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Résumé

Le modele de production agricole actuel est en pleine évolution. La ou jadis prévalaient le volume et
la qualité des productions, les enjeux actuels intégrent de nouvelles exigences reposant sur I'éthique
et le développement durable. La question n’est donc plus de « comment produire plus » mais bien
« comment produire plus efficacement ».

Désormais, il n’est donc plus envisageable de dépendre uniquement de l'usage de produits
phytosanitaires pour garantir un rendement suffisant des cultures. La sortie de cette dépendance
passe par I'exploration de nouvelles voies d’amélioration basées sur des démarches scientifiques.

Parmi les éléments de réponse proposés, I'axe exploré dans le cadre de ce travail repose sur
I"amélioration de la compréhension des mécanismes mis en jeux au sein de la rhizosphére. Cette
rhizosphére, définie comme étant la fraction du sol immédiatement influencée physico-
chimiquement et biologiquement par les racines vivantes des plantes, est le siege de nombreuses
relations mutualistes impliquant un bénéfice réciproque entre la plante et les populations
microbiennes associées. Ces bactéries, appelées PGPR pour «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria»
ont sur la plante de multiples effets bénéfiques (phytostimulation, biocontréle, nutrition,
hydratation, etc.) qui seront détaillés dans la premiére partie de ce travail.

Un panel de sept souches bactériennes du type PGPR a été testé en interaction avec le colza, plante
modele pour cette étude dans le but d’évaluer la réponse de cette plante a I'inoculation. Des
résultats préliminaires encourageants ont été obtenus in vitro quant a la capacité de ces
rhizobactéries a croitre en ayant les exsudats racinaires pour seule ressource de carbone et
d’énergie.

Ce travail a été complété par une étude sur I'expression des geénes phytobénéfiques, phID et hcnA, de
Pseudomonas brassicacearum co-cultivé avec des champignons phytopathogenes et deux autres
rhizobactéries (Kosakonia sacchari anciennement Enterobacter radicincitans et Rhizobium alamii) en
présence ou en |'absence de plante, et en fonction de la disponibilité du fer.

La meilleure compréhension des mécanismes moléculaires régissant les équilibres écologiques entre
populations microbiennes au sein de la rhizosphére permettra d’apporter de nouveaux éléments de
réponse aux problématiques soulevées par I'évolution des techniques de cultures vers des pratiques
plus respectueuses de la Terre et des Hommes.






Abstract

Agricultural production is changing. Now, this way of production includes new considerations as
ethics and sustainable development. The main question is not any more “how to produce more” but
“how to produce better?” The use of chemicals inputs cannot remain a solution to yield well and
alternatives methods based on the recent scientific results are under investigation.

One of these solutions is a better understanding of the mechanisms governing the microbial
interactions in the rhizosphere. Rizosphere is defined as the part of the soil directly under influence
of living roots of plants. This soil fraction is characterized by an intense biological activity where plant
and microorganisms interact under saprophytic, associative or symbiotic mechanism. Beneficial
microorganisms, called PGPR for «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria», are able to use root
exudates as sole carbon and energy source and produce beneficial molecules stimulating plant
growth, improving water and nutrients uptake or preventing plants diseases. Theses beneficial
mechanisms are reviewed in the first part of this work.

Seven bacterial strains have been tested for their phytobeneficial abilities and their effect on
rapeseed growth. Results from preliminary in vitro experiments have been confirmed using in planta
experiments for which plant root exudates were the sole carbon and energy source for the tested
rhizobacteria.

The main objective of this study was to propose a mixt inoculum able to generate complementary
phytobeneficial effects on rapeseed. Several trials have been carried out to evaluate the capacity of
the inoculated strains to persist and grow in a non-sterile soil and their impact on the endogenous
microbiota using a 16S rDNA metabarcoding analysis.

This work has been completed by an evaluation of the expression of phytobeneficial genes, ph/D and
henA, in Pseudomonas brassicacearum co-cultivated with plant pathogen fungi and two other
rhizobacteria (Kosakonia sacchari previously Enterobacter radicincitans and Rhizobium alamii) in
presence or absence of plant, as well as in relation to iron availability. We found that P.
brassicacearum antifungal activity is dependant on DAPG production.

A better understanding of the microbial phytobeneficial mechanisms acting in the rhizosphere at the
community level is a prerequisite of a successful application of microbial inoculation to face new
challenges of modern agriculture.
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Glossaire

ACC : 1-aminocyclopropane-1-carboxylate

ACP : analyse en composante principale

ADE : autorisation de distribution pour expérimentation
ADN (DNA) : Acide désoxyribonucléique

ADNr : ADN ribosomique

AlA : Acide Indole Acétique

ANOVA : analysis of variance

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de |’alimentation, de I'environnement et du travail
ARN (RNA) : acide ribonucléique

BSA : Bovin Serum Albumin

CAA : milieu Casamino acids

CEE : Communauté Economique Européenne

CFU : Colony-forming unit

CSLM : confocal laser scanning microscope

CV : coefficient de variation

DAPG : diacetylphloroglucinol

DO : Densité optique

DOM : Département d’Outre-Mer

EGFP : Enhanced-GFP

GES : Gaz a Effet de Serre

GFP : green fluorescent protein

HCN : cyanure d’hydrogéne

| : modalité inoculée

ICP-AES : Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy
IFT : Indicateur de Fréquence de Traitement phytosanitaires

ISR : résistance systémique induite



JA : acide jasmonique

Kan®: résistance a la kanamycine

LB : Luria-Bertani lysogeny broth

MAPG : monoacetylphloroglucinol

MET : microscope électronique a transmission
MIT : Massachusetts Institute of Technology
MLSA : Multilocus Sequence Analysis

ncsRNA : non coding small RNA

nd : absence de donnée

NI : modalité non inoculée

ONG : Organisation Non Gouvernementale
OTU : Operational Taxonomic Unit

PA : partie aérienne

PAF : milieu Pseudomonas Agar F

PCR : Polymerase Chain Reaction

PGPR : Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria
PLT : pyolutéorine

PNUD : Programme des Nations Unies pour le Développement
PNUE : Programme des Nations Unies pour I'Environnement
ppp : points par pouce

PR : partie racinaire

PRN : pyrrolnitrine

PTFE : polytétrafluoroéthyléne

PVK : milieu Pikovskaya Agar

RBS : ribosome biding site

Réseau DEPHY : réseau de Démonstration, d’Expérimentation et de Production de références du plan
EcoPHYto

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR
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S : écart-type

SA : acide salicylique

SA : sol adhérant aux racines

SHP1 et 2 : Shatterproofl et 2 Mads-box genes

Sl : index de solubilisation

SMAG : Smart Agriculture

SMDD : Sommet Mondial sur le Développement Durable

TAE : Tris Acetate EDTA

Tet®: résistance a la tétracycline

TSA : milieu Tryptic Soy Agar

TSB : milieu Tryptic Soy Broth

UICN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature

VOCs : Volatile Organic Compound

WT : wilde type

X : moyenne

o : risque de premiere espece (risque de conclure a une différence qui n’existe pas)
B : risque de deuxieme espece (risque de ne pas déceler une différence qui existe)
A : différence vraie

kb : kilo bases
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1 Introduction générale

1.1 Le contexte politique : Ecophyto 2018 et développement durable.

De la notion de développement durable au plan Ecophyto 2018.

Le Club de Rome est un groupe de réflexion indépendant qui regroupe une centaine de personnalités
multiculturelles issues des domaines politique, scientifique et financier. Son but est d’identifier les
problémes cruciaux auxquels sera confrontée I’"humanité dans I'avenir et de trouver des pistes afin
de les résoudre. En 1970, le Club de Rome a mandaté une équipe de l'institut W. Forrester du MIT
(Massachusetts Institute of Technology) dirigée par Donnella et Dennis Meadows ainsi que Jorgen
Randers pour concevoir un modele permettant de prédire le devenir de la croissance mondiale du
monde. Un certain nombre de scénarios ont pu étre établis. Une majorité d’entre eux mettent en
évidence une surexploitation des ressources naturelles liées a la croissance économique et
démographique internationale, et prédisent un point de rupture situé autour de 2030. Seules des
mesures drastiques garantissant la protection de I'environnement et des populations pourraient
nous prémunir contre cette décroissance annoncée. C'est en 1971 que ces conclusions ont été
consignées dans I'ouvrage : « Limits of growth » mis a jour en 2004 par les auteurs.

C'est dans ce contexte qu’en 1972, lors de la conférence des Nations Unies sur I'Environnement
humain de Stockholm, a été prise la décision « d’intégrer I'équité sociale et la prudence écologique
dans les modéles de développement économique » qui a abouti a la création du Programme des
Nations Unies pour I'Environnement (PNUE) et du Programme des Nations Unies pour le
Développement (PNUD).

En 1980, une ONG, I"'Union Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN), a introduit pour
la premiére fois la notion de « sustainable development », en frangais « développement durable ».
Cette notion sera reprise en 1987 et définie par Gro Harlem Brundtland, Premier Ministre de
Norvege et présidente de la Commission Mondiale sur I'Environnement et le Développement
(rattachée a I'Organisation des Nations Unies) dans son rapport « Our Common Future » comme un
développement qui répond aux besoins du présent sans compromettre la capacité des générations
futures a répondre aux leurs.

En juin 1992, la dynamique initiée par G. H. Brundtland s’est concrétisée par I'organisation par les
Nations Unies du Sommet de la Terre a Rio de Janeiro. Cette conférence a réuni 172 gouvernements
décidés a assurer le développement durable de la planete car ils étaient convaincus que l'inaction
risquait de colter bien plus cher que le financement de futures mesures.

Deux programmes ont alors été initiés: « Action 21 » détaille les actions a entreprendre par
domaines d’activité et la « Déclaration de Rio sur I’Environnement et le Développement » établit un
certain nombre de principes d’actualité dont celui du pollueur — payeur : « c'est le pollueur qui doit,
en principe, assumer le coldt de la pollution », celui de précaution: « l'absence de certitude
scientifique absolue ne doit pas servir de prétexte pour remettre a plus tard I'adoption de mesures
urgentes visant a prévenir la dégradation de I'environnement » et les bases de la prise en compte de
I'impact carbone de l'industrie sur I'environnement a l'origine du Protocole de Kyoto de 1997. Ces
principes ont été ratifiés par 55 pays responsables de 55% des émissions mesurées en 1990 : « tous
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les Etats sont tenus de fournir périodiquement des rapports a jour sur les niveaux d'émissions et les
mesures prises pour atténuer les changements climatiques ». Ces deux programmes ont été ratifiés
par plus de 150 pays.

En 2002, le Sommet Mondial sur le Développement Durable (SMDD), communément appelé sommet
de Johannesburg, avait pour vocation de faire le bilan des actions décidées lors du Sommet de 1992.
En France, il a jeté les bases du Grenelle de I'Environnement.

Le Grenelle de I'Environnement initié en 2007 par le Président N. Sarkozy et conduit par J. L. Borloo,
ministre d’Etat de I'Ecologie, du Développement et de ’Aménagement Durables, avait pour vocation
d’établir un programme concerté visant a piloter la politique environnementale et le développement
durable de la France. En septembre 2009 est publiée la premiere loi du Grenelle de I'Environnement
(Grenelle 1) orientant les politiques a appliquer, par secteur. Les alinéas 7 et 8 jettent les bases du
plan Ecophyto 2018 :

o Alinéa 7, Agriculture : Généraliser les pratiques agricoles plus durables (retrait d’ici a fin 2010 des 40
substances les plus préoccupantes dans les produits phytosanitaires).
e Alinéa 8, recherche : L’effort national de recherche privilégiera la compréhension des écosystemes

Le plan Ecophyto 2018 : vers une agriculture de pointe : performante et durable.

Piloté par le Ministére de I’Agriculture, de I’Agroalimentaire et de la Forét, le plan Ecophyto 2018
repose sur I'engagement 129 du Grenelle de I'environnement stipulant :

Engagement 129 : Phytosanitaires : retrait, a raison de leur substituabilité, des produits les plus préoccupants :

30 d’ici fin 2008, 10 d’ici fin 2010, et réduction de moitié d’ici fin 2012 des produits pour lesquels il n’existe pas
de substitution ; objectif de réduction de moitié des usages des pesticides en accélérant la diffusion des
méthodes alternatives et sous réserve de leur mise au point. Lancer dés 2008 un état des lieux de la santé des
salariés agricoles et des agriculteurs et un programme de surveillance épidémiologique ; interdiction de
I'épandage aérien sauf dérogations

Afin de parvenir a cet objectif, 8 axes de travail ont été proposés :

e Axe 1- Evaluer les progrés en matiére de diminution de 'usage des pesticides,

e Axe 2 - Recenser et généraliser les systémes agricoles et les moyens connus permettant de réduire
l'utilisation des pesticides en mobilisant I'ensemble des partenaires de la recherche, du développement
et du transfert,

e Axe 3 - Innover dans la conception et la mise au point des itinéraires techniques et des systémes de
cultures économes en pesticides,

e Axe 4 - Former a la réduction et a la sécurisation de I'utilisation des pesticides,

e Axe 5 - Renforcer les réseaux de surveillance sur les bio-agresseurs et sur les effets non intentionnels de
I'utilisation des pesticides,

e Axe 6 - Prendre en compte les spécificités des DOM,

e Axe 7 - Réduire et sécuriser I'usage des produits phytopharmaceutiques en zone non agricole,

e Axe 8 - Organiser le suivi national du plan et sa déclinaison territoriale, et communiquer sur la
réduction de I'utilisation des produits phytopharmaceutiques.

La premiere étape a consisté a d’établir une liste des produits phytosanitaires disponibles sur le
marché afin de réévaluer leur redondance ainsi que leur dangerosité (project confié a I"’ANSES:
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Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail, liste
actuelle en Annexe 1).

Tout I’enjeu de ce plan réside donc en la résolution du paradoxe suivant :

Comment concilier la nécessité de maintenir un niveau de production élevé, dont la qualité satisfasse
la demande des consommateurs pour des produits sains, avec une diminution nette de |'usage des
produits phytopharmaceutiques dans le but de garantir la santé des professionnels de la filiere et des
consommateurs, les équilibres écologiques et de préserver la ressource en eau ?

Les moyens mis en place reposent essentiellement sur I'implication des acteurs du secteur agricole a
tous les niveaux, du secteur de la recherche et des pouvoirs publics via les chambres d’agriculture,
des instituts techniques mais aussi des élus locaux. Des outils ont été crées : le « Certificat individuel
produits phytopharmaceutiques » (Certiphyto) qui permet la formation des agriculteurs a I'usage
responsable des produits phytopharmaceutiques, un programme de controle des pulvérisateurs, la
mise en ligne de bulletins de santé du végétal informant les agriculteurs de I'activité des parasites et
la mutualisation de fermes pilotes au sein du réseau DEPHY (réseau de Démonstration,
d’Expérimentation et de Production de références du plan EcoPHYto).

Ce réseau, mis en place en 2009, regroupe environ 2000 exploitations regroupées en sites
expérimentaux couvrant les principales filieres de production, répartis sur tout le territoire Francais
(Figure 1.1). Qualifié de pierre angulaire du plan Ecophyto, il met en place une démarche novatrice
visant a expérimenter et a valider de nouvelles techniques de cultures plus économes en produits
phytopharmaceutiques.

Guadeloupe

Réunion

Grandes cultures + Polyculture-élevage

. o

4+ Viticulture
4 Arboriculture

& Cultures légumiéres

Source :
Celiute d'Animation Mationale du
& Cultures tropicales réseau DEPHY - Octobre 2014

4 Horticulture

Figure 1.1 : Distribution géographique des sites expérimentaux appartenant au réseau DEPHY
distingués selon la filiere de production. (Source : agriculture.gouv.fr/DEPHY-EXPE)
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InVivo, un acteur engagé dans I'innovation, la performance et la durabilité des pratiques agricoles.

Le groupe InVivo, crée en 2001 est un membre a part entiére du réseau DEPHY. Il rassemble 223
coopératives agricoles comptant au total plus de 300000 agriculteurs membres. Il rassemble
désormais prés de 8000 collaborateurs dans plus de 28 pays pour un chiffre d’affaire d’environ 5,7
milliards d’euros pour I'exercice 2013-2014. Son activité se segmente principalement en trois
domaines de compétence :

e Le POle Nutrition et Santé Animale (InVivo NSA)
Acteur mondial de premier plan, InVivo NSA s’implique dans le bien-étre et la santé animale par la
conception, la fabrication et la distribution d’aliments, d’additifs et de services innovants mis a la
disposition des éleveurs.

e Le Pole Agriculture (InVivo AgroSolutions)
Engagé dans le « produire plus et mieux », InVivo AgroSolutions développe et propose des outils, un
savoir-faire et des services innovants a I'adresse des agriculteurs afin de leur faciliter I'adoption d’un
mode de production performant et durable.

e Le Pole distribution grand public et agroalimentaire
Bien que la majeure partie de son activité soit tournée vers les professionnels, InVivo s’adresse aussi
aux particuliers via des enseignes de proximité spécialisées dans la jardinerie (Gamm Vert et
Delbard), dans la distribution de denrées de production locale sous I'enseigne « Frais d’ici » et enfin
dans la nutrition et le soin des animaux domestiques via I’enseigne « Néodis ».

L'action d’InVivo s’intégre au plan Ecophyto 2018 dans le développement de pratiques culturales
innovantes afin de limiter 'usage des produits phytopharmaceutiques. InVivo développe des outils
pour améliorer I'efficience des techniques de culture : le programme « Bigdata » vise a appliquer
dans les exploitations adhérentes des techniques et des outils permettant de générer le plus possible
de données sur une vingtaine d’indicateurs économiques et agronomiques (météo, humidité du sol,
stade de développement des cultures, attaques des parasites, rendement, types et quantité
d’intrants, cours des produits, etc.) et de les centraliser. Via la société « SMAG » (pour Smart
Agriculture), InVivo analyse ces données et développe des logiciels de gestion de données
agronomiques (« agreo » et « atland »). Ces logiciels sont proposés a plus de 30 000 utilisateurs
membres répartis dans une dizaine de pays comme outils d’aide a la décision dans le but de
développer une agriculture de précision sur plus de 3,5 millions d’hectares.

Selon les estimations, les produits de biocontréle devraient atteindre 8,5 % du marché mondial de la
protection des plantes en 2020. InVivo a déja développé son savoir-faire dans ce domaine via sa
filiale « Biotop » spécialisée dans la protection biologique intégrée a I'aide de macroorganismes
auxiliaires des cultures. Le programme « B-Motived » (Biocontréle : Mobilisation du réseau de
coopératives pour I'expérimentation et la diffusion des produits de biocontréle) vise a approfondir
cette thématique, en expérimentant de nouvelles techniques apportant des solutions
complémentaires a la lutte contre les plantes adventices, les ravageurs et les pathogenes, et en
répertoriant les freins a I'utilisation des produits de biocontréle par les agriculteurs.

Enfin, sur les 2000 exploitations que compte le réseau DEPHY, 290 dépendent de 34 coopératives
agricoles membres d’InVivo AgroSolutions. Cela représente prés de 35 000 hectares de cultures
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intégrés dans le programme de collecte de données a la parcelle et un millier d’essais par an réalisés
sur les plantes de grandes cultures. En 2012, un bilan réalisé dans 99 de ces exploitations a pu
témoigner des progrés réalisés. Cette démarche d’agriculture de pointe a permis d’obtenir un
rendement mesuré a 103 % de la référence nationale, une rentabilité a 112 % de la référence de
marge brute, un usage de pesticides limité a 74 % de la référence IFT (indicateur de fréquence de
traitement phytosanitaires, fixé par le Ministére de I’Agriculture, de I’Agroalimentaire et de la Forét)
et une limitation de I'émission de gaz a effet de serre a 86 % de la référence GES (année précédente
ou pénultieme a I'année mesurée).
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1.2 Le contexte agricole
1.2.1 La culture du colza : approche agronomique et agricole

Le colza, une plante multi-usage a I’histoire mouvementée (d’aprés Doré & Varoquaux, 2006)
Un hybride (presque) naturel

Le colza (Brassica napus subsp. napus) est une plante dicotylédone appartenant a la famille des
Brassicaceae présente dans la littérature depuis le Moyen-Age mais probablement réellement
cultivée en Europe depuis le XVéme siecle. Initialement décrite dans la région des Flandres, elle
présente la particularité d’étre issue du croisement naturel entre le chou (Brassica oleracea), et la
navette (Brassica rapa subsp. oleifera). Ces deux espéces étaient habituellement cultivées cOte a cote
dans les potagers, le chou pour la consommation humaine et la navette pour I'huile contenue dans
ses graines et utilisée essentiellement comme huile d’éclairage. Cet hybride naturel d( a une filiation
par croisement a été confirmé notamment par les travaux d’A. Sageret en 1826 puis, plus tard, par
d’autres travaux portant sur le séquencage des génomes mitochondriaux et chloroplastiques.
L'association du génome diploide du chou a 18 chromosomes (notés « CC ») a celui de la navette
diploide a 20 chromosomes (notés « AA ») fait du colza une espéce dite amphiploide portant les deux
génomes diploides a 2n =38 chromosomes (noté AACC) (Figure 1.2).

n=x=8

n=2x=18 "\
n=2x=17 ; 3 (genonjesA+B)\
(génomes‘» B+C) ,1 | B. juncea \
B. carinata _.‘ % \ moutarde brune
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n=x=10

(génome A)
B. rapa

- navet, navette

~chou chinois

n=x=9
(génome C)
B. oleracea
choux potagers
(Eurcpe)

n=2x=19
(génomes A + C)
B. napus

- colza
- chou-navet
- rutabaga

Figure 1.2 : (d’aprés Doré et Varoquaux, 2006) : Diagramme de « U » (1935) représentant la
théorie de Woo Jang-choon (dit « Nagaharu U ») selon laquelle les espéces B. carinata, B. juncea et B.
napus sont issues du croisement naturel de B. nigra, B. rapa et B. oleracea.

Le colza, un enjeu stratégique

La culture du colza en France est intimement liée au contexte politique et économique du moment.
En 1862, la surface de culture du colza est estimée a environ 200 000 ha puis, suite aux accords
commerciaux avec I'Afrique Occidentale Frangaise (notamment le Sénégal) et la Tunisie,
I'importation d’huile d’arachide et d’olive ont réduit progressivement sa culture en France
(seulement 11 000 ha en 1939). Suite a la pénurie en corps gras liée a la seconde guerre mondiale
(Figure 1.3) et a I'indépendance du Sénégal, le développement de la culture des plantes oléagineuses
est devenu un enjeu stratégique pour la France des 1960.
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Figure 1.3 : Affiches de propagande diffusées par le gouvernement des Etats-Unis en 1943
visant a collecter les corps gras domestiques pour pallier a la pénurie liée a la Seconde Guerre
Mondiale.

Le colza fut alors préféré aux autres plantes oléagineuses en raison de sa bonne adaptation au climat
tempéré de la France et de sa productivité élevée et ce, en dépit d’'un fond génétique restreint en
raison de son histoire agricole récente.

Le colza, une plante a tout faire

L’essor de la culture du colza est principalement lié a son utilisation dans trois grands domaines :

e L’industrie : I'huile extraite de la graine de colza a tout d’abord été utilisée pour I'éclairage.
En vertu de sa composition, elle sert désormais de matiere premiére dans la fabrication de
lubrifiants, de matiéres plastiques et de carburants comme le diester. Le diester est un ester
méthylique d’huiles végétales généré en paralléle de la glycérine par la réaction du méthanol
sur de I'huile végétale. Le diester est alors utilisé comme additif au gazole jusqu’a 30 % (7,7 %
dans le gazole public par décision du gouvernement francais au 1° janvier 2014) et la
glycérine valorisée par les industries agroalimentaires et cosmétiques.

e la nutrition humaine: la pression des graines produit une huile dont la qualité et la
composition sont adaptées a la nutrition humaine.

e La nutrition animale : une fois I'huile extraite de la graine, la fraction restante est agglomérée
et entre dans I'alimentation animale sous une forme appelée « tourteaux ». Une utilisation
marginale du colza sous forme de plante fourragere est également a noter.

En outre, il apparait que le colza, cultivé dans une rotation, stimule le rendement du blé d’environ 10
%, (succession colza-blé), limite les besoins en désherbage et en produits phytopharmaceutiques des
parcelles de blé et, de par la longueur de son cycle de culture, il rompt le cycle de vie des maladies
des céréales (GNIS-pédagogie, 2015%)

Malgré le souhait formulé par la France d’intensifier sa culture et son intérét économique, deux
obstacles majeurs se sont dressés contre la généralisation de son usage. Dés 1955, des publications
mettent en évidence la présence d’effets indésirables liée a I'absorption d’huile de colza chez le rat.

! http://www.gnis-pedagogie.org/colza-culture-pratique-culturale.htmL
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Les auteurs imputent ces effets a I'acide érucique (autrement appelée acide 13-docosénoique ou
acide brassidique) présent de 40 % a 50 % dans I’huile de colza (Thomasson et Boldingh, 1955 et
Beare et al., 1959). Par la suite, en 1968, Rocquelin et Cluzan ont poursuivi les recherches et ont
démontré que l'acide érucique a forte dose provoque chez le rat des lésions cardiaques, une
accumulation anormale de graisse et un retard de croissance. Bien que ces effets n’aient jamais été
démontrés sur I’'Homme, ces conclusions ont causées un grand trouble en France et au Canada et
I'image de I’huile de colza en a été sérieusement entachée (Bonneuil et Thomas, 2009) a tel point
gu’en mars 1971, le Conseil supérieur d’hygiene publique (comité d’experts auprés du ministere de la
Santé) demande de « limiter autant que possible 'emploi du colza en alimentation [...et] la culture du
colza ». En réponse a cette crise, le 20 juillet 1972, une directive du conseil des Communautés
Européennes (76/621/CEE) limite a 10 % le taux maximal d’acide érucique pour les huiles et graisses
destinées a I'alimentation animale.

En outre, des études menées sur le bétail recevant des tourteaux de colza comme aliment principal
ont pu mettre en évidence un effet indésirable des glucosinolates (Josefsson et munck, 1972) sur la
tyroide des animaux monogastriques et une diminution de I'appétence pour les ruminants (Papas et
al., 1979). Ces molécules, habituellement présentes a environ 100 pmoles.g™ de graine, sont des
métabolites secondaires soufrés, caractéristiques des Brassicacées qui, hydrolysées en réponse a une
agression, agissent comme des molécules de défenses contre les ravageurs (Ishida et al., 2014). Ainsi
deux des usages principaux du colza (huiles et tourteaux) se sont révélés inappropriés, nécessitant la
sélection de variétés compatibles avec son utilisation en alimentation humaine et animale.

La sélection au secours du colza pour diminuer sa teneur en acide érucique et en glucosinolates

La sélection du colza débute au XXeme siecle. Comme il s’agit d’une espéce créée par 'homme, son
histoire est récente et son patrimoine génétique assez restreint. L'objectif initial a donc été de créer
des variétés populations. Il s’agit de variétés hétérogenes d’un point de vue génétique mais dont les
caractéres agronomiques présentent une certaine homogénéité d’apparence. De telles variétés
possedent un potentiel génétique qui lui permettra de s’adapter en continu aux variations
pédoclimatiques par sélection naturelle dans un premier temps. Dans un second temps, I'agriculteur,
ayant acquis cette variété, pourra sectionner les individus les plus adaptés a son contexte agricole et
les multiplier (Mollier, 2014).

Dés les années 1970, des variétés dites « zéro » apportant une solution au probléme de I'acide
érucique ont pu étre mises au point. La variété « Primor » obtenue par I'lnra en 1973 est la premiere
variété francgaise dite « non érucique ». Cependant son faible rendement et sa grande sensibilité a
Phoma lingam entrainent un échec commercial. Phoma lingam (ou Leptosphaeria maculans) est la
maladie du colza la plus nuisible, elle provoque la nécrose du collet entrainant la verse et les pertes
de rendement peuvent dépasser 1,5 tonnes par hectare) En revanche, cette variété s’est rendue
indispensable en sélection. Il a fallu attendre 1977 avec I'arrivée de la variété « Jet-Neuf » obtenue
par Ringot (France) avec I'aide de I'Inra pour offrir aux agriculteurs un produit viable qui sauvera la
filiere colza et dominera rapidement le marché européen (80 % en 1985).

En 1984, apparait la variété « Darmor » (Inra), premiere variété dite « double zéro » sans acide
érucique et a faible taux de glucosinolates. Puis en 1989 apparait la variété « Samurai » (Inra-
SERASEM, France), premiere variété « double zéro » intégrant la résistance a Phoma lingam a étre
commercialisée. Ce travail de sélection est réalisé en parallele au Canada oU apparait dés 1974 la
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premiere variété « Tower » de Canola (« Can » pour Canada + « ola » pour huile) qui contient moins
de 2% d’acide érucique et moins de 30 pmole.g™ de graine de glucosinolates.

La sélection au secours du colza pour créer des variétés résistantes aux pathogeénes

Le colza est sensible a différentes maladies dont la gravité est variable. Si certaines peuvent étre
contrdlées a I'aide de produits phytopharmaceutiques, le développement de variétés résistantes aux
agents pathogénes représente un réel enjeu commercial comme nous avons pu le voir
précédemment avec le développement de variétés résistantes a Phoma lingam (Leptosphaeria
maculans). En dehors de ce dernier, le colza est menacé par d’autres agents pathogénes, par ordre
d’importance : (Sources Terres Innovia® et Bretagne synagri®).

e Sclerotinia sclerotorium a I'origine de la sclérotiniose du colza, une maladie trés nuisible
pouvant causer des pertes de rendement pouvant dépasser 1 tonne par hectare. Il n’existe
pas, a ce jour, de variété résistante, seul un traitement fongicide prophylactique en limite la
sévérité.

e Plasmodiophora brassicae, responsable de la hernie des cruciféres, une maladie trés
impactante pouvant causer des pertes de rendement pouvant dépasser les 1,5 tonne par
hectare et pour laquelle il n’existe aucun traitement phytopharmaceutique dédié. En
revanche, il existe des variétés tres tolérantes.

e Mpycosphaerella brassicicola, agent de la maladie des taches noires, de nuisibilité moyenne
entrainant des pertes ne dépassant pas les 0,8 tonne par hectare mais pour laquelle il
n’existe aucun traitement phytopharmaceutique dédié et aucune résistance variétale.

e Cylindrosporium concentricum, agent de la cylindrosporiose, maladie de nuisibilité moyenne
entrainant des pertes ne dépassant pas les 0,6 tonne par hectare pour laquelle il existe des
variétés peu sensibles.

e Pseudocercosporella capsellae, agent de la pseudocercosporellose, maladie de nuisibilité
moyenne entrainant des pertes ne dépassant pas les 0,6 tonne par hectare et pour laquelle
un traitement anti-sclérotinia permet de limiter les symptémes sur siliques.

e Erysiphe cruciferarum, agent de I'oidium du colza, maladie de nuisibilité moyenne entrainant
des pertes ne dépassant pas les 0,5 tonne par hectare. Il existe des traitements chimiques
fongicides non spécifiques disponibles.

e Alternaria brassicae, agent de la fonte des semis du colza, maladie de nuisibilité moyenne
entrainant des pertes ne dépassant pas les 0,5 tonne par hectare. Des traitements chimiques
sont disponibles pour limiter les symptémes sur siliques. Il n’existe pas de variété résistante.

2 www.terresinovia.fr/colza/cultiver-du-colza/maladies/
* www.bretagne.synagri.com/cal/PJ.nsf/ATWEB0101/4E645F28A03BC500C1257C08003317D3/$FILE/Guide-
reconnaissance-principales-maladies-des-Cultures-en-Bretagne2012.pdf
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La sélection au secours du colza pour améliorer les caractéristiques agronomiques

Un important travail de sélection a également porté sur le rendement et la modification de la
composition de I'huile extraite de la graine pour notamment diminuer I'odeur de « friture » liée a la
forte part d’acide a-linolénique (env. 10 %) mais aussi augmenter |'acide érucique pour l'industrie
(détergents) ou augmenter la concentration en oléine (hypocholestérolémiant).

Le développement d’outils génétiques pour faciliter la sélection

Un travail de sélection a été réalisé sur le colza afin d’obtenir des lignées pures homozygotes dites
« parentales ». Ces lignées, peu intéressantes pour leur rendement agronomique, possédent un fond
génétique trés riche regroupant de nombreux caracteres d’intérét. Ces lignées servent de
« donneur » en transmettant leur richesse génétique a une descendance dite « hybride ».
L’éloignement génétique initial des lignées parentales peut conférer a leur descendance un effet
« d’hétérosis » ou « vigueur hybride » dont la valeur agronomique est supérieure a la moyenne ou au
plus fort des deux parents. Le premier colza hybride date de 1999. Pour cela il a été nécessaire de
conférer au colza le caractére de stérilité male cytoplasmique et la capacité de restaurer la fertilité
nécessaire a I'obtention de lignées pures. Les semences hybrides sont désormais majoritairement
utilisées en raison de leur rendement supérieur (Figure 1.4).
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Figure 1.4 : Evolution de la part de semences des associations variétales lignées hybrides
(CHL), des lignées pures (L) et des lignées hybrides restaurés (HR) utilisées en France entre 2006 et
2011 (d’aprés Coudurier et al, 2013).
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La sélection pour augmenter la productivité

L’acquisition d’un caractere d’intérét s’accompagne généralement d’'une chute du rendement car
I'introgression d’un caractere se fait généralement au détriment de la diversité de l'individu de
départ (Figure 1.5).

Evolution du potentiel de rendement du colza en France
(Rendements observés au cours des essais préalables a I'inscription au catalogue officiel)
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Figure 1.5 : Evolution du potentiel de rendement du colza avant son inscription au catalogue
officiel entre 1955 et 2000 (d’aprés Coudurier et al, 2013).

Le travail de sélection repose essentiellement sur I'établissement d’'un compromis entre le
rendement, la résistance aux agents pathogenes et aux ravageurs, les besoins en intrants, la facilité
de culture (les hybrides étant généralement « meilleurs» que les lignées pures) et les
caractéristiques du produit fini (ici teneur en huile, composition en huile, richesse en protéine, etc.)
De plus, du fait de la durée d’obtention d’une nouvelle variété, la sélection doit intégrer dans son
programme les enjeux de demain. Actuellement, développer la tolérance aux herbicides, développer
une résistance aux agents pathogenes tels que Sclerotinia, diminuer la dépendance vis-a-vis des
intrants, modifier la composition de I"huile pour s’adapter a I'alimentation humaine et animale ainsi
gu’aux besoins de lindustrie et du secteur des énergies font partie des principaux enjeux
stratégiques.

Le colza en France et dans le monde a travers quelques chiffres

(Source FAOSTAT : Organisation des Nations Unies pour |’Alimentation et I’Agriculture — Division
Statistique”).

La France est le cinquieme pays producteur de colza en termes de volume avec 4,3 millions de tonnes
récoltées en 2013 (Figure 1.6), en progression constante avec 5,5 millions de tonnes récoltées en
2014 (Source Agreste, statistique agricole annuelle, juillet 2015°).

4 faostat3.fao.org/browse/Q/QC/F
> agreste.agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/saa2015T2bspca.pdf
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Figure 1.6 : Classement des pays producteurs de colza dans le monde en 2013, France

(4,3.10° tonnes).

Le colza représente la septieme production agricole francaise (Figure 1.7) mais la premiére
production oléagineuse devant le tournesol (1,5 million de tonnes).
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Figure 1.7 : Principales productions agricoles en France en 2013

L’assolement du colza est essentiellement concentré dans la partie Nord de la France (Figure 1.8) et il
est estimé a 1,4 million d’hectares en 2013, soit deux fois plus que le tournesol (0,7 million
d’hectares) (Pouch, 2014°).

® www.chambres-agriculture.fr/fileadmin/user upload/Revue/Article/Revue 1032/1032 economie.pdf
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Surface colza 2014
(Agreste décembrra 2013)

0
o0 153000
1 de 3001 4 7000

B che 7001 & 16000
e 16001 826000
W ce 25001 & £0000 e , -
W e 40001 8 60000 ‘
. e £0001 4 50000 “

Figure 1.8 : Carte d’assolement des cultures de colza en France en 2013. (D’apres Carpentier,
M, 2013. a Terre-net Média).

Comme nous avons pu en discuter précédemment, le rendement du colza est rendu fluctuant non
seulement en raison des conditions de mise en culture, de la pression des agents pathogénes et des
ravageurs mais aussi par le travail de sélection qui améliore en permanence le produit. A I'"heure
actuelle, les progres réalisés ont permis de doubler le rendement depuis la décision prise par la
France en 1960 de promouvoir la culture du colza (Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Evolution du rendement de la production de colza en France en hectogrammes
par hectare entre 1961 (1,5 t/ha) et 2013 (3 t/ha).

Dans le monde, la culture de colza est en progression constante. A tel point que la production a été
multipliée par vingt depuis 1961 (Figure 1.10).
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Figure 1.10 : Evolution de la production mondiale de colza en million de tonnes entre 1961
(3,5.10° tonnes) et 2013 (72,6.10° tonnes).

En 2013, le colza occupait la deuxieme place derriére le soja en termes de culture oléagineuse
(Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Principales productions en tonnes dans le monde en 2013 (Sources : FAOSTAT).

Céréales Oléagineux Autre cultures d'importance Huile
Mais 1000.10°  Soja 276.10°  Canne a sucre 1900.10° Palme 54.10°
Riz (paddy) 740.10° Colza 72.10° Pommedeterre  376.10° Soja 42.10°
Blé 715.10°  Arachide 45.10° Légumes frais 280.10° Colza 24.10°
Orge 143.10°  Tournesol 44.10° Manioc 276.10°  Tournesol 12.10°
Sorgho 62.10° Coton 24.10° Betterave asucre 246.10°  Palmiste 6.10°

Davantage cultivé dans I’hémisphére nord, comme nous I'avons vu précédemment, le Canada est le
plus grand pays producteur de colza (Figure 1.6) d’ou I'importance de son travail de sélection et de
création variétale. Bien que I'Europe domine encore la production mondiale en 2013 (35 %), elle est
talonnée de pres par I'Asie (32 %) (Figure 1.11).
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Figure 1.11: Répartition géographique de la production de colza dans le monde en 2013
(D’aprés FAOSTAT, 2015).

