin de pallier notamment le risque de gelées. Dans
des expérimentations paralléles menées en vignes larges (IFV
Beaujolais), les semis ont tous été réalisés apres les vendanges.
Si ces derniéres sont précoces (comme cela est de plus en plus
le cas), le semis est réalisé en septembre ou début octobre et
les biomasses fournies par les couverts sont intéressantes. Si
les vendanges sont plutdt tardives (cas de 2016), le semis, réa-
lisé apres la mi-octobre, donne une biomasse faible, voire un
échec (tableau 1).

Un essai a également été mis en ceuvre dans le Sud-ouest, sur le
vignoble de Gaillac (81) par I'IFV, en 2016 et 2017, afin d’évaluer
I'incidence de la date de semis, souvent plus tardive dans cette ré-
gion, et de la date de destruction sur les performances des couverts.
Bien que la date de semis joue un rdle significatif sur la biomasse
produite par les couverts et sur leur composition (tableau 1), cette
incidence, soumise aux conditions météorologiques particuliéres
qui suivent le semis, présente une forte variabilité interannuelle
et est difficilement prévisible.

Les contraintes techniques liées a I'organisation des parcelles sont
parfois nombreuses et impliquent des choix judicieux d’espéces et
des dates de semis adaptées afin d’obtenir des résultats optimaux.
Lutilisation de couverts comme engrais verts doit devenir un nou-
veau maillon dans la chaine de I’entretien des sols; il convient donc
de I'aborder en ayant une connaissance suffisamment précise de
ses parcelles (vigueur, fertilité, équilibre K-Mg...) et des objectifs
visés. La mise en place de couverts doit étre pergue comme un
complément aux pratiques agricoles utilisées et non comme une
contrainte nouvelle.
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Beaujolais | 2017 | Féverole 8% O o g 00k o 1 6
o 2019 | ~ 1¢-15 oct. 77 | 100 % 145 55
| Féverole d'hiver, pois 5 e - ; .
Bourgogne 2018 fourrager avoine rude, seigle | 50 % . 1e-15 oct. : 1¢-15 avril. 19 83 % 33 17

* le calcul est effectué avec la méthode MERCI - Méthode d’estimation des restltutlons par les cultures intermédiaires - développée par la chambre régionale d’agriculture
de Nouvelle-Aquitaine.

Le cycle de I'azote

Lenjeu consiste a optimiser la gestion de I'azote (N) disponible pour
la vigne par la maitrise du couvert a la fois en termes d’espéces pré-
sentes et de chronologie des pratiques. L'azote est I'élément le plus
abondant dans I'atmosphére. C'est également un élément crucial de
la vie en tant que composant essentiel des acides nucléiques (ADN,
ARN) et des protéines. Cependant, I'azote utilisable par les plantes
n'est pas uniformément distribué dans le sol et il représente souvent
un facteur limitant dans les écosystémes. Il est donc important pour
les plantes d'établir des mécanismes d’assimilation de I'azote en lien
avec les microorganismes du sol. Il existe différentes formes d'azote
dans les sols: I'azote organique et I'azote inorganique. Différents

de I'azote, entre le pool orga-
nique et le pool inorganique. Il
existe deux sources principales
d’azote, le di-azote (N,) atmos-
phérique et |'azote organique
issu de la matiére organique en
décomposition.

L'azote est converti a partir de sa
forme atmosphérique (gazeuse
inerte; N2) en une forme utili-
sable dans les processus bio-
logiques (figure 1). En effet, le
N; est « fixé » par trois grandes

pour former de I'ammonium
(NHq4*) : les bactéries formant
une symbiose avec les [égumi-
neuses (fixation rhizobienne), les
bactéries libres et les algues. Une
petite quantité de N, est « fixée »
par un processus a haute éner-
gie, la foudre, qui produit du
NH.* et des nitrates (NOsY). Le
N2 peut également étre « fixé »
par des processus industriels
(procédé Haber-Bosch) qui créent
des engrais riches en azote, prin-

processus biologiques conduisent a une dynamique complexe catégories de microorganismes cipalement en NOs'.

H Figure 1: Cycle de I'azote dans un agroécosystéme de type vignoble.
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Dans presque tous les écosys-
temes des climats tempérés et
dans les sols cultivés, les plantes,
mais aussi les champignons
et les bactéries associées, ab-

de portée des racines: c’est la
lixiviation.

Au regard des différents ser-
vices rendus par les couverts
végétaux et de leur place dans

B Figure 2: Influence de la date de destruction du couvert
(orge, févérole d'hiver) sur I’'évolution de I'azote minéral du sol
en kg/ha, dans les 30 premiers cm du sol. Essai Gaillac: 2017 :
D1 = 1 quinzaine d'avril; D2 = 2¢ quinzaine davril. *: significativité
p<0,05.

sorbent préférentiellement le le cycle de I'azote, I'étude de é‘ 301
NHa4* et le NOy plutdt que les | I'impact des couverts végétaux | = B N-NOskglha @ N-NHq kg/ha
acides aminés ou d'autres molé- | sur la fertilité chimique du sol est g 40
cules organiques azotées (Courty | centrale. Globalement, I'estima- E

et al., 2015). Le NOs est la source tion des restitutions potentielles 96.’ i
d’azote la plus importante et la en azote par un couvert végétal &

plus disponible pour les cultures; comprenant des légumineuses

il est présent a des concentra- montre qu’un couvert mis en 20
tions de I'ordre du milli-molaire place, un interrang sur deux,

(mM) dans les sols et il est bien permettrait une restitution po- ik
plus mobile (plusieurs mm par | tentielle moyenne de l'ordre de

jour) que le NH,* (adsorbé sur | 20 kg/ha d’azote I'année de sa

les sites d’échange de cations | destruction (tableau 1). Ces res- 0
du sol). titutions, basées sur de la modé-

L'azote organique présent dans
I'humus, les matiéres organiques
labiles (ex.: effluents d’élevage)
et d'autres sous-produits de I'ac-
tivité humaine constitue une
source d'azote importante pour la
fertilisation des sols. La majeure
partie de cet azote organique
n'est pas directement assimilable
par les plantes. Deux processus
liés principalement a l'activité
bactérienne du sol permettent
de rendre |'azote assimilable par
les plantes: la minéralisation (qui
produit du NH,*) et la nitrifica-
tion (transformation du NH4* en
NOjy). La nitrification ainsi que la
minéralisation sont des proces-
sus pouvant aller de quelques
jours a quelques semaines en
fonction de la qualité et de la
quantité de matiére organique, et
des conditions pédoclimatiques.
Enfin, le NO3, plus mobile, peut
étre entrainé par les eaux de
surface et de ruissellement hors

lisation, seraient susceptibles
de couvrir en partie les besoins
annuels d'une parcelle de vigne
et permettraient ainsi une réduc-
tion des apports de fertilisants
azotés, plus ou moins importante
selon I'objectif de production.