Témoignage de I'importance du travail de sélection et de I'évolution des pratiques culturales, le
rendement moyen dans le monde, légerement inférieur a celui constaté en France, atteint tout de
méme les 20 tonnes par hectare en 2013, soit prés de quatre fois celui de 1961 (Figure 1.12).
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Figure 1.12: Evolution du rendement de la production de colza dans le monde en
hectogrammes par hectare entre 1961 (0,5 t/ha) et 2013 (20 t/ha).

1.2.2 Le colza comme modele d’étude : approche scientifique

Le colza appartient a la famille des Brassicaceae tout comme Arabidopsis thaliana, la plante de
référence choisie pour les études de génétique végétale. De ce fait, on peut s’attendre a retrouver de
nombreux genes homologues ainsi que d’importantes zones du génome présentant une forte
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analogie de structure (on parle alors de colinéarité de génomes). Ces structures conservées, dont le
principe illustré en 1989 par J. H. Nadeau entre I'Homme et la souris (Figurel.13), permettent
d’envisager de transférer (avec prudence) des connaissances acquises sur Arabidopsis thaliana au
colza par extension de la notion de synténie.

B A B v g B g = A B cC
{17, S— L go

Figure 1.13 : (a) Homology segment : chromosome segment marked by at least one gene that
has been mapped in two or more species. (b) synteny conservation: two or more pairs of
homologous genes on the same chromosome in two or more species ; the markers need not occur in
the same order. (c) linkage conservation : conservation not only of synteny but also of gene order.
(D’aprés Nadeau, 1989)

La synténie, initialement décrite par Renwick en 1971, qualifiait initialement des loci de genes portés
par un méme chromosome. Plus récemment et par abus de langage, la définition de ce terme inclut
des loci génétiques analogues de structure ou de fonction dérivant d’'un méme ancétre, retrouvés
chez différents organismes phylogénétiquement proches. Il s’agit la visiblement d’'un emploi
impropre du terme synténie, le qualificatif approprié pour désigner ces loci étant « paralogue »
(Passarge et al., 1999).

Ce degré de colinéarité entre A. thaliana et B. napus est important a tel point qu’il a pu étre
démontré que jusqu’a 8 Mb du chromosome 5 d’A. thaliana ont pu étre retrouvés fortement
conservés, répliqués en 6 copies au sein du génome de B. napus (Parkin et al., 2002). Un exemple de
I"application du principe de synthénie entre le colza et Arabidopsis thaliana : le contréle de la
déhiscence des siliques du colza. Une maturation prématurée des siliques du colza peut entrainer des
pertes importantes estimées en moyenne a 20 % de la récolte (Job, 2002). Des travaux menés par
Liljegren et al., (2000) ont permis de faire le lien entre déhiscence des siliques et I'activité des génes
SHP1 et SHP2 (pour Shatterproofl et 2 Mads-box genes) chez A. thaliana. A partir de ces données,
Jaradat et al. (2014) ont pu retrouver des génes homologues chez d’autres especes de Brassicaceae
comme Brassica juncea (moutarde brune) et B. napus (colza), ainsi que d’autres geénes liés au
phénomeéne de déhiscence prématuré des siliques. Cet exemple illustre le transfert de connaissances
entre I'espece modeéle A. thaliana a des plantes d’intérét agronomique permettant de développer
des marqueurs qui seront valorisés par leur intégration aux programmes de sélection et
d’amélioration des plantes agronomiques. On parle alors de recherche translationnelle.
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1.3 Le contexte scientifique
1.3.1 Larhizosphére : généralités, role et siege des dialogues moléculaires

La plante, immobile mais pas démunie

Les plantes, de par leur nature immobile, sont confrontées a des contraintes multiples dont
I’équilibre forme un écosysteme auquel elles doivent en permanence s’adapter. Ces différentes
contraintes génerent ou pas un stress pour la plante. L'état de stress a été défini sur le rat par H.
Selye en 1936 comme étant un effort généralisé de I'organisme pour s’adapter a de nouvelles
conditions. Cette définition a été étendue en 1987 au regne végétal par C. B. Osmond en désignant
sous le terme « stress » un facteur diminuant la croissance de la plante et sa capacité a se reproduire
par rapport au potentiel permis par son génotype.

On peut séparer arbitrairement les causes de cet état de stress en deux composantes principales.
Une composante biotique liée a I'activité des étres vivants dans I'écosystéeme de la plante (animaux,
insectes ravageurs, microorganismes pathogénes, etc.) et une composante abiotique liée a
I"application des contraintes environnementales sur son développement (lumiere, disponibilité de
I'eau et des nutriments, température, salinité etc.). A ces deux principales composantes peut
s’ajouter une composante intermédiaire, dite anthropogénique, liée a I’activité directe de ’lhomme
sur la plante ou indirecte de par son action sur son environnement (intrants chimiques, pollution
etc.) (Lichtenthaler, 1998).

Pour s’adapter a son environnement, la plante dispose de moyens de réponse basés sur sa capacité a
percevoir ces stress. Pour cela, il existe chez la plante tout un arsenal de mécanismes de défense
issus d’une immunité dite « innée ». Grace a cela, les plantes résistent a la plupart des agressions et
ne développent que rarement des symptomes séveres de maladies (Jones et Dangl, 2006). Les
plantes possédent deux niveaux de défense : le premier niveau de défense est constitué par les
barriéres constitutives de nature physique (cires, cuticule et paroi pectocellulosique, etc.) et
chimiques (inhibiteurs d’enzymes, composés antimicrobien etc.) (Klarzynski et Fritig, 2001). La seule
action de ce premier niveau défensif suffit généralement a contrecarrer la plupart des attaques.

Il arrive cependant que des agents pathogenes proliferent au contact de la plante. En ce cas, un
deuxieme niveau de défense est alors activé par la reconnaissance de |'agent pathogéne par la
plante. Il s’agit la d’une étape critique conditionnant I'aptitude de la plante a se défendre
efficacement. Cette reconnaissance est basée sur la détection d’éliciteurs généraux ou spécifiques a
I"aide de récepteurs membranaires ou cytoplasmiques. Les éliciteurs sont des molécules induisant les
défenses des plantes par reconnaissance de motifs spécifiques ou peu spécifiques des agents
pathogénes (Klarzynski et Fritig, 2001). Cette interaction active des voies de transduction du signal
qui, via des modifications de la balance hormonale (acide salicylique, acide jasmonique, éthylene,
etc.), aboutissent a des modifications métaboliques permettant la défense de la plante (localement
ou de facon systémique, immédiate ou potentialisée) (Dangl et Jones, 2001, Nimchuk et al., 2003,
Vallad et Goodman, 2004, Jones et Dangl, 2006, Pieterse et al., 2009).

En plus de ces mécanismes d’adaptation a son environnement, la plante peut disposer de certains
atouts résidants dans sa capacité a stimuler certains organismes auxiliaires dans sa rhizosphére.
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La rhizosphére, vers un environnement favorable a la plante

La rhizosphére est un terme donné en 1904 par L. Hiltner et généralisé par T.S. Walker en 2003 pour
définir la fraction du sol immédiatement influencée physiquement, chimiquement et biologiquement
par les racines vivantes des plantes.

Les végétaux sont a la base de la chaine alimentaire de par leur capacité a créer des molécules
organiques a partir de minéraux et de gaz. Une grande partie de ces molécules organiques (15 a 20 %
du carbone organique issu de la photosynthése) est exsudée par la plante, disponible pour les
microorganismes présents dans sa rhizosphére (bactéries, champignons et protozoaires pour
I’essentiel). Ces photosynthétats dont la nature évolue selon le stade phénologique de la plante sont
mis a la disposition des microorganismes sous forme d’exsudats et ont une trés forte influence sur la
structure du microbiote du sol rhizosphérique (Bertrand et al., 2011).

Le terme « exsudats » regroupe I'ensemble des composés organiques de faible masse moléculaire
libérés par transport passif, alors que les rhizodépots regroupent les molécules sécrétées via un
transport actif hors des cellules racinaires, les lysats les composés cellulaires relargués par la lyse des
cellules de I'épiderme, du cortex ou de la coiffe racinaire et enfin le mucigel (mélange de
polysaccharides) produit a I'apex des racines. La nature de ces composés libérés dans le sol est trés
diverse et regroupe majoritairement des acides aminés, des acides organiques, des sucres, des acides
gras, des dérivés d’acides nucléiques, de la cellulose, des vitamines, des facteurs de croissance, des
phytohormones, des protéines enzymatiques, des toxines, des signaux chimiques, des ions, des gaz,
etc. (Bertrand et al., 2011).

L’'ensemble de ces molécules libérées dans le sol autour des racines contribue directement et
indirectement (via I'activité des microorganismes rhizosphériques) a créer un milieu hydraté,
tamponné, a la porosité modifiée, riche en signaux chimiques et nutriments, propice a stimuler ou a
réprimer la croissance des microorganismes présents au voisinage des racines, mais aussi exercant
un pouvoir attractif par chimiotactisme. On estime la densité du microbiote bactérien entre 10% et
10° bactéries par gramme de sol et a plus d’une centaine de centimétres de filaments fongiques par
cm? de surface racinaire (dont I'étendue est estimée entre 100 et 200 centimétres par cm® de sol
exploré) (Bertrand et al., 2011).

De facon générale, I'exsudation racinaire se traduit par une prolifération sélective des
microorganismes, tendant ainsi a modifier la diversité microbienne rhizosphérique. Les mécanismes
de défenses intrinséques de la plante ainsi que la mise a la disposition des microorganismes
rhizosphériques des composés nutritifs et antimicrobiens conférant a sa rhizosphere la capacité de
contre-sélectionner directement certaines espéces microbiennes lui permettant ainsi de se protéger
contre certains agents pathogenes. De par la structuration de sa rhizosphére la plante agit
indirectement sur ses prédateurs (Haichar et al., 2014).

La rhizosphére, partenaire santé a part entiére de la plante

Une partie des microorganismes présents dans la rhizosphere de la plante n’ont pas ou peu d’effet
sur sa physiologie et se comportent en commensaux. Cependant, certains d’entre eux, minoritaires,
se comportent en réels prédateurs (phytopathogénes). Pour s’en protéger, il existe chez les plantes
des mécanismes de coopération avec des microorganismes favorisant leur développement. On parle
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alors de symbiose au sens large. Cette notion introduite en 1879 par Anton de Bary se référe a la
capacité de différents organismes a vivre ensemble (Paracer & Ahmadjian, 2000).

Ce terme a évolué et regroupe habituellement deux notions différant entres elles par la nature de la
relation qui unit les différents partenaires. La premiére, le commensalisme, désigne une relation
entre deux partenaires ol I'un des partenaires se nourrit des « reliefs des repas » de l'autre. Il n’y a
pas de bénéfice réciproque. La deuxieéme notion, le mutualisme, désigne une association entre
especes offrant aux différents partenaires un bénéfice réciproque. Ce type d’association concerne
tous types d’organismes, que ce soit animal ou végétal (Bronstein, 2001), et justifie de la coévolution
des especes permettant leur adaptation a I’évolution des contraintes environnementales.

Il est fréquent de voir I'établissement d’une association réciproquement bénéfique entre les insectes
et des plantes, comme par exemple le couplage reproductif entre angiospermes et insectes
pollinisateurs ou encore le couplage défensif entre I'acacia et la fourmi (S. Gomez-Acevedo, 2010).
De telles associations sont aussi fréquentes au sein de la rhizosphére. La forme la plus aboutie du
mutualisme est probablement I'établissement d’une relation symbiotique telle qu’on peut I'observer
entre les bactéries fixatrices de I'azote atmosphérique et les légumineuses ou encore |'association
entre un champignon mycorhizien et son héte végétal (Richardson, 2000). Il existe d’autres formes
d’associations mutualistes n’impliquant pas forcement la mise en place d’organites symbiotiques
(Kloepper et al., 1989). Ces bactéries bénéfiques pour la plante sont désignées par I'acronyme PGPR
(pour Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria) ou rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes.

1.3.2 L'effet PGPR : généralités, effet directs et indirects

Les PGPR a l'aide de leur partenaire végétal

Ces bactéries naturellement présentes dans la rhizosphére des plantes sont capables d’adhérer aux
racines de facon spontanée, par la formation de biofilms ou par la mise en place d’organites
symbiotiques. Leur action peut étre directe ou indirecte selon que le bénéfice s’opere en présence ou
en |'absence de pathogéne. Appartenant principalement aux phylums des Firmicutes, des
Protéobactéries et des Actinobactéries, on les retrouve classiquement dans les genres Pseudomonas,
Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthobacter,
Burkholderia, Bacillus, Serratia (Ahmad et al., 2008), Acetinobacter, Flavobacterium et Erwinia
(Rodriguez et Fraga, 1999).

Parmi les bactéries a action bénéfique directe, on peut distinguer les bactéries dites biofertilisatrices
qui ont la capacité d’apporter ou de rendre disponibles différentes ressources aux plantes. Parmi
celles-ci, on retrouve les PGPR du genre Rhizobium ou Bradyrhizobium qui, via la formation de
nodosités, ont la capacité de fixer I'azote atmosphérique et le rendre disponible pour la plante
(Lugtenberg & Kamilova, 2009). On observe aussi des bactéries dites « fixatrices libres de |'azote
atmosphérique » qui enrichissent la rhizosphére en azote dans certains agrosystémes (e.g. rizieres)
sans passer par la formation d’organes symbiotiques (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). D’autres
bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Bacillus et Rhizobium qui ont la capacité de
solubiliser le phosphate minéral et participent a I'enrichissement des sols en phosphore (Rodriguez &
Fraga, 1999).
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Les bactéries dites phytostimulatrices ont la capacité de produire des phytohormones régulatrices de
la croissance de la plante telles que l'acide indolacétique (Barazani & Friedman, 1999) ou autres
composés indoliques actifs (Lebuhn et al., 1997), 'acide gibbérellique (Steenhoudt & Vanderleyden,
2000), les cytokinines (Arshad & Frankenberger, 1991) ou de contrdler le phénoméne de stress en
dégradant par désamination 'ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate), précurseur de |'éthylene
(Ahmad et al., 2011), I’éthyléne étant considéré comme stimulateur de la croissance a faible niveau
et inhibiteur par induction de la sénescence a des niveaux plus élevés (Pierik et al., 2006). Dans le
cadre d’'un contact moins étroit avec la plante, certaines bactéries ont acquis la capacité d’agir a
distance sur la balance hormonale de la plante via des composés organiques volatiles (ou VOCs)
(zhang et al., 2007).

Certaines rhizobactéries utilisées pour la biorémédiation ont la capacité, via leur métabolisme
secondaire, de dégrader certains polluants du sol, ce qui favorise ainsi la croissance et la
reproduction de leurs hotes ainsi protégés des polluants au niveau de leur rhizosphere. C'est le cas
notamment de Pseudomonas putida qui s’établit au niveau de la rhizosphére des plantes en
métabolisant des exsudats racinaires et en permettant le co-métabolisme du naphtaléne favorisant
ainsi la croissance de son hoéte et la germination de ses graines dans les sols a dépolluer (Kuiper et al.,
2001).

En plus de I'action directe des PGPR sur la croissance des plantes, d’autres stratégies dites indirectes,
peuvent étre mises en place par certaines bactéries de la rhizosphére. C'est ce qui est observé dans
les sols suppressifs ayant la capacité de contréler I'occurrence de maladies causées par certaines
bactéries ou champignons pathogénes (Bais et al., 2010). Un sol suppressif se caractérise par un
antagonisme entre des bactéries PGPR ayant été stimulées dans ce sol et un microorganisme
pathogéne, permettant de limiter les symptomes d’'une maladie malgré la présence du pathogene
(Bertrand et al, 2011). L'occurrence d’un tel phénomeéne est favorisée par les monocultures qui
recrutent et stimulent des populations rhizosphériques actives se traduisant, au fil des années, par
une baisse de I'impact des populations pathogenes (Bertrand et al., 2011).

Ce contréle sur les microorganismes pathogenes du sol implique différents mécanismes. Un
microorganisme ayant un développement rapide peut en supplanter un autre par compétition pour
les nutriments (C, N, P, etc.) et I'exclure de la niche écologique. C’'est le cas notamment pour des
organismes comme P. putida qui a la capacité de produire une grande quantité de sidérophore
(pseudobactine) ce qui entraine une carence relative du rhizoplan en fer, et défavorise
I’établissement de populations pathogenes dans la rhizosphere de la plante (Kloepper et al, 1980).
D’autres microorganismes ont la capacité de stimuler les défenses des plantes en agissant sur les
voies de signalisation des plantes (voie de I'acide salicylique SA, acide jasmonique JA et de I'éthyléne)
mais aussi en produisant des sidérophores (Aznar et Dellagi, 2015), aboutissant a une induction de
résistance systémique (ISR). Certains microorganismes ont la capacité de synthétiser des métabolites
secondaires limitant la croissance des compétiteurs (bactéries, champignons, nématodes etc.) tels
que les phénazines, les pyrrolnitrines, les pyolutéorines, les viscosinamides, les tensines, le 2,4-
diacétylphloroglucinol (ou DAPG) ou encore les cyanures d’hydrogene (ou HCN) (Ramette et al.,
2003) ou encore des enzymes lysogéniques. On parle alors d’'un phénomene d’antagonisme ou
amensalisme (Bertrand et al, 2011). Enfin certains microorganismes ont la capacité de protéger les
racines vis-a-vis des pathogenes via la formation de biofilms pouvant contenir des molécules
antimicrobiennes comme la surfactine.
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PGPR et agriculture durable : un enjeu stratégique

Dans un contexte agricole fortement stimulé par les thématiques environnementales et les
échéances reglementaires de restriction de I'usage des produits phytopharmaceutiques imposées
par le programme Ecophyto2018, la recherche de méthodes alternatives de lutte, compatibles avec
un développement durable, dépasse désormais I'obligation réglementaire pour devenir un réel enjeu
stratégique pour les firmes agroalimentaires. Dans ce milieu en perpétuelle évolution, la concurrence
dépasse largement les frontieres des pays pour s’étendre a I’échelle mondiale. L’institut de recherche
en marketing « Markets and Markets » a publié un rapport en 2014 dans lequel il estime a plus de
390 millions de dollars (environ 355 millions d’euros) le marché des inoculants agricoles en 2019 (232
millions de dollars en 2013) avec un taux de croissance annuel moyen estimé a plus de 9 %.

L'hétérogénéité réglementaire a I'échelle mondiale nécessite des acteurs de ce domaine une veille
réglementaire permanente afin de pouvoir proposer des solutions qui puissent satisfaire au cadre
législatif de chaque pays. L'usage intensif de produits phytopharmaceutiques est désormais
séverement remis en question et I'usage étendu de variétés génétiquement modifiées est également
questionné par de nombreux pays. Le développement de l'usage des PGPR dans I'agriculture se
présente donc comme I'une des solutions les plus crédibles qui permettront I’évolution des pratiques
agricoles.

De nombreux groupes ont pu valoriser leur activité de recherche et d’'innovation par la mise sur le
marché des formulations du type PGPR dans les domaines de la biofertilisation (microorganismes
utilisés pour augmenter le rendement), de la phytostimulation (microorganismes utilisés pour
stimuler la croissance des plantes) et de la bioprotection (microorganismes utilisés pour inhiber la
croissance d’autres microorganismes pathogénes) (Lugtenberg et al., 20002). La revue publiée par
G. Berg (2009) résume de fagon détaillée les problématiques associées a I'usage des PGPR dans
I'agriculture et présente la liste d’un certain nombre d’inoculums commercialisés dans le monde et
leurs applications (Tableau 1.2).
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Tableau 1.2:
commercialisés dans le monde (Berg, 2009).

Liste de quelques

Table 1 Representatives of microbial inoculants

inoculants utilisant des

microorganismes

Microorganisms Name of the product  Plants, pathogens, or pathosystems Company
Ampelomyces quisqualis M-10 AQIL0 Biofungicide Powdery mildew on apples, cucurbits, grapes, Ecogen
ormamentals, strawbenies, and tomatoes
zospirilfum spp. Biopromoter Paddy, millets, oilseeds, fruits, vegetables, Manidharma
sugarcane, banana Biotech
Bacillus subtilis FZB24 FZB24 li, TB, WG Potatoes, vegelables, ormamentals, strawberries, AbiTep

PGPR,

RhizoPlus bulbs, turf, and woods
Bacillus subtilis strain GB03 Kodiak Growth promotion; Rhizoctonia and Fusarium spp.  {Gustafson); Bayer
CropScience
Bacillus pumilus GB34 YiedShield Soil-borne fungal pathogens (Gustafson), Bayer
CropScience
Bacillus subtilis QST716 Serenade Tobaceo, tomato, lettuce, spinach AgraQuest
Bacillus subtilis GB03, other B. subtilis, ~Companion Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, and Phytophthora  Growth Producis
B. lichenformis, and B. megaterium
Bradyrhizobium japonicum Soil implant+ Soy bean Nitragin
Coniothyrium minitans Contans WG, Sclerotinia sclerotiorum, S. minor Prophyta
Intercept WG Biologischer
Pflanzenschutz
Delftia acidovorans BioBoost Canola Brett-Young Seeds
Limited
FPaccilomyces lilacinus Bioact WG Nematodes Prophyta
Biologischer
Pflanzenschutz
FPhiebiopsis gigantea Rotex Hetervbasidium annosum E~nema
Biologischer
Pllanzenschutz
Pseudomonas chiororaphis Cedomon Leaf stripe, net bloich, Fiusarium sp., sot blotch, leaf  BioAgri AB
spol, etc. on barley and oats
Pseudomonas fluorescens AS06 BlightBan A506 Frost damage, Erwinia amylovora, and russet- NuFarm
inducing bacteria on almond, apple, peach, pear,
ete.
Pseudomonas trivialis 3Re-27 Salavida Lettuce Sourcon Padena
Pseudomonas spp. Proradix Rhizoctonia solani Sourcon Padena
Serratia plynuthcia HRO-C48 RhizoStar Strawberries, oilseed rape Prophyta
Biologischer
Pllanzenschutz
Streptomyces grisegviridis K61 Mycostop FPhomapsis spp., Botrytis spp., Pythium spp., Kemira Agro Oy
Phythophora spp.
Trichoderma harzianum T22 RootShield, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp. Bioworks
PlantShield T22,
Planter box

Des limites a I'usage de PGPR

Deux difficultés majeures se dressent actuellement concernant la possibilité d’utiliser des PGPR en
agriculture. Tout d’abord, au niveau de la formulation de I'inoculum : I'usage de bactéries non
sporulantes nécessite la mise en place de toute une logistique en circuit court afin de pouvoir
apporter un inoculum vivant et métaboliquement actif sur le lieu d’inoculation, afin de garantir de
bonnes conditions de stockage et d’application.

Le deuxieme point réside dans la difficulté réelle que représente la constitution d’un dossier
permettant de mener des expérimentations en conditions de plein champ. Il s’agit d’une procédure
longue, difficile et coliteuse (Jér6me Thibierge, InVivo group, communication personnelle) qui peut
décourager le développement de nouveaux produits. En outre, avant de pouvoir obtenir une
Autorisation de Distribution pour Expérimentation (ADE), le déposant doit fournir la preuve de
I'innocuité du microorganisme pour la santé humaine. Or, de nombreuses souches microbiennes
ayant un réle bénéfique au sein de la rhizosphere peuvent présenter des risques pour des patients
immunodéprimés et jouer un réle dit d’opportuniste dans I'apparition de pathologies secondaires
(Berg et al., 2005). Il apparait en effet que certains mécanismes permettant l'interaction entre la
bactérie et son hote végétal sont similaires a ceux mis en place dans le cadre d’une interaction
pathogéne avec 'lhomme notamment pour certaines souches appartenant aux genres Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Stenotrophomonas, etc. (Rahme et al. 1995
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d’apres Berg et al., 2005). Heureusement, les nombreux travaux de taxonomie entrepris ces
dernieres années ont pu, grace a I'évolution des techniques de génomique, donner une meilleure
appréciation des distances génétiques qui existent au sein d’'un méme genre, entre espéces
pathogénes et phytobénéfiques. Nous verrons plus tard avec Burkholderia que la distance est parfois
telle qu’il semble indispensable de devoir reconsidérer les « périmetres » de certains genres.
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2. MATERIELS ET METHODES
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2 Matériels et méthodes détaillés

2.1 M&M 1: Marquage fluorescent des souches bactériennes

Production de cellules chimio-compétentes : méthode au CaCl,

Les cellules sauvages ont été régénérées a partir d’'un stock glycérolé conservé a -80 °C sur milieu
TSA/10°™ pendant une nuit. Une colonie isolée a été sélectionnée et multipliée en préculture dans
10 mL de TSB/10°™ pendant une nuit. Cette préculture a été utilisée pour inoculer un erlenmeyer de
50 mL de TSB/10°™ de facon a obtenir une DOgyo,m initiale d’environ 0,05. La culture a été arrétée a
une DOgyynm comprise entre 0,4 et 0,5 puis centrifugée a 4 °C pendant 7 min a 5000 g. Le culot a été
repris a froid dans 25 mL de CaCl, a 0,1 M et incubé une nuit a 4 °C. L'échantillon a été centrifugé a
4 °C pendant 7 min a 5000 g, puis repris a froid dans 3,33 mL d’une solution de CaCl, a 0,1 M
contenant 20 % de glycérol. Le mélange a été réparti en aliquotes de 100 pL, immédiatement
congelées dans I'azote liquide puis conservé a -80 °C.

Production de cellules électro-compétentes

Les cellules sauvages ont été régénérées a partir d’'un stock glycérolé conservé a -80 °C sur milieu
TSA/10°™ pendant une nuit. Un prélévement a été réalisé stérilement, puis utilisé pour inoculer une
préculture de 10 mL de milieu TSB/10°™ et cultivé sous agitation une nuit a 28 °C. Cette préculture a
été utilisée pour inoculer dans un erlenmeyer 50 mL de TSB/10°™ de facon a obtenir une DOgyonm
initiale d’environ 0,05. La culture a été arrétée a une DOgynm de 0,5. L'échantillon a alors été
centrifugé a 4 °C pendant 5 min a 2600 g puis le culot a été repris a 4 °C dans 50 mL d’eau milliQ
stérile. Ces deux derniéres opérations ont été répétées 3 fois supplémentaires. La derniere reprise du
culot a été réalisée a 4 °C dans 2 mL d’eau milliQ stérile contenant 10 % de glycérol. Des aliquotes de
100 plL ont alors été réalisées, immédiatement congelées dans I'azote liquide, puis conservés a -
80 °C.

Production du plasmide support des constructions

Le plasmide a large spectre d’hote utilisé pour les constructions est le pPBBRIMCS-2 (Kovach et al.,
1995) intégrant une construction couplant le promoteur constitutif pnpt2 et la GFP issue du plasmide
p519ngfp (Matthysse et al., 1996) insérée entre les sites de restriction Hindlll et EcoRl. Ce plasmide
transfecté dans E. coli pBgfp est multipliable en milieu sélectif LB (Luria-Bertani broth) contenant 50
pg.mL? de kanamycine.

Construction du plasmide fluorescent rouge : amplification du géne codant pour la mKate2

La séquence nucléotidique codant pour la protéine fluorescente mKate2 a été amplifiée par PCR a
partir du plasmide commercial pmKate2-N vector FP182 (Evrogen, Russia). Un couple d’amorces
plagant un site de restriction Ndel en amont et EcoRl en aval de la séquence de la protéine a été
congu. L'amplification a été réalisée au moyen d’une réaction de PCR avec I'amorce sens
« CATACATATGATGGTGAGCGAGCTGATTAAGG » intégrant le site de restriction cohésif Ndel et avec
I'amorce anti-sens « CATAGAATTCTCATCTGTGCCCCAGTTTGCTA » intégrant le site de restriction
cohésif EcoRl. Cette réaction conduit a la formation d’un produit d’amplification de 739 paires de
bases. Le point de fusion de ces amorces a été estimé in silico a 54,4 °C pour ce couple a I'aide de
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I'outil en ligne Oligo Calc (Kibbe, 2007). La PCR a été réalisée avec le kit Platinum® Pfx DNA
polymerase (Invitrogen, Life Technologies, USA) selon le protocole suivant : dénaturation 2 min a
94 °C, 35 cycles comprenant une phase de dénaturation de 15 s a 94 °C, une phase d’hybridation de
30 s a 54,4 °C et une phase d’extension d’'une minute a 68 °C puis une phase finale de terminaison a
4 °C. L'efficacité de la PCR a été controlée par une électrophorése sur gel a 10 g.L™ d’agarose
polymérisée dans un tampon de TAE (Tris-Acétate 40 mM, EDTA 1 mM). L'amplicon a été extrait et
purifié a partir du gel grace au kit QlAquick® Gel Extraction 2008 (Qiagen, Netherlands) selon le
protocole préconisé par le fabricant.

Construction du plasmide fluorescent rouge : clonage et amplification du géne codant pour la
mKate2

L'amplicon PCR a bords francs précédemment purifié a été cloné dans le plasmide pCR™II-Blunt-
TOPO® a I'aide du kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning kit (Invitrogen, Life Technologies, USA) selon le
protocole préconisé par le fabricant, puis transfecté dans E. coli TOP10 selon le protocole One Shot®
(Invitrogen, Life Technologies, USA) afin d’'y étre amplifié. Les cellules transformées chimiquement
ont été étalées sur milieu LA contenant 25 pug.mL™ de kanamycine. La présence de l'insert a été
controlée par PCR avec les amorces précédemment citées et confirmée avec les amorces T3 et T7
fournies dans le kit TOPO®. L'amplification a été réalisée selon le programme PCR précédemment
décrit a I'aide du kit GoTag® DNA polymérase (Promega, USA) utilisé selon les préconisations du
fabricant.

Construction du plasmide fluorescent rouge : amplification, purification et digestion asymétrique
des plasmides pCR™II::mKate2 et pPBBR1IMCS-2::GFP.

Les cellules d’E. coli TOP10 transformées intégrant le plasmide pCR™Il::mKate2 ainsi que les cellules
E. coli pBgfp intégrant le plasmide pBBR1MCS-2::GFP ont été cultivées séparément dans 10 mL de
milieu LB contenant 50 pg.mL™ de kanamycine. Les minipreps d’ADN plasmidique ont été réalisées a
I'aide du kit QlAprep® Spin Miniprep 2006 (Qiagen, Netherlands) selon le protocole préconisé par le
fabricant. La double digestion des plasmides a été réalisée successivement par les enzymes de
restriction Cut Smarter Ndel et EcoRl (New England BiolLabs® inc., UK) dans un tampon EcoR! sans
BSA (New England BiolLabs® inc., UK). Le protocole a été adapté a partir du protocole fourni par le
fabricant : premiere digestion de 2 h avec 1 uL de Ndel puis 2 h supplémentaires apres avoir ajouté 1
puL de EcoRl, 40 pL finaux de volume réactionnel pour pBBRIMCS-2::GFP et 20 pL finaux pour
pCR™Il::mKate2.

Construction du plasmide fluorescent rouge : déphosphorylation du vecteur, ligation avec l'insert et
transformation des cellules chimio-compétentes TOP10.

Les produits de digestion ont été purifiés sur gel grace au kit QIAquick® Gel Extraction 2008 (Qiagen,
Netherlands) selon le protocole préconisé par le fabricant et de maniere a récupérer d’'un coté le
vecteur vide pPBBR1IMCS-2 linéarisé et de I'autre I'insert mKate2 digéré.

Le vecteur vide pBBR1IMCS-2 linéarisé a été déphosphorylé par I'action de I’Antarctic Phosphatase
(New England BiolLabs® inc., UK) pour éviter sa recircularisation lors de I'étape de ligation. Le
protocole utilisé a été adapté a partir des préconisations du fabricant en réduisant I'étape
d’inactivation a 5 min a 65 °C.
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L'étape de ligation entre le vecteur vide déphosphorylé pBBR1IMCS-2 et I'insert mKate2 ou GFP a été
réalisée avec le kit T4 DNA ligase (New England BiolLabs® inc., UK) selon un protocole adapté a partir
des préconisations du fabricant en incubant 30 min a température ambiante puis une nuit a 4 °C.

Les produits de ligation ont été tansfectés dans E. coli TOP10 selon le protocole One Shot®
(Invitrogen, Life Technologies, USA). Les cellules ont alors été cultivées sur milieu LA contenant 50
pg.mL* de kanamycine. Des colonies rouges ou vertes ont alors été sélectionnées séparément, puis
multipliées en milieu LB. Des minipreps d’ADN plasmidique pBBR1IMCS-2::mKate2 et pBBR1MCS-
2::GFP ont été réalisées a I'aide du kit QlAprep® Spin Miniprep 2006 (Qiagen, Netherlands) selon le
protocole préconisé par le fabricant.

Transformation des cellules chimio-compétentes

Un aliquote de 100 pL de cellules compétentes a été mise en présence de 2 pug d’ADN plasmidique
pBBR1MCS-2::GFP pendant 25 min a 4°C. Un choc thermique a été réalisé par immersion du mélange
pendant 2 min dans un bain-marie a 42°C, puis immédiatement placé dans la glace. 500 pL de
TSB/10°™ ont été ajoutés au mélange, puis incubé sous agitation pendant 2 h & 28°C. 100 pL de

eme

culture ont été étalés sur milieu TSA/10°™ contenant 10 pg.mL™ de kanamycine. Le reste de la

culture a été centrifugé pendant 2 min a 16100 g. Le surnageant a été éliminé et le culot repris dans
le volume restant. Un deuxiéme étalement a été réalisé avec la totalité du culot sur milieu TSA/10°™
contenant 10 pg.mL™ de kanamycine. Les milieux ont été incubés entre 12 et 24 h a I'obscurité 3

28°C.
Transformation des cellules électro-compétentes

Dans les cas ou les transformations a 'aide de cellules chimio-compétentes ont échoué, une électro-
transformation a été entreprise. Un aliquote de 100 pL de cellules compétentes a été mise en
présence de 2 ug d’ADN plasmidique pBBR1MCS-2::mKate2 ou pBBR1MCS-2::GFP selon le besoin,
dans une cuve d’électroporation (Eurogentec, Belgique) pendant 30 min a 4 °C. L’électroporation a
été réalisée sur un Multiporator (Eppendorf, Deutschland) pendant 5 ms sous une tension de 2500 V.
Un volume d’1 mL de TSB/10°™ a été ajouté. La cuve a alors été incubée sous agitation 1 h a 28 °C.

eme

100 pL de culture ont été étalés sur milieu TSA/10°™ contenant 25 pg.mL" de kanamycine. Les

milieux ont été incubés entre 12 et 24 h a I'obscurité a 28 °C.
Préparation des pré-inoculums

Chaque souche candidate transformée par la GFP a été régénérée par une culture de 12 a 48 h a
I'obscurité et & 28 °C sur TSA/10°™ & partir des souches meéres conservées a -80 °C dans du glycérol.
Un préléevement a été réalisé stérilement et utilisé pour inoculer une préculture de 10 mL de
TSB/10°™. La culture a eu lieu sous agitation une nuit a 28 °C.
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2.2 M&M 2 :Inoculation des plantes cultivées in vitro ou dans le sol

Préparation du sol

Le sol récolté a été débarrassé des pailles, insectes, pierres et racines, puis tamisé a 4 mm et enfin
étalé pour le sécher naturellement. Le sol a été stocké dans des bacs conservés a température
ambiante. L’humidité mesurée dans le bac avant usage était comprise entre 5 et 7 %.

Stérilisation des graines d’arabette

Les graines d’arabette ont été stérilisées a I'aide d’une solution javellisée : pour 10 mL finaux, ajouter
1 mL de solution de Javel (3,75 % de chlore actif), 3 gouttes de Tween 80 et de I'éthanol absolu gsp.
10 mL. Les graines ont été transférées dans un tube de 2 mL, gsp. 2mL de solution de stérilisation ont
été ajoutés, le tube a été agité vigoureusement puis laissé au repos 6 min sous hotte stérile a flux
laminaire. La solution javellisée a été éliminée manuellement en prenant garde de conserver les
graines sédimentées. Trois rincages ont alors été réalisés avec 2 mL d’éthanol absolu puis les graines
ont été transférées, étalées dans une boite de Petri stérile jusqu’a séchage complet de I'éthanol, puis
collectées et conservées hermétiquement a 6 °C.

Stérilisation des graines de colza

Les graines de colza ont été stérilisées sous un flux d’air stérile par lot d’'un millier de graines environ
dans 60 mL de Javel a 2,5 % de chlore actif contenant 60 puL de Tween 20 pendant 15 min sous
agitation. Les graines ont été rincées dans 60 mL d’eau MilliQ stérile en quatre lavages successifs de
15 min sous agitation. Au cours de chaque étape, les graines flottantes ont été éliminées. Apreés le
dernier lavage, le culot de graines a été repris dans 60 mL d’éthanol absolu, étalé et laissé a
température ambiante jusqu’a évaporation complete de I'éthanol. Les graines ainsi stérilisées sont
conservées hermétiquement a 6 °C.

Lavage et calibration des pré-inocula

Un volume de 250 mL de culture a été centrifugé a 8000 rpm pendant 20 min a 4 °C (centrifugeuse
GR4-22, Jouan, France). Les culots ont été lavés deux fois en les resuspendant dans 250 mL d’eau
MilliQ stérile, puis les flacons ont été centrifugés a 8000 rpm pendant 20 min a 4 °C puis conservés a
4 °C. Un volume de 200 mL d’eau Ultrapure stérile a été ajouté aux 250 mL d’inoculum.

Suspensions-dilution des échantillons de sol

100 mg de sol ont été dilués dans 1 mL de KCI concentré a 8,5 g.L™, puis 4 dilutions successives de
100 pL dans 900 pL de KCI ont été réalisées. 5 uL de chaque dilution ont été étalés sur milieu solide
TSA/10°™ contenant 15 pg.mL™ de kanamycine (modalités marquées a la mKate2 et Ds-Red) ou non
(modalités marquées a la GFP). Les boites ont été incubées 48 h a I'obscurité a 28 °C.