En sus de I'impact pédoclima-
tique, la dynamique de restitution
de I'azote est impactée par les
modalités de pilotage du cou-
vert. Dans le Sud-ouest (essai
de Gaillac précédemment men-
tionné), I'importance des restitu-
tions potentielles en azote est en
lien avec la forte proportion de
Iégumineuses a la destruction.
Elles tendent a étre supérieures
pour une date de destruction plus
tardive, en lien avec I'augmen-
tation de la biomasse, la teneur
en azote du couvert ayant plu-
tot tendance a étre stable ou a
diminuer. La date de destruction
du couvert influence également
I'évolution de I'humidité du sol et

sa teneur en azote minéral (figure 2). Globalement, méme si le stock
d’azote minéral est maximum a la véraison quelle que soit la date
de destruction, le sol est plus humide, plus riche en azote nitrique et
moins riche en azote ammoniacal lorsque I'engrais vert a été détruit
plus tot. Ainsi, méme si un décalage de la date de destruction de
début a fin avril permet un gain moyen de biomasse de I'ordre de
40 %, ce gain se traduit par une augmentation relativement modé-
rée des restitutions potentielles en azote par le couvert a la vigne.
En Beaujolais, la quantité d'azote disponible pour la vigne a égale-
ment été fonction de la biomasse produite (I'échec du semis tardif en
2016 résulte en une trés faible fourniture en azote en 2017) et reste
toutefois modeste (tableau 1). De fagon a ce que la vigne puisse
profiter de I'azote fourni (absorption a la floraison), la destruction
ne doit pas étre trop précoce (ex.: pas au débourrement) et se réa-
liser plutdt début mai (figure 3).

Conclusion sur l'influence des couverts
sur la fourniture en azote

Le cycle de I'azote est un processus clé qui peut étre largement
affecté par I'implantation d'un couvert végétal. Ainsi, tout I’enjeu
de I'utilisation des couverts en viticulture est de faire coincider au
mieux les restitutions azotées avec les besoins de la vigne. Apres
vendange, la présence d’un couvert permet I'absorption de I'azote
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nitrique, ou nitrate, résiduel dans le sol, et ainsi d’en réduire les pertes | M Figure 3: Influence de la date de destruction du couvert

par lixiviation et de limiter la contamination des eaux souterraines. | Sur I'évolution de I'azote minéral du sol en kg"g- dans |8
De par leur action de piégeage de I'azote durant leur croissance, la 30 premiers cm du sol. Essai Beaujolais: 2016 (), 2018

; : ; : Bl (étoiles rouges: différences significatives; engrais vert: féverole).
dégradation des couverts intercalaires par les communautés mi-

crobiennes du sol peut jouer sur les quantités d’azote minéralisées = 25 I A
apres leur destruction. Afin d'optimiser cet approvisionnement en E, ) ) > %
azote, les espéces a privilégier doivent présenter une bonne capa- :E’ 20 T o 5
cité d'absorption de I'azote, de persistance et des caractéristiques 2 Enfouissement &
permettant une bonne minéralisation de I'azote séquestré (ex.: taux £ 15
de lignine, rapport C/N) (Justes et al., 2009). Par ailleurs, un couvert g s

<< 10 +

végétal enrichi en légumineuses permettra un apport accru d'azote g
gréce a la symbiose bactérienne fixatrice de I'azote atmosphérique.

Les paramétres de production que nous avons enregistrés dans 10 Débourrement Mi-floraison
nos expérimentations montrent peu d’incidence sur le rendement,
mais une possible augmentation de la vigueur et de la teneur en 0 T T T T T g
azote assimilable des molts. Ces expérimentations ont toutefois e 2113 204 102 200 18l Datiz
une anteériorité limitée et I'impact des engrais verts est & voir sur le (B)
moyen-long terme, en particulier en lien avec le stock de matiére g 3%
grganiqle sy S_O" ‘% 254 Enfouissement i *
In fine, les restitutions potentielles en azote par un couvert végé- £ * 1)
tal qui dépendent de nombreux facteurs (ex.: qualité de la matiére E 20 o (©] e
organique et conditions pédoclimatiques influengant la vitesse de g 5] @
minéralisation et de nitrification) constituent un levier agroécolo- &
gique pour réduire |'apport de fertilisants azotés au champ. | 10 H
% : S : ok ] Mi-floraison
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Les couverts vegetaux
Partie 1/2: Une pratique agroécologique

au service de la vigne
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L es couverts végétaux sont couramment utilisés en tant que cultures
intermédiaires, intégrant pleinement les plans de rotation en tant
qu'interculture des cultures annuelles (ex.: céréales) et en tant que
cultures intercalaires dans le cadre des cultures pérennes (ex.: ver
gers, vigne). Ce type de culture a fait |'objet de dénominations diffé-
rentes au cours des derniéres décennies comme « engrais vert », en
référence a sa contribution 4 la fertilité des sols, ou « CIPAN » (Culture
intermédiaire pidége a nitrate) », et derniérement « CIMS » (Cultures
intermédiairesfintercalaires multiservices) (Justes et Richard, 2017).
Les plantes de couvert sont cultivées, non pas dans un objectif de
production mais dans un objectif de promotion et de valorisation des
services écosystémiques au sein de I'exploitation agricole. Parmi ceux-
¢i, le couvert permet notamment a |'agriculteur de limiter I'impact des
intempéries sur ses parcelles, de favoriser les relations trophiques et
limiter la pression des ravageurs et des insectes, ou encore de réduire
I'utilisation des intrants de synthése et notamment des herbicides.

En viticulture, 'enherbement est pratiqué depuis les années 1990,
pour des raisons environnementales et sociétales, mais également

e e A e U L e T R R |
M Encadré 1: Quelle stratégie d’enherbement en viticulture?