Broyage des échantillons racinaires et suspensions-dilutions

Les racines ont été broyées dans 1 mL d’eau Ultrapure stérile. Le broyat a été repris dans 10 mL
d’eau Ultrapure stérile, puis homogénéisé au vortex. 100 uL de broyat ont été prélevés puis dilués 4
fois en cascade dans 900 pL d’une solution de KCI concentré & 8,5 g.L™". Un volume de 5 pL de chaque
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eme

dilution a été étalé sur milieu solide TSA/10°™ contenant ou non 15 pg.mL™ de kanamycine. Les

boites ont été incubées 48 h a I'obscurité a 28 °C.

2.3 M&M 3 : Solubilisation bactérienne du phosphate

Préparation du dispositif expérimental

Les boites de Petri carrées utilisées pour cette expérimentation ont été remplies par 45 mL de milieu
PVK (milieu Pikovskaya : Annexe 2) gélifié par de I'agar & 15 g.L™". Le Ca3(PO,), étant insoluble, il est
important de bien agiter la suspension pendant son incorporation, afin que sa répartition soit le plus
homogene possible dans du milieu de culture.

Inoculation des boites

Cing spots de 15 pL de préculture diluée a 10° cfu.mL® ont été utilisés pour inoculer les boites
contenant le milieu PVK. Les boites de Petri ont été fermées hermétiquement a I'aide de Parafilm
M®(Bemis, USA) puis placées 7 jours a I'étuve a 28 °C.

Fin de I’essai et mesure des données

A I'issue des 7 jours de culture, les boites de Petri ont été ouvertes et scannées a 400 ppp (points par
pouce), pour une premiére série de photographies permettant de mesurer la taille des colonies
bactériennes. Les boites de Petri ont ensuite été débarrassées des colonies en le décollant de la
gélose a I'aide d’un rateau de culture et d’eau milliQ stérile. Une deuxiéme série de clichés a été
ensuite réalisée de la méme fagon afin de visualiser les halos de solubilisation. Ces clichés ont été
détourés informatiquement, puis un tracé autour des colonies et des halos a été réalisé. Les figures
ainsi obtenues ont été enregistrées a 100 ppp puis traitées avec le logiciel ImageJ (Rasband. W., NIH,
USA).

Le diameétre des tracés a été mesuré avec ce logiciel : dans le cas de tracés quasi-circulaires, un seul
diametre a été retenu, dans le cas de tracés elliptiques, une moyenne entre le grand axe et le petit
axe de l'ellipse a été retenu. L'indice de solubilisation a été calculé selon la formule : (d’apres
Premono et al., 1996).

_ diamétre de la colonie + diametre du halo

SI

diameétre de la colonie

Bien que la quasi-totalité des souches bactériennes présentent un halo de solubilisation, seuls les
halos ayant atteint le fond de la boite de Petri ont été retenus pour I'analyse (Figure 2.1).

Figure 2.1: Coupe transversale schématique du dispositif expérimental: (0) milieu

Pikovskaya-agar, (1) colonie bactérienne, (2) halo de solubilisation, (A) milieu témoin sans bactérie,
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(B) milieu avec colonie dont le halo n’a pas été mesuré, (C) milieu avec colonie dont le halo ayant
atteint le fond de la boite a été mesuré.

24 M&M 4 : Compétition entre souches bactériennes

Calibration de I'inoculum

Une série de dilutions a été réalisée a partir de la solution mére pour permettre le comptage des
cellules au microscope BX60 fluoview confocal (Olympus, Japan) et en estimer la concentration : dans
nos conditions, a I'objectif a immersion d’huile x100, une cellule dans le champ d’observation
équivaut a une concentration de 2.10° cellules dans la solution mesurée. Le comptage de 10 champs
a été réalisé, puis une concentration moyenne de la solution mére a été estimée.

2.5 M&M 5 : Effet des souches sur la croissance et la nutrition minérale du colza

Préparation des semis

Le sol a été réhydraté a I'eau MilliQ non stérile de fagon a obtenir une humidité massique d’environ
15 %. Le sol ainsi humidifié a été ensuite homogénéisé manuellement puis réparti dans les pots de
type « MW » (Annexe 3) a raison de 750 g de sol par pot. Le sol a été tassé uniformément de fagon a
abaisser sa surface d’un centimetre sous le bord du pot. 5 graines stérilisées ont alors été semées de
facon a maximiser I'espace libre entre elles a environ un demi-centimétre de profondeur puis
recouvertes de sol.

Echantillonnage de I'essai

Les plantules ont été dépotées et les racines précautionneusement collectées afin de préserver au
maximum l'intégrité de leur systéme racinaire. Une coupelle de sol a été prélevée, pesée et mise a
sécher pour en mesurer I'humidité. Les plantules dont les racines sont recouvertes de sol adhérent
ont été placées dans des tubes de 50 mL spécialement adaptés (Annexe 4) et placées sur un agitateur
(Stuart Scientific Flask Shaker SF1). Seule la partie racinaire portant le sol adhérent est enfermée
dans le tube, la partie aérienne est laissée libre depuis le collet grace a I'ouverture prévue a cet effet.
L'ensemble a été agité pendant 1 min a vitesse minimale afin de décrocher le sol non adhérant aux
racines.

Les parties aériennes ont alors été collectées en sectionnant stérilement les plantules au collet,
disposées dans des coupelles de pesée, tarées et mises a déshydrater a I'étuve a 80° C pendant 7 j. Le
sol non-adhérant aux racines a été éliminé et les systemes racinaires, portant le sol adhérent,
collectés dans des tubes de 50 mL stériles stockés une nuit a 4° C. Le lendemain, le contenu des tubes
(racines portant leur sol adhérant) a été transféré dans des tubes de 50 mL contenant 20 mL d’eau
MilliQ stérile. Les échantillons ont alors été vortexés pendant 10 s pour laver le sol adhérant aux
racines puis centrifugés 2 min a 8000 rpm. Le sol adhérent est ainsi culoté avec les racines clarifiées a
I'interface sol/eau. Les racines ont alors été prélevées stérilement et transférées dans un tube stérile
de 15 mL contenant 5 mL d’eau MilliQ. Les échantillons ont été vortexés 10 s puis centrifugées 2 min
a 8000 rpm afin de culoter le reste de sol attenant aux racines. Les racines clarifiées sont alors
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transférées dans un tube de 15 mL stérile et le culot du tube de lavage resuspendu et collecté dans le
tube de 50 mL contenant le sol adhérent.

Broyage des échantillons racinaires

Les racines ont été broyées dans 2,5 mL d’eau MilliQ stérile au pilon dans un mortier préalablement
stérilisé. Le broyat a été transféré dans un tube de 15 mL stérile puis le mortier rincé par 2,5 mL
d’eau MilliQ stérile qui ont été collectés dans ce méme tube.

Dilution et étalement des broyats racinaires

Les dilutions ont été réalisées au dixieme en plaque 96 puits a partir de 200 uL de broyats racinaires
jusqu’a une dilution de facteur 10®. Les dilutions d’un facteur 10™ & 10® ont été étalées sur milieu
TSA dilué au 1/10°™ additionné ou pas de kanamycine a 50 pg.mL™ ou de tétracycline a 25 pg.mL™
selon la sélectivité fixée.

Mesure du sol adhérent

Le contenu des tubes de 50 mL a été transféré dans des coupelles de pesée en aluminium tarées
aprées élimination d’éventuels corps flottants (débris de bois, balle de grain, etc.). Les coupelles ont
été placées a I'étuve pendant 7 ja 80 °C.

Comptage par observations macroscopiques et microscopiques

Les boites de Petri inoculées a partir des broyats racinaires ont été observées au macroscope Zeiss
Axio Zoom V16 afin de dénombrer les colonies fluorescentes marquées a la dsRed, mKate2 et GFP.
Pour la détection spécifique de R. alamii YAS34 marquée a la GFP, les colonies ont été observées au
microscope BX60 fluoview confocal (Olympus, Japan)

2.6 M&M 6 : Mesure des parameétres agronomiques d’intérét sur les plantules de colza

Mesure de la puissance de I’essai

La détermination de I'effectif minimum pour pouvoir comparer des traitements a été effectuée au
moyen d’un abaque (igure 2.2) ol le nombre de répétitions est donné en fonction du rapport de la
différence « souhaitée » « A » sur le coefficient de variation « CV » de I'essai. Ce coefficient « CV » est
le rapport entre I'écart-type « s » d’une distribution et sa moyenne « X ».
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Figure 2.2 : Abaque prédictif estimant le nombre de répétitions en fonction de la différence
vraie souhaitée et du coefficient de variation des données mesurées.

Pour ce faire, les moyennes, écart-types et coefficients de variations ont été calculés et résumés dans
le tableau 2.1.

Tableau 2.1: Résumé des statistiques descriptives des données des trois séries
d’expérimentation en sol. « X » : moyenne, «s»: écart type, « CV% » : coefficient de variation,
« PA » : partie aérienne, « PR » : partie racinaire, « SA » : sol adhérant aux racines.

Parameétre mesuré X s CV %
Masse PA (mg) 156,34 47,42 30,33
- Masse PR (mg) 52,75 18,02 34,16
:% Masse PR/Masse PA 0,34 0,08 24,06
< Masse SA/Masse PR 45,53 30,69 67,41
Humidité (%) 10,89 3,12 28,63
Masse PA (mg) 83,62 32,77 39,19
~ Masse PR (mg) 23,41 14,63 62,49
:% Masse PR/Masse PA 0,29 0,18 62,93
< Masse SA/Masse PR 26,11 13,81 52,90
Humidité (%) 8,40 0,86 10,25
Masse PA (mg) 101,42 22,33 22,02
" Masse PR (mg) 23,86 7,78 32,61
f:.j Masse PR/Masse PA 0,24 0,06 23,91
" Masse SA/Masse PR 37,45 1421 37,95
Humidité (%) 7,47 0,78 10,41
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2.7 M&M 7 : Dosage des éléments minéraux par ICP-AES

Dissolution des échantillons

Les broyats racinaires et les parties aériennes des échantillons des séries 2 et 3 utilisés pour la
mesure du poids de matiere seche ont été collectés puis placés dans des tubes de PTFE
(polytétrafluoroéthyléne). Sous hotte, 5 mL d’acide nitrique fumant (69 a 70 %) ont été ajoutés a
chaque tube. Les tubes ont été agités de fagon a ce que les échantillons sédimentent bien au fond du
tube. Les tubes ont alors été placés a I'étuve (+/- 100 °C) pendant une nuit. Les tubes ont été
refroidis 15 min sous hotte a température ambiante puis le contenu a été filtré (filtre papier) afin
d’éliminer d’éventuels résidus et transféré dans des tubes en polypropylene.

Les échantillons ainsi dissous ont alors été pris en charge par Pierre Richaud (LB3M, BIAM, CEA
Cadarache).

Mesure de la teneur par ICP-AES

Les résultats obtenus exprimés en ppm (parties par million) ont ensuite été exprimés en teneur en
minéraux suivant la formule suivante : concentration en élément X = [X]

X] = Concentration mesurée (ppm) — 0.001 x Seuil de détection (ppm)

Facteur de dilution

La teneur finale, exprimée en pug.mL" est obtenue en divisant [X] par la masse séche de I’échantillon
(mg) mesurée dans I'expérience précédente.

L'analyse par ICP-AES des échantillons permet de doser les éléments suivants: argent (Ag),
aluminium (Al), arsenic (As), bore (B), calcium (Ca), cadmium (Cd), cobalt (Co), chrome (Cr), cuivre
(Cu), fer (Fe), mercure (Hg), potassium (K), magnésium (Mg), manganese (Mn), molybdéne (Mo),
sodium (Na), nickel (Ni), phosphore (P), plomb (Pb), soufre (S), sélénium (Se), tellure (Te), vanadium
(V), zinc (Zn).

Mesure de la puissance de I’essai

Nous avons choisi de ne prendre en compte que les données concernant le phosphore et le soufre.
Chacune des modalités est répétée 8 fois a raison d’une fois par bloc. Le calcul du coefficient de
variation et son interprétation a l'aide des abaques précédemment présentés nous ont permis
d’estimer I'effectif minimal permettant de mettre en évidence une différence significative (4) si elle
existe. Compte tenu du coefficient de variation, I'essai est suffisamment puissant pour conclure sur
les données mesurée pour les parties aériennes des séries 2 et 3 mais insuffisant pour conclure sur
les parties racinaires (Tableau 2.2).
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Tableau 2.2 : Estimation de la puissance des séries 2 et 3 de I'essai en sol. PA désigne parties
aériennes, PR désigne parties racinaires.

Bfixtald% A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min

. PhosphorePA 10 0,99 24 20 1,99 30 2,98
i Soufre PA 10 0,9 25 20 1,92 30 2,89
s Phosphore PR 10 0,11 - 20 022 - 30 034 -
S Soufre PR 10 0,14 - 20 0,29 - 30 043 -
X < PhosphorePA 10 0,99 19 20 1,99 30 2,98
S Soufre PA 10 0,9 21 20 1,92 30 2,89
2; Phosphore PR 10 0,11 - 20 0,22 - 30 0,34 -
Soufre PR 10 0,14 - 20 0,29 - 30 043 -
Bfixtal0% A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV % Rép. min
. PhosphorePA 10 1,14 19 20 2,27 30 341
i~ Soufre PA 10 0,89 29 20 1,77 10 30 2,66
5 Phosphore PR 10 0,15 - 20 0,29 - 30 044 -
2 Soufre PR 10 041 - 20 0,82 33 30 1,23 17
8  PhosphorePA 10 1,14 15 20 2,27 - 30 3,41
S Soufre PA 10 0,89 24 20 1,77 30 2,66
2; Phosphore PR 10 0,15 - 20 0,29 - 30 0,44 -
Soufre PR 10 041 - 20 0,82 27 30 1,23 14
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3 Résultats

Le travail présenté s’articule en différentes étapes: du choix de souches bactériennes d’intérét
agronomique, de leur sélection en fonction de leur aptitude a croitre en présence du colza pour
arriver a la validation de leurs effets sur le colza dans le cadre d’essai en sol non stérilisé.

3.1 Formulation de I'inoculum mixte : choix des souches bactériennes

Nous présentons ici les souches bactériennes qui ont été sélectionnées d’aprés le bénéfice potentiel
gu’elles seraient en mesure d’apporter au colza si elles passaient avec succes les différentes étapes
de sélection que nous avons réalisée.

3.1.1 Description des souches bactériennes

Le but de ce travail est, a terme, de pouvoir proposer aux agriculteurs un produit dont I'efficacité
permettrait de diminuer I'utilisation des produits phytopharmaceutiques et des intrants fertilisants a
I'aide des souches bactériennes phytobénéfiques. Le LEMIRE dispose d’une trés importante
collection de souches bactériennes assemblée au fil des années et dans laquelle quelques souches
ont été sélectionnées pour cette étude, sur la base de leur complémentarité de propriétés
phytobénéfiques et de leur compatibilité avec I'hGte et les conditions de culture.

Les souches retenues sont les suivantes :
Pseudomonas brassicacearum NFM421 et NFM11702

Pseudomonas brassicacearum est une gammaprotéobactérie majoritaire dans la rhizosphere
d’Arabidopsis thaliana, isolée de fagon fréquente et décrite par Achouak et al. (2000). Elle présente la
particularité de générer une diversité intraclonale (Figure 3.1), par un mécanisme de variation
phénotypique, en formant des sous-populations a la fois in vitro et en conditions naturelles dans la
rhizosphere d’A. thaliana et d’autres plantes comme le colza (Achouak et al., 2004).

La variation phénotypique semble correspondre a une stratégie de colonisation permettant a la
bactérie de mieux explorer et exploiter les ressources du systéme racinaire et pourrait expliquer
I'abondance de cette population dans la rhizosphére de ces deux Brassicaceae. Une analyse du
transcriptome de NFM421 en interaction avec A. thaliana a permis de montrer que la plante agit sur
la modulation de certains génes de la bactérie.
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Figure 3.1: Variation phénotypique de la souche P. brassicacearum NFM421. (a) colonies
agées de 7 jours cultivées sur le milieu PAF (Difco Laboratories, USA) mettant en évidence une zone
(PN) correspondant aux cellules variantes. (b) morphologie des deux types de colonies. (c et d) Une
activité protéase extracellulaire et lipase présente chez les colonies non variantes (Pl) et absente sur
les cellules variantes a pu étre révélée au moyen de cultures sur boite de Petri réalisées en milieu
gélosé « Tryptic Soy Broth » (Difco Laboratories, USA) dilué dix fois contenant 1% de lait écrémé (c)
ou 1 % de tributyrine et 0,8% de gomme arabique (d). La souche a été cultivée a 30 °C (d’aprés
Chabeaud et al., 2001).

En outre, il a été montré que cette souche bactérienne modifie I'architecture racinaire (Figure 3.2) en
produisant des phytohormones ainsi qu’une ACC-désaminase qui modifie le niveau d’éthyléne en
dégradant son précurseur I'aminocyclopropane (ACC) (Achouak et al., 2003). Elle produit également
des protéases et des lipases (Chabeaud et al., 2001), des métabolites antifongiques comme les
cyanures d’hydrogene (HCN) et le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG) qui protége la plante des
champignons phytopathogénes (Ross et al., 2000, Lalaouna et al., 2012).

Figure 3.2 : Effet du changement de phase de NFM421 sur I'architecture des racines (a) et
colonisation racinaire (b) de plantules d’A .thaliana Col-0 dgées de trois semaines. (a-1) : contrdle; (a-
2) plantules colonisées par les cellules non variante; (a-3) plantules colonisées par les cellules
variantes. Observation réalisées en microscopie confocale (CSLM) sur des cellules marquées a la GFP
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non variantes (b-1) ou variantes (b-2 et b-3) colonisant les racines d’A. thaliana (d'aprés Achouak et
al., 2003).

Enterobacter radicincitans NO9

L'espéce E. radicincitans, décrite par Kampfer et al. (2005), regroupe actuellement des souches
autrefois classées dans le genre Pantoea agglomerans (Schreiner et al., 2009) ou encore
Enterobacter cloacae (Omar, 1987). Elle appartient a la classe des gammaprotéobactéries.
Particulierement adaptée a la vie en association avec la plante, elle présente une forte capacité a la
coloniser (Ruppel et al., 2006). Elle est connue pour ses caractéres phytobénéfiques, en particulier la
stimulation de la croissance des racines et des tiges sur une large gamme d’hoétes allant des céréales
comme le blé, I'orge ou encore le mais, aux légumineuses telles que le pois en passant par des
représentants de la famille des Brassicaceae tel que le chou (Brassica oleracea) (Schreiner et al.,
2009) et Arabidopsis thaliana (Brock et al., 2013).

Elle a la capacité de produire des phytohormones (analogues d’auxines et de cytokinines), de fixer
I’azote atmosphérique (Ruppel et al., 1992) et de solubiliser des phosphates minéraux présents dans
le sol (Brock et al., 2013). La particularité de cette espéce est sa versatilité de fonctionnement. Tres
adaptée aux plantes, elle peut étre retrouvée au sein de la phyllosphére de son hote sous un mode
endophytique sans générer de réponse immunitaire (Brock et al., 2013), au niveau de la rhizosphére
sous forme endophytique, ou encore a la surface des racines (Ruppel et al., 1992).

Une étude récente basée sur une analyse du type MLSA (Multilocus Sequence Analysis) des genes
gyrB, rpoB, infB et atpD propose de modifier la classification d’Enterobacter radicincitans en
Kosakonia radicincitans (Brady et al., 2013). La souche utilisée dans cette étude (NO9) a été isolée du
sol rhizosphérique d’une parcelle de riz cultivée sur le plateau de Gizeh en Egypte par Omar et al.
(1987)

Rhizobium alamii YAS34

La souche de Rhizobium alamii YAS34 est une alphaprotéobactérie isolée de la rhizosphere du
tournesol cultivé dans un sol limono-argileux de Saint-Florent-sur-Cher par Alami et al., (2000).
L'espéce a été décrite quelques années apres par Berge et al. (2009).

Cette souche présente la particularité de produire en condition naturelle un exopolysaccharide de
qualité industrielle (Figure 3.3) dont l'usage a été breveté (Alami et al., 1998), avec plusieurs
applications commerciales en cosmétologie (Soligel, ARD puis Solliance/Givaudan), et, avec des
applications potentielles en agriculture (Brésin et al., 2008).
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Figure 3.3 : Représentation schématique de I'unité répétée de I'exopolysaccharide YAS34
(d’aprés Alami et al. (1998) Brevet CNRS-ARD FR 2759377, EP 0960132, WO 9835993)°’

Cette souche est associée aux racines du tournesol dans le cadre d’une interaction du type PGPR sans
formation d’organes symbiotiques comme on peut I'observer chez d’autres représentants du genre
Rhizobium associés aux légumes. Ses effets phytobénéfiques ont été démontrés sur tournesol
(Helianthus annuus) par I'accroissement de la taille des tiges (jusqu’a 50%) et racines (jusqu’a 70%)
en condition normale ou de stress hydrique par 'augmentation de I’absorption racinaire de I'azote
probablement liée a la modification de la porosité du sol adhérant aux racines facilitant le transfert
d’eau a la plante (Alami et al., 2000). En effet, la production d’exopolysaccharides par cette souche
modifie profondément la porosité du sol et en conséquence I'état d’hydratation de la rhizosphere de
la plante et plus particulierement du sol adhérant aux racines (Alami et al., 2000). Sa capacité a
coloniser les Brassicaceae a été mise en évidence sur A. thaliana et B. napus. La production
d’exopolysaccharides n’est pas associée a la formation de biofilm a la surface des racines mais
nécessaire aux étapes ultérieures de colonisation des racines par cette bactérie et associée a la
stabilisation des agrégats de sol dans la rhizosphére du colza (Santaella et al., 2008).

Tableau 3.1: Effet de I'état d’hydratation du sol et de l'inoculation du tournesol par
Rhizobium alamii YAS34 sur les parametres de croissance du tournesol et la production de sol
adhérent dans deux expérimentations distinctes. (Abréviations : NI : non inoculé, NWS : absence de
stress hydrique, Inoc: inoculé, WS : stress hydrique, RT: racines, RAS: sol adhérent, NS: non
significatif). (D’aprés Alami et al., 2000).

Expt Value for treatment group® Significance of effect?:
Compartment 75 LSD n
no: NI/NWS Inoc/NWS NI/WS Inoc/WS Inoculation Water stress Interaction
Shoots 1 416a 48.2b 40.2a 43.7a 4.0 9 e * NS
2 75.1a 1145¢ 8l.1a 91.8b 8.2 12 rLE 28 rar
RT 1 14.8 ab 179b 115a 14.8 ab 38 9 * * NS
2 51.0a 89.2¢ 59.2 ab 65.2b 8.3 12 ELY x5 agd
RAS 1 287b 565 ¢ 109 a 281b 92 9 Sl e NS
2 714b 1,555 ¢ 488 a 878b 189 7 ey N i
RAS/RT ratio 1 19.4b 328¢ 95a 19.4b 5.0 9 T Eedd NS
2 14.0b 17.1¢c 91a 13.8b 2 7 e www NS
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Pantoea agglomerans NO30

La souche NO30 de Pantoea agglomerans, dénommée initialement Enterobacter agglomerans ou
Erwinia herbicola (Quecine et al., 2012), est une gammaprotéobactérie isolée de la rhizosphere du riz
cultivé sur le plateau de Gizeh en Egypte (Omar et al. 1989).

Cette souche, initialement sélectionnée pour sa capacité a fixer I'azote libre (Omar et al., 1989), est
capable de coloniser plusieurs hotes autres que sa plante hote de référence (riz) tels que le blé
(Achouak et al., 1994), le mais et la canne a sucre (Quecine et al., 2012), la patate douce (Asis et
Adachi, 2003) ou encore le citronnier (Araujo et al.,2001). Comme E. radicincitans, cette espece a été
isolée sous forme endophytique ou associée aux racines. Dans le cas de la colonisation endophytique
des feuilles de citronnier, I'action d’un partenaire fongique symbiotique (Guignardia citricarpa)
semble facilitante (Araujo et al.,2001). Elle présente en outre une particularité qui lui est propre
lorsqu’elle colonise le rhizoplan du riz. En phase exponentielle de croissance, des cellules se
retrouvent étroitement agrégées au sein d’'un méme ensemble « pluricellulaire » au sein d’une
matrice polysaccharidique formant ainsi des symplasmata solidement ancrés a la surface des racines
(Figure 3.4). Ces structures permettent probablement aux cellules d’optimiser la concentration en
oxygéne pour un meilleur fonctionnement des activités enzymatiques telles que la nitrogénase
(Achouak et al., 1994). Une étude plus récente par marquage GFP de certaines cellules a mis en
évidence que ces agrégats ne proviennent pas d’un seul clone mais de I'agrégation de différentes
cellules libres (Duan et al., 2007). Outre son intérét pour la fixation de I'azote atmosphérique, le
symplasmata semble conférer aux cellules gu’il contient une protection contre les changements
environnementaux tels que la dessiccation, les variations de pH et les chocs osmotiques etc. (Duan et
al., 2007).
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Figure 3.4: Micrographies réalisées en microscopie électronique a balayage
d’E. agglomerans NO30 incubées 24 h sur des racines de riz (1) et 8 h sur milieu LB illustrant la
formation de symplasmata (SY), B = bactérie. (D’aprés Achouak et al., 1994).

Cette bactérie présente des activités phytobénéfiques en particulier une capacité a stimuler la
croissance des plantes. Sur le blé notamment, elle augmente la longueur des racines et le
rendement, a la fois en conditions stériles et en conditions naturelles (Scholtz-Seidel & Ruppel,
1992). Elle est aussi efficace sur d’autres plantes hotes comme la canne a sucre: sa capacité a
produire de I'acide indolacétique stimule la croissance de la partie aérienne de cette plante (Quecine
et al., 2012). D’autres part, des études ont montré son efficacité in vitro dans la bioprotection de la
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banane contre Botryodiplodia theobromae (Gunasinghe et al., 2004), de certains drupes récoltés
contre Monilinia laxa et de Rhizopus stolonifer (Bonaterra et al., 2003), et des semences de pois
contre Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hsieh et al., 2005). Enfin, sa capacité a
solubiliser les phosphates minéraux lui confére des propriétés de biofertilisant (Quecine et al., 2012).

Paraburkholderia caribensis P71

La souche Paraburkholderia caribensis (MWA)P71 (anciennement nommée Burkholderia caribensis) a
été isolée d’un sol sous prairie. Cette espece, présente dans un sol sous prairie, n’a pas été retrouvée
dans un sol, a proximité du précédent mais sous maraichage, et pourrait donc servir d’indicateur
biologique de la stabilité des vertisols de Martinique car seul le sol sous prairie est stable (Cabidoche
et al., 2000). Cette espéce a été décrite par Achouak et al. (1999) et n’appartient pas aux complexe
d’especes « Burkholderia cepacia » dans le lequel on retrouve les espéces opportunistes chez
I’'homme. Une étude récente a permis d’établir la phylogénie du genre Burkholderia qui souligne
I'importante distance phylogénique qui existe entre le clade 1 regroupant Burkholderia cepacia et les
autres souches potentiellement pathogénes, et les souches non pathogenes du clade 2 auquel
Burkholderia caribensis appartient (Figure 3.5). Cette distance est telle que les auteurs estimaient
peu pertinent de regrouper cette diversité au sein d’'un méme genre et ont proposé d’attribuer ce
clade 2 a un nouveau genre Paraburkholderia. (Sawana et al., 2014).
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Figure 3.5 : Arbre phylogénique du genre Burkholderia basé sur I’ARN ribosomique 16S de 97
membres du genre. Le numéro d’accession de la séquence de I’ARN 16S a été indiqué entre
parentheses. D’apres Sawana et al., 2014. Encadré en rouge B. cepacia, en vert B. caribensis
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Cette nouvelle classification a récemment été acceptée officiellement par les instances ad hoc
officialisant ainsi la nouvelle dénomination : P. caribensis (Oren et Garrity, 2015).

Cette espéce bactérienne produit un exopolysaccharide dans la structure a été résolue par Heyraud
et coll. (Vanhaverbeke et al., 2001, figure 3.6) et a fait I'objet d’une prise de brevet (n° 12/52871) le
29 mars 2012 avec une application en cosmétique (Hydreis, Soliance/Givaudan).
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Figure 3.6 : Structure de I'exopolysaccharide produit par P. caribensis P71. Il s’agit d’un
enchainement de molécules de D-glucose (D-Glc), 6-déoxy-L-talose (L-6dTal), acide 3-déoxy-D-
manno-octa-2-ulosonique (Kdo) et un groupe O-acétyle pour un ratio molaire de 2:1:1:1. (D’apres
Vanhaverbeke et al., 2001).

En outre, il a été démontré que cette espece avait la capacité de stimuler la croissance de I'amarante
en stimulant I'absorption racinaire de I'azote (Parra-Cota et al., 2014) et de solubiliser le phosphate
contenu dans le minerai de fer (Delvasto et al., 2009).

Ramlibacter tataouinensis TTB310

En 1931, la chute d’'une météorite a été observée prés de la ville de Tataouine en Tunisie (Lacroix
1931). Les plus gros fragments ont été collectés le lendemain de la chute, puis envoyés au Muséum
National d’Histoire Naturelle de Paris. La zone d’impact a été de nouveau prospectée en 1994 et de
nombreux fragments de météorite altérés ont été échantillonnés. Ces fragments ont résidés dans le
sable pendant 63 ans. Des observations en microscopie électronique a balayage de ces fragments ont
révélé des zones d’altération a la surface des cristaux de météorite (pyroxéne et chromite), et la
présence de cristaux secondaires de calcite provenant de I'érosion terrestre, ce qui témoigne de la
présence possible de formes bactériennes de petite taille (@ 0,06 um) (Barrat et al., 1998) ; aucune
altération n’étant visible sur les échantillons témoins de météorite conservés au MNHN de Paris.
Dans l'objectif de rechercher une bactérie potentiellement responsable de cette altération, une
souche bactérienne pléomorphe (TTB310) (Figures 3.7 et 3.8) a été isolée de ces fragments de
météorite imbriqués dans le sol sableux (Gillet et al., 2000). Il a été démontré que cette bactérie était
capable de coloniser et d’altérer le pyroxéne (Benzerara et al., 2004a) et d’induire des
biominéralisations en conditions contr6lées (Benzerara et al., 2004b). Cette souche est la souche-
type d’une nouvelle espéce, elle-méme espéce-type d’'un nouveau genre de bétaprotéobactérie,
RamlLibacter tataouinensis (Heulin et al., 2003).

7 sa s P . . . e . . . s .

Il a été montré par la suite que ces structures "nanobacteria-like" étaient de la calcite cristallisée (monocristal)
entourée d’une fine couche de carbonate amorphe lui procurant cet aspect arrondi aux extrémités (Benzerara
et al. 2003).
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membrane

Figure 3.7 : Coupe d’un kyste de Ramlibacter tataouinensis observée en MET. Diamétre de la
cellule : 0,8 um.

Figure 3.8: Micrographie réalisée en microscopie a contraste de phase de RamlLibacter
tataouinensis TTB310 poussant en milieu liquide TSB/10°™ culture de 3 jours a 30°C. Ce cliché illustre
la présence d’individus (1) sous forme sphérique (kyste), (2) de batonnets et (3) d’agrégats de kystes.
La micrographie a été prise avec un microscope confocal a balayage laser Olympus Fluoview. Echelle :

4 mm. D’aprés Heulin et al., 2003.
3.1.2 Sélection des souches bactériennes : essais préliminaires
3.1.2.1 Inoculation de plantes cultivées in vitro

Afin de tester la capacité des souches bactériennes listées ci-dessous et dont nous avons résumé les
pricipaux effets PGPR connus, a croitre sur le rhizoplan du colza, nous avons réalisé une premiere
série d’essais en simple inoculation au moyen d’un dispositif expérimental qui sera conservé au fil de
ce travail pour les expérimentations in vitro.
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Récapitulatif des effets PGPR connus chez les souches testées.
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Stimulation de la croissance 4 4 4 4 4 v
Production de phytohormones 4 4 4 v
Capacité de biocontréle 4 4
Production de métabolites antifongiques 4 v
Structuration du sol v v
Solubilisation d'éléments minéraux v v v 4
Fixation libre de I'azote atmosphérique v v

Matériels et méthodes
Souches étudiées

e Paraburkholderia caribensis (MWA)P71,

e [Enterobacter radicincitans NO9,

e Pantoea agglomerans NO30,

e Pseudomonas brassicacearum NFM421 et 11702,
e  Ramlibacter tataouinensis TTB310,

e  Rhizobium alamii YAS34.

Matériel biologique

Les essais ont été réalisés dans un premier temps avec des graines d’arabette (A. thaliana) de
génotype Col-0 fraichement récoltées et conservées hermétiquement en chambre froide. Dans un
deuxieme temps, les essais ont été réalisés avec des semences de colza d’hiver (B. napus), variété
Sensation lot K11455 commercialisées par Semences de France (60 rue L. Beauchamp, 59930 La
Chapelle d’Armentieres), et conservées hermétiguement en chambre climatisée a 9 °C. Les graines
ont été stérilisées a I'’eau de Javel puis conservées a 6 °C (Cf. M&M 1).

Souches bactériennes

Pour permettre leur suivi par microscopie confocale, les souches NO30, P71, YAS34 et TTB310 ont
été marquées a la GFP (Green Fluorescent Protein) a 'aide d’une construction plasmidique. De
méme, la souche NFM421 a été marquée sur le chromosome avec une GFP et une Ds-Red (marquage
orangé). Ce travail de marquage avait été réalisé antérieurement a ce travail de thése.

Dans le but de disposer d’'un maximum de combinaisons de couleurs, il a été nécessaire de procéder
a de nouveaux marquages pour les autres souches utilisées. Les souches 11702 et NO9 ont été
marquées a la GFP et a la mKate2 (marquage rouge vif), la souche NO30 a la mKate2 et la souche P71
a la mKate2.

Marquage fluorescent des souches bactériennes

Des cellules compétentes de ces souches bactériennes ont été produites en vue de transformations
au CaCl, ou par électroporation selon le cas. Le plasmide a large spectre d’héte utilisé pour la
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transformation de ces cellules est un dérivé du pBBR1MCS-2 (Kovach et al., 1995) intégrant une
séquence codant pour une protéine fluorescente verte (GFP) ou rouge (mKate2) selon le besoin. Le
détail des ces étapes est donné en M&M 1.

Préparation du dispositif expérimental

Les plantules de colza ont été cultivées en boites de Petri « carrées » stériles contenant 45 mL de
milieu Hoagland dont la concentration a été diminuée de moitié (cf. Annexe 2, Hoagland 0,5X) et
dont le gélifiant a été remplacé par du Phytagel™ (Sigma-Aldrich, USA) a 4 g.L'’". Une solution de
milieu Hoagland 0,5X peu gélifié avec de I'agar a 3,5 g.L" a été préparée puis laissée a refroidir a
environ 40 °C. L'inoculum a été ajouté en quantité suffisante pour atteindre une concentration finale
de 1.10° cfu.mL™. Une bande d’un mL de cet inoculum a été coulée sur le premier quart de la boite,
puis 5 graines stérilisées ont été semées de facon a étre uniformément espacées. Les boites de Petri
ont été scellées avec de la bande de sparadrap Micropore™ (3M™, USA) perméable a Iair (Figure
3.9).

Boite de Pétri carrée 120x 120 mm 1/6
. —>
1/4 / \

Bande Hoagland 0,5 X . . .
peu gélifiée inoculée

Graine de colza stérile calibrée

\J

J

Figure 3.9 : Représentation schématique du dispositif expérimental standardisé de culture

Milieu Hoagland 0,5 X gélifie N

des plantules de colza en présence des souches bactériennes candidates sur boite de Perti.
Préparation du dispositif de culture :

Une fois les boites de Petri scellées, elles ont été transférées en phytotron a jours longs et placées
verticalement pour une culture de 5 jours. Consignes du phytotron : jour : 16 ha 25°C, nuit: 8 h a
19 °C, éclairement moyen : 130 pmol de photons.m™.s™.

Résultats

Cet essai nous a tout d’abord permis de valider le dispositif expérimental sur colza pour la détection
de colonies bactériennes secondaires (Figure 3.10) et de définir une fenétre maximale d’observation
de 5 jours pour des boites carrées de 120 mm de c6té (au-dela, 'apex racinaire atteint le fond de la
boite rendant toute observation de celui-ci impossible).
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Boite de pétricarrée 120 x 120 mm —— >
Bande Hoagland 0,5 X ‘
peu gélifié inoculée T \

Colonies bactériennes primaires M

Colonies bactériennes secondaires

Milieu Hoagland 0,5 X gélifie ——

Figure 3.10 : Représentation schématique du dispositif expérimental standardisé de culture
des plantules de colza en vue de la détection de colonies secondaires des souches candidates sur la
racine par microscopie optique a épifluorescence.

Cet essai préliminaire nous a permis de confirmer par microscopie optique a épifluorescence que les
souches P. brassicacearum NFM421 et 11702, E. radicincitans NO9, P. agglomerans NO30,
P. caribensis P71, R. alamii YAS34 ont la capacité de se maintenir, de croitre et de coloniser le milieu
en condition monoxénique en présence d’A. thaliana ou de B. napus.

A I'inverse, il nous a été impossible d’observer la présence de R. tataouinensis TTB310 sur les racines
A. thaliana ou de B. napus en dehors de la bande d’inoculation (Figure 3.11). Il semble que la souche
TTB310 survive dans la bande d’inoculation (présence de fluorescence issue de la transcription de la
GFP) mais ne prolifere pas. Plusieurs hypotheses sont possibles pour expliquer ce résultat : il se peut
que les exsudats racinaires des plantules ne renferment pas les substances essentielles a la
croissance de TTB310 ou, qu’a l'inverse, elles contiennent des substances inhibitrices de sa
croissance. Ce manque d’adaptation de R. tataouinensis a la rhizosphere peut effectivement
s’expliquer par le fait que cette espece ne métabolise pas les glucides classiqguement exsudés par la
plante (glucose, fructose...) préférant comme source de carbone et d’énergie I'acétate ou le lactate.
En outre, il est possible que le dispositif expérimental ne convienne pas a sa croissance : les boites
sont cultivées en pleine lumiére alors que les données actuelles disponibles sur la souche TTB310
mettent en évidence le réle crucial de la lumiére dans I'inhibition de sa croissance sous forme de
kystes (G. De Luca, communication personnelle).
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Figure 3.11: (A) Observation réalisée par microscopie optique a épifluorescence (couleurs
artificielles) sur une portion de racine portant un poil absorbant d’une plantule d’A. thaliana
illustrant I'absence de cellules fluorescentes de R. tataouinensis TTB310, la couleur verte diffuse
observée étant I'autofluorescence de la racine causée par une observation prolongée. (B) Présence
de cellules a I'état libre détachées de la bande d’inoculation lors du préléevement d’un échantillon
racinaire. On peut observer les deux formes de la souche TTB310 : kyste (a) et batonnet (b).

D’autre part, par I'observation des inoculations avec P .agglomerans NO30, nous avons pu mettre en
évidence un phénomene intéressant, décrit sur le riz et le blé (Achouak et al., 1994), mais qui ne
semble pas avoir été décrit sur le colza. En effet, il nous a été possible de visualiser la présence de
symplasmata sur la racine de plantules d’arabette (A. thaliana) et de colza (B. napus) (Figure 3.12).

Figure 3.12 : (A) Observation réalisée par microscopie optique a épifluorescence (couleurs

artificielles) sur une portion de racine d’une plantule d’A. thaliana illustrant la présence de
symplasmata de P. agglomerans NO30 (a). (B) Observation réalisée dans les mémes conditions sur
une portion de racine d’une plantule de B. napus illustrant la présence de symplasmata (b).

A ce stade de I'’étude, nous avons choisi d’écarter R. tataouinensis TTB310 de I’étude en raison de
ce résultat préalable négatif et de I'investissement en temps nécessaire pour modifier le dispositif
expérimental pour vérifier les hypothéses précédemment émises (effet de la mumiére).
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3.1.2.2 Inoculation des plantes cultivées dans un sol

Nous étant assurés de la capacité de ces souches candidates a croitre en interaction avec les
plantules de colza cultivées en conditions monoxéniques, nous avons fait évoluer le dispositif
expérimental pour nous rapprocher de conditions de cultures réelles en utilisant un sol agricole non
stérilisé tout en gardant un mode d’inoculation expérimental.

Matériel et méthodes
Matériel biologique

Nous avons choisi, pour sa proximité et son historique connu, un sol de surface provenant d’une
parcelle située en a proximité d’Aix-en-Provence (43°33’45.58" N ; 05°28’38.78" E), sur laquelle est
produit du blé en monoculture depuis plusieurs années. Ce sol a été analysé et qualifié d’argilo-
limoneux calcaire a pH 8,19 (analyse pédologique en Annexe 5).

Les essais ont été réalisés avec des semences de colza d’hiver (Brassica napus) de variété Sensation
lot K11455 commercialisées par Semences de France (60 rue L. Beauchamp, 59930 La Chapelle
d’Armentiéres) conservées hermétiquement en chambre climatisée a 9 °C. Les graines ont été
stérilisées a I'eau de Javel en suivant un protocole moins agressif, adapté de celui précédemment
utilisé (Cf. M&M 2)

Préparation des inoculums
Les souches suivantes ont été utilisées pour cette étude :

E. radicincitans NO9 marquée a la mKate2 (Résistance a la Kanamycine : Kan®)
P. caribensis P71 marquée a la mKate2 (Kan®)

P. agglomerans NO30 marquée a la mKate2 (Kan")

P. brassicacearum NFM421 marquées a la dsRed (Kan")

P. brassicacearum 11702 marquée a la mKate2 (Kan®)

R. alamii YAS34 marquées a la GFP (Résistance a la tétracycline : Tet®)

Chaque souche a été cultivée en suivant la méthode précédemment décrite dans le M&M 1, en

utilisant ici un volume de 5 mL de préculture pour inoculer 250 mL de milieu TSB/10°™. Le milieu de
culture a ensuite été éliminé et remplacé par de I'eau (Cf. M&M 2). Concentration finale estimée :

1.10” 3 1.10® CFU/mL™.
Inoculation du sol

Pour chaque modalité, le sol a été réhydraté a I'aide de I'inoculum précédemment produit. Pour un
pot (300 g finaux), 45 mL d’inoculum et 255 g de sol ont été utilisés. Le mélange a été réalisé a I'aide
de sachets dans lesquels ont été ajoutés le sol et l'inoculum. Les sachets ont été fermés
hermétiquement, puis agités et pétris vigoureusement jusqu’a obtenir ’'homogénéité désirée. Une
masse de 300 g de sol a été ajoutée dans chaque pot et tassée a 1 cm du bord, puis placée dans des
bacs contenant 2 cm d’eau osmosée.

Quantification de I'inoculum a posteriori
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Les suspensions méres utilisées pour I'inoculation du sol ont été diluées en série et étalées sur un
milieu solide TSA/10°™ puis cultivés 12 & 24 h & I'obscurité et & 28 °C.

Tableau 3.2 : Estimation a posteriori de la concentration bactérienne du sol inoculé.

Souches
NFM421 11702 NO9 NO30 P71
Concentration 2,1.10° 1,9.10° 4,0.107 3,0.10 2,810

CFU.g" de sol

Semis des graines de colza

Cing graines stérilisées ont été semées par pot a environ 5 mm de profondeur. Un arrosage a été
réalisé par le haut et une mince couche de sable de riviere a été déposée en surface pour limiter
I’évaporation de I'eau et le développement de microalgues di a I’éclairage. Les semis ont ensuite été
placés en phytotron (jour : 12 h 3 25 °C, nuit 12 h a 19 °C, éclairement : 250 umoles photons.m™.s™).

Suivi et éclaircissement des cultures

Dés le début de I'essai, des éclaircissements quotidiens des semis ont été réalisés en supprimant les
plantules de colza surnuméraires pour garantir une homogénéité du nombre de plantules par pot
(une par pot) et en déracinant toutes les repousses de plantules étrangeres au semis.

Randomisation de I’essai

Afin de réaliser une randomisation, I'arrosage a été réalisé par le haut en quantité suffisante pour
permettre aux plantules de pousser et pour permettre aux bacs de rétention de sécher. Pour cela, les
pots ont été pesés quotidiennement, puis arrosés par la quantité d’eau évaporée pendant 24 h. Une
fois les bacs secs (au dixieme jour de culture), les modalités ont été réorganisées de maniére a

former 10 blocs homogénes.
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Bloc 1 Bloc3 Bloc5 Bloc 7 Bloc9
11702 YAS34 |[NFM421 bordure| Eau 11702 Eau 27l Eau NO30
NO9 NO9S NFM421 NFM421 27l
bordure NO30 P71 Eau NO30 YAS34 | NO9 11702 | YAS34 11702
Eau NO30 P71 NO30 NO9
P71 NFM421| YAS34 11702 NO9 bordure | bordure YAS34 |NFM421 bordure
Bloc 2 Bloc4 Bloc6 Bloc 8 Bloc 10
P71 NFM421|NFM421 NO9 NO30 NFM421] NO30 P71 |NFM421 bordure
bordure NO30 11702 11702 NO30
NO30 NO9 Eau 11702 |bordure NO9 NO9 Eau YAS34 NO9
YAS34 P71 YAS34 YAS34 11702
Eau 11702 | YAS34 bordure| Eau P71 |NFM421 bordure| P71 Eau

Figure 3.13: Disposition de I'essai au sein dans le phytotron. Chaque modalité est
représentée une fois par bloc. Une modalité « bordure » a été ajoutée pour combler la place libre au
sein de chaque bloc. Eau : témoin négatif, P. brassicacearum NFMA421, P. brassicacearum 11702, E.
radicincitans NO9, P. agglomerans NO30, P. caribensis P71, R. alamii YAS34.

Arrét de I'essai

Selon I'expérimentation menée en aval, 1 a 3 blocs ont été prélevés. Pour cela 'arrosage a été
interrompu 4 j avant le prélevement.

Echantillonnage de I'essai

Chaque modalité a été prélevée séparément en prenant soin de traiter toutes les modalités d’un bloc
avant de passer au suivant. Les plantules ont été dépotées et les mottes de sol doucement écrasées,
afin de libérer les racines de leur sol adhérent. Un échantillon de 100 mg de sol a été mis de coté et
conservé a 4 °C pour les mesures de fluorescence. Les racines ont été récupérées, puis débarrassées
manuellement de leur sol adhérent. Les racines ont été sectionnées au niveau du collet puis broyées
stérilement. Les parties aériennes (tiges et feuilles) des plantules inoculées par E. radicincitans NO9
et par P. agglomerans NO30 ont été prélevées et conservées stérilement a 4 °C.

Mise en culture des échantillons de sol et de racines

Pour visualiser la présence de souches bactériennes marquées, les échantillons ont été dilués et mis
en culture sur milieu sélectif Cf. (M&M 2).

Mise en culture des échantillons des parties aériennes

Pour les plantules inoculées avec les souches NO9 et NO30, des fragments de tiges ont été prélevés
stérilement. lls ont ensuite été lavés par agitation dans 10 mL d’eau Ultrapure stérilisée, puis
sectionnés stérilement dans le sens de la longueur. L'ensemble de ces échantillons a été mis en

eme

culture sur milieu solide TSA/10°™ contenant ou non 15 pug.mL™ de kanamycine. Les boites ont été

incubées 48 h a I'obscurité a 28 °C.
Observation et comptage des colonies fluorescentes

La recherche de colonies fluorescentes a été réalisée directement sur boite de Petri a I'aide d’un
macroscope binoculaire a fluorescence Leica MZ FLIII Stereo-Fluorescence Microscope (Leica,
Deutschland).
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Résultats
Effet sur la structuration du sol

Lors de la préparation de I'essai, nous avons observé un phénomene spectaculaire en présence de
I'inoculum de P. caribensis P71 : la production de son exopolysaccharide a fortement structuré le sol

comme en témoigne la figure 3.14.

Figure 3.14 : Différence de structuration du sol entre le témoin négatif (A) ou en présence de
I'inoculum de P. caribensis P71 (B). Le sol prend une texture argileuse collante et trés compacte, tres
difficile a désagréger.

En outre, au fil de I'expérimentation, les modalités inoculées par la souche P71 présentent un aspect
beaucoup plus compact que les autres modalités et nettement moins hydraté. Cette observation
s’est confirmée par la suite lors du dépouillement de I'essai. A titre indicatif, bien que les plantules
aient pour la plupart réussi a croitre, elles ont présenté un retard de croissance vis-a-vis des autres
modalités : en moyenne 140 mg de masse de matiere séche aérienne en présence de la souche P71
contre 260 mg pour le témoin non inoculé ont été mesurés lors de la premiére expérience ainsi
gu’une compacité supérieure et un état hydrique clairement déficitaire.

Suivi des souches candidates sur le rhizoplan de plantules de colza cultivées en sol non stérilisé

Suite a une erreur expérimentale, les données concernant les modalités R. alamii YAS34 n’ont pu
étre récoltées.

Le dépouillement de I'essai a été réalisé selon trois échéances, chacune venant apporter des
informations complémentaires aux précédentes. La premiére échéance a porté sur le dépouillement
de trois blocs pour localiser les souches inoculées sur les racines de colza. Les échantillons ont été
préparés de facon a révéler les souches inoculées par fluorescence des souches bactériennes
candidates (marquées a l'aide d’une protéine fluorescente) aprés croissance sur milieu nutritif.
L'observation des étalements réalisés sur milieu sélectif ou non a permis de mettre en évidence la
présence des souches inoculées pour les modalités P. brassicacearum NFM421, P. brassicacearum
11702 et E. radicincitans NO9 sur le rhizoplan des plantules de colza. Cette localisation semble
représenter la niche écologique de ces souches car, la souche NFM421 mise a part, I'analyse des
échantillons de sol prélevés n’a pas pu mettre en évidence la présence des souches candidates a
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distance de la racine (Tableau 3.3). Ce résultat est surprenant en raison du mode opératoire utilisé
qui consistait en une inoculation compléete du sol contenu dans le pot. En outre, du fait de la
particularité des souches NO9 et NO30, qui ont la capacité a s’associer au végétal sous forme
endophytique, une détection a été réalisée sur les tiges des plantules. Nous avons pu visualiser sur
I'empreinte des fragments de tiges imprimées sur la gélose la présence de colonies bactériennes
marquées nous laissant supposer que ces souches candidates ont su se maintenir sur la partie
aérienne des plantes sans pouvoir préjuger précisément du mode d’association (Tableau 3.3).

Tableau 3.3 : Résumé des observations réalisées sur les 3 premiers blocs : « Signal fluo. »
désigne les modalités pour lesquelles la présence des souches candidates (marquées a I'aide d’une
protéine fluorescente) a pu étre détectée, « - » désigne une observation négative, « nd » désigne
I'absence de donnée.

Prélevement 1- 31jours - 3 blocs

Ech. racinaires Ech. sol Ech. tiges
Eau - - nd
8 NFM421  Signal fluo. Signal fluo. nd
£ 11702 Signal fluo. - nd
3 NO9 Signal fluo. - Signal fluo.
= NO30 - - Signal fluo.
P71 - - nd

Afin de confirmer cette observation, une deuxieme série de prélevements a été réalisée trois
semaines plus tard en recentrant les recherches sur les modalités E. radicincitans NQO9 et
P. agglomerans NO30. De la méme fagon, des échantillons de racines et de tiges ont été mis en
culture et ont permis de confirmer la présence de la souche NO9 uniqguement sur les racines.
(Tableau 3.4). La souche NO30 n’a pas pu étre détectée ni sur les racines ni sur les tiges (Tableau 3.4).

Tableau 3.4 : Résumé des observations réalisées sur les 3 blocs suivants : « Signal fluo. »
désigne les modalités pour lesquelles la présence des souches candidates (marquées a I'aide d’une
protéine fluorescente) a pu étre détectée, « - » désigne une observation négative, « nd » désigne

I’absence de donnée.

Prélevement 2- 52 jours - 3 blocs

Ech. racinaires Ech. sol Ech. tiges
Eau nd nd nd
g NFM421 nd nd nd
£ 11702 nd nd nd
B NO9 Signal fluo. nd -
= NO30 - nd -
P71 nd nd nd

Un dernier prélevement a eu lieu 5 semaines plus tard uniquement sur les parties racinaires en
raison de la perte de signal sur les compartiments « sol » et « tiges ». Cette derniere observation
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confirme la présence de des souches NFM421, 11702 et NO9 sur le rhizoplan des plantules de colza
et confirme la disparition de la souche NO30 et de la souche P71 (Tableau 3.5).

Tableau 3.5 : Résumé des observations réalisées sur les 3 blocs suivants : « Signal fluo. »
désigne les modalités pour lesquelles la présence des souches candidates (marquées a I'aide d’une
protéine fluorescente) a pu étre détectée, « - » désigne une observation négative, « nd » désigne
I'absence de donnée.

Prélevement 3-89 jours - 3 blocs

Ech. racinaires Ech. sol Ech. tiges
Eau - nd nd
8 NFM421  Signal fluo. nd nd
£ 11702 Signal fluo. nd nd
8 NO9 Signal fluo. nd nd
= NO30 - nd nd
P71 - nd nd

L'hypothese de la présence des souches NO9 et NO30 sous forme endophytique n’a pas pu étre
établie, car seule I'observation par microscopie confocale des tissus prélevés aurait pu nous
permettre de l'affirmer. En outre, si ces souches qui sont adaptées a ce mode de vie s’étaient
installées au niveau des tissus, il parait peu probable qu’elles n’aient pas été retrouvées par la suite.
Aussi, la fluorescence observée lors de la premiere échéance pourrait étre due a la présence de
bactéries inoculées en surface des tissus foliaires, liée aux manutentions lors du dépouillement.

En conclusion, a ce stade de I'étude, les souches NFM421, 11702 et NO9 semblent les plus aptes a se
maintenir dans le sol utilisé (non stérilisé) dans le cas d’une trés forte inoculation (entre 1.10° et
1.10% CFU.g" de sol). En revanche, il parait prématuré d’écarter la souche P71 de I'étude. En effet, la
tres forte inoculation du sol utilisé dans cette expérience est incompatible avec une utilisation
expérimentale en conditions réelles car I'inoculation se fera par aspersion au niveau des semis et non
pas en apportant en surface une fraction de sol fortement inoculée comme cela a été fait dans
I’expérience précédente. Lors des prochaines expérimentations, le mode d’inoculation sera modifié
pour éviter que l'inoculation ne se traduise par des effets négatifs sur la croissance des plantes en
présence de la souche P71. Nous avons donc choisi de conserver cette souche candidate pour les
premiers essais de co-inoculation.
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3.1.2.3 Solubilisation bactérienne du phosphate

Introduction : les PGPR et la solubilisation du phosphate

Parmi les traits phytobénéfiques les plus couramment recherchés, le développement de méthodes
d’enrichissement des sols en utilisant des bactéries présentant une bonne capacité a solubiliser les
éléments minéraux et plus particulierement le phosphate dans le sol, constitue un enjeu important
pour I'agriculture de demain. En effet, le phosphore, derriere I'azote, est un des éléments minéraux
majeurs nécessaires a la croissance optimale des plantes.

L'implication du phosphore dans le métabolisme de la plante est visible a de nombreux niveaux tels
que le développement des racines et des tiges, la floraison, la formation et la maturation du grain, la
qualité du grain, les mécanismes de fixation de I'azote par les |égumineuses ainsi que les mécanismes
de résistance des plantes aux maladies (Khan et al., 2009).

La disponibilité du phosphate dans le sol est variable et s’étale sur une fourchette de 400 a 1200
mg.kg™ de sol (Rodriguez & Fraga, 1999). Il s’agit d’une ressource terrestre dont le cycle de vie dans
le sol se traduit par des cycles d’oxydation et de réduction fortement dépendants de I'activité des
microorganismes du sol et de la rhizosphere. Il peut étre directement absorbé par les cellules
végétales essentiellement sous les formes dites solubles : HPO,” et H,PO,. La majeure partie des
stocks de phosphore dans le monde est sous forme de dépots géologiques minéralisés insolubles
(apatite, hydroxyapatite et oxyapatite) ne pouvant pas étre directement absorbés par la plante. En
effet, dans le sol, le phosphore est complexé a des oxydes de fer, d’aluminium et de manganese, ce
qui le rend peu soluble et donc peu assimilable par les plantes. Sa biodisponibilité sous forme soluble
dans le sol est donc trés faible, voisine de 1,0 mg.kg™” de sol (Goldstein, 1994 d’aprés Yadav & Verma,
2012). En conclusion, la majorité des sols agricoles contiennent de grandes quantités de phosphore
potentiellement utilisables comme biofertilisant, mais sous une forme insoluble les rendant
inaccessibles aux végétaux (Rodriguez & Fraga, 1999).

Du fait de la faible proportion de phosphate disponible pour la plante, un amendement important de
cet élément est nécessaire pour garantir un bon rendement des cultures. En 1993, le colt en
phosphate nécessaire pour une production de phosphate suffisante pour couvrir les besoins de
fertilisation mondiaux a été estimé a 4 milliards de dollars par an. Pour donner un ordre de grandeur,
la quantité consommée en 1989 a été estimée a 54,9.10° tonnes (Goldstein et al., 1993). Selon un
rapport récent de I'Organisation des Nations Unies (Mayo et al., 2015), la consommation de
fertilisants phosphatés (minéral sous forme P,0s et organique sous forme H;PQO,) est estimée a
42,7.106 tonnes en 2014 et prévue a 46,7.106 tonnes en 2018. Cette consommation est répartie entre
I’Asie (58 %), I’Amérique (29 %), I'Europe (9 %), I'Afrique (4 %) et I'Océanie (0,5 %). Actuellement la
production mondiale est un peu supérieure aux besoins (54,3.10° tonnes) et, entre 2014 et 2018, elle
est supposée progresser de 2,7 % face a une demande qui devrait augmenter de 2,3 %.

Selon certaines études, malgré les hausses de production et si rien ne change, ce systéme est
condamné car la ressource mondiale en matiere premiére phosphatée s’amenuiserait et pourrait
méme faire défaut des la fin de ce siecle (Herring & Fantel, 1993). En outre, les importantes quantités
de phosphate apportées pour la nutrition des cultures sont rapidement complexées aux oxydes
précédemment cités en fonction du pH des sols et deviennent donc insolubles et non disponibles
pour les plantes cultivées. En effet on estime que 75 a 90 % de la part de la fertilisation phosphatée
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est complexée et précipitée en raison de la forte réactivité aux cations tels que AI** et Fe** dans les
sols acides et Ca*" dans les sols calcaires (Stevenson & Cole, 1986 ; Vig & Dev, 1984 d’apres
Gyaneshwar et al., 2002). En plus des pertes causées par la complexation du phosphate avec ces
cations, une partie importante des complexes formés (52 %) est perdue par érosion (Ringeval et al.,
2015), participant ainsi au phénomene d’eutrophisation des écosystemes aquatiques environnants
(Sharma et al., 2013).

La solubilisation du phosphate par les bactéries du sol

La capacité de certaines especes bactériennes a solubiliser le phosphate au sein de la rhizosphére est
connue depuis 1903 (Khan et al., 2007). Appartenant principalement aux genres Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Enterobacter, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus,
Aereobacter Flavobacterium et Erwinia (Rodriguez & Fraga, 1999 ; Khan & al, 2009), les especes sont
connues pour pouvoir solubiliser le phosphate minéral présent dans le sol sous forme de phosphate
di et tricalcique, d’hydroxyapatite et de phosphorite. Le criblage de cette activité bactérienne se fait
généralement in vitro en utilisant un milieu dit de Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) permettant de
mettre en évidence I'action des phosphatases bactériennes par |'apparition d’un halo de
solubilisation autour des colonies bactériennes. Des tests quantitatifs menés en milieu liquide par
des méthodes colorimétriques permettent de confirmer ces observations.

Les bactéries solubilisant le phosphate comme PGPR

De nombreuses études ont porté sur la capacité de ces bactéries a stimuler la croissance des plantes
et il apparait que, bien que de telles souches soient nombreuses, elles colonisent insuffisamment la
rhizosphére pour étre compétitives (Rodriguez & Fraga, 1999). D’ou l'intérét de pouvoir inoculer de
telles bactéries solubilisatrices de phosphate insoluble pour déplacer les équilibres pour le rendre
disponible pour la plante. D’autres études, basées sur des inoculations simples et des co-inoculations
de bactéries solubilisant le phosphate ont pu mettre en évidence un effet de stimulation de celles-ci
sur plusieurs plantes. Cependant I'effet de ces inoculums est fortement influencé par de multiples
facteurs tels que le cultivar utilisé ou le type de sol sur lequel il est cultivé.

Les mécanismes de solubilisation des phosphates
e Phosphates minéraux

Le principal mécanisme de solubilisation des phosphates minéraux passe par la production d’acides
organiques par la plante acidifiant ainsi le milieu environnant. Cela a pour conséquence la libération
d’un Pi remplacé au sein du minéral par un ion Ca** (Goldstein et al., 1994). En ce qui concerne les
bactéries, la production de ces acides organiques est bien connue et il semble que le principal acide
produit soit I'acide gluconique (Pseudomonas, Erwinia, Burkholderia). Chez Rhizobium et Bacillus,
I'acide le plus couramment décrit est I'acide 2-cétoglutarique. Chez d’autres Bacillus, les acides
lactiques, maloniques et succiniques ont pu étre décrits. Des essais chimiques de neutralisation par
NaOH et biologiques en traitant des souches de protéobactéries par la pepsine démontrent que leur
capacité a solubiliser le P minéral est d’ordre essentiellement chimique par oxydation directe du
glucose en acide gluconique ou en acide 2-cétogluconique, et non pas enzymatique (Goldstein et al.,
1995). D’autres mécanismes, moins représentatifs, présents chez certaines souches bactériennes ou
fongiques ont été proposés : acidification du milieu par H', liée a la respiration cellulaire ou a
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I’assimilation des ions NH,", (lllmer and Schinner, 1995) et des acides inorganiques comme les acides
nitrique, carbonique, et sulphidrique. Leur contribution parait moins importante.

e Minéralisation du phosphate organique

La solubilisation du phosphate organique est appelée minéralisation. Elle est réalisée par les
microorganismes du sol a partir des restes des végétaux et des animaux lors du processus de
décomposition. Essentiellement réalisée par des espéces saprophytes, elle consiste en la formation
du radical orthophosphate PO,> a partir de molécules carbonées: les acides nucléiques,
phospholipides et sucres phosphates étant facilement minéralisables, les acides phytiques,
polyphosphates et phosphonates étant plus longs a minéraliser. Cette activité est, elle aussi,
fortement influencée par les conditions environnementales notamment le pH : un pH alcalin stimule
le processus de minéralisation. Cette minéralisation est essentiellement réalisée par des
phosphatases (ou phosphohydrolases aussi appelées phosphomonoestérases) qui hydrolysent les
liaisons phosphoester et phosphoanhydre. Il s’agit d’enzymes dites « non-spécifiques » et sont
classées en deux groupes : phosphatases acides (dont I'action est prédominante dans les sols acides)
et alcalines (dont I'action est prédominante dans les sols alcalins et neutres, Sharma et al., 2013).
Certaines de ces enzymes ont une action a distance car sécrétées, d’autres membranaires ayant une
action au contact avec la membrane externe. Dans un sol, le phosphate organique est principalement
retrouvé sous forme de phytate (ou myoinositolhexakisphosphate) (Gerke, 2015). Le phytate est le
composant essentiel des graines et du pollen des plantes. Sa présence dans le sol est essentiellement
liée au débrits végétaux qu’il contient et a la présence de fumure (Gerka, 2015). La capacité des
plantes a minéraliser le phosphate organique est tres limitée mais certains microorganismes de la
rhisosphére possedent des phosphatases spécifiques telles que les phosphonotases ou encore les
phytases qui dégradent spécifiquement le phytate (Sharma et al., 2013). En plus de I'activité de
solubilisation des phosphates minéraux, un grand nombre de bactéries rhizosphériques appartenant
aux genres Rhizobium, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus, Pseudomonas, Bacillus et
Klebsiella ont démontré leur capacité a dégrader les molécules organiques libérant ainsi du
phosphate soluble et disponible (Rodriguez & Fraga, 1999).

Ces mécanimses de solubilisation sont résumés dans la figure 3.15 suivante
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Figure 3.15 : Représentation schématique des mécanismes de solubilisation du P dans le sol
par les microorganismes solubilisateur des phosphates (Sharma et al., 2013).

Criblage des souches candidates de cette étude sur leur capacité a solubiliser le phosphore minéral

Plusieurs méthodes sont utilisables dans le but de déterminer la quantité de phosphore présente
dans le sol. Selon le type de réactif utilisé, le devenir du phosphore recherché et les caractéristiques
de I'échantillon de sol utilisé, certaines de ces méthodes semblent plus appropriées. Fardeau et al.
(1988) ont entrepris un travail de comparaison de ces méthodes qui a abouti a la conclusion selon
laquelle la méthode dite d’Olsen semble la plus appropriée a I'’étude du phosphore échangeable dans
les sols calcaires.

Des analyses de sol réalisées par un laboratoire partenaire d’InVivo Agrosolutions avec la méthode
d’Olsen ont qualifié de tres faible la quantité de phosphore échangeable disponible dans le sol que
nous avons utilisé pour toutes nos expérimentations (cf. Annexe 5). Le phosphore disponible dans ce
sol est donc un élément potentiellement limitant pour la croissance du colza. Un criblage de nos
bactéries candidates sur leur capacité a solubiliser le phosphore minéralisé dans le sol parait donc
pertinent.

Mateériel et méthodes

Préparation des inoculums

Chaque souche candidate a été cultivée de la facon décrite précédemment (Cf. M&M 1).
Mise en place du dispositif expérimental

Une méthode in vitro couramment utilisée pour cribler facilement des souches bactériennes consiste
en l'utilisation d’un milieu adapté a partir de celui mis au point par Pikovskaya en 1948. Ce milieu
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contient du Ca3(PQ,), insoluble dans I'eau conférant une coloration blanchatre a la gélose. Les
bactéries possédant une I'activité solubilisatrice de phosphate forment d’un halo translucide autour
des colonies (Cf. M&M 3).

Résultats

Les résultats obtenus a I'issu de cette expérimentation ont été synthétisés dans la figure 3.16.

Simple inoculation Double inoculation
Pbrassicacearum 11702 Pbrassicacearum NFM421 GFP NFM421 GFP / NFM421 RFP NFM421 GFP / 11702
P.brassicacearum NFM421 RFP E.Radicincitans NO9 NFM421 GFP / NO9 NFM421 GFP / NO30
P.agglomerans NO30 B.caribensis P71 NFM421 GFP /P71 NFM421 RFP / YAS34

R.alamii YAS34

Figure 3.16 : Scans des boites de Petri contenant le milieu Pikovskaya agar (PVK) avant (1) ou
apres lavage des colonies (2).

A partir de ces photographies, les diamétres des colonies et des halos de solubilisation ont été
mesurés et synthétisés dans le tableau 3.6.
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Tableau 3.6 : Liste des index de solubilisation calculés a partir de la moyenne des 5 spots
selon la formule précédemment présentée. « nd » désigne I'absence de donnée, le halo n’ayant pas
atteint le fond de la boite de Petri.

Modalité Index de solubilisation moyen Ecart type
NO30 4,42 0,82
P71 2,10 0,10
11702 2,00 0,18
NO9 1,96 0,03
YAS34 nd nd
NFM421 RFP nd nd
NFM421 GFP nd nd
NFM421 GFP - NO9 1,99 0,13
NFM421 GFP - P71 1,80 0,25
NFM421 GFP - NO30 1,57 0,16
NFM421 GFP - 11702 1,48 0,22
NFM421 GFP - NFM421 RFP 1,48 0,21
NFM421 RFP - YAS34 nd nd

De fagon générale, les photos montrent que nos souches candidates semblent générer un halo dans
le milieu PVK, a I'exception de R. alamii YAS34 dont I'effet est négligeable. Les données numériques
recueillies dans les conditions d’acquisition que nous nous sommes fixées confirment cette
observation, mais excluent aussi P. brassicacearum NFM421 puisque les halos obtenus pour les
souches NFM421 GFP et dsRed n’atteignent pas le fond de la boite. Etonnamment, la souche
P. brassicacearum 11702 présente une activité solubilisatrice significative dans ce dispositif
expérimental a la différence de la souche NFM421. En outre, les souches E. radicincitans NO9,
P. caribensis P71, et P. agglomerans NO30 présentent un effet trés net et notamment la souche
NO30 par rapport a la quantité de biomasse produite.

Compte tenu du fait que la souche NFM421 est naturellement présente dans la rhizospheére du colza,
nous avons choisi de procéder a la co-inoculation des autres candidats en association avec cette
souche. Il apparait que, de facon globale, I'effet solubilisateur des souches NO9, P71 et de 11702 est
peu ou pas modifié en présence de la souche NFM421. En revanche, en présence de la souche
NFM421, I'index de solubilisation de P. agglomerans NO30 est réduit d’un facteur 3. Nous verrons
par la suite que cette observation s’explique par le fait que la croissance de cette derniére a été
inhibée par la souche NFM421.

Il est important de préciser cependant que la méthode choisie pour mener cette expérience ne
permet d’interpréter ces données que de fagon qualitative et non quantitative. En effet, I'étendue du
halo dépend d’un grand nombre de paramétres non maitrisés :

e Tout d’abord, concernant le milieu, il est trées compliqué de garantir son homogénéité. La
solution de phosphate de calcium a été préparée et stérilisée a part, puis ajoutée au milieu
au dernier moment. Cette solution étant évidemment insoluble en solution aqueuse, il est
nécessaire d’en maintenir I'agitation tout au long du processus afin de tenter d’en préserver
la concentration lors des transferts. En outre, une fois le milieu coulé, nous avons pu
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constater une légere sédimentation de celui-ci, causant une hétérogénéité de concentration
sur I'épaisseur de la gélose.

e Concernant le matériel biologique, bien que toutes les souches bactériennes utilisées aient
été utilisées en phase exponentielle de croissance et la concentration de I'inoculum de
départ identique, les spécificités biologiques des toutes ces souches ainsi que leur adaptation
au milieu PVK font qu’a l'issue des 7 jours de culture, nous n’avons aucune idée du nombre
de cellules présentes sur la gélose.

Compte tenu de ces remarques, il parait peu pertinent de tenir compte des valeurs de I'index de
solubilisation d’un point de vue quantitatif. Nous retiendrons que notre dispositif expérimental a
permis de montrer que les souches NO30, P71, 11702 et NO9 possedent un pouvoir solubilisateur du
phosphore minéral significatif.

Nous ne reviendrons pas sur ce trait phytobénéfique en réalisant, comme c’est souvent le cas, un
dosage colorimétrique précis du phosphore solubilisé par cellule et par unité de temps car cette
information ne présente, en définitive, que peu d’intérét pour la suite. En effet, si 'une de nos
souches candidates possede la capacité de libérer du phosphate en solubilisant le phosphore
inaccessible a la plante, le réel intérét est que ce phosphore libéré soit assimilé par la plante. Aussi
nous reviendrons plus tard ce sur point lorsque nous mesurerons, par ICP-AES, la quantité globale de
phosphore présente dans les plantes de colza, dans le cadre d’un essai d’inoculation des plantes
poussant sur un sol agricole.
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3.1.2.4 Compétition entre souches bactériennes

Bilan partiel a I'issue des tests préliminaires
Liste des souches bactériennes testées in vitro :

P. brassicacearum NFM421 et 11702, E. radicincitans NO9, P. agglomerans NO30, P. caribensis P71,
R. alamii YAS34 et R. tataouinensis TTB310

Les tests in vitro menés en simple inoculation en présence d’A. thaliana et de B. napus nous ont
permis de valider la croissance des souches candidates en présence du colza et d’exclure
R. tataouinensis TTB310 des candidats potentiels a cette étude.

Les tests menés en simple inoculation en sol agricole non stérilisé en présence de B. napus ont validé
I'aptitude des souches NFM421, 11702 et NO9 a se maintenir sur le rhizoplan et dans le sol pour la
souche NFM421. Méme si nous n’avons pas visualisé les souches NO30 et P71 dans la rhizosphere du
colza, nous avons choisi de les utiliser dans la suite de ce travail. De la méme fagon, nous avons choisi
de maintenir la souche YAS34 dans la liste des souches a tester, méme si cette souche n’avait pas pu
étre testée dans I'essai préliminaire.

Liste des souches bactériennes prise en compte dans la suite du travail : NFM421, 11702, NO9, NO30,
P71 et YAS34.

P. brassicacearum est |'espéce la plus importante car elle est naturellement présente dans la
rhizospheére et dans le rhizoplan du colza et nous avons confirmé qu’elle colonisait efficacement la
rhizosphére et le rhizoplan du colza cultivé en sol agricole non stérilisé. La finalité de la formulation
de [linoculum bactérien étant de combiner les effets potentiellement phytobénéfiques
complémentaires de plusieurs souches bactériennes candidates, nous avons choisi d’associer les
autres souches candidates a la souche NFM421 dans le cadre de doubles inoculations.

Un premier test portant sur le suivi de la croissance des souches bactériennes en phase liquide a été
réalisé. Pour ce test, nous avons utilisé du TSA 1/10°™. Ce milieu dilué permettant aux cellules
bactériennes de croitre en phase exponentielle deviendra avec le temps un facteur limitant causant

ainsi une compétition entre les souches, en particulier pour le carbone.
Mateériel et méthodes

Souches bactériennes

Les souches suivantes ont été utilisées pour cette étude :

e P. brassicacearum NFM421 marquée a la dsRed,
e E. radicincitans NO9 marquée a la mKate2,

e P. agglomerans NO30 marquée a la mKate2,

e P. caribensis P71 marquée a la mKate2,

e R. alamii YAS34 marquée a la GFP.
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Chaque souche a été cultivée selon le protocole précédemment utilisé (Cf. M&M 1). L'inoculum a
ensuité été calibré par comptage au microscope selon le protocole décrit en M&M 4.

Inoculation des tubes

10 mL de TSB/10°™ ont été inoculés & partir des solutions méres pour obtenir une concentration
finale de 1,0.10° CFU.mL" pour chaque souche. Les tubes ainsi inoculés ont été cultivés a I'obscurité
a 28 °C sous agitation.

Echantillonnage de I'essai

Neuf prélevements ont été réalisés entre 0,5 et 19,5 jours apres inoculation. Les tubes ont été
vortexés pendant 30 s, puis 10 pL de solution mére ont été prélevés. Une série de dilution au 1/10°™
a été réalisée, puis 10 pL des dilutions 3 a 7 ont été étalés en 4 répétitions sur des boites de Petri
contenant 45 mL de milieu TSA/10°™ solide. Les boites ont été incubées une nuit a 28 °C, puis de
quelques jours a plus d’'une semaine selon les souches a 9° C pour ralentir leur croissance, afin
d’homogénéiser la croissance des différentes souches et d’en faciliter I'observation. La fluorescence
des différentes souches a été recherchée a I'aide d’'un macroscope binoculaire a fluorescence Leica

MZ FLIII Stereo-Fluorescence Microscope (Leica, Deutschland).
Résultats
Estimation de la concentration de la solution mére

Les dilutions 3 a 7 ont été déposées en 4 répétitions sur boite de Petri. Une moyenne a été calculée
pour chaque dilution, puis la moyenne de toutes ces dilutions a été calculée et présentée dans la
figure 3.17.
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Figure 3.17 : Suivi de la croissance des souches bactériennes en co-inoculation avec NFM421

par estimation de la concentration en CFU.mL" en fonction du temps. (A) souche P. brassicacearum
NFM421 et E. radicincitans NO9, (B) NFM421 et P. agglomerans NO30, (C) souche NFM421 et B.
caribensis P71 et (D) souche NFM421 et R. alamii YAS34.
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Cette expérience nous a permis de constater, dans tous les cas, que la souche NFM421 est
dominante de par son abondance et son maintien au sein du dispositif de culture. Ces résultats vont
dans le méme sens que ceux obtenus pour I'essai en sol qui ont permis de mettre en évidence une
forte croissance de cette souche dans la rhizosphére et sur le rhizoplan du colza. En outre, on
constate que toutes les souches atteignent leur phase stationnaire de croissance en 24 h, comme
c’est le cas en conditions monoxéniques. Un léger retard est visible avec P. brassicacearum NFM421
en co-inoculation avec E. radicincitans NO9 qui semble prendre le dessus dans les deux premiers
jours de culture. Cette observation confirme celle que nous avons précédemment faite avec la
mesure des activités de solubilisation du phosphate : maintien du pouvoir solubilisateur de
E. radicincitans NO9 en présence de P. brassicacearum NFM421.