L'enherbement en viticulture se concentre généralement sur les interrangs,
mais peut étre également implanté sous le rang (Gontier et al., 2019). Plu-
sieurs stratégies d’enherbement peuvent étre choisies par les viticulteurs
selon leurs objectifs et leurs contraintes de production:

- I'enherbement permanent spontané présente comme avantages le déve-
loppement d’espéces naturellement présentes et adaptées aux parcelles,
ainsi qu’un codt fortement réduit (consacré au seul entretien de la cou-
verture végétale). Cependant, le viticulteur n'a alors pas de « contréle »
sur |'installation des espéces. Litinéraire de culture précédent, ainsi qu'un
désherbage, mécanique et/ou chimique, peuvent avoir sélectionné des
espéces végétales a croissance rapide, voire invasives, dont le dévelop-
pement peut engendrer une concurrence forte pour |'accés a I'eau et aux
nutriments;

- I'enherbement permanent semé permet d'adapter le choix des especes
aux conditions pédoclimatiques de la parcelle et surtout a un niveau de
concurrence acceptable vis-a-vis de la vigne. Le colt du semis peut étre un
frein; selon la pérennité des espéces semées, il sera a renouveler a plus
ou moins longue échéance afin de limiter le « salissement de la parcelle »;

- I'enherbement temporaire spontané permet des stratégies adaptatives. Cet
enherbement ne demandant pas d'investissement pour sa mise en place, -
il peut &tre plus facilement détruit « a la demande », sur tout ou une partie
de la parcelle; par exemple, si la contrainte hydrique devenait trop élevée;

- I'enherbement temporaire semé permet |'installation d’un panel choisi
d’espéces végétales adaptées aux objectifs du viticulteur; la sélection
des plantes de couvert se faisant sur les paramétres pédoclimatiques du
vignoble et les services apportés par les plantes. |l est par exemple pos-
sible d'installer un couvert de type engrais vert, enrichi en légumineuses
pour apporter de |'azote 4 la parcelle, ou bien des plantes & haut potentiel
mycorhizien. Un entretien régulier et un équipement spécial peuvent étre
nécessaires pour permettre une bonne gestion de ce couvert. |

avec une volonté d’améliorer la
qualité du vin. Cependant, une
méconnaissance et une mau-
vaise gestion de I'enherbement
peuvent engendrer une concur-
rence sur la vigne, qui peut étre
trés préjudiciable en fonction de
la fertilité initiale du sol, de la
réserve hydrique et de la vigueur
du matériel végétal. Il convient
donc de bien penser son couvert
afin de le réussir et de valori-
ser les services écosystémiques
rendus par celui-ci (encadré 1).

Valorisation

des services
écosystémiques et
de la biodiversité

Les plantes de couvert implan-
tées dans les systémes agricoles
et viticoles sont pourvoyeuses
de nombreux services écosys-
témiques (figure 1). La présence
d’une diversité végétale impor-
tante fournit par exemple un
service culturel lié a I'écotou-
risme, ainsi qu’a I'aménagement
et I'organisation des paysages.
A I'échelle de la parcelle, le cou-
vert végétal offre un maillage
racinaire dense qui améliore
la stabilité structurale du sol et
limite, sur les terrains prédis-
posés, les phénoménes d'éro-
sion. De méme, lors d'épisodes
pluvieux intenses, la présence
des parties aériennes du cou-
vert limite I'impact physique de
I'eau sur la surface du sol. Dans
I'horizon supérieur du sol, la
lixiviation des éléments miné-
raux est fortement atténuée par
cette augmentation de la stabilité

structurale des sols, qui améliore
également la retenue, au sein des
microagrégats, des molécules
d’eau et des éléments nutritifs
accessibles aux plantes. Par ail-
leurs, une augmentation de la
diversité végétale permet d'amé-
liorer les relations trophiques
au sein de |'agrosystéme. Pour
cause, la couverture végétale
est un excellent support pour
la biodiversité en fournissant le
gite et le couvert a la faune locale
(insectes bénéfiques et pollini-
sateurs) et permet le maintien
des services écosystémiques
liés & cette derniére. D'autre part,
certaines espéeces de plantes
peuvent diminuer la pression
exercée par des ravageurs. C'est
notamment le cas de la tagéte,
dont les exsudats racinaires sont
nématicides (Bano et al., 2019).
De plus, la composition spéci-
fique du couvert permanent, et
dans une moindre mesure du
couvert temporaire, impacte éga-
lement la diversité taxonomique
et fonctionnelle des communau-
tés microbiennes des sols.

Promotion des
symbioses racinaires et
influence du couvert
sur le cycle des
nutriments

La matiére organique est une
source de nourriture indispen-
sable aux microorganismes. A
coté de son réle biologique di-
rect, la matiére organique joue un
réle physique (ex.: structure, ré-
tention en eau) et chimique (ex.:
stockage d'éléments minéraux,




complexation d'éléments). En
augmentant les teneurs en ma-
tiere organique et en améliorant
I'aération du sol, I'enherbement
stimule sensiblement le dévelop-
pement de la biomasse micro-
bienne. Le feutrage racinaire du
couvert végétal des premiers
horizons du sol joue un rdle de
limitation du compactage et de
source de matiére organique,
créant ainsi un biotope trés fa-
vorable au développement de
la flore et de la faune.

Les microorganismes bénéfiques
du sol comme certaines bactéries
et champignons participent acti-
vement a la dynamique des nutri-
ments dans le sol, aux processus
de minéralisation de la matiére
organique, facilitent le mouve-
ment des nutriments essentiels
et leur accessibilité a la vigne (fi-
gure 1). Ces mécanismes se ca-
ractérisent par des relations sym-
biotiques mutualistes, intimes,
entre |es plantes et les microorga-
nismes du sol. Dans le cadre
des couverts végétaux, deux
symbioses sont importantes:
la symbiose mycorhizienne a
arbuscules largement répandue
chez les plantes terrestres et la
symbiose rhizobienne, spécifique
aux légumineuses.

La symbiose mycorhizienne a
arbuscules est une association
a bénéfices réciproques entre
les champignons mycorhiziens
a arbuscules (Glomeromycota)
et les racines des plantes, Cette
symbiose concerne plus de 80 %
des végétaux, dont la majorité
des plantes cultivées, comme
la vigne. Les hyphes du cham-
pignon permettent d'augmenter
I'accessibilité de la plante & I'eau
et aux différents nutriments (ex.:
phosphore, azote) (Trouvelot

M Figure 1: Services écosystémiques rendus par le couvert en viticulture.
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et al., Revue des (Enologues,
n° 178, pages 27-29).

La symbiose rhizobienne est
mise en place entre les racines
de plantes de la famille des |é-
gumineuses et les bactéries du
genre Rhizobia. Ces bactéries ont
la capacité de fixer le di-azote (N,)
atmosphérique, de le modifier et
de le transférer a la plante sous
une forme assimilable (NOs)
{Courty et al., 2015).

Dans le cas des cultures pérennes
comme la vigne, le couvert végé-
tal permet de maintenir les rela-
tions avec ces microorganismes
et les services rendus par ces
derniers, notamment pendant
la période de repos hivernal de
la vigne.