Dans le cas de I'association entre les souches NFM421 et NO30 ou P71, nous observons un maximum
de croissance pour le challenger situé entre le deuxieme et le quatrieme jour apres inoculation, puis
une décroissance d’environ une a deux unités logarithmiques en fin d’expérience. Pour le cas de la
co-inoculation des souches NFM421 et YAS34, on observe pour le challenger un maximum de
croissance situé a environ 1.10° CFU.mL" qui est globalement maintenu jusqu’au terme de
I’expérimentation.

A ce stade des expérimentations, dans le cadre d’une culture réalisée dans un milieu peu carencé, il
ne semble pas y avoir de réel antagonisme de croissance entre les souches candidates. Il est
cependant notable que la population de la souche YAS34 est plus faible d’une a deux unités
logarithmique par rapport a la souche NFM421, mais reste stable tout au long de I'essai, et que la
population de la souche NO9 diminue au final d’un facteur proche de 10, et celle des souches P71 et
NO30 d’un facteur 100.

Par la suite, nous avons conservé quelques temps les tubes ayant servi aux dénombrements et nous
avons constaté une coloration différentielle des milieux de culture selon la souche (Figure 3.18).

NFM421 NFM421 NFM421 NFM421
NO9 NO30 P71 YAS34

22 jours ap. inoc.

30 jours ap. inoc.

Figure 3.18 : Photographie des milieux de cultures utilisés mettant en évidence une variation
de leur coloration en fonction du partenaire bactérien employé.
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Ce phénomene de coloration du milieu est bien connu chez P. brassicacearum qui, comme
P. fluorescens, est connu pour produire en culture liquide du 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), un
métabolite secondaire toxique impliqué dans les phénomenes de biocontréle contre un certain
nombre de microorganismes bactériens, fongiques, ou encore les virus et les nématodes (Meyer et
al., 2009). Cette coloration du milieu n’a été observée qu’en interaction avec P. caribensis P71, ce qui
suggere qu’en fonction de la souche co-inoculée, la production de DAPG par P. brassicacearum
NFM421 pourrait étre modulée, voire inhibée. Il ne s’agit ici que d’une observation fortuite. D’autre
tests plus approfondis de la modulation de la production de DAPG par la souche NFM421 en co-
inoculation ont été réalisés et seront présentés par la suite (paragraphe 3.3).

Pour en revenir a la notion de compétition de croissance entre souches bactériennes, il nous est
apparu que les conditions de I'essai précédent étaient probablement trop peu sélectives pour mettre
clairement en évidence cet effet. Nous avons donc procédé a un nouvel essai sur milieu solide basé
sur le principe de la mise en évidence de I'effet de compétition sur boite de Petri.

Matériel et méthodes
Souches bactériennes

P. caribensis P71 marquée a la mKate2,

E. radicincitans NO9 marquée a la mKate2,

P. agglomerans NO30 marquée a la mKate2,

P. brassicacearum 11702 marquée a la mKate2,
P. brassicacearum NFM421 marquée a la GFP.

Chaque souche candidate a été cultivée selon le protocole décrit en M&M 1 et calibré comme décrit
en M&M 4.

Inoculation des boites

100 pL d’une suspension calibrée a 1.10° CFU.mL" ont été étalés a I'aide d’un rateau stérile sur une
gélose de milieu TSA/10°™, puis la boite de Petri a été laissée 15 min sous hotte jusqu’a séchage
complet de I'inoculum. Quatre spots de 10 pL calibrés a 1.10° CFU.mL™ ont alors été déposés au
centre de la boite. Celle-ci a été séchée 15 min sous hotte, puis hermétiquement scellée au Parafilm
m® (Bemis, USA) et placée une semaine a I'obscurité a 28 °C.

Observation des colonies bactériennes

Trois zones d’observation ont été arbitrairement désignées. Les observations ont été réalisées
directement sur boite de Petri a I'aide d’un microscope a épifluorescence (BX60 fluoview confocal,
Olympus, Japan) au grossissement minimal (x10) (Cf. figure 3.19).
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Tapis de P.brassicacearum NFM421
marqué a la GFP

Compétiteur marqué a la mKate2

Zones d’observation

/ Milieu gélosé TSA/10&me

Figure 3.19 : Localisation des zones échantillonnées sur boite dePetri.
Résultats

eme

En raison de sa capacité a produire de grandes quantités d’exopolysaccharide sur milieu TSA/10
solide interférant avec I'observation, la souche R. alamii YAS34 a été laissée de cOté pour cette
étude. Les résultats ont été synthétisés dans la figure 3.20.

NFM421- P71 NFM421- NOS

NFM421-11702 NFM421—-NO30

Figure 3.20 : Observation au microscope optique a épifluorescence colorisées artificiellement

[

N

[y

N

des zones A, B et C apres excitation de la mKate2 du compétiteur (1) ou de la GFP de la souche
NFM421 (2).

Dans tous les cas, il apparait que la souche compétitrice s’est développée sur le tapis de
P. brassicacearum. Seule I'association des souches NFM421/P. caribensis P71 semble permettre une
croissance indépendante des deux souches bactériennes. En effet, les zones B et C (zones de
recouvrement des deux souches) fluorescent a la fois en rouge et en vert (Figure 3.20).
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Dans le cas des couples NFM421/11702 et NFM421/NO9, on observe un antagonisme de
développement important. Au niveau de la zone B, une ligne de démarcation est clairement établie
et au sein de la zone C, le compétiteur a pris apparemment le dessus, ne laissant que quelques zones
de couleur verte clairement définies dans lesquelles aucune fluorescence rouge n’est observable. Il
semble dans ce cas-la que le tapis de la souche NFM421 n’ait pas pu se maintenir et croitre en
présence du compétiteur. Il semble que la souche NO9 soit en mesure d’exercer de facon directe
(antagonisme actif par production de métabolite antimicrobiens) ou indirecte (souche tres
compétitive dans I'acces aux ressources) un fort antagonisme envers la souche NFM421.

Dans le cas de la confrontation entre les souches NFM421 et NO30, nous confirmons la premiére
observation faisant état de la croissance du candidat compétiteur (NO30), mais, on observe ici de
tres nombreuses colonies de NFM421 qui ont pu se développer dans la zone de croissance de la
souche NO30. La structure de la zone colonisée par NO30 met en évidence de nombreuses lacunes
dans lesquelles aucune fluorescence rouge n’est observée. La superposition des deux images prises
au méme endroit (Figure 3.21) permet d’observer que ces lacunes ne sont apparemment pas causées
par la croissance de la souche NFM421, car les colonies de cette derniere ne comblent pas
systématiquement ces lacunes.

Figure 3.21: Superposition artificielle des clichés réalisés au niveau de la zone C pour le
couple P. brassicacearum NFM421 (GFP) / P. agglomerans NO30 (mKate2).

Dans cet essai, nous avons souhaité mettre en compétition nos souches sur une zone
géographiquement définie et nous avons pu observer qu’apparemment la croissance
d’E. radicincitans NO9 et de la souche 11702 inhibaient localement la croissance de la souche
NFM421. La souche P. caribensis P71 semble indifférente a la présence de la souche NFM421. Cette
observation va a I'encontre des observations réalisées précédemment (Tableau 3.6). Pour finir, la
souche NO30 présente un comportement qui ne nous permet pas de trancher. En effet, seule
I’observation d’un temoin cultivé en I'absence de la souche NFM421 nous aurait permis de controler
si les lacunes de fluorescence observées au sein des colonies de la souche NO30 sont imputables a la
présence de la souche NFM421 ou pas.

Dans le premier essai, nous avons misé sur |'épuisement du milieu de culture liquide, mais nous
n’avons pas atteint la phase de décroissance nette provoquée par I'appauvrissement du milieu et par
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les mécanismes de compétition entre les souches. Nous avons donc décidé d’utiliser un milieu solide
en comptant sur une compétition plus localisée. Les résultats obtenus sur milieu gélosé montrent
que la croissance des souches confrontées a la souche NFM421 n’est pas inhibée par cette derniere.
En revanche, les souches 11702 et NO9 sont capables d’inhiber localement la sienne.

Nous avons décidé de confirmer ces observations en nous placant dans des conditions de
compétition entre souches, en entreprenant une expérience complémentaire de double inoculation
réalisée in vitro en présence d’une plantule de colza comme seule source de carbone et d’énergie.
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Compétition en présence de colza
Matériel et méthodes
Matériel biologique

Les essais ont été réalisés avec des semences de colza d’hiver (Brassica napus) de variété Sensation
lot K11455 commercialisées par Semences de France (60 rue L. Beauchamp, 59930 La Chapelle
d’Armentiéres) conservées hermétiquement en chambre climatisée a 9°C.

Souches bactériennes
Les souches suivantes ont été utilisées pour cette étude :

P. caribensis P71 marquée a la mKate2,

E. radicincitans NO9 marquée a la mKate2,

P. agglomerans NO30 marquée a la mKate2,

P. brassicacearum 11702 marquée a la mKate2,

P. brassicacearum NFM421 marquée a la GFP et a la dsRed,
R. alamii YAS34 marquée a la GFP.

Chaque souche candidate a été cultivée selon le protocole décrit en M&M 1 et calibré comme décrit
en M&M 4.

Sélection et stérilisation des graines

Afin d’obtenir davantage d’homogénéité dans la levée des semis, les graines de colza ont été
calibrées entre deux tamis afin de sélectionner celles dont le diamétre est compris entre 1,6 et 2 mm.
Elles ont été stérilisées selon le protocole précédemment décrit en M&M 2.

Préparation du dispositif expérimental

Du sable de riviere a été utilisé comme support de culture. L'équivalent de 1,5 L de sable a été placé
dans un bécher de 5 L en présence de 3 L d’eau puis brassé. Quatre a cing lavages successifs ont été
réalisés jusqu’a clarification compléte de I'eau de lavage. Trois rincages successifs ont été réalisés
dans les mémes conditions a I'eau distillée. Le sable a été placé dans un cristallisoir, puis recouvert
d’eau distillée dont le niveau a été ajusté a 1 cm au-dessus de la surface du sable. Le cristallisoir a été
recouvert d’une feuille d’aluminium puis autoclavé.

Le sable a été égoutté et séché une nuit a I'’étuve a 80 °C. Des tubes en verre de 15 cm x 2,5 cm ont
été remplis au 2/3 de sable, bouchés perméablement puis autoclavés. 14 mL de milieu liquide
Hoagland a 0,5X ont été ajoutés dans chaque tube. Les tubes ont été bouchés perméablement puis
autoclavés. En sortie de l'autoclave, le niveau du milieu a été ajusté a I'aide de milieu liquide
Hoagland a 0,5X, légérement en dessous de la surface du sable. Les tubes ont été bouchés
hermétiquement et placés a 6 °C pendant 4 h.

Inoculation du dispositif expérimental

Un volume de 15 mL de milieu Hoagland 0,5X peu gélifié a été préparé (cf. Annexe 2, Hoagland 0,5X,
agar mou), puis maintenu a une température d’environ 40 °C. Les solutions meéres ont été diluées
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dans du KCI 3 8,5 g.L™* de fagon a inoculer les 15 mL de milieu Hoagland 0,5X peu gélifié par 100 pL de
suspension bactérienne et atteindre une concentration finale de 1.10° CFU.mL™ pour chaque souche.
Dans le cas d’un témoin négatif eau, 100 puL de KCI stérile ont été apportés. L'inoculation a été
réalisée en déposant lentement 1,5 mL de solution inoculée de milieu Hoagland 0,5X peu gélifié a la
surface du sable. Le tube étant froid, le milieu inoculant apporté se fige rapidement pour former un
anneau gélifié a la surface du sable. Une graine a été alors déposée en surface, puis le tube a été
fermé et scellé a I'aide d’un adhésif perméable a I'air (Cf. figure 3.22).

Capsule translucide

Adhésif perméable a I'air

Graine de colza stérile

Milieu Hoagland/2 gélifié inoculé selon la modalité

Sable de riviére stérile lavé et imprégné
de milieu Hoagland/2 liquide stérile

Tube en verre stérile

Figure 3.22: Schéma du dispositif expérimental utilisé pour les expérimentations de co-
inoculation du colza.

Modalités de culture
Les modalités testées sont les suivantes :

e un témoin non inoculé « eau »,
e les modalités simples inoculations : souches NFM421, 11702, NO9, NO30, P71 et YAS34
e et les modalités doubles inoculées: NFM421/11702, NFM421/NO9, NFM421/NO30,
NFM421/P71, NFM421/YAS34.
Les tubes contenant les différentes modalités ont été disposés aléatoirement sur des portoirs en
respectant une organisation en bloc proposée par une macro-instruction éditée dans Excel
(Microsoft, USA). Chaque modalité est présente au sein de chaque bloc.
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Bloc 1

ordonnés selon les deux axes du plan portant chacun toutes les modalités.

NFM421 NFM421 NFM421
E E: E:
vAS34 - P71 - 2 2 NO30 o i
YAS34 NFM421 NFM421 NFM421 P71 11702 NO9
NO9 11702 NO9
P71 WALIEEL NO9 11702 NO30 YAS34 NEMad
11702 NO30
NFM421 NFM421 NFM421
YAS34 N
11702 NO30 NO30 S3 09 NO30 11702 NOS
Bloc 4 0 Bloc 6
NFM421 NFM421 NO30 NO9 11702 NO30 NFM421 NFM421 P71
11702 NO30 YAS34 NO9
11702 NO9 YAS34 P71 Eau Eau DIASPEL 11702
NO30
4 NFM421
E: P71
au NO30 NO30
NFM421 NFM421 NFM421 YAS34 NO9 YAS34 NFM421
NO9 11702 NO9 11702
Bloc 8 0
NFM421 NFM421 NFM421
NOS NO30 Eau NO30 NO30 YAS34
NO9 Eau P71 NANFE, 11702 YAS34 Eau DAL AN,
11702 NO9 NO30
NO30 11702 DIAREEHL P71 11702 NEMa2d
NO9 11702
NFM421
YAS34 11702 NO30 NO9 P71 NO9 -

Figure 3.23: Schéma illustrant le plan du dispositif expérimental composé des 9 blocs

Figure 3.24 : Dispositif en 9 blocs en cours de culture en tube avec le sable de riviére.

Echantillonnage de I’essai : trois campagnes de prélévements

Dans la premiere, réalisée au 14

éme

jour de culture, les blocs 2, 4 et 9 ont été récoltés pour réaliser un

suivi de la colonisation racinaire des plantules. Chaque tube a été versé dans une boite de Petri
stérile, puis la plantule a été extraite. La racine a été rincée dans une boite de Petri stérile contenant
45 mL de KCl concentré a 8,5 g.L™" stérile afin d’éliminer le sable adhérent. Les plantules ont été
sectionnées stérilement au collet, puis la racine a été broyée au pilon dans un mortier préalablement
flambé dans 1 mL d’eau Ultrapure stérile. 200 uL de broyat ont été prélevés, puis dilués 5 fois au
1/10°™. Pour chaque dilution, 10 pL ont été prélevés et déposés en 4 répétitions sur des boites de
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éme

Petri carrées contenant 45 mL de milieu solide TSA/10°™. Les boites ont été incubées une nuit a
28 °C, puis de quelques jours a plus d’une semaine, selon les souches, a 9 °C afin d’"homogénéiser la
croissance des différentes souches et d’en faciliter le comptage. La fluorescence des différentes
souches a été recherchée a I'aide d’un macroscope binoculaire a fluorescence Leica MZ FLIII Stereo-
Fluorescence Microscope (Leica, Deutschland). La concentration de la solution mere a été estimée en
calculant la moyenne des observations faites sur les 4 répétitions et en la rapportant au facteur de

dilution.

eéme

Dans la deuxieme campagne, réalisée au 53" jour de culture, les blocs 5, 7 et 8 ont été récoltés
pour réaliser un suivi de la colonisation racinaire des plantules par microscopie optique a
épifluorescence. Pour ce faire, les plantules ont été traitées de la méme facon que précédemment
pour les étapes de récolte, de lavage et de prélevement de la racine puis trois sections de 1 cm
environ ont été réalisées sur la racine : une au niveau de |'apex racinaire, une au niveau de la base et
une a équidistance entre les deux. Ces trois sections ont été montées entre lames et lamelles, puis

observées par épifluorescence au microscope (BX60 fluoview confocal, Olympus, Japan).

eme

Enfin une derniere campagne de préléevement a été menée au 76" jour de culture sur les blocs 1, 3

et 6 de fagon analogue en sa totalité a la premiere campagne.
Résultats

L'observation des inoculations simples du prélevement a 14 jours confirme les observations
précédentes et notamment que I'inoculum initialement calibré 3 1.10* CFU.mL™ a pu non seulement
se maintenir, mais aussi permettre aux souches inoculées de coloniser les racines, validant ainsi le
dispositif expérimental (Tableau 3.7). Ce dispositif, a la différence de celui sur milieu gélosé en boite
de Petri ou en sol agricole, présente cependant un inconvénient. En effet, en raison de la place
restreinte disponible au sein de chaque tube, une seule graine a pu étre semée et, en raison de la
baisse du niveau de fertilité des graines liée a I'étape de stérilisation, certaines modalités n’ont pas
pu étre mesurées (cas des couples NFM421/11702 et NFM421/YAS34). L'information supplémentaire
apportée par cet essai est que, si la modalité inoculation simple avec P. agglomerans NO30 a permis
a cette souche de se développer, aucune cellule de NO30 fluorescente n’a été observée en
compétition avec P. brassicacearum NFM421.
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Tableau 3.7 : Concentrations moyennes des populations bactériennes estimées par le
comptage des colonies fluorescentes présentes sur les étalements des broyats racinaires de 3
plantules de colza par prélévement. Les concentrations sont données en CFU.mL™. « - » désigne une
donnée non pertinente, « nd » désigne I'absence de donnée (les trois individus de cette modalité
n’ont pas poussé au sein des trois blocs étudiés.

Prélévement a 14 jours Prélévement a 76 jours
Totale NFM421 Challenger Totale NFM421 Challenger
Eau 0 - - 0 - -
NFM421 - 5,6E+08 - - 5,1E+06 -
g 11702 - - 1,5E+08 - - 4,2E+06
< INo9 - - 4,8E+08 - - 2,3E+06
g- NO30 - - 5,6E+07 - - 2,3E+05
&» |P71 - - 5,5E+08 - - 4,8E+06
YAS34 - - 5,4E+08 - - 9,4E+06
s IN FM421/11702 nd nd nd 6,0E+06 6,0E+06 0
_g NFM421/NO9 7,0E+08 6,8E+08 2,1E+07 2,9E+06 2,6E+06 1,3E+05
% NFM421/NO30  3,5E+08 3,5E+08 0 8,1E+06 8,1E+06 0
3 |NFM421/P71 7,0E408  56E+08  1,5E+08 1,8E406  1,3E+06  4,7E+05
2N FM421/YAS34 nd nd nd 5,3E+06 2,9E+06 2,1E+06

Les résultats obtenus pour le prélevement a 76 jours montrent que l'on atteint les limites du
dispositif expérimental (Tableau 3.7). Nous avons pu constater que la plante présente des signes de
stress que nous pensons pouvoir imputer au volume restreint disponible pour croitre, mais aussi
probablement a I'appauvrissement du milieu de culture. Cette observation est confirmée par les
données recueillies qui témoignent d’une diminution globale moyenne d’un facteur 100 des
populations bactériennes sur les racines. L'observation réalisée a 14 jours est confirmée a 76 jours :
bien que la souche NO30 soit en mesure de croitre seule, aucune cellule marquée n’a pu étre
observée en compétition avec la souche NFM421. Une information supplémentaire est apportée par
I’étude de la modalité « NFM421 en compétition avec la souche 11702 » ol l'on constate la
disparition de cette derniére.

Aux deux dates, E. radicincitans NO9 se maintient a raison d’une cellule de NO9 pour 10 de la souche
NFMA421, P. caribensis P71 se maintient en concentration équivalente a celle de la souche NFM421
et, information nouvelle apportée par I'observation réalisée a 76 jours, R. alamii YAS34 se maintient
elle aussi en concentration équivalente a celle de la souche NFM421.

La deuxiéme partie de cette étude visait a utiliser les échantillons des blocs restants (5, 7 et 8) pour
réaliser I'observation des souches directement sur la racine, par microscopie optique confocale et a
épifluorescence (Tableau 3.8, 3.9 et 3.10).

Le maintien des souches en conditions monoxéniques ayant déja été discuté a I'aide des expériences
précédentes, nous ne présentons ici que les observations réalisées en co-inoculation.
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NFM421/NO9 NFM421 /11702
Epi. Rouge Epi.vert Visible Epi. Rouge Epi. vert

NFM421 / P71 NFM421/ YAS34

Epi. Rouge D Visible Epi. Rouge Epi. vert

Visible

nd nd

Apex

Centre
Centre

nd

Base
Base

Tableau 3.8 : Localisation des souches sur les racines de colza (culture en tube avec le sable
de riviere). Imagerie réalisée sur les échantillons du bloc 5 pour le couple P. brassicacearum
NFM421/E. radicincitans NO9 (A) sur les zones apicales et basales de la racine par microscopie
optique confocale. Clichés suivants, imagerie réalisée sur le méme bloc sur les zones apicales,
centrales et basales de la racine par microscopie optique a épifluorescence pour les couples souche
NFM421/ souche 11702 (B), souche NFM421/P. caribensis P71 (C) et souche NFM421/R. alamii
YAS34 (D). « nd » désigne I'absence de candidats fluorescents observables sur I’échantillon.



NFM421/ NOS NFM421 / 11702
Epi. Rouge Epi.vert B Visible Epi. Rouge

Visible Epi. vernt

nd

Apex

nd

Centre

nd

Base

NFM421/ YAS34
Epi. Rouge

Visible Epi.vert

Centre Apex

Base

Tableau 3.9 : Localisation des souches sur les racines de colza (culture en tube avec le sable
de riviere). Imagerie réalisée sur les échantillons du bloc 7 sur les zones apicales, centrales et basales
de la racine par microscopie optique a épifluorescence pour les couples souche
NFM421/E. radicincitans NO9 (A), souche NFM421/ souche 11702 (B) et souche NFM421/R. alamii
YAS34 (D).
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NFM421 / 11702 NFM421/ YAS34

Visible Epi. Rouge Epi. vert Visible Epi. Rouge
g nd :
<
|“““““““““|I )

Epi.vert

Centre

nd

Base

NFM421 / NO30
Visible Epi. Rouge
5

- ]

nd

Epi. vert

Apex

Centre

nd

Base

Tableau 3.10 : Localisation des souches sur les racines de colza (culture en tube avec le sable
de riviere). Imagerie réalisée sur les échantillons du bloc 8 sur les zones apicales, centrales et basales
de la racine par microscopie optique a épifluorescence pour les couples souche NFM421/ souche
11702 (B), souche NFM421/R. alamii YAS34 (D) et souche NFM421/P. agglomerans NO30 (E).

De la méme facon que précédemment, la phase de stérilisation des graines diminuant leur taux de
germination ainsi que le dispositif expérimental limitant le semis a une graine par tube se sont
traduits par la perte de certaines modalités: bloc 5: NFM421/NO30 (Tableau 3.8), bloc 7:
NFM421/NO30 et NFM421/P71 (Tableau 3.9), bloc 8: NFM421/NO9 et NFM421/NO30 (Tableau
3.10).

e P. brassicacearum NFM421/NQO9 : les résultats obtenus par microscopie confirment ceux
obtenus par le comptage des bactéries sur racines : co-existence des souches NFM421 et E.
radicincitans NO9. Les quelques colonies éparses observées sur I’échantillon apical du bloc 5
ont pu étre observées en plus grand nombre sur I'échantillon du bloc 7 a tous niveaux.

e Souche NFM421/souche 11702 : il n’a pas été possible d’observer, dans aucun des trois
échantillons analysés, de fluorescence rouge pour la souche 11702. N’ayant pu étre observée
sur I'étalement des broyats racinaires, la souche 11702 est visiblement absente sur la racine.
De toute évidence, cette souche qui se maintient en compétition sur milieu solide mais, en
milieu liquide, n’a pas la capacité de se maintenir et de croitre dans les conditions carencées
en nutriments imposées par cet essai. Elle semble bien moins compétitive que la souche
NFM421 (confirmation des comptages sur racines).



Souche NFM421/souche P71: seul un échantillon a pu étre observé mais les résultats
obtenus confirment ceux des comptages sur racines. P. caribensis P71 se développe au
voisinage des racines en présence de la souche NFM421. Cependant, la souche P71 semble
principalement localisée a la base et le long de la racine comme le suggerent les tres rares
cellules retrouvées a I'apex racinaire.

Souche NFM421/R. alamii YAS34 : on observe ici la situation inverse a celle observée pour
P. caribensis P71. Les cellules de la souche YAS34, peu nombreuses, sont préférentiellement
observées dans les régions distales de I'apex de la racine, dans des régions qui semblent
moins colonisées par la souche NFM421 colonisant, elle, les régions apicales.

Souche NFM421/NO30 : de fagon analogue aux résultats recueillis par comptage sur racines,
la modalité que nous avons pu observer dans le bloc 8 est dépourvue des cellules
fluorescentes de P. agglomerans NO30. De la méme fagon que la souche 11702, la souche
NO30 n’a pas su se maintenir dans cet environnement, alors qu’en milieu liquide et solide,
elle avait réussi a croitre.
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3.1.3 Sélection des trois souches les plus performantes

Résumé des conclusions obtenues a partir des expérimentations menées précédemment.

Les essais préalables menés sur |'arabette et le colza visaient a tester la capacité de nos différentes
souches candidates a coloniser leur systéme racinaire. lls nous ont permis de constater que la souche
R. tataouinensis TTB310, testée dans nos conditions in vitro, n’est pas adaptée a la rhizosphere des
brassicacées. Nous avons donc choisi de I'écarter tres rapidement de I'étude.

Nous avons ensuite choisi de tester la capacité des autres candidats (a I'exception de R. alamii
YAS34) a se maintenir sur le rhizoplan et au voisinage des racines de plantules de colza cultivées dans
un sol agricole non stérilisé. A I'issue de cet essai, il apparait que les candidats P. brassicacearum
NFM421 et 11702 ainsi que E. radicincitans NO9 ont la capacité de se maintenir sur le rhizoplan du
colza pendant trois mois. A l'inverse, la souche P. agglomerans NO30 n’a pas colonisé le systéme
racinaire. Les conditions expérimentales n’ont pas permis de trancher le cas de P. caribensis P71
(Tableau 3.11).

Nous avons procédé ensuite a un criblage in vitro de nos souches candidates quant a leur capacité a
solubiliser le phosphore minéral insoluble et donc inaccessible a la plante. Cet essai nous a permis
d’observer une activité de solubilisation du phosphate de calcium de la souche NO30 et de la souche
NO9. A la différence de la souche 11702, la souche NFM421 ne semble pas &tre capable de solubiliser
efficacement le phosphate de calcium dans nos conditions expérimentales (Tableau 3.11). Nous
avons pu constater que procéder a une co-inoculation entre la souche NFM421 et une autre souche
diminuait généralement la capacité solubilisatrice du mélange (a I'exception de la souche NO9).

Nous avons alors testé la capacité de chaque souche a croitre en présence de la souche NFM421 que,
compte tenu de son tres bon maintien dans le sol, nous avons choisi comme souche de référence.
Les essais menés sur milieu de culture dilué, solide ou liquide, ne nous ont pas permis d’identifier
clairement d’antagonisme entre souches candidates bien que P. agglomerans NO30 semble croitre
avec plus de difficultés que les autres sur un tapis de la souche NFM421. Nous avons donc renouvelé
cet essai en augmentant sa pression de sélection, en reprenant la structure de I'essai mené en sol
non stérilisé, mais en réalisant celui-ci in vitro sans autre source de nutriment pour les bactéries que
les exsudats racinaires et sans autre source d’antagonisme que la souche NFM421. Cet essai a
confirmé la capacité des souches candidates, en I'absence de compétiteur, a croitre a I'aide des seuls
exsudats racinaires et nous a montré qu’en co-inoculation avec la souche NFM421, les souches
11702 et NO30 ne sont pas compétitives. La deuxieme information apportée par cette série d’essais
est que la souche YAS34 est compétitive face a la souche NFM421 et a pu coloniser le rhizoplan des
plantules de colza (Tableau 3.11).
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Tableau 3.11: Résumé des différentes étapes de criblage réalisées et bilan des résultats
positifs (v') ou négatifs (%) par souche testée.

&
S O
& ¢ N ©
O (2 KO
L2 ) O @ X3
& & & & 8 SV
& § & & & « o> & &
O o AN o 0 <
Q< © R S R DR R
Test d'aptitude a la croissance % v v v v v v
en présence A. thaliana
Test d'aptitude a la croissance x v v v v v v
en présence B. napus
Test d'aptitude a solubiliser v v v x x v
le phosphore minéral
Test d'aptitude au maintien
prfude au maintie x x x v v
en sol non stérilisé en présence B. napus
Test d'aptitude au maintien en co-inoculation x x v v v

avec NFM421 en présence B. napus

A cette étape de notre travail, nous avons d{ faire un choix entre les souches candidates. Il apparait a
I'issue de ces tests que P. brassicacearum NFM421 conserve sa place de « leader » étant une souche
candidate trés bien adaptée au rhizoplan du colza. Les « challengers » sont donc les souches NO9,
P71 et YAS34. Une concertation menée lors d’un des comités de pilotage de la these regroupant les
personnes encadrant ce projet a la fois du coté du laboratoire LEMIRE et d’InVivo AgroSolution a mis
en évidence un point critique au développement d’une préparation a visée commerciale. Afin d’étre
homologué et pouvoir étre distribué, un inoculum expérimental doit étre évalué en conditions réelles
d’application et, pour cela, doit obtenir une autorisation de distribution pour expérimentation (ADE).
La constitution d’un tel dossier réclame un investissement important a tous points de vue afin de
pouvoir attester de l'innocuité du produit avant d’en revendiquer les effets bénéfiques pour la
croissance des plantes. A ce titre, la relative proximité phylogénétique (bien que remise en question,
nous l’'avons vu précédemment) de P. caribensis avec le genre Burkholderia, au sein duquel certaines
especes sont opportunistes/pathogénes pour 'homme ou les plantes, représente un risque trés
important de refus d’autorisation de distribution pour I'expérimentation (ADE).

Par prudence, nous avons choisi d’écarter la souche P. caribensis P71 de notre liste afin de ne
poursuivre I'’étude que sur les souches NFM421, NO9 et YAS34.

Les trois souches sélectionnées ainsi que leurs effets phytobénéfiques potentiels sont listés dans le
tableau 3.12

Tableau 3.12 : Rémusé des effets phytobénéfiques complémentaires potentiels des souches
sélectionnées pour la suite de I'étude.

& .,@(\5
s\(‘og N &
‘Q‘a p @Q/ &6\(10% 0\0((\ (;,)b(

RN ¢ N s
Stimulation de la croissance v v v
Capacité de biocontréle v
Production de métabolites antifongiques 4
Structuration du sol v
Solubilisation d'éléments minéraux v
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3.2 Effets des souches sélectionnées sur la croissance du colza
3.2.1 Effets des souches sur la croissance et la nutrition minérale du colza

Trois séries d’expérimentations ont été menées dans le but d’accumuler suffisamment de données
pour valider I'effet de I'inoculum sur des paramétres chimiques et phénotypiques sur le colza.

Matériel et méthodes
Matériel biologique

Les essais ont été réalisés avec des semences de colza d’hiver (Brassica napus) de variété Sensation
lot K11455 commercialisées par Semences de France (60 rue L. Beauchamp, 59930 La Chapelle
d’Armentiéres) conservées hermétiquement en chambre climatisée a 9° C.

Souches bactériennes

Les trois souches bactériennes utilisées ont été transformées de facon a exprimer constitutivement
une protéine fluorescente. La souche P.brassicacearum NFM421 marquée en rouge a été
transformée au niveau du chromosome grace a un transposon portant la séquence de la protéine
fluorescente dsRed et la séquence du gene de résistance a la kanamycine sous le controle d’un
promoteur constitutif. La souche NFM421 a également été marquée en vert par I'intégration d’'un
plasmide p519ngfp (Matthysse et al., 1996) portant la séquence codant la protéine fluorescente GFP,
ainsi que le gene de résistance a la kanamycine sous le contréle d’'un promoteur constitutif. La
souche R. alamii YAS34 contient un plasmide pHC60 portant la séquence codante de la GFP et le
géne de résistance a la tétracycline sous le contréle d’un promoteur constitutif. La souche
d’E. radicincitans NO9 contient le plasmide pBBR1MCS-2 portant la séquence de la mKate2 (Evrogen,
Russia) et le gene de résistance a la kanamycine sous le contrdle d’un promoteur constitutif.

Afin de pouvoir distinguer trois candidats différents avec deux couleurs fluorescentes, deux types de
marquage de P.brassicacearum ont été utilisés selon la modalité :

Tableau 3.13 : Liste des protéines fluorescentes utilisées pour le marquage et la distinction
des souches candidates.

Liste des modalités testées Construction utilisée

Témoin négatif (eau)

P. brassicacearum NFM421 NFM421 : GFP
E. radicincitans NO9 NO9: mKate2
R. alamii YAS34 YAS34 : GFP

P. brassicacearum NFM421/E. radicincitans NO9  NFM421: GFP/NO9 : mKate?2
P. brassicacearum NFM421/R. alamii YAS34 NFM421 : DsRed/YAS34 : GFP
E. radicincitans NO9/R. alamii YAS34 NO9: mKate2/YAS34 : GFP

P. brassicacearum NFM421/E. radicincitans NO9/ NFM421: DsRed/NO9: mKate2/
R. alamii YAS34 YAS34 : GFP
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Sélection et stérilisation des graines

Les graines de colza ont été calibrées comme précédemment et stérilisées selon le protocole décrit
en M&M 2.

Préparation et stockage du sol

Le sol utilisé a été échantillonné a partir du sol de surface d’une parcelle agricole située a proximité
d’Aix-en-Provence (43°33’45.58” N ; 05°28’38.78" E) produisant du blé en monoculture. Le sol
récolté a été débarrassé des pailles, insectes, pierres et racines, tamisé a 2,5 mm et étalé afin de
sécher naturellement. Le sol a été stocké dans des bacs conservés a température ambiante (humidité
mesurée dans le bac avant usage : entre 5 et 7 %).

Préparation des semis

Le sol a été réhydraté et homogénéisé manuellement, puis réparti dans les pots « MW » (schéma en
Annexe 3) selon le protocole décrit en M&M 5

Préparation des pré-inoculums

Les souches ont été cultivées comme décrit en M&M 1. Un millilitre de préculture a été utilisé pour
inoculer 250 mL de TSB/10°™, puis cultivé 24 h a 28° C sous agitation.

Lavage et calibration des pré-inoculums

Le lavage a été réalisé comme décrit en M&M 2 en resuspendant les culots dans 50 mL d’eau MilliQ
stérile, puis une série de dilutions a été réalisée pour permettre le comptage des cellules au
microscope (BX60 fluoview confocal, Olympus, Japan) selon le protocole décrit en M&M 4.

Sélection et stérilisation des graines

Afin d’essayer d’obtenir davantage d’homogénéité dans la levée des semis, les graines de colza ont
été calibrées entre deux tamis afin de sélectionner celles dont le diametre était compris entre 1,6 et
2,0 mm. Elles ont été stérilisées selon le protocole précédemment décrit en M&M 2.

Inoculation des semis

L'inoculum a été obtenu en combinant les pré-inoculums pour une concentration finale de
1.10% cfumL® chacun. Llinoculation du semis a été réalisée en arrosant chaque graine
progressivement avec 1 mL d’inoculum.

Randomisation des plants

Les 8 modalités sont réparties de facon aléatoire au sein de chacun des 8 blocs en utilisant une
macro-instruction Excel (Microsoft, USA) (Annexe 6).

Mise en culture des plants

Les semis inoculés ont été transférés en cellule de culture selon le plan précédemment établi (Figure
3.25) et couverts pendant les 16 premiéres heures de culture pour éviter la déshydratation et ainsi
favoriser la germination. La photopériode de type « jour court » a été définie a 8 h de jour et 16 h de
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nuit, un éclairement de 200 umoles.m™.s™ de photons. La température du jour a été fixée a 22 °C,
celle de la nuit a 19 °C avec une consigne de 25 °C maximum. La consigne de CO, a été fixée a
380 pL.I™". L'arrosage a été consigné a 17 mL.pot™.jour™ pendant la premiére partie de I'essai, puis

augmenté a 20 mL.pot *.jour™.
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Figure 3.25: Plans de randomisation appliqués aux essais 1, 2 et 3. Chaque modalité est
présente au sein de chacun des 8 blocs. D’un bloc a l'autre, les modalités ont été réarrangées
aléatoirement. (NF = P. brassicacearum NFM421, NO9 = E. radicincitans, YAS34 = R. alamii).

Suivi et éclaircissement des cultures

Les cultures ont duré 5 semaines (Figure 3.26). Deux inoculations ont été réalisées, la premiere le
premier jour, I'autre 8 a 16 jours plus tard selon I'essai. L’essai initialement irrigué a I'eau distillée a
été irrigué au moyen d’une solution Coic-Lesaint (cf. Annexe 2) a 0,5 X dés le 12°™ jour jusqu’a la fin
de I'essai. L'irrigation initialement réglée a 17 mL par pot par jour a été augmentée a 20 mL par pots
par jour a partir du 15°™ jour de culture jusqu’au terme de I'essai. Dés le début de I'essai, des
éclaircissements quotidiens des semis ont été réalisés en déracinant les plantules de colza
surnuméraires pour garantir I’homogénéité du nombre de plants et en déracinant toutes les

repousses de plantules étrangeres au semis.
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Figure 3.26 : Chronologie des 3 répétitions de I'essai en sol agricole non stérilisé.
Arrét de I'essai

L'irrigation a été interrompue 24 h avant récolte. Le jour de la récolte, les blocs retirés ont été isolés
dans un sac hermétique afin de limiter les pertes en eau et conservés en chambre climatisée a 9° C
en attendant d’étre traités.

Echantillonnage de I'essai

Pour chaque plantule, un échantillon de sol adhérent a été collecté pour en mesurer I'humidité. La
partie racinaire, le sol adhérent et les parties aériennes on été récoltés. Les échantillons racinaires
ont ensuite été broyés, puis une série de dilutions a été réalisée pour visualiser les souches marquées
sur milieu sélectif. Le sol adhérent a été séché puis pesé. Le détail de ces opérations est donné en
M&M 5.

Résultats
Suivi des souches candidates sur les racines.

Les racines récoltées lors des différentes répétitions de cet essai ont été broyées stérilement et le
broyat a été dilué afin d’étre étalé sur une gélose de TSA 1/10

eme

L’observation macroscopique a la lumiere et en épifluorescence de I'étalement sur boite de Petri des
broyats racinaire de chaque modalité nous a permis de repérer les souches candidates parmi le
microbiote cultivable de rhizoplan et d’en estimer leur fréquence (Tableau 3.14).
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Tableau 3.14: Chacune des répétitions posseéde 8 blocs indépendants contenant chacun
toutes les modalités. Cette figure donne le pourcentage total des modalités par répétition dans
lesquelles ont pu étre identifiées les souches Inoculées.

Fréquence (en%) de la présence des candidats par modalité

Modalité P.brassicacearum E.radicincitans R.alamii
Eau
NFM421 100,0%
NO9 62,5%
o YAS34 50,0%
'S NFM421/NO9 75,0% 12,5%
NFM421 / YAS34 100,0% 50,0%
NO9/ YAS34 75,0% 50,0%
NFM421/ NO9 / YAS34 100,0% 0,0% 75,0%
Eau
NFM421 100,0%
NO9 87,5%
0 YAS34 87,5%
& NFM421/NO9 100,0% 25,0%
NFM421 / YAS34 100,0% 87,5%
NO9/ YAS34 62,5% 100,0%
NFM421/NO9/ YAS34 100,0% 12,5% 100,0%
Eau
NFM421 100,0%
NO9 25,0%
T YAS34 100,0%
& NFM421/NO9 100,0% 12,5%
NFM421 / YAS34 100,0% 100,0%
NO9/ YAS34 25,0% 100,0%
NFM421/NO9/ YAS34 100,0% 0,0% 100,0%

La taille des populations bactériennes (cultivables) et de celle des souches inoculées a pu étre
estimée a partir des observations réalisées (Tableau 3.15).
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Tableau 3.15: Taille des populations « totales » et de celle des souches inoculées. La
concentration donnée est la concentration moyenne des 8 répétitions de chaque modalité.
« Totale » représente la mesure du microbiote cultivable mesuré dans ces conditions. « nd » désigne
une absence de donnée.

Concentration CFU.mg'1 de racine

Modalité Totale P.brassicacearum  E.radicincitans R.alamii
Eau 1,0E+06
NFM421 2,4E+06 9,7E+03
NO9 3,3E+06 9,8E+02
s YAS34 3,0E+06 2,5E+03
‘S NFM421/NO9 4,3E+06 2,1E+03 4,2E+02
NFM421 / YAS34 1,6E+06 2,4E+04 2,2E+01
NO9/ YAS34 1,4E+06 6,6E+02 3,2E+01
NFM421/ NO9/ YAS34 1,7E+06 2,2E+04 nd 2,5E+01
Eau 1,5E+06
NFM421 6,1E+05 7,2E+03
NO9 8,9E+05 9,0E+03
‘D YAS34 5,3E+05 2,3E+03
'S NFM421/NO9 7,7E+05 8,0E+03 4,8E+03
NFM421 / YAS34 1,5E+06 6,5E+04 3,8E+03
NO9/ YAS34 1,5E+06 1,0E+04 6,6E+04
NFM421/ NO9/ YAS34 8,5E+05 2,0E+04 1,0E+03 2,0E+03
Eau 2,1E+05
NFM421 3,8E+05 1,1E+04
NO9 7,4E+05 6,7E+02
T YAS34 3,1E+05 6,1E+02
‘S NFM421/NO9 3,5E+05 7,5E+03 1,2E+01
NFM421 / YAS34 3,5E+05 5,1E+03 4,4E+02
NO9/ YAS34 5,1E+05 8,0E+01 4,3E+02
NFM421/ NO9 / YAS34 3,6E+05 1,1E+04 nd 5,0E+02

Il apparait que la souche NO9 se maintient dans le sol a faible densité. A I'inverse, les souches
NFM421let R. alamii YAS34 sont fréquemment retrouvées dans les broyats racinaires. Les valeurs
moyennes pour toutes les répétitions sont résumées dans le tableau 3.16.

105



Tableau 3.16: Fréquence moyenne d’apparition des candidats par répétition et
concentration moyenne des candidats par répétition.

Série 1 Série 2 Série 3

Pourcentage de présence des candidats

P. brassicacearum NFMA421 98% 100% 100%
E. radicincitans NO9 38% 47% 16%
R. alamii YAS34 56% 94% 100%

Concentration moyenne en CFU.mg'1 de racine

Microbiote total cultivable 2,3E+06 1,0E+06 4,0E+05
P. brassicacearum NFM421 1,5E+04 2,5E+04 8,6E+03
E. radicincitans NO9 7,7E+02 8,3E+03 3,0E+02
R. alamii YAS34 5,8E+02 1,9E+04 5,0E+02

Mesure des parameétres agronomiques d’intérét sur les plantules de colza
Analyse préalable au traitement des données

Notre souhait premier a été de standardiser au maximum les conditions de culture afin que les trois
séries présentées ne représentent en définitive que les trois répétitions biologiques d’une seule et
méme expérience. Cette méthode nous aurait permis de cumuler les données dans le but de passer
d’un effectif de 8 échantillons par modalité a 24 et, ainsi, gagner en puissance.

Cependant une analyse en composantes principales (ACP) réalisée sur le logiciel SIMCA (Umetrics,
Umea, Sweden) par Catherine Santaella (LEMIRE) témoigne d’une distance importante entre les
données des différentes séries comme l'illustre la figure 3.27.
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Figure 3.27 : Représentation graphique de I'analyse en composantes principales des données
des séries 1 (carré bleu), 2 (triangle rouge) et 3 (triangle inversé jaune) organisées selon le facteur
modalité et bloc.

En outre, une erreur commise dans le protocole de la troisieme série (Figure 3.26) a nécessité de
procéder a une deuxieme inoculation anticipée d’une semaine. En conséquence, nous avons choisi
de traiter ces données séparément en trois séries distinctes.

Mesure de la puissance de I'essai

La mesure de la puissance de I'essai a été réalisée dans le M&M 6 a partir des données synthétisées
dans le tableau 3.17.
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Tableau 3.17: Résumé des statistiques descriptives des données des trois séries
d’expérimentation en sol. « X » : moyenne, «s»: écart type, « CV% » : coefficient de variation,
« PA » : partie aérienne, « PR » : partie racinaire, « SA » : sol adhérant aux racines.

Parameétre mesuré X s CV %
Masse PA (mg) 156,34 47,42 30,33
- Masse PR (mg) 52,75 18,02 34,16
£ Masse PR/Masse PA 0,34 0,08 24,06
< Masse SA/Masse PR 45,53 30,69 67,41
Humidité (%) 10,89 3,12 28,63
Masse PA (mg) 83,62 32,77 39,19
~ Masse PR (mg) 23,41 14,63 62,49
£ Masse PR/Masse PA 0,29 018 6293
< Masse SA/Masse PR 26,11 13,81 52,90
Humidité (%) 8,40 0,86 10,25
Masse PA (mg) 101,42 22,33 22,02
n Masse PR (mg) 23,86 7,78 32,61
:% Masse PR/Masse PA 0,24 0,06 23,91
< Masse SA/Masse PR 37,45 14,21 37,95
Humidité (%) 7,47 0,78 10,41

En résumé, chacune des séries est composée de 64 échantillons, ces échantillons étant organisés et
randomisés au sein de 8 blocs. L’estimation de I'effectif minimal est donnée dans le tableau 3.18 en
faisant varier le risque a entre 5 et 10 % et la différence « souhaitée » « A » entre 20 et 30 %.
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Tableau 3.18 : Estimation des effectifs minimums « Rép. Min »permettant, compte tenu des
variations mesurées, d’obtenir une puissance suffisante pour répondre a la question posée. Les
valeurs compatibles avec le dispositif expérimental sont encadrées en vert.

Bfixéa 10 % A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min
Masse PA 10 0,33 - 20 0,66 - 30 0,99 24
NS Masse PR 10 0,29 - 20 0,59 - 30 0,88 30
| MassePR/MassePA 10 0,42 - 20 0,83 33 30 1,25 17
¢ Masse SA/Masse PR 10 0,15 - 20 0,30 - 30 0,45 -
E Humidité 10 0,35 - 20 0,70 - 30 1,05 22
‘E Masse PA 10 0,33 - 20 0,66 40 30 0,99 20
X Masse PR 10 0,29 - 20 0,59 - 30 0,88 25
% Masse PR/Masse PA 10 0,42 - 20 0,83 26 30 1,25 14
® MasseSA/MassePR 10 0,15 - 20 0,30 - 30 045 -
Humidité 10 0,35 - 20 0,70 37 30 1,05 18
Bfixéa 10 % A% A %/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min
Masse PA 10 0,26 - 20 0,51 - 30 0,77 37
° Masse PR 10 0,16 - 20 0,32 - 30 0,48 -
' MassePR/MassePA 10 0,16 - 20 0,32 - 30 048 -
¢ Masse SA/Masse PR 10 0,19 - 20 0,38 - 30 0,57 -
E Humidité 10 0,98 24 20 1,95 9 30 2,93 6
ﬁ Masse PA 10 0,26 - 20 0,51 - 30 0,77 33
® Masse PR 10 0,16 - 20 0,32 - 30 0,48 -
? Masse PR/Masse PA 10 0,16 - 20 0,32 - 30 0,48 -
8 Masse SA/Masse PR 10 0,19 - 20 0,38 - 30 0,57 -
Humidité 10 0,98 20 20 1,95 7 30 2,93 5
Bfixéa10% A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min A% A%/CV% Rép.min
Masse PA 10 0,45 - 20 0,91 28 30 1,36 15
® Masse PR 10 0,31 - 20 0,61 - 30 0,92 28
L.? Masse PR/Masse PA 10 0,42 - 20 0,84 32 30 1,25 17
° Masse SA/Masse PR 10 0,26 - 20 0,53 - 30 0,79 36
.E Humidité 10 0,96 25 20 1,92 9 30 2,88 6
ﬁ Masse PA 10 0,45 - 20 0,91 22 30 1,36 12
X Masse PR 10 0,31 - 20 0,61 - 30 0,92 22
% Masse PR/Masse PA 10 0,42 - 20 0,84 26 30 1,25 14
8 Masse SA/Masse PR 10 0,26 - 20 0,53 - 30 0,79 30
Humidité 10 0,96 20 20 1,92 7 30 2,88 5

Suite a I'estimation des effectifs minimums détaillée dans le M&M 6, nous constatons que, compte
tenu des variations mesurées, le nombre de répétitions par traitement que nous avons utilisé (8) est
théoriquement insuffisant pour nous garantir d’étre en mesure de relever une différence entre les
modalités de I'ordre de 30 % aux risques a = 10% et B = 10%. Seules les séries 2 et 3 de ces essais
nous offrent suffisamment de puissance pour étre slrs de pourvoir conclure sur les valeurs
relativement homogénes de I'humidité.
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A 'observation des résultats résumés sur la figure 3.28, en se basant sur les valeurs des écarts types,
on constate que, malgré le souci permanent de standardiser les conditions de culture, la méthode a
évolué entre la premiere série et les deux suivantes.
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Série 3

Effet modalité : Evolution de la masse de la partie aérienne (mg)
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Figure 3.28 : (Partie 1) Synthese des données mesurées a I'issue des trois séries d’expérimentation. Les valeurs des moyennes ont été inscrites dans le cadre au dessus
de chague modalité. Le tableau sous les boites a moustaches donne les groupes homogénes formés au moyen d’un test de type ANOVA (ANalysis Of VAriance).
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Série 1 Série 2 Série 3
Effet modalité : Evolution du rapport masse partie racinaire sur masse partie aérienne
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Figure 3.28 : (Partie 2) Synthése des données mesurées a I'issue des trois séries d’expérimentation. Les valeurs des moyennes ont été inscrites dans le cadre au dessus

de chaque modalité. Le tableau sous les boites a moustaches donne les groupes homogenes formés au moyen d’un test de type ANOVA (ANalysis Of VAriance).
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Série 1 Série 2 Série 3
Effet modalité : Evolution de I’humidité massique du sol (%)
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Figure 3.28 : (Partie 3) Synthése des données mesurées a l'issue des trois séries d’expérimentation. Les valeurs des moyennes ont été inscrites dans le cadre au dessus

de chague modalité. Le tableau sous les boites a moustaches donne les groupes homogénes formés au moyen d’un test de type ANOVA (ANalysis Of VAriance).
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Codage des modalités :

Modalité 0 : témoin négatif « eau »

Modalité 1 : simple inoculation P. brassicacearum NFM421
Modalité 2 : simple inoculation E. radicincitans NO9
Modalité 3 : simple inoculation R. alamii YAS34

Modalité 4 : double inoculation NFM421/NO9

Modalité 5 : double inoculation NFM421/YAS34

Modalité 6 : double inoculation NO9/YAS34

Modalité 7 : triple inoculation NFM421/NO9/YAS34

Résumé des effets significatifs dans la premiére série :

La simple inoculation R. alamii YAS34 (modalité 3) stimule significativement la croissance de
la partie aérienne (PA) face au témoin (a =5 ou 10%).

La simple inoculation avec la souche YAS34 (modalité 3) stimule significativement Ia
croissance de la partie racinaire (PR) face au témoin (o = 5%).

La triple inoculation NFM421/NO9/YAS34 (modalité 7) se traduit par un rapport PR/PA
significativement diminué face au témoin (a = 10%). L’allocation du carbone dans les racines
semble légerement diminuée dans ces conditions.

La simple inoculation avec la souche YAS34 (modalité 3) se traduit pas un rapport « sol-
adhérent aux racines/partie racinaire » (SA/PR) significativement diminué en comparaison
avec le témoin (o = 10%).

La simple inoculation avec la souche NFM421 (modalité 1) se traduit par une humidité post-
récolte significativement supérieure au témoin (o = 5 ou 10%).

Effets significatifs dans la deuxieme série :

Aucun effet significatif n’a pu étre observé de la part d’'une modalité en comparaison avec le
témoin.

Effets significatifs dans la troisieme série :

La simple inoculation avec la souche NFM421 (modalité 1) diminue significativement la
masse de la partie aérienne face au témoin (o0 = 10%).

La simple inoculation avec E. radicincitans NO9 et la double inoculation NFM421/NO9
(respectivement modalités 2 et 4) se traduisent par une augmentention significative de la
masse de la partie racinaire en comparaison avec le témoin (a = 10%).

Dans l'inoculation par la souche NO9 et la simple inoculation avec la souche YAS34
(respectivement modalités 2 et 3) I'"humidité post-récolte est significativement inférieure a
celle du témoin (o = 5 ou 10%) ainsi que dans la modalité 5 (double inoculation
NFM421/YAS34) au seuil (a = 10%).

En conclusion, il n'apparait pas d’effet significatif que I'on puisse retrouver dans les trois séries.

L'observation des données d’écart-types et de coefficients de variation (Tableau 3.17) permet de

mettre en évidence une diminution de la variabilité des parametres mesurés et donc d’une
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augmentation de la puissance de I’essai au fil des séries (observable également dans le tableau 3.18).
Il peut paraitre donc plus prudent de discuter des tendances observées dans la troisieme série, bien
que la puissance de I'essai soit insuffisante pour garantir sa capacité a détecter une différence si elle
existe.

Il n’en reste pas moins que la souche YAS34 a un effet significatif et positif sur la croissance du colza
dans la premiere série : la masse moyenne de la partie aérienne de la simple inoculation avec la
souche YAS34 (modalité 3) est de 188 mg ce qui représente prés de 31 % d’augmentation par rapport
au témoin (modalité 0, avec 144 mg) et la masse moyenne de la partie racinaire est de 64 mg ce qui
représente une augmentation de prés de 22 % face au témoin non inoculé (modalité 0, avec 53 mg).

Concernant NO9, les données obtenues sur la troisieme série mettent en évidence une tendance a la
stimulation de la croissance des racines. Cette observation va dans le sens des données présentées
dans la littérature. Il apparait cependant que toutes les modalités contenant NO9 ne réagissent pas
de la méme facon. Les modalités 6 (double inoculation NO9/YAS34) et 7 (triple inoculation
NFM421/NO9/YAS34) bien que légérement supérieures au témoin n’en sont pas significativement
différentes comme si I'ajout de la souche YAS34 (dénominateur commun a ces modalités) perturbait
I’efficacité de NO9. En confrontant ces données avec celles présentées dans le tableau 3.15, nous
pouvons conclure que I'absence d’effet de NO9 sur la modalité 7 (triple inoculation
NFM421/NO9/YAS34) est probablement liée a un déficit de colonisation du rhizoplan. En revanche,
pour la modalité 6 (double inoculation NO9/YAS34), les données de dénombrement ont permis
d’estimer la colonisation racinaire par la souche NO9 & 80 CFU.mg" de racine, du méme ordre de
grandeur que pour la modalité 4 (double inoculation NFM421/NO9) estimée a 12 CFU.mg™. Aucun
n’effet n’ayant pu étre observé, deux hypotheses sont envisageables : la souche YAS34 interagirait
directement ou indirectement sur I'effet rhizostimulateur de la souche NO9 ou tout simplement,
comme nous l'avons vu précédemment, I'essai n’est pas assez puissant pour voir cette différence si
elle existe. Nous reviendrons sur cette hypothese par la suite dans un nouvel essai de co-inoculation
en sol agricole non stérilisé dans lequel nous avons choisi de diminuer les modalités pour augmenter
les effectifs et, ainsi, tenter de gagner en puissance de I’essai.

Dosage des éléments minéraux par ICP-AES

Les souches bactériennes utilisées dans I'inoculum sont connues pour stimuler la croissance des
plantes de deux facons. En marge des effets de stimulation directe de la croissance (production de
phytohormones), une souche PGPR peut agir indirectement notamment en stimulant I'absorption
des micronutriments par la racine ou en mettant a disposition de celle-ci de nouvelles ressources
initialement inaccessibles. L’analyse fine du profil minéral des parties aériennes et racinaires des
échantillons avait pour objectif de mettre en évidence un éventuel effet des bactéries sur
I"absorption par la plante de certains minéraux.

Parmi tous les éléments minéraux dosés, nous avons choisi de ne présenter que les données relatives
au phosphore, un élément limitant pour le développement de la plantule et dont la teneur de notre
sol est faible a trés faible (Cf. annexe 5), et celles relatives au soufre, un élément primordial pour le
métabolisme basal du fait qu’il entre dans la composition des acides aminés (méthionine, cystéine et
leur dérivés), mais aussi dans la composition de molécules de défense des plantes comme les
glucosinolates du colza notamment.
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Matériels et méthodes
Dissolution des échantillons

Les échantillons (broyats racinaires et parties aériennes) ont été dissous dans I'acide nitrique
concentré puis filtrés selon le protocole donné dans le M&M 7. Les dosages ont ensuité été effectués
par Pierre Richaud (LB3M, BIAM, CEA Cadarache).

Mesure de la teneur par ICP-AES

Les valeurs obtenues ont ensuite été converties en concentration finale en pg.mL" selon la méthode
présentée dans le M&M 7.

Mesure de la puissance de I'essai

Seules les valeurs mesurées pour le soufre et le phosphore ont été retenues pour la suite de I'étude.
La mesure de la puissance de I'essai a été effectuée par la méthode présentée dans le M&M 6 avec
les données synthétisées dans le M&M 7.

Résultats

Les teneurs mesurées exprimées en pug.mg" sont présentées dans les figures suivantes sous forme de
boites a moustaches. La valeur de la moyenne a été inscrite dans le cadre au-dessus de la boite a
moustache correspondante.

L'analyse statistique des résultats réalisée par un test ANOVA a deux voies (effet modalité et effet
bloc) met en évidence que la simple inoculation avec R. alamii YAS34 (modalité 3) diminue de facon
significative (a = 5%) la teneur en phosphore de la partie aérienne des plantes de la série 2 avec 2,1
pg.mg” contre 2,4 pg.mg” pour le témoin (Figure 3.29). Cet effet n’a pas été retrouvé dans les
plantules de la série 3. Nous n’avons pas observé de différences significatives concernant le soufre
(Figure 3.29).

La simple inoculation avec E. radicincitans NO9 (modalité 2, série 3) augmente de fagon significative
la teneur en phosphore des racines (7,2 ug.mg" contre 3,5 ug.mg™ pour le témoin, figure 3.30). La
triple inoculation avec NFM421/NO9/YAS34 (modalité 7 de la série 3) augmente de facon
significative (o = 5%) la teneur en soufre des racines (0,5 pg.mg™ contre 0,4 pg.mg™ pour le témoin,
figure 3.30). Cet effet n’est pas retrouvé dans les valeurs de la série 2.

Avec un seuil a fixé a 10%, la simple inoculation R. alamii YAS34 (modalité 3, série 2) et la double
inoculation NFM421/NO9 (modalité 4, série 2) diminuent de fagon significative la teneur en soufre
des racines (avec respectivement 0,19 et 0,18 pg.mL” contre 0,32 pg.mL" pour le témoin, figure
3.30). Dans la troisieme série, la simple inoculation E. radicincitans NO9 (modalité 2) augmente
significativement la teneur en soufre des racines (0,54 pg.mL"* contre 0,44 pg.mL™" dans le témoin,
figure 3.30).
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Codage des modalités :
e Modalité 0 : témoin négatif « eau »

e Modalité 1 : simple inoculation avec P. brassicacearum NFM421

e Modalité 2 : simple inoculation avec E. radicincitans NO9

e Modalité 3 : simple inoculation avec R. alamii YAS34

e Modalité 4 : double inoculation avec NFM421/NO9

e Modalité 5 : double inoculation avec NFM421/YAS34

e Modalité 6 : double inoculation avec NO9/YAS34

e Modalité 7 : triple inoculation avec NFM421/NO9/YAS34

Série 2 Série 3
Teneur normalisée en phosphore exprimée en ug par mg de masse séche de partie aérienne par modalité
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Figure 3.29: Teneur en phosphore et en soufre mesurées par modalité dans la partie
aérienne des échantillons des séries 2 et 3. Les groupes homogénes donnés sont ceux formés par un
test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une erreur a de 5 ou 10 %.
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Série 2

Série 3

Teneurnormalisée en phosphore exprimée en ug par mg de masse séche de partie racinaire par modalité
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Figure 3.30: Teneur en phosphore et en soufre mesurées par modalité dans la partie
racinaire des échantillons des séries 2 et 3. Les groupes homogeénes donnés sont ceux formés par un

test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc

Nous pouvons voir sur figures suivantes l'illustration

) pour une erreur o de 5 ou 10 %.

des conclusions émises lors du calcul

de la puissance de I'essai. Les valeurs mesurées pour les parties aériennes présentent peu
de variations et une bonne homogénéité au niveau des blocs alors que celle mesurées pour

la partie racinaire est trés variable (Figures 3.31 et 3.32).
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Série 2

Série 3

Teneur normalisée en phosphore exprimée en ug par mg de masse séche de partie aérienne parbloc
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Figure 3.31: Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par bloc dans la partie aérienne des

échantillons des séries 2 et 3. Les groupes homogenes donnés sont ceux formés par un test du type
ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une erreur a de 5 ou 10 %.
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Série 2

Série 3

Teneur normalisée en phosphore exprimée en ug par mg de masse séche de partie racinaire par bloc
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Figure 3.32 : Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par bloc dans la partie racinaire

des échantillons des séries 2 et 3. Les groupes homogenes donnés sont ceux formés par un test du
type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une erreur a de 5 ou 10 %.

Comme nous I'avons observé pour I'analyse précédente réalisée sur la masse des parties aériennes,

racinaires et du sol adhérent, malgré un soin particulier apporté aux conditions de culture, il apparait

que les différences entre les séries demeurent importantes et ne permettent pas de dégager de

tendance nette concernant I'effet de I'inoculum sur la la nutrition minérale du colza.

Récapitulatif des effets observés :

e E. radicincitans NO9 augmente significativement la teneur en phosphore (a =5 et 10 %, série
3) et en soufre (a = 10 %, série 3) des parties racinaire des plantes,

e R. alamii YAS34 diminue significativement la teneur en phosphore (a =5 et 10 %, série 2) des
parties aériennes des plantes et diminue significativement la teneur en soufre (a0 = 10 %,

série 2) des parties racinaires des plantes,

e La double inoculation P. brassicacearum NFM421/NO9 diminue significativement la teneur
en soufre (a = 10 %, série 2) des parties racinaires des plantes,

e La triple inoculation NFM421/NO9/YAS34 augmente significativement la teneur en soufre
(a0 =5 et 10 %, série 3) des parties racinaires des plantes.
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Essai de co-inoculation en effectifs augmentés
L’essai a été préparé selon le protocole utilisé dans I’essai précédent (M&M 5).

Dans le but d’augmenter la puissance de I’essai, nous avons choisi d’augmenter les effectifs pour les
conditions que nous avons estimées prioritaires. Le nombre de modalités d’inoculation a été ramené
a deux : la modalité « inoculée » (notée « I ») a recu un inoculum composé en proportions égales
d’une suspension de P. brassicacearum NFM421, E. radicincitans NO9 et de R. alamii YAS34. L’autre
modalité (notée « NI ») est un témoin dans lequel I'inoculum a été remplacé par de I'eau distillée. Cet
inoculum mixte a été préparé avant inoculation des plants, de sorte que chacune des souches
bactériennes le composant soit ajustée a 10® cfu.mL™. Afin de nous placer dans les conditions
d’inoculation les plus proches possibles de celles qui pourraient étre utilisées en conditions réelles de
culture, nous avons choisi d’utiliser des souches bactériennes sauvages non marquées.

Le plan de I'expérience conserve une structure en bloc en raison du fort effet mis en évidence dans
les expériences précédentes. Les 8 blocs se composent chacun de 4 témoins négatifs et de 4
modalités inoculées disposés aléatoirement selon un plan de randomisation imposé par la macro-
instruction Excel précédemment utilisée (Figure 3.33).

1 2 3 4 17 18 19 20 33 34 | 35 36 | 49 50 51 52 Inoc

5 6 7 8 21 22 23 24 37 38 39 | 40 | 53 54 [ 55 56 Ninoc

9 10 11 12 25 26 27 28 41 42 43 44 57 58 59 60

13 14 15 16 29 30 31 32 | 45 | 46 | 47 | 48 61 62 63 64

Figure 3.33 : Plan de répartition des modalités testées au sein des 8 blocs et organisation
dans I'enceinte de culture. Modalités jaunes : inoculées par une suspension des souches NFM421,
NO9 et YAS34 & 10 cfu.mL™ chacun. Modalités grisées : témoins non inoculés.

De méme que pour les essais précédents, une veille quotidienne a été exercée afin de controler
I'arrosage, de réaliser |'éclaircissement des semis et de supprimer les plantules adventices. La
structure chronologique de cet essai est présentée sur la figure 3.34.

Semi et Irrigation
18" inoculation Coic-Lesaint 0,5X Fin irrigation
), )5 J3s

A 4

J1s )3 J36
28me Augmentation Récolte
inoculation irrigation

Figure 3.34 : Chronologie de I'essai graduée en jours depuis la premiére inoculation (Jo).
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L’éclaircissement a pris fin au 15" jour de culture, au matin de la deuxieme inoculation.

A l'issue de I'essai, quatre pots (pots n°1, 9, 29 et 41) ont été maintenus sans plantule, deux pour
chaque modalité. Une partie du sol de ces modalités sera ultérieurement utilisée en qualité de sol
nu, inoculé et non inoculé. lls seront considérés comme témoins de référence lors de I'analyse du
microbiote des différentes fractions par metabarcoding du gene ADNr 16S. De la méme fagon, les
racines et le sol des pots n°23, 30, 42, 48, 49 et 60 ont été retenus pour étre utilisés pour le suivi de
I'inoculum en qualité d’échantillon de sol adhérent, de rhizoplan et de sol non rhizosphérique. Ces
observations sont résumées dans la figure 3.35.

2 3 Inoc
5 6 7 Ninoc
S
Q\%\ 10 11
13 14 15

Figure 3.35 : Plan de répartition des modalités testées par pyroséquencage au sein des blocs
et organisation géographique dans I'enceinte de culture. Les modalités encadrées de rouge ont été
maintenues sans plantule pour établir le profil microbiologique d’un sol nu, celles en bleu pour les
profils « sol adhérent », « rhizoplan » et « sol non rhizosphérique ».

Mesure de la puissance de I'essai

Ces échantillons étant réservés pour des analyses complémentaires, les effectifs finaux de cet essai
ont donc été modifiés et légerement diminués différemment selon le parametre mesuré. L’'inventaire
de ces effectifs est donné dans le tableau 3.19.

Tableau 3.19: Effectifs maximaux par parameétre agronomique d’intérét mesuré, une fois
exclus les échantillons réservés a I'expérimentation visant a déterminer le profil microbiologique des
échantillons par pyroséquencage.

Parameétre agronomique mesuré Effectif maximal par modalité
Masse partie aérienne (PA) 30 plantules
Masse partie racinaire (PR) 27 plantules
Ratio de masse PR/ PA 27 plantules
Ratio de masse SA/ PR 27 plantules

29 et 30 échantillons

Humidité du sol i
(donnée manquante pour n°32)

Comme pour les autres essais, la puissance de discrimination de notre dispositif a été estimée selon
la méthode de Philippeau (1984).

Nous nous sommes fixés comme objectif de pouvoir trancher sur les résultats avec un risque de
premiére espéce « a » (risque de conclure a une différence qui n’existe pas) compris entre 5 et 10 %,
un risque de deuxiéme espéece « B » (risque de ne pas déceler une différence qui existe) fixé a 10 % et
une différence entre traitements « A » (différence vraie) d’environ 30 %.
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La puissance de I'essai a été calculée selon la méthode précédemment décrite (M&M 6) a partir des
données résumées dans le tableau 3.20.

Tableau 3.20: Calcul du coefficient de variation des données de |'essai par parameétre
agronomique d’intérét mesuré. (écart-type « s », moyenne « X », coefficient de variation « CV »).

X S CV%
\g Masse PA (mg) 98,93 30,20 30,52
2
£ Masse PR (mg) 41,69 22,05 52,89
% Ratio de masse PR/PA 0,40 0,13 31,59
E Ratio de masse SA/PR 91,17 27,76 30,44
& Humidité (%) 10,58 1,58 14,90

En reportant les valeurs de CV calculées dans le tableau 3.20 sur les abaques présentés
précédemment, nous pouvons estimer le nombre minimal de répétitions permettant de mettre en
évidence un résultat significatif, s’il existe, dans les conditions que nous nous sommes fixées (Tableau
3.21).

Tableau 3.21: Détermination de I'effectif minimal significatif calculé en tenant compte des
coefficients de variation de I'essai pour un a de 5 et 10 %, un B fixé a 10 % et un A allant de 10 a 30
%. Les signes « - » désignent un effectif supérieur a 40 qui dépasse le pouvoir de prédiction de

I'abaque.
B fixé a 10 % A% A %/CV %Rép. Min. A% A%/CV%Rép. Min. A% A %/CV % Rép. Min.
Masse PA 10 0,33 - 20 0,66 - 30 0,98 23
* Masse PR 10 0,19 - 20 0,38 - 30 0,57 -
Y Ratio de masse PR/PA 10 0,32 - 20 0,63 - 30 0,95 25
S Ratio de masse SA/PR 10 0,33 - 20 0,66 - 30 0,99 23
Humidité 10 0,67 - 20 1,34 15 30 2,01 8
Masse PA 10 0,33 - 20 0,66 40 30 0,98 18
X Masse PR 10 0,19 - 20 0,38 - 30 0,57 -
% Ratio de masse PR/PA 10 0,32 - 20 0,63 - 30 0,95 21
8 Ratio de masse SA/PR 10 0,33 - 20 0,66 40 30 0,99 19
Humidité 10 0,67 40 20 1,34 11 30 2,01 6

Ces chiffres mettent en évidence que, pour pouvoir trancher sur les données de cet essai et, compte
tenu de nos effectifs se situant entre 27 et 30 par traitement (Tableau 3.19), nous pourrons conclure
sur les résultats de « masse de la partie aérienne », les rapports « masse partie racinaire sur masse
partie aérienne » et « masse sol adhérent sur masse partie racinaire » avec les parameétres suivants :
a=5%,B=10% et A=30% (effectif maximum requis : 25).

Il semble qu’a ce stade, la puissance de notre essai est suffisante pour tous les parametres mesurés a
I’exeption des masses racinaires. Il s’agit 1a d’un résultat décevant car, en confrontant ces résultats a
ceux obtenus lors des précédents essais, on constate une diminution de la puissance de cet essai
pour le parameétre « masse racinaire » (Tableau 3.22).
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Tableau 3.22 : Détermination de I'effectif minimal significatif calculé pour chacun des 4
essais en tenant compte des coefficients de variation de I'essai pour un a de 5%, un B fixé a 10 % et
un A de 30%. Les signes « - » désignent un effectif supérieur a 40 qui dépasse le pouvoir de
prédiction de I'abaque.

A=30%
B fixe=10% Série 1 Série 2 Série 3  Essai final
Masse PA 24 37 15 23
X Masse PR 30 - 28 -
"I Ratio de masse PR/PA 17 - 17 25
S Ratio de masse SA/PR : . 36 23
Humidité 22 6 6 8

Résultats

Les données obtenues pour les paramétres « masse PA », « masse PR », « ratio PR/PA », « ratio
SA/PR » et « humidité massique du sol » ont été comparées au moyen du logiciel de traitement
statistique des données « Statgraphics® Centurion XVI » (Statpoint Technologies, Inc, USA, 2009) par
un test ANOVA a deux voies intégrant le facteur « modalité d’inoculation » et le facteur « bloc »
comme composantes principales de la variation observée. Ce test, réputé « robuste », permet de
traiter des données ne suivant pas exactement une Loi Normale. En revanche, la normalité de la
distribution des résidus formés par le test a été vérifiée chaque fois pour garantir la validité des
résultats présentés.

Les données ont été représentées sous forme de boite a moustaches selon le facteur « inoculation »
et « bloc » suivi des groupes statistiquement homogénes formés par le test ANOVA.

Etude de I’humidité massique du sol

Ce parametre est difficile a appréhender en raison des nombreux facteurs externes pouvant
I'influencer.

Il est tout d’abord fortement influencé par la qualité du dispositif expérimental : 'homogénéité de
I'arrosage et des conditions de ventilation au niveau de I'enceinte de culture peuvent fortement
impacter 'humidité des cultures. Nous supposons que cet effet est constant dans le temps et nous
avons tenté de nous en affranchir en structurant I'essai en 8 blocs répartis dans les deux axes du
plan. En outre, ce parametre peut étre influencé aussi par I'expérimentation. Le dépouillement de
I’essai représente environ 8 heures de travail au cours desquelles I'humidité peut varier (décroitre),
et ce, en dépit de toutes les précautions prises. Afin de limiter les variations, chaque bloc a été traité
dans son intégralité, les autres blocs étant conservés hermétiquement a basse température pour
limiter I’évaporation.
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A Humidité massique du sol (%) par modalité B Humidité massique du sol (%) par bloc
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Figure 3.36 : Représentation graphique de I'humidité massique du sol. A: évolution de
I’humidité en % en fonction de la condition d’inoculation | : inoculé par les souches NFM421, NO9 et
YAS34, NI : non inoculé. B : évolution de I'humidité en % en fonction du bloc. Les encoches sur les
boites a moustaches désignent I'intervalle de confiance. C et D : groupes homogénes formés pas le
test ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un risque de premiéere espéce
a=5%.

L'inoculation par les trois souches NFM421/NO9/YAS34 augmente de fagon significative (a = 5 %)
I’humidité du sol dans lequel le colza a été cultivé pendant 36 jours. L’humidité moyenne mesurée
dans le témoin est de 10 %, celle mesurée dans la modalité inoculée 11 %(Figure 3.36).

Etude de la partie aérienne (masse PA)

L'analyse statistique des résultats montre que la triple inoculation n’a aucun effet significatif sur la
masse de la partie aérienne apres 36 jours de culture (Figure 3.37). En revanche, il est a souligner que
les améliorations apportées au protocole de I'essai semblent avoir porté leurs fruits, non pas sur le
coefficient de variation, mais sur I'effet bloc qui disparait pour ce parametre précis en dépit des blocs
4 et 8 présentant un fort coefficient de variation. L’essai semble donc plus homogéne du point de vue
des conditions de cultures pour ce parametre. Afin de vérifier que I'effet relevé pour les blocs 4 et 8
n‘impacte pas les résultats, une analyse de I'effet bloc a été réalisée en Annexe 7. Aucun effet
reproductible n’a pu étre mis en évidence.

A Masse partie aérienne (mg) par modalité B Masse partie aérienne (mg) par bloc
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Figure 3.37 : Représentation graphique des masses des parties aériennes. A : évolution de la
masse en milligrammes de la partie aérienne des plantules en fonction de la condition d’inoculation
| : inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et YAS34, NI : non inoculé. B : évolution de la masse de
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la partie aérienne des plantules en fonction du bloc (mg) ; C et D : groupes homogenes formés par le
test ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un risque de premiéere espéce
a=5%.