Récemment, plusieurs essais
ont été mis en place par 'UMR
Agroécologie (INRAE Dijon
Bourgogne Franche-Comté,
Université de Bourgogne) dans
le cadre du projet européen Core
Organic Biovine, pour déterminer
I'impact des couverts végétaux

sur les communautés microbiennes et les champignons mycorhiziens
associés & la vigne. Les champignons mycorhiziens a arbuscules ayant
la capacité de coloniser les racines de plantes d’espéces différentes,
ces essais visent & identifier parmi un large panel d'espéces végé-
tales (enherbement spontané, engrais vert, couvert semé) les espéces
compagnes qui pourraient avoir un effet bénéfique sur la vigne (nu-
trition, protection {Hao et al., 2012)) au travers d'un réseau mycélien
commun. Ces plantes pourraient, par exemple, étre un réservoir de
diversité de champignons mycorhiziens avec lesquels la vigne pourrait
interagir au cours de son cycle de développement et bénéficier des
services rendus par la mycorhize a arbuscules (Noceto et al., Revue
des Enologues n® 175, pages 14-17). A terme, I'objectif sera de pou-
voir fournir aux acteurs de la profession, des clés permettant, dans
le cadre d'une gestion agroécologique, de choisir une stratégie pour
I'implantation d'un couvert végétal dans leurs parcelles, afin de dyna-
miser les communautés mycorhiziennes présentes dans les vignobles
et augmenter les services écosystémiques rendus par ces derniéres.
Les résultats préliminaires obtenus en conditions controlées (figure 2)
montrent que chaque espéce, mais aussi chaque famille de plante,
présente une mycorhization différente. Ainsi, la famille des Fabaceae
(ex.: tréfles, luzernes, vesces) présente les taux de mycorhization
les plus élevés (supérieurs a 65 %). Au contraire, les Poaceae (ex.:
avoine, seigle) ont des taux de mycorhization plus faibles (inférieurs
a 50 %). Les abondances en arbuscules (structures d’échanges entre
le champignon et la plante) dans les racines suivent les mémes ten-
dances. Comme attendu, certaines familles de plantes telles que les
Brassicaceae (ex.: radis fourrager, moutarde), les Chenopodiaceae
(ex.: amarante, chénopode blanc) ou les Boraginaceae (ex.: phacélie,
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M Figure 2: Pourcentages de racines colonisées (barres grises) et pourcentages d‘arbuscules (barres jaunes) dans les racines de
plantes de couvert cultivées en serre pendant 60 jours en présence du champignon mycorhizien Rhizophagus irregularis. Mesures

effectuées selon la méthode deTrouvelot et al (1986).
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Code EPPO: ACHMI = Achillea millefolium (Asteraceae); AVEFA = Avena fatua (Poaceac); GERDI = Geranium dissectum (Geraniaceae); LIVUT = Linum usitatissimum
(Linaceae); MEDSA = Medicago sativa (Fabaceae); ONBVI = Onobrychis viciifolia ( Fabaceae): PHCTA = Phacelia tanacetifolia (Boraginaceae); PIBSX = Pisum sativum
(Fabaceae); POACO = Poa compressa (Poaceae); PTLNM = Potentilla neumaniana (Rosaceae); RAPRA = Raphanus raphanistrum (Brassicaceae); SECMO = Secale
montanum (Poaceas); SETVI = Setaria viridis (Poaceac); SINAR = Sinapsis arvensis (Brassicaceae); SOLNI = Solanum nigrum (Solanaceae); TAROF = Taraxacum
officinale {Asteraceae); TRFFR = Trifolium fragiferum (Fabaceae); TRFPR = Trifolium pratense (Fabaceae); VICVI = Vicia villosa (Fabaceae).

bourache officinale) ne forment aucune structure mycorhizienne (fi-
gure 2). Chez les plantes communément classées comme adventices
en agronomie, nous observons que plusieurs d’entre elles (ex.: pis-
senlit, achillée) sont capables d‘interagir fortement avec les cham-
pignons mycorhiziens, parfois méme plus que certains couverts
couramment utilisés, suggérant un rdle important de réservoirs de
biodiversité fongique au vignoble pour ces plantes.

Des expérimentations actuellement menées en vignoble viseront &
déterminer, grace & des outils de biologie moléculaire, I'impact du cou-
vert sur I'identité et I'organisation des communautés de champignons
mycorhiziens associées 2 la fois aux ceps et aux plantes de couvert.

Conclusion

Les différentes études menées depuis plusieurs années montrent qu'a
coté de pratiques agricoles vertueuses, certaines pratiques comme le
labour intensif ou I'usage de certains fertilisants de synthése, dégradent
la qualité générale des sols. Un des enjeux de |'agriculture durable est
la réduction de ces pratiques et la valorisation des mécanismes biolo-
giques qui sont liés aux organismes présents dans I'écosysteme. En
viticulture, I'utilisation d'un couvert végétal dans l'interrang ou sous
le rang, comme alternative au désherbage mécanique ou chimique,
est une pratique connue, mais parfois peu mise en ceuvre du fait no-
tamment de la compétition pour I'eau et les nutriments qu’elle pour-
rait engendrer. Cependant, les différents couverts qu'il est possible
d'installer sur une parcelle (semé/spontané; permanent/temporaire)
rendent de nombreux services écosystémiques qui s'étendent a toutes
les échelles, du paysage 4 la vigueur de la vigne, en passant par la
structuration des sols et la fertilité de la parcelle (ex.: dynamique de
la matiére organique). De plus, les plantes ne vivent pas seules dans
leur environnement, elles interagissent entre elles et avec d'autres
organismes et microorganismes. Les espéces végétales qui composent
le couvert influencent fortement les communautés microbiennes pré-
sentes. Ces derniéres jouent un réle fondamental dans les processus
biologiques du sol dans les écosystémes naturels ou agricoles. Les
plantes sont capables de réaliser une ou plusieurs symbioses avec

H Figure 3: Points clés pour I'optimisation du couvert en
vignoble.

ces microorganismes, c’est le cas
de la symbiose mycorhizienne a
arbuscules ou la symbiose fixa-
trice d'azote. Une bonne gestion
du couvert est primordiale afin de
favoriser ces services, et éviter les
phénomenes de compétition inter-
plantes. C'est pourquoi, adapter
une conduite de culture dans le
but d'exploiter I'ensemble de ces
services est ambitieux (figure 3).
Par conséquent, les acteurs de la
recherche (INRAE, IFV, chambre
d'agriculture, les interprofessions)

travaillent aujourd’hui sur ces
problématiques dans le but de
fournir aux acteurs de la filiére
viticole, les clés pour mettre en
place une conduite de couvert
adaptée a leur vignoble et leur
objectif de production. (&

| NDLR: La 2 partie de cet article sera |
publiée dans le n° 179 (avril 2021) de |
| la Revue des Enologues. ;

| NDLR: Les références bibliographiques |
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| sur le site internet de la Revue des |

| Enologues: search.oeno.tm.fr
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NUMERO SPECIAL