Etude de la masse de la partie racinaire (masse PR)

L'analyse statistique des résultats montre que la triple inoculation n’a aucun effet significatif sur la
masse de racines apres 36 jours de culture (Figure 3.38).

Masse partie racinaire (mg) par modalité B Masse partie racinaire (mg) par bloc
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Figure 3.38 : Représentation graphique des masses des parties racinaires. A : évolution de la
masse en milligrammes de la partie racinaire des plantules en fonction de la condition d’inoculation |
: inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et YAS34, NI : non inoculé. B : évolution de la masse des
racines des plantules en fonction du bloc (mg). C et D : groupes homogénes formés pas le test
ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un risque de premiere espece a =
5 %.

Etude du rapport de la masse de la partie racinaire sur la masse de la partie aérienne (ratio de masse
PR/PA)

Le test ANOVA réalisé sur ce jeu de données met en évidence deux groupes homogenes
significativement différents pour un risque de premiére espéce fixé a 5 %. L'inoculation diminue le
rapport « masse partie racinaire sur la masse de la partie aérienne » de 16,7 % (Figure 3.39). Ce
résultat mis en regard du précédent concernant I'effet de la triple inoculation sur la baisse non
significative de la « masse racinaire » permet de conclure que cet effet sur le ratio « masse
racinaire/masse partie aerienne » s’explique essentiellement par une plus faible croissance racinaire
en présence de I'inoculum.
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A Rapport de masse partie racinaire sur partie aérienne par modalité B Rapport de masse partie racinaire sur partie aérienne par bloc
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Figure 3.39: Représentation graphique du rapport de masse des parties racinaires sur
aériennes. A : évolution du rapport de la masse racinaire sur la masse de la partie aérienne en
fonction de la condition d’inoculation |: inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et YAS34, NI :
non inoculé. B : évolution du ratio « masse racinaire sur masse aérienne » en fonction du bloc (mg). C
et D: groupes homogénes formés pas le test ANOVA et indices de significativité des différences
observées pour un risque de premiére espéce a =5 %.

Etude sur rapport de la masse de sol adhérent sur la masse racinaire (masse SA/PR)

Méme si nous pouvons noter une légére augmentation du « ratio de sol adhérent/masse de racines »
aprées inoculation avec le mélange des trois souches avec une moyenne de 94 pour la condition
inoculée contre 88 pour le témoin, la différence observée n’est pas significative ni au seuil o =5 % ni
o =10 % (Figure 3.40).
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Figure 3.40 : Représentation graphique du rapport de la masse de sol adhérent sur la masse
de la partie racinaire. A : évolution du rapport de la « masse de sol adhérent sur la masse de la partie
racinaire » en fonction de la condition d’inoculation | : inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et
YAS34, NI : non inoculé. B : évolution de la masse de sol adhérent sur la masse de la partie racinaire
en fonction du bloc. C et D: groupes homogénes formés pas le test ANOVA et indices de
significativité des différences observées pour un risque de premiére espece a =5 %.
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Dosage du phosphore et du soufre dans les échantillons par ICPAES
Matériels et méthodes
Dissolution des échantillons

Les échantillons ont été traités de la facon décrite précédemment dans le M&M 7. Les dosages ont
ensuité été réalisés par Pierre Richaud (LB3M, BIAM, CEA Cadarache).

Mesure de la teneur par ICP-AES

Les valeurs obtenues ont ensuite été converties en concentration finale en pg.mL" selon la méthode
présentée dans le M&M 7.

Mesure de la puissance de I'essai

La mesure de la puissance de I'essai a été effectuée par la méthode présentée dans le M&M 6 avec
les données synthétisées dans le M&M 7.

De la méme fagon que précédemment, le calcul de la puissance de I'essai est un préalable au
traitement des données relevées. Les effectifs sont de 30 échantillons pour les parties aériennes et
de 27 échantillons pour les parties racinaires (tableau 3.23).

Tableau 3.23 : Détermination de I'effectif minimal significatif calculé en tenant compte des
coefficients de variation de I'essai pour un a de 5%, un B fixé a 10% et un A a 30%. Les signes « - »
désignent un effectif supérieur a 40 qui dépasse le pouvoir de prédiction de I'abaque.

Bfixéal0o% x s CV% A% A%/CV % Rép. min
Aluminium (Al) 0,1267 0,2023 159,7 30 0,19 -
Bore (B) 0,0120 0,0107 89,5 30 0,34 -
Calcium (Ca) 14,8218 4,1991 28,3 30 1,06 22
§ Cadmium (Cd) 0,0005 0,0010 192,1 30 0,16 -
ItIS Cuivre (Cu) 0,0032 0,0042 130,4 30 0,23 -
) Fer (Fe) 0,1448 0,2119 146,4 30 0,20 -
g Potassium (K) 28,4550 13,6865 48,1 30 0,62 -
Z§ Magnésium (Mg) 3,2706 0,6204 19,0 30 1,58 11
2 Manganese (Mn) 0,0642 0,0182 28,3 30 1,06 21
S Sodium (Na) 3,3365 1,5534 466 30 0,64 -

Phosphore (P) 1,9089 0,4680 24,5 30 1,22 17

Soufre (S) 2,6307 0,7169 27,3 30 1,10 20

Zinc (Zn) 0,0342 0,0095 27,7 30 1,08 21

Aluminium (Al) 1,7662 0,8794 49,8 30 0,60 -
° Calcium (Ca) 73,0301 21,9947 30,1 30 1,00 23
L|? Cuivre (Cu) 0,0050 0,0069 136,5 30 0,22 -
tli Fer (Fe) 2,0381 1,1353 55,7 30 0,54 -
£ Magnésium (Mg) 1,2971 0,7943 61,2 30 0,49 -
g Manganése (Mn)  0,0774 0,0384 49,6 30 0,61 -
g Sodium (Na) 8,9626 10,6715 119,1 30 0,25 -
E Phosphore (P) 2,1889 1,9003 86,8 30 0,35 -
8 Soufre (S) 0,7158 0,1855 25,9 30 1,16 18

Zinc (Zn) 0,0111 0,0072 64,4 30 0,47 -
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Résultats

De méme que précédemment, nous ne présentons que les données mesurées pour le phosphore et
le soufre. Le calcul de la puissance de I'essai nous indique qu’il sera possible de conclure sur les
dosages du phosphore et du soufre dans les parties aériennes, mais seulement pour celui du soufre
pour les parties racinaires (tableau 3.23).

Les teneurs mesurées exprimées en pg.mg” sont présentées dans la figure 3.41 sous forme de boites
a moustaches. La valeur de la moyenne a été inscrite dans le cadre au-dessus de la boite a
moustache correspondante.
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Figure 3.41: Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par modalité dans les parties
aériennes et racinaires des échantillons. Les groupes homogénes donnés sont ceux formés par un
test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une erreur a de 5 ou 10 %.

Il apparait que I'inoculation, bien que présente au sein du rhizoplan, n’a pas eu d’influence sur la
teneur en phosphore et en soufre au sein des tissus étudiés (Figure 3.41).

Dans l'expérience précédente, la modalité triple inoculation (NFM421/NO9/YAS34) augmentait
significativement la teneur en soufre des racines pour la série 3 a un seuil a = 10 %. Dans cet essai, la
puissance est suffisante pour conclure mais aucun effet significatif n’a pu étre mesuré.

3.2.2 Suivi de I'inoculum par métabarcoding du géne ADNr 16S

Hypothése de travail

L’échantillonnage prévu pour cette expérience a été réalisé parmi les échantillons collectés lors de
I’essai final. Dans I'optique de proposer un produit compatible avec une utilisation commerciale, cet
essai a été réalisé avec des souches sauvages non marquées.

Afin de suivre I’évolution de I'inoculum (mélange de trois souches) au sein de la rhizosphére et son
impact sur les populations endémiques, les échantillons ont été analysés par pyroséquencgage de
I’ADNr 16S (métabarcoding de I’ADNr 16S).

L'analyse de la séquence de 'ADNr 16S bactérien permet d’identifier une souche au niveau de
I’espéce ou du genre en fonction des espéces bactériennes. Le fait de le séquencer permet de décrire
en profondeur la diversité du microbiote d’un échantillon (au-dela des cultivables).

Pour cela, quatre compartiments ont été définis. Le premier « sol non rhizosphérique » se compose
de sol prélevé dans les pots une fois la plantule et son sol adhérent retirés. Le deuxieme
compartiment dit « racinaire » est formé a partir du broyat des racines débarrassées de leur sol
adhérent. Le troisieme compartiment « sol adhérant aux racines» représente la fraction de sol retenu
par les racines et récolté par lavage de celles-ci. Enfin le quatrieme compartiment « sol nu » est
obtenu a partir de pots maintenus sans aucune plantule mais traités et entretenus exactement de la
méme fagon que les autres pots (Figure 3.42)
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Figure 3.42 : Schéma récapitulant le mode d’obtention des échantillons des 4 compartiments
analysés par metabarcoding du 16S (ou pyroséquencgage).

Les trois souches composant I'inoculum bactérien appartiennent au phylum de protéobactéries et
aux classes des alpha et gammaprotéobactéries (Tableau 3.24).

Tableau 3.24 : Taxonomie résumée des souches candidates de I'étude

Pseudomonas Enterobacter Rhizobium
brassicacearum radicincitans alamii

Super régne Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria Alphaproteobacteria
Ordre Pseudomonales Enterobacteriales Rhizobiales
Famille Pseudomonaceae Enterobacteriaceae Rhizobiaceae
Genre Pseudomonas Enterobacter Rhizobium

Selon la profondeur d’analyse des résultats du pyroséquencage, on peut structurer les résultats
depuis le phylum jusqu’a I'espece dans certains cas. Dans les analyses de données de métabarcoding
du 16S, on utilise le terme d'OTU (Operational Taxonomic Unit) plutdt qu’espéce. En accord avec la
littérature, nous avons défini nos OTUs avec un seuil de 97% d'homologie. Cela signifie que les
séquences d'ADNr 16S regroupées dans un OTU ont au moins 97% d'homologie entre elles.

La représentation graphique suivante permet de suivre I'évolution des proportions des différentes
classes de protéobactéries au sein des compartiments étudiés.
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Figure 3.43: Représentation schématique de la diversité du microbiote des échantillons
prélevés avec ou sans inoculation par les souches NFM421, NO9 et YAS34. Chaque couleur
représente une classe bactérienne distincte, I'aire de la couleur est fonction de son abondance au
sein de I’échantillon. Détail des données en Annexe 8.

Ces résultats suggérent que la présence de I'inoculum (mélange des 3 souches) semble peu affecter
la structure microbienne des compartiments «sol nu», «sol non-rhizosphérique » et « sol
adhérent ». En revanche, la diversité du microbiote en interaction étroite avec les racines semble
répondre a la présence de I'inoculum. Les proportions des OTUs appartenant aux classes des alpha-,
béta- et gammaprotéobactéries semblent augmentées dans les traitements ayant été inoculés
(Figure 3.43). L'ensemble des OTUs appartenant aux trois genres ciblés (Pseudomonas, Enterobacter
et Rhizobium) ont été regroupés pour en évaluer la fréquence.

Tableau 3.25: Variation des proportions des OTUs appartenant aux genres auxquels
appartiennent les souches inoculées, selon le compartiment et la condition d’inoculation (mélange
des souches NFM421, NO9 et YAS34).

Nombre total Proportions par compartiment
de sequen'ces Sol nu . Sol m’)n. Sol adhérent Racine
et proportion rhizosphérique
globale NI | NI | NI | NI |
Pseudomonas sp. 176 -0,2% 0,0% 0,1% 0,0 % 0,0 % 0,0% 0,0 %
Enterobacter sp. 21-0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,1% 0,1% 0,0 %
Rhizobium sp. 92-0,1% 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,1%

La proportion des genres auxquels appartiennent les souches de I'inoculum est augmentée par cet
inoculum au niveau des racines et pour les genres Pseudomonas (1,1 vs. 0,2 %) et Rhizobium (0,4 vs.
0,2 %) (Tableau 3.25). Il apparait donc que l'inoculation n’a pas eu d’impact au-dela du systeme
racinaire. Cette observation est confirmée par la recherche des séquences d’ADNr 16S des souches
candidates dans chaque compartiment.
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Si I'inoculum n’a pas eu d’impact sur la rhizosphére (sol adhérant aux racines) et au dela, il apparait
clairement que les souches P. brassicacearum NFM421 et R. alamii YAS34 ont colonisé les racines de
colza (Tableau 3.26) et représentent jusqu’a 1 % du microbiote présent sur le rhizoplan dans le cas
des Pseudomonas (Tableau 3.25). L’augmentation des proportions des classes des alpha, beta et
gammaprotéobactéries (Figure 3.43) pourrait étre associé a la présence, méme de fagon transitoire,
de I'inoculum.

Tableau 3.26: Nombre de séquences d’ADNr 16S identifiées par pyroséquengage par
échantillon et par compartiment. Les signes « - » correspondent a une absence de séquence au sein
de I'échantillon.

Sol nu Sol adhérent
Inoculé Non inoculé Inoculé Noninoculé
Ech.1 Ech.2 Ech.3 Ech.4 Ech.5 Ech.6 Ech.7 Ech.8 Ech.9 Ech. 10 Ech. 11 Ech. 12
i Total 4741 3770 3628 3902 4091 3988 5032 4485 4870 6534 4808 5669
§ P.brassicacearum - 1 8 - - - - - 3 - 1 -
> E.radicincitans - - - - - - - - - - - -
& Ralamii - 1 5 2 8 5 5 4 7 2 8 9
Racine Sol non-rhizosphérique
Inoculé Non inoculé Inoculé Noninoculé
Ech. 13 Ech. 14 Ech. 15 Ech. 16 Ech. 17 Ech. 18 Ech. 19 Ech. 20 Ech. 21 Ech. 22 Ech. 23 Ech. 24
P Total 6915 2980 2778 3357 2421 2721 4249 4027 4432 3219 4192 4723
§ P.brassicacearum 66 1 50 - 7 6 - - 2 - - -
> E.radicincitans - - 1 - 2 4 5 3 - - - -
& Ralamii 90 35 39 3 u 17 3 - 6 4 6 2

Une analyse plus fine des données de pyroséquencage pourrait permettre d’identifier d’éventuelles
synergies ou antagonismes entre I'inoculum et le microbiote du sol. De maniéere générale, les écarts
constatés, lorsqu’ils existent, sont au minimum de 0,1 %. Il s’agit donc la probablement de notre
limite de détection. Nous avons donc choisi de ne présenter que les résultats présentant une
variation d’abondance supérieure a 0,5%.

Selon le compartiment, la diversité du microbiote du sol varie. Les résultats ne démontrent pas
d’effet d’antagonisme de fagon générale a I'exception du compartiment racinaire. Ici, une espece
apparait comme fortement impactée par la présence de I'inoculum (mélange de trois souches) : en
son absence, les séquences correspondantes a I'espece Rhodococcus sp. représentent 4,7 % des
séquences détectées sur la racine, alors qu’en présence de I'inoculum, aucune séquence de cette
espece n'a pu étre détectée. Ce résultat n’est observé que sur le rhizoplan, car la présence de
Rhodococcus sp. ne dépasse pas le seuil de détection dans les autres compartiments (Tableau 3.27).

Tableau 3.27 : Pourcentage total de séquences appartenant a I'espece Rhodococcus sp. selon

le compartiment observé.

Sol noninoculé  Solinoculé

Sol nu 0,00% 0,10%
Sol non rhizosphérique 0,00% 0,00%
Sol adhérent 0,00% 0,00%
Rhizoplan 4,70% 0,00%
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Ce résultat suggére que Rhodococcus sp. est exclusivement présent sur le rhizoplan du colza et que,
directement ou indirectement, l'inoculum est responsable de sa quasi disparition (fréquence
inférieure au seuil de détection).

Appartenant au genre des Actinomycetales, le genre Rhodococcus est majoritairement étudié au
travers de Rhodococcus equi, un microorganisme pathogene pulmonaire du bétail et essentiellement
du poulain (Vazquez-Boland et al., 2013), et qui, dans de rares cas, semble pouvoir affecter ’'Homme
en causant une pneumonie (Herath et al, 2013). Le genre Rhodococcus est aussi étudié en
biotechnologie avec Rhodococcus erythropolis pour la richesse de son systeme enzymatique capable
de métaboliser une grande variété de composés d’intéréts industriels (pharmaceutiques, chimiques,
alimentaires etc.) (de Carvalho et da Fonseca, 2005). Au sein du régne végétal, 'organisme le plus
décrit est Rhodococcus fascians. 1l s’agit de la seule souche phytopathogéne appartenant au genre
Rhodococcus actuellement connue (Stes et al., 2011). Elle peut causer des symptomes de galle
principalement sur la pomme de terre (Stes et al., 2013), mais aussi sur de nombreux hotes (Goethals
et al., 2001) dont A. thaliana (Goethals et al., 2001). Il n’existe aucune donnée sur le colza.

De fagon générale, on assiste a des effets de synergie ou d’antagonisme relatifs. Les figures suivantes
résument selon le compartiment les variations dans les proportions observées supérieures au seuil
de 0,5%.

Une premiere lecture des phylums-genres témoigne des variations spécifiques de chaque
compartiment étayant notre choix de compartimentation (Figures 3.44 a 3.47).

Le compartiment « sol nu » présente trés peu de variations en réponse a l'inoculation. Elles sont
essentiellement liées au phylum Actinobacteria qui présente une augmentation globale de 2 % de la
part des Actinomycetales sans pouvoir dégager de genre précis.

De facon analogue, le sol non rhizosphérique présente lui aussi une augmentation de 2,7 % du
phylum Actinobacteria qui semble provenir essentiellement de variations dans les populations
appartenant a I'ordre des Actinomycetales et des Gaiellales.

Le compartiment « sol adhérent » varie lui aussi avec une fréquence plus élevée du phylum
Actinobacteria (+ 4 %) par I'augmentation de plus de 5 % des représentants de la famille des
Micrococcaceae. En outre, la classe des Alphaproteobacteria est diminuée de 2 % liée a la
diminuation des Rhizobiales et ce, en dépit de I'inoculation contenant une souche de Rhizobium.

Enfin le compartiment le plus affecté par I'inoculation est le compartiment racinaire. On observe ici,
a I'inverse de tous les autres compartiments, une baisse de pres de 30 % des membres appartenant
au phylum Actinobacteria (- 26 %) et majoritairement des familles des Streptomycetaceae (- 13 %) et
des Nocardiaceae essentiellement du genre Rhodococcus (- 5 %). A linverse, on note une
augmentation de presque autant (+ 26 %) du phylum Proteobacteria. La classe des
Alphaproteobacteria augmente de 7,5 % et plus particulierement I'ordre des Rhizobiales (+ 5 %), la
classe des Betaproteobacteria augmente de 6 % et plus particulierement I'ordre des Burkhoderiales
(+ 6 %) et enfin la classe des Gammaproteobacteria augmente de + 12 %) et plus particulierement
I'ordre des Xanthomonadales (+ 11 %) et plus précisément le genre Stenotrophomonas (+ 10 %). On
observe une faible augmentation du phylum Bacteroidetes (+ 3 %) essentiellement liée au genre
Chitinophaga (+ 3 %).
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Phylum [ Classe I |I Ordre I I Famille I Genre

Actinobacteria (+1,70%) I—I Actinomycetales (+2,00%) |—| Micrococcaceae (+0,90%) Inconnu (+0,60%)

I Gaiellales (-0,70%) | { Gaiellaceae (-0,80%) | I Inconnu (-0,80%) |

Bacteria Acidobacteria (-1,10%)

Actinobacteria (+1,70%)

Thermoleophilia

Solirubrobacterales (+0,60%) |

Saprospirae (+0,60%) |—| Saprospirales (+0,60%) |—| Chitinophagaceae (+0,60%)

[
I
. .
Chloroflexi (-1,10%) } { Ellin 6529 (-0,70%) } Inconnu (-0,70%) Inconnu (-0,70%) Inconnu (-0,70%)

. ] ——
Gemmatimonadetes Gemm-1 (-0,50%) Inconnu (-0,50%) Inconnu (-0,50%) Inconnu (-0,50%)

Planctomycetes (-0,5%) |

1 Proteobacteria (+0,8%) Alphaproteobacteria l—' Rhizobiales (+0,70%) |—| Hyphomicrobiaceae (+0,60%) |

Betaproteobacteria (+0,60%) |

Bacteroidetes

Figure 3.44 : Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment sol nu

Phylum Classe Ordre I [ Famille I { Genre

Bacteria Acidobacteria (-2,00%) |—| Chloracidobacteria (-1,40%) RB41 (- 1,20%) { Inconnu (- 1,00%) } Inconnu (-1,00%)

Actinobacteria (+2,70%) Actinobacteria (+1,70%) l—l Actinomycetales (+1,30%) }i Mycobacteriaceae (-0,50%) |—| Mycobacterium (-0,50%) |
[

Propionibacteriaceae (+0,50%)
Rubrobacteria (-1,00%) |—| Rubrobacteriales (-1,00%) Rubrobacteraceae (-1,00%) l——' Rubrobacter (-0,80%) |
Thermoleophilia (+2,10%) I I Gaiellales (-2,40%) } | Gaiellaceae (+2,30%) I I Inconnu (+2,30%) |

Bacteroidetes (-0,50%)

Chloroflexi (+1,10%) |

Proteobacteria (-1,00%) '—' Alphaproteobacteria (-0,80%)

Rhizobiales I Bradyrhizobiaceae (+0,50%) |

Rhodospirillales (+0,50%)
Sphingomonadales (-1,30%) |—| Sphingomonadaceae (-1,10%) Inconnu (-0,90%)

Figure 3.45 : Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment sol non rhizosphérique
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Phylum Classe Ordre Famille Genre

Acidobacteria (-0,80%) |—| Acidobacteria-6 (-0,50%) |

Actinobacteria (+4,10%) Actinobacteria (+4,20%) |—| Actinomycetales (+4,40%) Micrococcaceae (+5,40%)

Bacteria

Autre (+1,40%)
Inconnu (+3,60%)

Propionibacteriaceae (-1,30%) |—| Microlunatus (-1,00%) |

Thermoleophilia (+0,70%) Solirubrobacterales (+0,60%) |
I Cytophagia (-0,70%) |——| Cytophagales (-0,70%) I——| Cytophagaceae (-0,60%)

Bacteroidetes

" ”
Proteobacteria { Alphaproteobacteria (-2,20%) l Autre Autre (-0,60%) Autre (-0,60%)

Inconnu (-0,60%)

Autre (-0,50%)

Rhizobiales (-0,70%) Autre (-0,50%)

Hyphomicrobiaceae (-0,50%) |

Betaproteobacteria (-0,70%) |—| Burkholderiales (-0,50%) |

Figure 3.46 : Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment sol adhérent
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Autre (-1,50%) |
Actinosynnemataceae (-1,80%) Autre (-1,50%)

Micromonosporaceae (-1,00%) |

Nocardiaceae (-4,30%) |—| Rhodococcus (-4,70%) |
Autre (-0,50%)

Nocardioides (-0,60%) |

Actinobacteria (-27,90%) Actinobacteria (-26,30%) |—| Actinomycetales (-26,40%) Autre (-1,50%)

Nocardioidaceae (-1,00%)

Promicromonosporaceae (-1,40%) |—| Promicromonospora (-1,30%) |

Autre (-7,60%)

Streptomyces (-5,40%) |

Streptomycetaceae (-13,30%)

Thermoleophilia (-1,60%) I I Gaiellales (-0,80%) H { Gaiellaceae (-0,80%) E i Inconnu (-0,80%)
’\‘ Solirubrobacterales (-0,80%) |—|M { Inconnu (-0,50%)
Bacteroidetes (+3,20%) Sphingobacteriia (+0,60%) I——| Sphingobacteriales (+0,60%) I——l Sphingobacteriaceae (+0,60%) |
Saprospirae (+2,30%) Saprospirales (+2,30%) |—| Chitinophagaceae (+2,20%) |—| Chitinophaga (+2,60%) |
1 Firmicutes (-2,00%) I [ Bacilli (-2,00%) [ Bacillales (-2,00%) } I Bacillaceae (-1,20%) } Bacillus (-1,30%) |
\ Paenibacillaceae (-0,60%) |—| Paenibacillus (-0,50%) |
Autres (+0,50%) { Autres (+0,50%) |
Caulobacterales (+1,70%) l—l Caulobacteraceae (+1,70%) |—| Phenylobacterium (+0,60%) |
{ Autres (+1,90%)
Hyphomicrobiaceae
Phyllobacteriaceae (+0,70%)

Agrobacterium (+1,50%) I

|

1 Proteobacteria (+26,30%) Alphaproteobacteria (+7,50%) Autres (+0,50%)

Rhizobiales (+5,10%)

Autres (+1,90%)

Rhizobiaceae (+2,60%)

Betaproteobacteria (+6,10%) }—' Burkholderiales (+5,70%) ‘|—| Comamonadaceae (+5,80%)

Autres (+1,60%)

Methylibium (+0,80%) |

Variovorax (+2,60%) |

Gammaproteobacteria (+12,10%) Pseudomonadales (+0,90%) |——| Pseudomonadaceae (+0,90%) I—' Pseudomonas (+0,90%) |

Xanthomonadales (+11,20%) |—| Xanthomonadaceae (+11,50%)

Autres (+0,60%)

Lysobacter (+0,80%) |

Stenotrophomonas (+9,90%) |

Figure 3.47 : Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment racinaire
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En résumé:
Compartiment sol nu :

e Variations faibles, essentiellement liées a I'ordre des Actinomycetales.
Compartiment sol non-rhizosphérique :

e Variations essentiellement liées a I'ordre des Actinomycetales et des Gaiellales.
Compartiment sol adhérent :

e Augmentation de la famille des Micrococcaceae et faible diminution de l'ordre des
Rhizobiales.

Compartiment racinaire :
e Disparition du genre Rhodococcus.
e Diminution importante de la famille des Streptomycetaceae.

Les membres de la famille des Streptomycetaceae et, plus particulierement, les membres du genre
Streptomyces ont longtemps été étudiés pour leur capacité a produire des antibiotiques (Watve et
al., 2001). Leur importance économique ne se limite pas a l'industrie pharmaceutique mais aussi au
domaine agronomique. En effet, certains représentants du genre Streptomyces, notamment
Streptomyces scabies, sont connus pour leur action pathogéne causant la galle de la pomme de terre
(Loria et al., 2006). A I'inverse, des études récentes ont mis en évidence un pouvoir PGPR de ces
souches (Franco-Correa et al., 2010, Jog et al., 2014).

e Augmentation des protéobactéries (Rhizobiales et Burkholdériales avec le genre
Variovorax) différentes de celles apportées par I'inoculum.

Retrouvé fréquemment dans I'eau et les sols, le genre Variovorax a été nommé ainsi en raison de sa
capacité a métaboliser de nombreux composés d’une grande variété chimique ou minérale (Satola et
al., 2013). Essentiellement décrit au travers de Variovorax paradoxus (séquencé en 2011 par Han et
al.), son métabolisme fortement diversifié en fait un outil biotechnologique trés intéressant (Brandt
et al., 2014). De récentes études menées en interaction avec les plantes ont pu mettre en évidence
une activité endophyte PGPR essentiellement liée a sa capacité a dégrader I'éthyléne (Chen et al.,
2013) sachant que V. paradoxus est également capable de produire des indoles analogues a I'auxine.
En outre, V. paradoxus est capable de dégrader un grand nombre des molécules telles que les
homosérine-lactones impliqguées dans les mécanismes de « quorum-sensing » a l'origine de la
pathogénicité d’un certain nombre de microorganismes (Leadbetter & Greenberg, 2000) ou encore
certains polluants industriels du sol comme les acrylamides (Liu et al., 2013) ou certains herbicides
(Satsuma, 2010)

e Stimulation du genre Stenotrophomonas et, dans une moindre mesure, du genre
Chitinophaga.

Le genre Stenotrophomonas, comportant 8 especes, est majoritairement étudié au travers de
Stenotrophomonas maltophilia. Cette espéce ubiquitaire, décrite comme étant capable de former
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des biofilms sur les surfaces biotiques et abiotiques est multirésistante et se comporte en pathogene
opportuniste pour I'homme, a I'origine de graves maladies nosocomiales (infections, pneumonies,
endocardites...) d'importance croissante (Gherardi et al., 2015). Des études menées au sein de la
rhizosphére ont pu mettre en évidence la présence de certains représentants du genre
Stenotrophomonas sur le rhizoplan, mais aussi des tissus de la plante dans le cadre d’interactions
endophytiques. (Ryan et al., 2009). Deux especes principales ont été décrites : Stenotrophomonas
maltophilia dont les mécanismes impliqués dans sa pathogénicité sur I’homme participent a son
mode d’action PGPR, mais aussi Stenotrophomonas rhizophila, espéece isolée sur colza (Wolf et al.,
2002), qui se distingue de I'autre espéce par son apparente innocuité pour 'homme (Alavi et al.,
2013). Ces deux espéces partagent un grand nombre de traits phytobénéfiques répertoriés dans la
revue de Ryan et al. (2009) :

e une aptitude a la colonisation des sols par leur mobilité (bactéries flagellées), une
capacité d’adhésion aux racines (production de pili et de fimbriae), une capacité a
pouvoir utiliser les sidérophores produits par d’autres microorganismes (ferrichrome),
une capacité a fixer I'azote atmosphérique et une capacité a métaboliser des molécules
polluantes des sols tels que les hydrocarbures, les composés phénoliques, benzéniques
ou certains polluants minéraux (sélénium) ;

e des propriétés de biocontrole d’agents pathogénes par la production de protéines de
dégradation du type protéase, lipases, nucléases, chitinases, élastase, etc.,,
potentiellement impliquées dans les phénomenes de biocontroles de pathogénes
microbiens comme Magnaporthe poae, la production de métabolites secondaires
comme la maltophiline et la xanthobaccine impliquées dans le biocontrdle de certains
champignons et oomycetes, la diffusion de composés organiques volatiles du type B-
phényléthanol et dodécanal potentiellement impliqués dans le biocontréle de
Rhizoctonia solani (Kay et al., 2007) ;

e un effet protecteur et stimulant sur les plantes par la production et la diffusion de
tréhalose et de glucosylglycérol (actifs contre le stress osmotique) ayant prouvé leur
efficacité sur la protection des plantes croissant dans des sols fortement concentrés en
sel, par la production de phytohormones stimulatrice de la croissance des plantes du
type acide indole 3-acétique et par leur capacité a solubiliser le phosphate minéralisé
dans les sols le rendant ainsi disponible a I'absorption racinaire.

En conclusion, il apparait que les souches P. brassicacearum NFM421 et R. alamii YAS34 ont colonisé
le compartiment racinaire du colza (populations représentant environ 1 % du microbiote), ce qui
n’est pas le cas de la souche E. radicincitans NO9. Cette colonisation a eu un effet sur le microbiote
du compartiment racinaire. Le métabarconding de I'ADNr 16S ne permet pas de donner avec
précision quelles sont les espéces qui ont été impactées par l'inoculation, mais il apparalt que
certains genres potentiellement phytobénéfiques ont été stimulés (Streptomyces, Variovorax,
Stenotrophomonas) et que le genre Rhodococcus a été contre-sélectionné par cette inoculation.
Seule une étude réalisée sur un a plusieurs cycles de culture complet du colza pourrait permettre
d’évaluer la résilience de ce phénomene (transitoire ou durable). En outre, cet essai n’a été réalisé
gue dans une optique d’emploi de bactéries PGPR comme des phytostimulateur de croissance ou des
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biofertilisateurs. Un autre champ d’action restera a explorer: la bioprotection vis-a-vis de
phytopathogénes.

3.3 Dialogue moléculaire entre P. brassicacearum et les autres souches testées

Essais préalables

Nous avons pu observer lors de I'essai de co-inoculation en culture liquide que le milieu de culture
prenait une coloration différente selon le couple de souches utilisées. Cette coloration brune est liée
a la production de 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG). Ce métabolite secondaire toxique a activité
antibiotique est a la base de I'effet PGPR de P. brassicacearum. En effet, cette souche, en plus de sa
capacité a stimuler la croissance de la plante par la production d’analogues de phytohormones,
posséde une capacité de biocontréle contre un certain nombre de microorganismes bactériens,
fongiques, ou encore sur les virus et les nématodes sensibles au DAPG (Meyer et al., 2009).

O OH O

HO OH
2 4-diacetylphloroglucingl

Figure 3.48 : structure de la molécule du DAPG

En outre, des expériences menées in vitro sur des plantes ont démontré que sa présence stimule
I’exsudation racinaire d’acides aminées et donc la mise a disposition de molécules nutritives pour les
bactéries du rhizoplan de certaines espéces végétales (Phillips et al., 2004). L’analyse de I'expression
des genes impliqués dans la synthése de cette molécule dans la rhizosphére de quatre espéces
végétales a montré une forte implication de la plante dans le contréle de la production du DAPG
(Haichar et al., 2014). Alors que le blé active fortement la production de DAPG et la luzerne tronquée
dans une moindre mesure, |'arabette et le colza semblent inactiver sa production (Haichar et al.,
2014). L'approche de tragage par des isotopes stables semble indiquer que, soit I'arabette, soit les
communautés microbiennes de la rhizosphére seraient impliquées dans cette inactivation (Haichar et
al., 2012). Schnider-Keel et al. (2000) ont également rapporté le réle de métabolites secondaires
dans le controle de la production du DAPG tels que la fusarine, la pyolutéorine et I'acide salicylique
produits par d’autres microorganismes et les plantes.

Cette molécule est donc impliquée a la fois dans des phénomeénes de biocontrole et dans la
manipulation de la plante pour la production de plus de nutriments via les exsudats racinaires. Etant
sous le contrdle du dialogue moléculaire qui s’oppére au niveau de la rhizosphere, il nous a paru
logique d’étudier le contréle des genes de biosynthése du DAPG dans la rhizosphére. Nous avons
choisi de reprendre notre dispositif expérimental précédent en le modifiant afin d’exacerber les
phénotypes précédemment observés un mois aprées inoculation. Pour cela, nous avons choisi de
tester aussi un autre milieu de culture, le milieu CAA ou « casamino acids » qui est carencé en fer, en
NaCl, en cystéine et en tryptophane. Le tryptophane étant un acide aminé qui est a la base de la
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production d’acide indole acétique ou AIA par Pseudomonas (Oberhénsli et al., 1991). De plus le role
du fer dans la production du DAPG a été démontré par Almario et al. (2013).

Si, comme nous l'avons vu précédemment, le DAPG a pour role principal de permettre a P.
brassicacearum de lutter contre d’éventuels compétiteurs ou organismes phytopathogénes grace a
son action antibiotique, il ne s’agit pas la du seul mécanisme de biocontréle pouvant étre mis en
place par P. brassicacearum. En effet, elle produit aussi des cyanures d’hydrogenes dont les trois
génes de synthese sont réunis au sein de I'opéron hcnABC comme décrit pour P. protegens (Laville et
al.,, 1998). Cet opéron code pour trois sous-unités d’une enzyme appelée HCN synthétase dont
I'activité catalyse la réaction de déshydrogénation/oxydation de la glycine pour arriver a la
production d’'HCN et de CO,. Cette réaction a lieu préférentiellement pendant la période de
transition entre la phase exponentielle et stationnaire de croissance de cellules en condition de micro
aérobie (Laville et al., 1998). En outre, une étude plus récente a mis en évidence le role régulateur du
fer dans I'expression de cet opéron (Blumer & Haas, 2000). En effet, une carence en fer du milieu
environnant pourrait agir sur la conformation du régulateur anaérobique ANR causant I'arrét de la
production d’"HCN chez P. protegens. |l apparait ici que la capacité de P. brassicacearum a recruter le
fer présent dans le milieu environnant est un facteur clé dans la production d’HCN et donc dans
I’établissement de la partie HCN-dépendante de sa capacité de biocontrole. Méme si le fer est
abondant dans les sols, on les retrouve généralement sous forme d’oxydes de fer dans des sols aérés
les rendent moins disponible (Lindsay and Schwab, 1982). La rhizosphere étant globalement
carencée en fer (Marschner et al., 2011), la compétition entre les cellules pour s’accaparer les
atomes de fer a proximité est I'un des piliers de la capacité d’une souche a s’implanter dans le
rhizoplan.

Comme nous avons pu le voir précédemment, la production de DAPG et de cyanures d’hydrogene est
a la base d’une partie des effets phytobénéfiques de P. brassicacearum NFM421 sur sa plante hote.
Dans ce travail, nous avons pu jusqu’a présent confirmer la présence des souches bactériennes de
I'inoculum dans le sol ainsi que leur persistance au sein de la rhizosphere dans le cadre d’essais
réalisés en sol agricole non stérile. Les premieres estimations de I'abondance des souches introduites
ont prouvé |'efficacité de P. brassicacearum a coloniser le rhizoplan dans des proportions supérieures
aux autres souches testées, mais une importante question reste donc en suspens : les autres souches
de I'inoculum n’interférent pas négativement dans la colonisation du rhizoplan du colza par la souche
NFM421, mais ont-elles un impact négatif ou positif sur I'expression de son potentiel
phytobénéfique ?

Le travail qui suit, réalisé in vitro, nous a permis dans un premier temps de confirmer I'excellente
capacité colonisatrice de la souche NFM421 par la mesure précise par RT-PCR quantitative des
proportion des souches de I'inoculum réalisé en |'absence ou en présence d’une plantule de colza.
Puis, dans un second temps, ce travail apporte une réponse a la question posée par la mesure de
I'expression des génes phlD et hcnA impliqués respectivement dans la production de DAPG et des
cyanures d’hydrogéne par P. brassicacearum NFM421, témoignant ainsi de I'importance cruciale de
la compréhension des dialogues moléculaires qui ont lieu entre les especes bactériennes, au sein du
microbiote, dans I'établissement des effets phytobénéfiques des PGPR.
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ABSTRACT

Among the very large biodiversity of rhizobacteria able to colonize and interact with plant hosts,
pseudomonads play crucial roles in plant growth promotion and control of plant diseases. However
other living organisms, including other rhizobacteria, fungi and plants might interfere with their
biocontrol efficiency. Certain fluorescent pseudomonads produce antimicrobial secondary metabolites
as hydrogen cyanide (HCN), and of 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG). We hypothesized that failure
of bioncontrol agents in suppressing plant disease, under natural conditions, could be linked to a
negative control of their phytobeneficial traits by others rhizobacteria competing for the same nutritive
resources in the rhizosphere.