L ‘agroforesterie est |'as-
(( sociation sur une méme

parcelle d'une végétation arborée
et/ou arbustive, et d'une produc-
tion végétale, animale ou mixte.
Les espéces ligneuses peuvent
étre réparties uniformément,
inégalement ou en hordure de
parcelle. Les systémes agrofo-
restiers fournissent des services
écosystémiques et des produits
et ce a différentes échelles; par-
celle, exploitation agricole, unité
paysagére » (RRAF 2018). La pro-
ductivité de ces systémes dépend
de la différence nette entre les
avantages et les colits, entre les
utilisations et les composantes
biophysiques de I'agroenviron-
nement. Dans |les systémes de
cultures intercalaires, les avan-
tages des arbres sont a la fois
économigues et écologiques:
(i) ils produisent du bois, {ii) pré-
servent les sols en améliorant
leur structure et favorisent la
biodiversité, (iii) réduisent la vi-
tesse du vent et |'évaporation du
sol, (iv) augmentent le stockage
du carbone dans les parties aé-
riennes (tronc, houppier) et dans
le sol (transfert & des microor-
ganismes telluriques), (v) amé-
liorent les taux de matiéres orga-
niques contenus dans les sols,
(vi) ils recyclent les éléments
nutritifs lessivés gréce a leur sys-
téme racinaire et (vii) favorisent

la résilience du systéme agricole -

face au changement climatique.
Un systéme agroforestier bien
dimensionné est compatible avec
le matériel agricole standard. En
revanche, dans des conditions
limitantes, il est trés important

de définir la bonne combinai-
son arbre/culture et de prendre
en compte les contraintes de la
station pour placer le bon arbre
au bon endroit.
Lagroforesterie n'est pas une
« nouvelle » technique, mais
une redécouverte des atouts
de I'arbre pour les cultures et
notamment pour la vigne. Depuis
I'antiquité, les Grecs et les
Romains associaient les arbres
avec la vigne. Au Moyen Age,
plusieurs techniques telles que
les oulliéres (ex.: culture interca-
lée d'oliviers entre les rangs de
vigne en Provence), les hautains
(ex.: vigne sur un saule comme
tuteur) et les joualles (ex.: vignes
conduites sous des fruitiers dans
le Périgord) étaient utilisées en
zone viticole.

Actuellement, les associations
arbres-vignes sont extrémement
différentes: arbres dispersés,
en ilots, alignés entre les rangs
de vigne, avec des écartements
variables, ou plantés en bordure
de parcelle (photos 1). Les es-
sences d’arbres ou d'arbustes
qui peuvent étre implantées sont
elles aussi trés diverses: arbres
fruitiers a coque {ex.: amandier,
noyer), a pépins (ex.: pommier,
figuier) et a noyaux (ex.: abrico-
tier, pécher) mais aussi les es-
péces champétres (ex.: peuplier,
mdrier). Les espéces d'arbres
peuvent également étre reliées
au travail du viticulteur comme
le saule qui produit de I'osier
utile pour lier les sarments. Dans
les systemes arbres-vignes et
outre la strate arborée/arbustive,
on peut également trouver une

H Photos 1: Haie en bordure de parcelle viticole et alignement

d'arbres au sein d'une parcelle viticole.

SOURCE: © ASSOCIATION FRANCAISE DAGROFORESTERIE

strate herbacée composée de plantes maraichéres, d'un enherbe-

ment permanent ou temporaire.

Ces différents systémes observés en agroforesterie viticole sont encore
rares. Les plus vieilles vignes conduites en agroforesterie intrapar-
cellaire, connues & ce jour en France et faisant |'objet d'évaluations,
ont été plantées a la fin des années 1990. Limpact de 'arbre agrofo-
restier en contexte viticole sur certains parametres physiologiques
et édaphiques a été analysé sur six parcelles dans un projet pionnier
(Vitiforest; Bourgade et al., 2020). Mais, la place de |'arbre dans un
contexte actuel de changement climatique et de restructuration du
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vignoble (ex.: réduction des produits phytosanitaires, modifications
des pratiques culturales, gestion différente des sols, image positive
du vignoble véhiculée par I'arbre) associé a des dépérissements liés
a des maladies du bois de la vigne devient centrale.

Les flux de nutriments

Les intéréts des arbres de haute tige, a proximité des parcelles viti-
coles et des haies de bordure, sont reconnus et communément admis
pour leurs réles dans la protection contre les vents et |a création de
microclimats (ex.: ombre, hygrométrie plus forte grace a I"évapo-
transpiration des feuilles, protection contre les gelées « noires » par
rayonnement infrarouge & proximité des arbres) (figure 1).
D'autres effets bénéfiques des arbres sur les sols sont moins connus.
En effet, les arbres permettent aux plantes « compagnes » de mieux
résister aux périodes extrémes, qu'elles soient « trop seches » ou
« trop humides », mais de plus en plus fréquentes avec les change-
ments climatiques. Le sol est un milieu poreux, constitué jusqu’a
50 % d'eau et d'air. Sans ces espaces « en creux », le sol ne peut pas
fonctionner correctement, car les échanges, les réactions chimiques
et I'activité biologique nécessitent une phase liquide {eau) et une
phase gazeuse (ex.: dioxygéne). Si la composition minérale influence
la texture du sol et une partie de sa structure (ex.: un sol caillouteux
aura une plus forte porosité « naturelle »), cette derniére est aussi
liée a la quantité de matiére organique et a I'activité biologique des
organismes vivants {microfaune/flore: bactéries, champignons, néma-
todes, protozoaires; mésofaune: acariens, collemboles; macrofaune:
cloportes, fourmis, vers de terres). Les arbres, grace a leurs racines
explorant différentes profondeurs du sol, facilitent les échanges et
les transferts de matiéres. lls participent également, avec les autres
organismes vivants du sol, & maintenir une certaine porosité du sol
afin de tamponner les excés d’eau {en favorisant I'infiltration en
profondeur plutdt que le ruissellement) et ainsi réduire le desséche-
ment (capillarité connue aussi sous le nom d'ascenseur hydraulique,
rétention de I'eau dans les matiéres organiques, racines pouvant
capter |'eau en profondeur...). Le rdle des arbres et des couverts
végétaux dans la structuration du sol est largement démontré par
des expérimentations et des essais en parcelles agricoles et viticoles.
Dans un contexte de changement climatique, |a raréfaction des res-
sources en eau et son utilisation par les plantes en systémes agro-
forestiers ont soulevé plusieurs interrogations. Deux études ont été
menées afin d'évaluer I'impact des associations vigne-arbre sur
la potentielle concurrence hydrique. Une premiére étude d'INRAE
Occitanie a observé les interactions dans un systéme vigne-rési-
neux. Une seconde étude s'est intéressée aux échanges, au sein
des systémes vigne-peupliers et vigne-chénes. Les deux études
ont mis en évidence une amélioration des bilans hydriques dans
les systémes associant vigne et arbre. Par ailleurs, ces études ont
mis en évidence une disponibilité en azote non contrainte dans un
systéme associant la vigne a des feuillus comme le chéne et le peu-
plier (Lang et al., 2018), alors que dans ce méme systéme, le bilan
était négatif et défavorable pour la vigne lorsqu’elle est associée a
des résineux (Grimaldi, 2020).

La présence d'arbres dans un vignoble va modifier les flux d’'énergie
{rayonnement lumineux, turbulence des vents, cycle de I'eau et des
nutriments). La vitiforesterie participe, a son échelle, au stockage de
carbone dans les sols et dans les éléments ligneux (figure 1). Une
expérience, menée au champ par I'Association frangaise d'Agrofo-
resterie auprés de viticulteurs du sud-ouest de la France de 2014
4 2019, a comparé le stockage du carbone dans des sols viticoles

{conditions pédoclimatiques et
édaphiques identiques) avec et
sans couverts végétaux, avec et
sans travail du sol superficiel. La
modélisation de la dynamique
du carbone a mis en évidence
un stockage du carbone dans
les sols couverts non travail-
lés de 0,74 t C/ha/an les 10 pre-
miéres années contre 0,2t C/
ha/an en systéme travaillé en
surface (10 cm de profondeur)
avec un enherbement spontané
{AFAE 2020). Cette étude, menée
sur un territoire spécifique, n'a
pas intégré le stock de carbone
de la partie aérienne des élé-
ments ligneux. La dégradation
des feuilles et des racines des
arbres en composés carbonés
stables n'a également pas été
prise en compte. Or, il est dé-
sormais communément admis
que ces deux facteurs modifient
la dynamique de stockage du
carbone.

Les microorganismes
du sol

Le fonctionnement des sols et
les interactions vignes-champi-
gnons-arbres jouent également
un réle important dans le cycle
de I'eau et dans I'adaptation des
systémes agroforestiers viticoles
au changement climatique. En
effet, dans les systémes agrofo-
restiers, les racines des arbres et
des cultures sont entremélées,
et leur interaction peut influen-
cer les microorganismes du sol
(Olsson et al., 1999), dont le rdle
pour la fourniture de services
écosystémiques est central. ||
s'agit notamment des champi-
gnons mycorhiziens a arbuscules
{CMA), qui vivent en symbiose
mutualiste avec la majorité des
racines des plantes terrestres.
Les CMA appartiennent au phy-
lum Glomeromycota, avec plus
de 300 espéces décrites a ce jour.
Les observations ont confirmeé
que la trés grande majorité des
essences utilisées en agrofores-
terie forment des mycorhizes a
arbuscules.

Les CMA regoivent des quanti-
tés importantes de carbone fixé

(photosynthése) par la plante
héte. En retour, le mycélium ex-
traradical explore le sol et four-
nit a la plante hote des nutri-
ments minéraux et de l'eau. Le
myceélium extraradical des CMA
peut coloniser et relier simul-
tanément plusieurs plantes de
la méme espéce ou d'espéces
différentes, formant un réseau
mycorhizien commun {RMC), per-
mettant de transférer, d’échan-
ger et de redistribuer des nutri-
ments et des signaux entre les
plantes {Wipf et al., 2019). Dans
les agroécosystémes tempéreés,
I"'abondance et la composition
des communautés de CMA ainsi
que le fonctionnement du RMC
sont fortement et négativement
influencés par le travail du sol et
la fertilisation inorganigue. Une
gestion du sol plus durable peut
avoir une influence positive sur
la compaosition, la richesse et
I'abondance des communautés
de CMA. En outre, les systémes
de cultures intercalaires avec
des arbres et des haies peuvent
conduire au maintien du RMC en
ce qui concerne la faible pertur-
bation du sol et I'établissement
plus rapide de la colonisation
des racines par les RMC lors
du passage d'une culture a une
autre. Cependant, l'influence
des systémes de cultures in-
tercalaires sur la diversité des
communautés de CMA, a la fois
sur les racines des arbres et des
cultures, et sur le fonctionnement
du RMC, est mal comprise dans
les régions tempérées par rap-
port aux régions tropicales. Il est
a noter que les études portant sur
la colonisation par des CMA dans
un systéme agroforestier com-
plet (et non pas avec une seule
espéce d'arbre) sont rares (Pande
etTarafdar, 2004). Cependant, ces
études nous montrent déja que
cette association culturale per-
met, entre autres, d'augmenter
I'abondance des spores de CMA
ainsi que la colonisation racinaire
des plantes. La richesse et la
diversité des communautés de
CMA qui se développent sont
aussi plus importantes avec une
diversité d'espéces végétales

—
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M Figure 1: Agroforesterie viticole: microclimats et services écosystémiques. Limplantation d'arbres au sein d'une parcelle de
vigne a un impact sur les services écosystémiques rendus (ex.: production, stockage du carbone, biodiversité) mais également sur le
microclimat: circulation de I'air, ensoleillement/ombrage et cycle de I'eau (1 = ruissellement intercepté par la strate végétale inférieure,
2 = ruissellement non contrdlé conduisant 4 une érosion accrue, 3 = évaporation limitée par les strates herbacées, 4 = écoulement foliaire,

5 = percolation importante dans le sol, 6 = ascenseur hydraulique).
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comparée avec une monoculture.
Du point de vue de la gestion
des systémes agroforestiers,
I'augmentation de la richesse en
especes de CMA n’est pertinente
que si les espéces fongiques
associées aux arbres s'associent
également aux cultures agricoles
dans un RMC.

L'agroforesterie est une pratique
agricole o le sol subit de faibles
perturbations. Ceci permet donc
de favoriser le développement
d’un RMC entre les individus qui
composent 'agroécosystéme.
Associée a du semis direct ou
a des techniques culturales sim-
plifiées (TCS) comme un labour
fortement réduit, la présence
d’un RMC intact améliore net-
tement la colonisation racinaire
rapide des jeunes plantes lors
de la germination des cultures
annuelles (Brigido et al., 2017).
Les échanges d'éléments nutri-
tifs via ce RMC sont aussi trés
importants. Le transfert d'eau

via le réseau est aussi primor-
dial et limite les phénoménes
de concurrence entre les deux
strates végétales. Ainsi, dans les
systémes agroforestiers, congus
selon |e principe d'imiter les fo-
réts et d’optimiser les interac-
tions écologiques, les interac-
tions entre les plantes et le sol,
telles que celles qui sont véhicu-
lées par les CMA, revétent une
importance primordiale.

Les freins

des viticulteurs dans
I'adoption de pratiques
agroforestiéres

La principale contrainte pour
I'implantation d'un systéme agro-
forestier réside dans |'itinéraire
technique mis en place par les
viticulteurs. Les projets agrofo-
restiers en viticulture se heurtent
parfois a des choix techniques
inadaptés: erreurs sur le choix
des essences, mauvaise qualité

des plants, protection inadéquate des jeunes arbres face aux her-
bivores, dégéats occasionnés aux arbres au cours des manosuvres
d’engins agricoles.

Litinéraire technique doit avoir été pensé, éprouvé et adapté a la
parcelle plantée. Par exemple, afin de diminuer les risques de gelées
blanches, les effets microclimats et les circulations d'air doivent étre
étudiés, le développement des couverts végétaux géré en conséquence.
L'évolution dans le temps du systéme doit également étre anticipée
afin de faire coincider 'aménagement agroforestier avec I'évolution
des vignes. La taille de formation est aussi un point essentiel afin de
conformer I'arbre et le guider en hauteur pour permettre le passage
des engins dans les parcelles mécanisées. Labsence de suivi tech-
nique et le manque de prise en compte des besoins et objectifs du
viticulteur dans le processus de décision aboutissent généralement
a un échec dans l'implantation du systéme agroforestier.

Dans ses premiéres étapes, les contraintes réglementaires peuvent
aussi &tre un point limitant et doivent étre prises en compte lors du
dimensionnement du projet agroforestier. Ces aspects conditionnent
le succés des projets agroforestiers en viticulture.

La montée en compétences des viticulteurs est un enjeu majeur
garantissant la réussite de la mise en place de ces systémes et leur
durabilité, qui atteignent parfois de hauts niveaux de complexité
techniques (et réglementaires). [ |

| NDLR: Les références bibliographiques concernant cet article sont disponibles sur le site '
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Les couverts végétaux dans le vignoble: un atout pour augmenter
les services écosystémiques et réduire les intrants

Essai d’enherbement en conditions séches.

Introduction

Un couvert végétal se définit par une espéce ou une

communauté d'especes végétales recouvrant le sol de

maniéere permanente ou temporaire. L'agriculteur a la
possibilité de semer ces couverts selon un choix raison-
né ou de laisser la végétation spontanée se développer

(cet article résume |'article de Noceto et al., 2020, ré-

cemment publié dans la Revue des cenologues).

En Europe, on distingue trois types de couverts se-
més avec des objectifs différents pour I'exploitant:

— le couvert hivernal, installé pour pallier I'érosion
du sol, importante pendant cette période de repos
végétatif;

— les engrais verts, installés dans I'objectif d’'amender
naturellement la parcelle; en détruisant les résidus
du couvert, la matiere organique est libérée puis
minéralisée, permettant ainsi d’alimenter la culture
au cycle suivant;

— les cultures intermédiaires piéges a nitrates,
installées en automne pour capter dans le sol
les nitrates en exces afin de limiter la contamination
des eaux par ceux-ci.

L'intérét des couverts en agriculture
Les especes végétales les plus couramment utilisées
dans ces couverts font essentiellement partie de trois

familles présentant chacune différents avantages quant

a leur utilisation. Nous retrouvons:

— les Fabacées (féverole, luzernes, tréfles, vesces,
etc.), qui sont fréquemment utilisées, seules ou
en mélange, pour leur capacité a réaliser une
symbiose avec certaines bactéries du sol. Celles-ci
sont capables de fixer I'azote atmosphérique et
de le rendre assimilable par la plante. L'azote
ainsi assimilé est alors redistribué dans le sol lors
de la destruction de ces plantes;

— les Brassicacées (colza fourrager, moutardes,
navette fourragere, radis chinois, etc.), qui servent
couramment a retenir les nitrates en exces
dans le sol («piege a nitrates») et qui présentent
I'avantage de s'implanter rapidement, empéchant
le développement des adventices. En proportion
importante, elles peuvent cependant agir comme
bio-fumigateur (fig. 1) en libérant certains
composés volatils et ainsi nuire a certains champi-
gnons mycorhiziens bénéfiques pour le sol;

— les Poacées (avoines, bromes, fétuques, orges,
ray-grass, seigle, etc.), avantageuses par leur rapport
C/N élevé, qui produisent une biomasse (fig. 1)
importante, bénéfique lors de sa destruction.

Les couverts sont fréquemment utilisés entre deux
cultures d'intérét. Ceux-ci se sont développés notam-
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ment pour contrer les phénomenes de battance et d’éro-
sion des sols liés a I'exploitation des milieux agricoles
et a la destruction de la couverture végétale naturelle.

De maniere générale, l'installation d’une couver-
ture végétale améliore la structure du sol (fig. 1). La pré-
sence de racines contribue a I'agrégation des particules
du sol, ce qui permet une meilleure rétention de I'eau
et des éléments minéraux nécessaires a la croissance
de la culture d'intérét et des plantes du couvert (fig. 2).
On observe aussi que I'apport de biomasse du couvert
a sa destruction entraine une augmentation du taux
de matiére organique et donc une réduction des be-
soins en engrais.

De plus, un couvert diversifié abrite une micro- et
une macrofaune diverses (fig. 1) impliquées dans diffé-
rents services écosystémiques comme la décomposi-
tion, le contréle des maladies et ravageurs et la pollini-
sation. Un choix de plantes spécifiques, selon leurs ca-
ractéristiques répulsives ou attractives, peut permettre
de gérer certains organismes ou groupes d‘organismes

Evaporation de I'eau

Lessivage/lixiviation

Apport de matiéres organiques

Apport d'intrants de synthése

Flux de carbone

Exsudats racinaires de carbone

Erosion

Insectes bénéfiques

Nématodes

6{"‘_""@@««ﬁnvw

(bénéfiques et/ou pathogenes) en les attirant ou les
éloignant de la culture. Le couvert participe également
au développement des champignons mycorhiziens ain-
si qu’au maintien d'un réseau mycélien commun entre
les plantes du couvert et de la culture d’intérét (fig. 2),
favorisant I'accessibilité aux nutriments du sol.

Les couvertures dans le vignoble

La couverture végétale d'une parcelle peut étre per-
manente ou temporaire, totale ou partielle (sous le
rang uniqguement, un inter-rang sur deux ou couvrant
tous les inter-rangs). Il existe de nombreuses associa-
tions d'espéces végétales avec leurs avantages et in-
convénients. En effet, les services écosystémiques ren-
dus par le couvert a la vigne sont directement dépen-
dant de la présence et de I'abondance des différentes
especes de plantes appartenant aux trois familles pré-
cédemment citées. Les caractéristiques de la parcelle
et les objectifs du viticulteur (lutte contre I'érosion,
impact sur la structure du sol, apport de matiéere orga-

Figure 1 | Comparaison du fonctionnement de I'écosystéme vignoble en absence (A) ou présence (B) d’un couvert. La présence d’un couvert
permet: 1) de réduire I’érosion du sol, le lessivages des particules, la lixiviation des nitrates et les pertes d’eau par évaporation; 2) de stimuler
la croissance des champignons mycorhiziens a arbuscules et du réseau mycélien commun (RMC; figure 2); 3) de diminuer I'apport d’engrais

de synthese par une meilleure circulation/mobilisation des nutriments via le RMC et par une augmentation de I'apport de matiére organique;
4) de diminuer I'apport de pesticides par I'effet répulsif sur certains parasites de la vigne (par les exsudats du couvert ou via le RMC et les
mycorhizes a arbuscules) et Iattraction d'insectes bénéfiques (pollinisateurs, prédateurs de ravageurs, etc.).
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nique, concurrence avec les adventices, stimulation de
la mycorhization de la vigne...) doivent donc étre pris
en compte dans la sélection des espéces végétales pour
un couvert adapté.

En plus des nombreuses possibilités de couverts se-
més, laisser la végétation spontanée se développer est
une solution d’enherbement qui peut paraitre intéres-
sante et peu colteuse pour le viticulteur. Cette mé-
thode est par ailleurs fortement utilisée en arboricul-
ture. Les especes végétales composant ce type d’enher-
bement sont en général adaptées aux conditions pédo-
climatiques de la parcelle, mais elles ne sont pas tou-
jours avantageuses pour la production du raisin.

Une fois le choix des espéces végétales effectué, le
semis se réalise de préférence a I'automne juste aprés
les vendanges et avant une période de pluie afin
d’améliorer la germination des graines. La présence
d’un couvert ne dispense pas les viticulteurs de procé-
der a un entretien régulier du rang et de l'inter-rang.
Lorsque le couvert n'est pas entretenu, la végétation
peut devenir trop importante et engendrer une
concurrence pour l'eau et les nutriments vis-a-vis de la
vigne, pouvant par conséquent affecter la vigueur et la

B!(w&s\\ I! NE
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Exploit biodiversity in viticultural systems to reduce pest damage
and pesticide use, and increase ecosystems services provision.

T5: contréle
des pathogeénes
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T2: biocontrdle
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T3: contréle
des pathogénes
telluriques

T4: stimulation
des défenses
mycorhizes

Figure 2 | Le réseau mycélien commun (RMC) est formé entre

les pieds de vigne et les plantes du couvert, connectés par les hyphes
des champignons mycorhiziens a arbuscules. Ce réseau permet
I'échange (fleches) de nutriments et de signaux (par exemple,
composés organiques volatils) entre les plantes d'une méme espece
ou d'espéces différentes.

récolte. L'enherbement est généralement géré soit par
la destruction du couvert, soit par des tontes régu-
lieres, ou alors un roulage ou couchage de la végéta-
tion. Dans certaines régions, le gel permet une destruc-
tion efficace du couvert, laissant alors uniquement a
I'exploitant le soin de I'enfouissement des résidus.
Dans le cas d'un enherbement temporaire, la destruc-
tion de la couverture végétale est réalisée fin avril pour
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Figure 3 | Présentation schématique des actions, taches et partenaires du projet Biovine.
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les couverts hivernaux ou jusqu’au début de I'été pour
des couverts plus tardifs. L'utilisation d’herbicides pour
le désherbage sous le rang et dans I'inter-rang est par-
fois préférée.

Biovine, un projet multidisciplinaire pour I'optimisation
des couverts viticoles en production biologique

Le projet européen CORE Organic Cofund Biovine
(2018-2021, www.biovine.eu, fig. 3) vise a contréler
naturellement les pathogénes du sol et foliaires ainsi
que les principaux ravageurs en plantant des espéces
végétalessélectionnéesausein etautour desvignobles
(par exemple, couverts, haies) afin de réduire la dé-
pendance aux produits phytosanitaires. Les vignobles
européens n'exploitent en effet pas encore suffisam-
ment le potentiel de la diversité végétale. De nou-
veaux systémes viticoles seront congus suivant un cycle
de conception-évaluation-ajustement, et testés en
Suisse, en France, en lItalie, en Espagne et en Rouma-
nie. Ces systemes viticoles innovants devraient amélio-
rer la gestion des maladies et ravageurs viticoles, tout
en influencant positivement la biodiversité fonction-
nelle et d'autres services écosystémiques. La qualité
des services rendus par ces systémes innovants offrira
des itinéraires technico-économiques plus favorables
aux viticulteurs européens, car le contréle des mala-
dies et ravageurs est un des défis les plus importants,
notamment pour la viticulture biologique. Un contréle
insuffisant peut conduire a I'abandon de la produc-
tion biologique, empéchant ainsi I'accés a un marché
en pleine expansion.

Pour favoriser le potentiel de la diversité végétale,
le projet Biovine est structuré en différentes taches
(fig. 3). Les partenaires du projet Biovine identifieront
et sélectionneront donc des plantes potentiellement
intéressantes pour leurs capacités a contréler les
arthropodes nuisibles (T2), a limiter les pathogeéenes
du sol ou foliaire (oomycetes, champignons, néma-
todes) (T3), a promouvoir le développement des cham-
pignons mycorhiziens a arbuscules et valoriser leurs
services rendus au vignoble (T4), et a réduire les dégats
liés aux pathogénes foliaires (T5). L'ensemble des es-
peéces sélectionnées (sur la base des critéres mention-
nés dans cet article et des mélanges commerciaux exis-
tants) fera I'objet d’essais au vignoble (T6 et T7). m
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I

Les services rendus par les mycorhizes au vignoble

La mycorhization de la vigne est un atout majeur pour

la vigueur et la santé du cep. La symbiose avec les

champignons mycorhiziens permet:

— d'améliorer I'accessibilité de la vigne aux
nutriments (par exemple, azote, phosphore)
et a l’eau du sol par I'augmentation du volume
de sol exploré (au moins 40 fois);

— d’augmenter la tolérance aux stress abiotiques
tels que la sécheresse, la salinité, la chlorose fer-
rique et la toxicité des métaux lourds;

— de protéger la vigne contre des pathogénes,
notamment racinaires, comme le champignon
Armillaria responsable du pourridié par compéti-
tion ou le nématode Xiphinema index vecteur
du virus du court-noué par induction des défenses
systémiques de la plante.

Cette symbiose est également bénéfique

pour le vignoble dans son ensemble, la présence

de champignons mycorhiziens permettant:

— d’accroitre la stabilité du sol via la production
de glycoprotéines et le développement
d'un réseau d’hyphes trés dense;

— de réduire l'utilisation d’intrants (fertilisants
et pesticides).

Pour plus d'informations cf. Courty et al. 2018
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