In this work, we assessed expression of phytobeneficial genes, phlD and hcnA, in Pseudomonas
brassicacearum co-cultivated with three plant pathogen fungi (Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum and Microdochium nivale) and two other rhizobacteria (Kosakonia sacchari NO9 and
Rhizobium alamii Y AS34) in presence or absence of plant, as well as in relation to iron availability.
We found that P. brassicacearum antifungal activity is dependant on DAPG production. This effect
was not due to a direct effect of HCN as fungi induced down-regulation of scn gene expression. We
also showed that both rhizobacteria (K. sacchari NO9 and R. alamii YAS34) decrease
P. brassicacearum antagonistic activity towards phytopathogen fungi by diminishing ph/D and hcnA
expression. This modulation was exacerbated under iron starvation.

In this work, we evidenced the potential modulation of biocontrol activity, and its regulation by biotic

and abiotic factors.

Keywords: Pseudomonas, Kosakonia, Rhizobium, Brassica napus, DAPG, HCN, competition, gene

expression
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INTRODUCTION

The soil microbiota selected by plant rhizosphere interact with plant roots in a continuum of ecological
interactions ranging from pathogenicity, mutualism to symbiosis. The microbiota is believed to
provide the host with valuable capabilities, which influence its physiology and improve its fitness
(Zilber-Rosenberg and Rosenberg 2008). The rhizosphere microbiota may play an important role in
plant nutrition and protection against pathogens. Many biocontrol fluorescent pseudomonads protect
plants from soil-borne diseases by the production of antimicrobial secondary metabolite(s) such as
hydrogen cyanide (HCN) and of 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), which are important biocontrol
determinants (Haas and Défago, 2005, Vincent et al., 1991; Fenton et al., 1992; Keel et al., 1992).
DAPG has antifungal, antibacterial, antiviral, antihelminthic, and phytotoxic properties (Brazelton et
al., 2008, Haas and Keel, 2003), induces systemic resistance in plants (Iavicoli et al., 2003), triggers
exudation of amino acids from plant roots (Phillips et al, 2004), and inhibits cyst reactivation of
protists (Jousset et al., 2006). Pkl cluster encoding DAPG synthesis is involved in biocontrol of a
broad spectrum of diseases by many antagonistic bacterial strains (Haas and Défago, 2005).
Statistical analysis of the distribution of biocontrol rhizobacteria indicated that DAPG production
ability was associated with higher disease suppression activity in the Pythium—cucumber and
Fusarium—tomato pathosystems, and this was also the case with HCN production ability (Rezzonico
et al., 2007). Rezzonico et al. (2007) also showed that Phl+ biocontrol pseudomonads generally
protected better than Phl— biocontrol pseudomonads.

Phl implication in biocontrol was evidenced from studies of root-colonizing Pseudomonas in
disease suppressive and conducive soils (Raaijmakers and Weller, 1998; Weller et al., 2002). The
presence of Phl + strains does not guaranty disease suppression as they were also found in conducive
soils (Ramette et al., 2003). Indeed, Rezzonico et al (2007) reported an absence of correlation
between the amounts of Phl produced in vitro by the Phl producers and their biocontrol efficiency in
planta. The reason for the divergence between both studies is not elucidated.

Several studies have reported the interest of introducing particular bacterial strains, harbouring in
vitro antifungal activity, into fields as a strategy for disease control. For the effective application of
this approach in the field, it is needed to know which biotic and abiotic factors influence the
introduced strain functions, especially under in natura conditions. Biocontrol involves exploiting
disease-suppressive microorganisms to improve plant protection. Disease suppression by biocontrol
involves plant-bacteria, bacteria-plant pathogen and bacteria-bacteria interactions, as well as
interaction with the physico-chemical environment. Although there is an increasing demand in the
frame of sustainable agricultural, biocontrol under field conditions is scarcely managed.
Notwithstanding some successful assays with biocontrol agents in agriculture, there is a general
scepticism born of past failures (Cook and Baker, 1983; Weller, 1988).

The interaction of biocontrol agents with the root-colonizing microbiota may provide evidences to

explain why many microorganisms suppress disease efficiently in the laboratory conditions, but fail in
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the field. Biocontrol agents may be affected by other microbial communities, and in some cases, they
may work in synergy to suppress disease. In some cases, multiple partners interact to govern a single
phytobeneficial trait. These complex relationships have important ecological impacts and are
investigated in current symbiosis research (Hussa and Goodrich-Blair, 2013).

Pseudomonas brassicacearum has been described as the major root-associated bacterium in the
rhizosphere of Arabidopsis thaliana and Brassica napus (Achouak et al., 2000; Fromin et al., 2001).
Mutations in gacS-gacA system lead to drastic pleiotropic changes in P. brassicacearum (Lalaouna et
al,, 2012). In the variants with mutation in gacS or gacA genes, the expression of secondary
metabolites (e.g. the antifungal compounds DAPG and cyanide), auxin, exoenzymes (e.g. lipase and
protease), three different N-acyl-homoserine lactone molecules, the type VI secretion machinery, and
alginate was downregulated, and biofilm formation ability was greatly reduced (Lalaouna et al.,
2012). The expression of phl and hcn genes is thus under the positive control of GacS/GacA system.
Combes-Meynet et al. (2011) showed that DAPG could act as a signal by which some beneficial
pseudomonads may stimulate plant-beneficial activities of the PGPR Azospirillum.

To shed light on in situ phytobeneficial bacterial gene expression, Haichar et al. (2013)
investigated the expression of phlD by developing the mRNA-stable isotope probing (mMRNA-SIP) and
showed that phlD gene was present and expressed by bacteria inhabiting rhizosphere soil and deriving
nutrients from the breakdown of organic matter and from root exudates, whereas phlD gene expression
seemed to be repressed on roots of A. thaliana (Haichar et al., 2013). The in vitro expression of phlD
gene showed that phlD gene expression of P. brassicacearum was highly activated by root exudates of
wheat and Medicago truncatula, and to a lesser extent by that of Brassica napus while it was
downregulated by root exudates of A. thaliana (Haichar et al.,2013).

Little is known about the activity of genes underpinning biocontrol under natural conditions.
Therefore, the aim of the current work was to better understand the behaviour of biocontrol agents by
assessing the impact of biological factors on the expression of phl and hcn genes, encoding two major
biocontrol determinants. In this work, we investigated the ability of P. brassicacearum NFM421 to
compete with two other plant root-associated bacteria, Kosakonia sacchari NO9 and Rhizobium alamii
YAS34, under iron depletion and iron repletion conditions, and in the presence (or not) of B. napus.
We analysed the expression of phlD and hcnA genes of NFM421 strain under these different
experimental conditions. We also tested the antagonism of P. brassicacearum NFM421wt and
knockout mutants, AphlD and AgacA, towards three soil-borne plant pathogens, Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum and Microdochium nivale, to compare the antifungal activity of DAPG and
HCN. In the present study, we showed that antifungal activity of P. brassicacearum is mainly linked
to DAPG production. An additional aspect of co-culture conditions we used is to assess the impact of
biotic competitors (other root-colonizing bacteria) on the expression of biocontrol genes such as ph/
and hcn. Our results reveal strategies evolved by rhizobacteria cohabiting and competing for the same

carbon and energy resources, in the same ecological niche. Despite the low number of competing
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strains, their impact on the expression of P. brassicacearum antifungal genes was highly significant.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial Cultures and Growing Conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are summarized in Table 1. These include
P. brassicacearum NFM421 isolated from the rhizosphere of A. thaliana (Achouak et al., 2000),
Kosakonia sacchari NO9 isolated from the rhizosphere of rice (Omar et al., 1989), and Rhizobium
alamii YAS34 from the rhizosphere of sunflower (Alami et al., 2000, Berge et al., 2009).

The fungal-bacteria interaction experiments were performed using the Potato-Dextrose-agar (PDA)
medium. The PDA plates (8.5-cm diameter) were inoculated in the centre with each of the three fungi,
Fusarium culmorum, Fusarium gramineraum and Microdochium nivale (kindly provided by Biovitis),
and incubated at 25 °C for at least 48 h. Bacterial inocula, consisting of two spots of 10 pL containing
107 cells washed in a 110 mM KClI solution were laid on either side of fungi at 2 cm from the fungal
mycelium border. Two spots of 10 pL of KCl were also laid on either side of fungi and then all plates
were incubated at 25 °C for more three days.

The bacterial co-culture experiments were performed using the iron-limited CAA medium
supplemented with FeCl; 300 uM or without FeCl;. Bacterial inoculum, consisting of 107 cells of
P. brassicacearum NFM421 were grown in pure culture or co-culture of equal cell numbers of
K. sacchari NO9 or R. alamii YAS34, or both in a final volume of 10 mL CAA or iron-supplemented
CAA medium. Cultures were incubated at 28 °C for 48 h, and bacterial cells were collected for DNA
and RNA extraction.

Construction of AphlD Mutant

Upstream and downstream regions of phlD were amplified from P. brassicacearum NFM421 genomic
DNA with the MD- phlD -1/MD- phlD -2 and MD- phlD -3/MD- phlD -4 primers, respectively (Table
S1). In a second PCR, the overlap between primers MD- phlD -2 and MD- phlD -3 enabled
amplification of a 2-kb fragment, in which the upstream and downstream regions were ligated
together. This fragment was then cloned into the suicide vector pME3087 (41) and introduced into
E. coli S17-1 by transformation. The recombinant plasmid was then introduced into the wild type by
conjugation; cells were selected on TSB 1/10 agar plates supplemented with ampicillin (100 pg/mL)
and tetracycline (100 pg/mL). Potential mutants were obtained by serial growth in TSB 1/10 broth and

screening for tetracycline-sensitive cells. The resulting deletion in pA/D was verified by PCR.

Quantification of Bacteria
Single copies and specific genes to P. brassicacearum NFM421, K. sacchari NO9, R. alamii YAS34,
phlD, hycE and gils respectively, encoding DAPG, large subunit of hydrogenase and

glycosyltransferase respectively, were identified, amplified from genomic DNA of each bacterial
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species and cloned into plasmids TopoXL and used as standards in quantitative PCR. A serial dilution
of the plasmid DNA was performed and the copy number of each specific gene from the three
bacterial species was determined in the different culture combination. Calculations were performed for
determining the mass of plasmid containing cloned target sequences (plasmid + insert) that correspond
to copy numbers of target nucleic acid sequences. DNA was extracted from pure cultures or co-

cultures by using phenol/chlorophorm/isoamyl alcohol extraction protocol for bacterial culture.

PhiD and hcnA Gene Expression

Overnight cultures of the appropriate strains were diluted in fresh CAA medium containing or not
FeCl; 300 uM and incubated at 28 °C with agitation for 24 hours, then samples (0.5 mL) of the
cultures were used for RNA extraction by using RNeasy Kit (Quiagen). q(RT)PCR assays were used
to quantify phlD and hcnd expression of P. brassicacearum NFM421 alone or interacting with
K. sacchari NO9 and/or R. alamii Y AS34. Undiluted and 10-fold dilutions of the nucleic acid extracts
were analysed in triplicate. Total RNA was extracted from P. brassicacearum NFM421 growing alone
or in bipartite or tripartite interaction by using the RNAprotect bacteria reagent and RNeasy mini kit
(Qiagen). Reverse transcription-PCR (RT PCR) assays were done using the Transcriptor first strand
cDNA synthesis kit (Roche). Gene-specific primers of real-time PCR were designed based on
P. brassicacearum NFM421 phlD and hcnA sequences to obtain predicted PCR products of 200-250
bases (Table S1). Amplifications were performed according to the real Q-PCR Light Cycler 480
SYBR Green I Master kit instructions in Light Cycler 480 Real Time PCR System (Roche). Real-time

PCR was performed in triplicate, mRNA relative expression was normalized to 16S reference gene.

TABLE S1

Construction of Transcriptional gfp Fusions and Confocal Imagery

To construct transcriptional fusions, we amplified the promoter regions of phl4 and hcnA by PCR with
primers listed in Table S1 in the supplemental material. In these transcriptional fusions, the promoter
fragments covered a region extending to 546 bp and 402 bp upstream of the deduced transcription start
site of phlA and hcnA, respectively. The PCR products were then digested with appropriate restriction
enzymes and cloned into pOTle plasmid containing a promoterless egfp (Allaway et al., 2001). The

constructs were checked by PCR and sequencing.

Confocal Imagery of phlD and hcnA Expression

For monitoring in vitro expression of antifungal genes, ds-red protein tagged P. brassicacearum
NFM421 strains carrying a phld-gfp or hcnA-gfp fusion (on plasmids pOtle-phld, pOtle-hcnA,
respectively) were grown in CAA medium + FeCls, or in planta (Brassica napus).

The expression of the GFP- reporter and ds-red was monitored on a CSLM (Olympus) equipped with
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an argon-krypton laser, detectors, and filter sets for simultancous monitoring of GFP and RFP.
Shadow projections and optical sections were generated using the Fluoview software package. The
green fluorescence (excitation at 480 nm and emission at 520 nm) and red fluorescence (excitation at

587 nm and emission at 661 nm) were measured.

phlD and hcnA Gene Expression in planta

Canola seeds (Brassica napus cv. Sensation) were calibrated between 1.6 and 2.0 mm, and then
surface-sterilized for 15 min in 2.5 % NaClO (vol/vol) solution containing 60 pL of Tween 20 and
then thoroughly rinsed with sterile distilled water. Seeds were suspended in ethanol and then air dried
in a Petri dish. P. brassicacearum NFM421::rfp obtained using a PA1/04/03-RBSIldsRed-T0-T1
which harbours mini-Tn5 transposons (Tolker-Nielsen et al. 2000), as previously described (Achouak

et al., 2004) was used to visualise them among competing strains.

Gfp Fusion

A suspension of 107 to 10° CFU of each competing strain P. brassicacearum NFM421::rfp harbouring
phlA promoter-egfp fusion or P. brassicacearum NFM421::rfp harbouring hcnA promoter-egfp fusion,
K. sacchari NO9 and R. alamii YAS34 were used alone or in combination with NO9 or YAS34 or
both strains. Bacterial suspensions were added to 1 mL of agar at 5 g/L containing half-strength
Hoagland medium (Arnon and Hoagland, 1940) and poured as a band where surface-sterilized
canola seeds were sown (3 sterile seeds per plate) on half-strength Hoagland medium and 0.8 %
phytagel (Sigma, St. Louis). The squared dishes (15 by 15 cm) were sealed with micropore tape (3M,
St. Paul, MN, U.S.A.) and incubated vertically at 22 °C with 16 h of light and 18 °C at night
(approximately 100 photons/m®/s) per day. In situ expression of phlD and hcnA genes and colonization

patterns of P. brassicacearum NFM421 were monitored and imaged on roots by confocal microscopy.
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Table S1 Strains, plasmids and primers used in this study.

Strains, plasmids and primers used in this study

Strains

Description

Reference or source

Escherichia coli

TOP10

GM2163

S17-1

F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) 280lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Strr) endAl-

F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2
galT22 xyl-5 mtl-1 rpsL.136 tonA31 tsx-78 supE44 McrA- McrB-

thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mu, Kn::Tn7

Pseudomonas brassicacearum

Invitrogen

Phase | NFM421 Wild type Achouak et al., 2000
NFM421 AgacA AgacA Lalaouna et al. 2012
NFM421 phlD AphiD This study
Plasmids
pPME3087 ColE1-based suicide plasmid, Tc" Voisard et al., 2007

pME3087-AgacA
pME3087-AphiD

pME3087 derivate containg upstream and downstream regions of gacA

PME3087 derivate containg upstream and downstream regions of phlD
Promoter probe vector based on pPBBR1MCS-5 replicon. Contains

Lalaouna et al. 2012
This study

pOTle promoterless egfp and MCS between two transcriptional terminators; Allaway et al. 2001
(lir:(fmoter probe vector based on pBBR1MCS-5 replicon containing
pOTle-phiA promoterless egfp, harboring phlA promoter This study
Promoter probe vector based on pPBBR1MCS-5 replicon containing
pOTle-henA promoterless egfp, harboring hcnA promoter This study
pmKate2-N Evrogen, Russia
pBBRIMCS-2 Broad-host-range, Km' lacPOZ mobRP4 Kovach et al. 1995
pBBRIMCS-2::GFP  pBBR1MCS-2 harboring PCR product comprising gfp This study
pBBRIMCS-
2::mkate pBBR1MCS-2 harboring PCR product comprising mkate This study
Primers
phlD mutagenesis
MD- phiD -1 CATAGAATTCGATGTGGCGCAAGTCTACG This study
MD- phiD -2 CATAGCTAGCACAAGTCCTCGGCGAGAAG This study
MD- phiD -3 CAGTGCTAGCCAGACCCGATAAAACACCG This study
MD- phiD -4 CATACTGCAGAGAAATGATCATGGCCATGGAG This study
g-PCR
gta-fw AGTGTGGCGCTGTTCTACG This study
gta-rev CGGCGAGTCTTAGCAGATG This study
hycES fw TGGCAGACCAAAGACCAGATGA This study
hycES rev ACGGACGGATATTCCGGTTTCA This study
phlD-fw CAATCGAGCCAATGACTTCGC This study
phlD-rev CAAGGTGAAATGAAAGCCGC This study
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g-RT-PCR This study
henA-fw CTGCCCACGGTGAAACAGTCCT This study
henA-rev CGTTTCGGGGATGCGGTTGAC This study
16s PSEBR fw ~ GCATTAACCTAATACGTTAGTG This study
16s PSEBRrev  CTGCGCCACTAAGAGC This study
phID-fw CAATCGAGCCAATGACTTCGC This study
phlD-rev CAAGGTGAAATGAAAGCCGC This study
Transcirptional fusions This study
PhIA Hind III CATAAAGCTTACCGCCTCGATGCTCAACC This study
PhIA Sall CATAGTCGACTTCATGTGTACTTCCTCCAGATTC This study
henA-Clal CATAATCGATACCGCCCGTTCCAGG
henA-Pmel CATAGTTTAAACGCATCATACGGCTCTTC
mkate contruct
mkate-fw CATACATATGATGGTGAGCGAGCTGATTAAGG This study
mkate-rev CATAGAATTCTCATCTGTGCCCCAGTTTGCTA This study
Statistical Analysis

For each experiment, triplicates were used. Statistical analyses were carried out on g-PCR data from

three replicates per treatment in each experiment. The significance of results was examined by one-

way analysis of variance (ANOVA) followed by posthoc tests (Student-Newman-Keuls test). These
analyses were performed in STATGRAPHICS Centurion XVLIL. P < 0.05 was considered to be

statistically significant.
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RESULTS

Only DAPG is Required for Biocontrol Activity in P. brassicacearum

We assessed the antagonistic activity of P. brassicacearum wt and the knockout mutants, AphlD and
AgacA towards soil-borne plant pathogens F. culmorum, F. graminearum and M. nivale. The
GacS/GacA two-component system positively controls the expression of hcn and phl genes in
P. brassicacearum. The mutant AgacA produced neither DAPG nor cyanide, while the mutant AphlD
was able to produce cyanide not DAPG. Only the wild type was able to inhibit the growth of the three
fungi tested, underscoring the role of DAPG produced by P. brassicacearum NFM421 in its antifungal
activity. F. graminearum and M. nivale showed increased sensitivity to 2,4-DAPG in comparison to
F culmorum, as their growth was strongly inhibited by the wild-type of P. brassicacearum, whereas

the mutants AphlD and AgacA did not exhibit any antifungal activity (Table 2, Figure 1).

TABLE 2 | Antifungal activity of P. brassicacearum NFM421 wt and its AphlD and AgacA
mutants against soil-borne plant pathogen Fusarium culmorum, Fusarium graminearum and

Microdochium nivale. (Inhibition radius in cm)

Strain F. culmorum  F. graminearum M. nivale
WT 19.00 29.00 31.00

AgacA 6.00 0.00 0.00

AphlD 0.00 0.00 0.00

WT AgacA AphlD

FIGURE 1 | Antifungal activity of P. brassicacearum NFM421 wt and its AphID and AgacA
mutants against soil-borne plant pathogen Fusarium culmorum, Fusarium graminearum and

Microdochium nivale.

Bacteria-Fungi Dialogue
To further investigate whether pA/ and hcn genes are expressed when bacteria are facing the fungi, we

deposited P. brassicacearum NFM421 in the border of the Petri dish and the growing fungi
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(F. culmorum, F. graminearum and M. nivale) at the center for 48 h. The expression level of pAlD and
hcenA genes of NFM421 strain was determined by qRT-PCR in PDA medium, and in presence or not
of the three fungi. No significant impact was observed on phlD expression by any of the three fungal
species (Figure 2A), while hcnd expression was significantly decreased by M. nivale and to a lower
extent by F. culmorum and F. graminearum (Figure 2B), indicating a fungal negative control of
cyanide production by P. brassicacearum NFM421, explaining the absence of antifungal activity with
the cyanide-producing Ap/hD mutant (Figure 1). These data denote the importance of DAPG in P.
brassicacearum NFM421 in the control of plant pathogen fungi.

Moyennes(phID) - Souches Moyennes(hcnA) - Souches
0,00035 0,0000025
0,0003
0,000002
0,00025 +
0,0000015 +
0,0002 +
o <
H 5
o £
0,00015 -+
0,000001 +
0,0001 +
0,0000005 +
0,00005 +
0+ + 0+ 1
NF NFVSA NFVSB NFVSC NF NFVSA NFVSB NFVSC
Souches Souches

FIGURE 2 | Expression of phID (A) and hcnA (B) genes of P. brassicacearum NFM421 grown
alone or in presence of Fusarium culmorum (NF vs A) or Fusarium graminearum (NF vs B), or

Microdochium nivale (NF vs C).

Population Size of Competing Bacteria in vitro and in planta

The aim of this investigation was to establish a quantitative method for the detection of the three
interacting strains using qPCR. To do this, the phlD gene was used for the quantification of
P. brassicacearum NFM421, the hycE gene encoding hydrogenase for the quantification of
K. sacchari NO9 (Roumagnac et al., 2012) and the gta gene encoding glycosyltransferase for the
quantification of R. alamii YAS34 (Santaella et al., 2008). To this end, a standard curve with a
plasmid DNA template plasmids containing cloned target sequences phlD, hycE and gls were created
and used as standards in quantitative PCR.

Bacterial population size under in vitro competitions: P. brassicacearum NFM421 was cultivated

alone or in co-culture with each or both competing YAS34 and NO9 strains, in iron depleted or iron
replete (FeCl; 300 uM) conditions by using CAA medium. During interactions, equal cell numbers of
each strain were used to inoculate culture media. The proportion of each strain was determined to
assess competitive interactions occurring between NFM421 strain and the two other strains. In all

situations, P. brassicacearum NFM421 was highly significantly more abundant than competing strains
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(Table 3). R. alamii YAS34 did not exceed 3 % when co-cultured with NFM421 strain and less than
2 % when co-cultured with the two other strains together, whatever the iron availability in the growth
culture. The proportion of K. sacchari NO9 was higher, up to 17 % when competing with NFM421
strain alone, and up to 14 % during the tripartite interaction (Table 3). Here again, no significant

difference was observed in relation to iron availability.

TABLE 3 | Population size (in percentage) of P. brassicacearum NFM421 grown alone or in
competition with K. sacchari NO9 or R. alamii YAS34, or with both competitors NO9 and
YAS34, in CAA medium supplemented with FeCl; or not (-). %Mean + SD

Treatment NFM421 SD YAS34 SD NO9 SD
NFM421+FeCl; 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
NFM421- 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
NFM421/YAS34+FeCls 97.8 0.2 2.2 0.2 0.0 0.0
NFM421/Y AS34- 96.8 0.1 3.2 0.1 0.0 0.0
NFM421/NO9+ FeCls 83.2 4.1 0.0 0.0 16.8 4.1
NFM421/NO9- 87.2 2.1 0.0 0.0 12.8 2.1
NFM421/YAS34/NO9+FeCl; 85.1 3.8 1.6 0.2 13.3 3.7
NFM421/YAS34/NO9- 83.7 1.4 1.9 0.1 14.4 1.3

Bacterial population size under in planta competitions: B. napus seeds were inoculated with the same

cell numbers of each strain. Compared to in vitro conditions, R. alamii Y AS34 showed a higher ability
to compete in planta with NFM421, mainly under iron depleted conditions with a percentage reaching
18.5 % (Table 4). However during tripartite interaction, R. alamii YAS34 represented 2.7 and 5.6%,
respectively under iron replete and depleted conditions, which is comparable with in vitro conditions
(Table 3). When competing with NFM421 alone, K. sacchari NO9 strain represented 8 % in iron-
independent manner, while this strain were much less competitive under iron-depleted condition
during tripartite interaction, representing about 2 % of total bacteria interacting with plant, remaining
competitive in presence of FeCl; (14.7 %, Table 4). Whatever the strain competitor and whatever the

iron availability, P. brassicacearum NFM421 was highly significantly dominant.

TABLE 4 | Population size (in percentage) of P. brassicacearum NFM421 grown alone or in
competition with K. sacchari NO9 or R. alamii Y AS34, or with both competitors NO9 and
YAS34, in association with Brassica napus supplemented with FeCl; or not (-). %6Mean = SD

Treatment NFM421 SD YAS34 SD NO9 SD
NFM421+FeCl; 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
NFM421- 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
NFM421/YAS34+FeCls 96.0 0.5 4.0 0.5 0.0 0.0
NFM421/Y AS34- 81.5 24 18.5 2.4 0.0 0.0
NFM421/NO9+ FeCl; 91.9 3.4 0.0 0.0 8.1 3.4
NFM421/NO9- 91.5 4.4 0.0 0.0 8.5 4.4
NFM421/YAS34/NO9+FeCl; 82.6 10.8 2.7 0.7 14.7 10.3
NFM421/Y AS34/NO9- 92.6 1.2 5.6 1.2 1.8 0.7
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Bacteria-Bacteria Dialogue

The molecular dialogue between P. brassicacearum NFM421 and the two bacterial competitors
(K. sacchari NO9, R. alamii Y AS34) was assessed by evaluating their impact on the expression of two
genes, phlD and hcnA, involved in the biocontrol capacity of NFM421 strain. The presence of the two
other strains (single or in combination), even if they represented less than 20 % of total bacterial
counts, caused significant transcriptional changes in the expression of phlD and hcnd in
P. brassicacearum NFM421, respectively in both iron conditions and in iron-depleted condition
(Figure 3). The phlD gene in NFM421 is expressed in the same manner whatever iron availability
when the bacterium is grown alone. However, the presence of competitors in bipartite or tripartite co-
cultures significantly decreased the phl/D expression level under iron-replete conditions, and more
sharply under iron depleted conditions by two and threefold respectively (Figure 3). The hcnAd gene is
positively regulated under iron starvation in P. brassicacearum NFM421 grown alone, with six-fold
expression increased. This highly significant increase (P < 0.05) in iron-depleted condition was no
longer observed when P. brassicacearum NFM421 was grown with both competitors (single or in
combination) (Figure 3). Despite their limited growth in presence of P. brassicacearum NFM421, the
two competitors have a highly significant impact on antifungal gene expression by P. brassicacearum

NFM421.
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FIGURE 3 | Expression of phlD (A) and

NF NF/NO9 NF/YAS TRIPLE
Souches

hcnA (B) genes of P. brassicacearum NFM421 grown alone or in competition with K. sacchari
NO9 (NF/NO9) or R. alamii YAS34 (NF/YAS), or with both competitors NO9 and YAS34
(Triple).

Plant-Bacteria-Bacteria Dialogue

We also investigated transcriptional changes of P. brassicacearum NFM421 antifungal genes in the
presence of the two competing bacterial species during their interaction with canola seedlings. Here
again, the expression of phlD gene of P. brassicacearum NFM421 is unchanged in response to iron
availability, when the strain was grown alone. The presence of K. sacchari NO9 changed the phl/D

expression in two opposite ways, by a twofold increase under iron limitation and a threefold decrease
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when iron was not limited (Figure 4). In comparison, the presence of R. alamii YAS34 slightly but
significantly decreased phlD expression whatever iron availability. During interaction of the three
competitors in planta, the impact of K. sacchari NO9 strain was attenuated, but still significant in a
similar way as during its bipartite interaction with NFM421 strain. The expression of scnAd gene was
unchanged in relation to iron availability, whenever P. brassicacearum NFM421 was alone in planta

or interacting with each or both competitors.
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FIGURE 4 | Expression of phID (A) and hcnA (B) genes of P. brassicacearum NFM421 grown
in the rhizosphere of Brassica napus, alone or in competition with K. sacchari NO9 (NF/NO9Y) or

R. alamii YAS34 (NF/YAS), or with both competitors NO9 and YAS34 (Triple).

Imaging of Antifungal Gene Expression

The transcriptional fusion phld-gfp containing the promoter region of phl operon and the
transcriptional fusion scnAd-gfp containing the promoter region of scn were also used to image phl and
hen genes expression during dual and tripartite interactions. The LSCM observations corroborated

gRT-PCR data, revealing a lower expression of ~cnA gene in comparison to phlD gene (Figure 5).
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phlA
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FIGURE 5 | In planta hcnA and phlA genes expression of rfp tagged P. brassicacearum
NFM421 on B. napus roots visualized by confocal microscopy using green fluorescent
protein gfp-based reporter constructs alone (A) and during interaction with K. sacchari
(B) NO9 and R. alamii YAS34 (C) and with both (D) un der iron limiting conditions (Fe-)

and iron replete conditions (Fe+). Size bars represent 5 pm.

Monitoring the proportion of each competing bacteria indicates enrichment of specific microbial
populations that have evolved to colonize the rhizoplane. Co-localisation of competing bacteria allows
determining if they are sharing the same micro-niche on the root surface or if they are inhabiting
separate sites (Figure 6). As evidenced on Figure 6A, P. brassicacearum NFM421::rfp and
K. sacchari NO9::gfp colonized the same sites on the rhizoplane (yellow patch due to mixed
expression of 7fp and gfp), while the sites colonized by R. alamii YAS34 are not co-localized with
those of P. brassicacearum NFM421 (Figure 6B);

FIGURE 6 | In planta co-localization of P. brassicacearum NFM421 tagged with rfp (red) and
K. sacchari NO9 tagged with gfp (green) (A); P. brassicacearum NFM421 tagged with rfp (red)
and R. alamii YAS34 tagged with gfp (green) (B).

158



DISCUSSION

Pseudomonads play crucial roles in plant growth promotion and control of plant diseases, however
other living organisms, including other bacteria, fungi and even plants might interfere with their
biocontrol efficiency. Certain fluorescent pseudomonads produce antimicrobial secondary metabolites
as hydrogen cyanide (HCN), and 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG). In this work, we assessed the
expression of phl and hcn genes in P. brassicacearum in co-culture with other plant root-associated
bacteria K. sacchari and R. alamii. Here, we demonstrated the modulation of antifungal activity by
other microorganisms, depending on the presence of the competing bacteria, plant and iron
availability. The host colonization by biocontrol agents is essential for biocontrol but not sufficient for
plant protection against pathogens. Besides competing for the rhizosphere resources and for space on
the roots, the biocontrol agent should be able to express antifungal genes and to produce the
corresponding compounds. Among the genes that are modulated during interspecific bacterial
interactions are often the genes involved in the production of antibiotics, as a defensive or offensive
strategy in microbial interactions (Fong et al., 2001; Harrison et al., 2008; Garbeva and de Boer,
2009). The rhizosphere-associated bacteria are always encountered as mixed populations of different
species in the environment, They have to deal with other microorganisms, the host and environmental
cues. These associations are the result of a co-evolution process that leads to the establishment of

strategies enabling the adaptation to specific ecological niches.

P. brassicacearum outcompetes K. sacchari and R. alamii

Our data show that P. brassicacearum NFM421 dominates K. sacchari NO9 and R. alamii YAS34
strains in both iron depleted and repleted conditions via a higher growth-rate and further outcompetes
the latter bacteria. P. brassicacearum produces at least two types of siderophores, which may facilitate
recovery of scarce amounts of iron to which it has access in aerobic environments and at least two
antimicrobial compounds DAPG and HCN. These features likely afford a competitive advantage over
other microorganisms in the rhizosphere. These observations are consistent with previous studies
showing that batch cultures of Pseudomonas aeruginosa grown in a defined medium produce a
secreted factor(s) that is stimulated by iron-limitation, and inhibits Agrobacterium tumefaciens
biofilms (Hibbing and Fuqua, 2013).

Surprisingly R. alamii YAS34 was more efficient in planta in competing with NFM421 strain under
iron limiting conditions than under iron replete conditions where they reached up to 18 and 4%
respectively, suggesting that YAS34 strain is presumably efficient in iron recovery and probably the
growth rate of NFM421 strain is much higher at the expense of root exudates and under iron replete

conditions.

phiD and hcnA genes expression is not exclusively controlled by iron

Both competitors mostly down-regulated phlD gene whatever iron availability and scnA gene under
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iron limiting conditions when co-cultured with NFM421 strain in CAA medium suggesting that these
competing bacterial species may produce specific signals that are perceived by P. brassicacearum, and
that act directly or indirectly at transcriptional level.

In P. brassicacearum, the global activator GacA is required for the expression of the HCN
biosynthetic genes hcnABC and DAPG biosynthetic genes phlACBD (Lalaouna et al., 2012). While
phiD gene expression is not modulated by iron availability, hcnd gene expression is remarkably
increased under iron limitation. Unlike Pseudomonas protegens CHAO (Blumer and Haas, 2000),
the conserved FNR/ANR recognition sequence is lacking in the promoter region of hcnABC operon,
and the expression of AcnAd in P. brassicacearum is not abolished by iron depletion and surprisingly, it
is even sevenfold increased under iron limiting conditions.

The eightfold drop response for scnA is triggered under iron starvation during competition with NO9
and YAS34 strains, whether translates an interspecies struggle for the low amount of iron, or a higher
antimicrobial activity of cyanide under iron limiting conditions, while pi/D gene is dropped during
interspecies interaction whatever iron availability.

Iron is a necessary nutrient for most bacteria and is one of the major limiting resources for which
microorganisms compete. In addition to the indirect competition for iron involving siderophores,
Pseudomonas aeruginosa has been shown to kill Staphylococcus aureus and use the released iron
(Mashburn et al. 2005). Competitive behaviours between bacteria are partly controlled by iron
availability (Andrews et al., 2003). Many mechanisms can be involved in bacterial exchange, such as
secondary metabolites and quorum-sensing system quenching. Bacteria are known to communicate
with one another and to modulate their gene expression through quorum-sensing (QS) signalling

molecules (Nealson et al., 1970).

Proximity favours communication

During interspecies interaction in planta, P. brassicacearum antifungal genes are more modulated by
K. sacchari, exhibiting a complete different behaviour than during co-culture in the absence of the
plant, suggesting that whether the latter request for iron is higher than that of Rhizobium or its ability
to uptake iron under liming conditions is lower. Another hypothesis is that probably K sacchari is
more competitive and protects itself against the antimicrobial effect of DAPG and cyanide by
dropping their production. It is worth noting that NO9 strain occupied the same sites than
NFM421strain on the rhizoplane as they were systematically co-localised. In the meantime, R. alamii,
which did not show any significant impact on antifungal genes expression, was shown to inhabit
niches on the roots where NFM421 strain was not found. Inhabiting separate niches may lead to lower

interaction and exchange.

Conclusion
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Antifungal genes expression is modulated under interspecies interaction, confirming that rhizosphere
bacteria can compete with each other with a range of antibacterial agents, quorum-sensing and
presumably unknown signalling molecules. The mechanisms by which a bacterial population
interferes with gene expression on another population are not yet fully understood. Inter-kingdom and
interspecies interactions alongside external factors may affect the success of introduced beneficial
microorganisms. Delineating the mechanisms by which such interactions occur and evolve in the

rhizosphere remains an important and exciting avenue of research.
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4 Conclusion et perspectives

Synthése des résultats obtenus

4.1 Sélection des souches bactériennes :

Nous avons sélectionné 7 souches bactériennes issues de 6 genres bactériens pour leurs effets

phytobénéfiques connus ou potentiels.

Tableau 3.28 : Synthese des effets phytobénéfiques potentiels de chaque souche étudiée.
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Stimulation de la croissance 4 4 4 v 4 4
Production de phytohormones v v v v
Capacité de biocontréle 4 4
Production de métabolites antifongiques 4 4
Structuration du sol v v
Solubilisation d'éléments minéraux 4 v v v
Fixation libre de I'azote atmosphérique v v

Nous avons donc tout d’abord procédé a la validation de leur capacité de croissance in vitro. A I'issue
de cette étape, la souche TTB310 a été écartée de I'étude. Des essais ont alors été réalisés en sol
agricole non stérilisé a I'issue desquels nous avons pu observer le maintien des souches NFM421,
11702 et NO9 pendant 3 mois dans la rhizosphére du colza.

Nous avons ensuite testé la capacité des souches retenues a solubiliser le phosphate insoluble en
conditions in vitro. Ces essais réalisés en conditions monoxéniques et en co-inoculation mettent en
évidence principalement I'activité solubilisatrice des souches NO30, NO9 et P71 en inoculation
simple. Cet effet est maintenu en co-inoculation avec NFM421 pour NO9 et P71 et a fortement
diminué dans le cas du couple NFM421/NO30.

Nous avons par la suite souhaité mettre en évidence un éventuel antagonisme entre la souche
NFMA421 et les autres souches en co-inoculation in vitro, en I'absence et en présence d’une plantule
de colza. Il nous est apparu que les souches 11702 et NO30, qui se maintiennent en présence de la
souche NFM421 en co-inoculation sur milieu riche, disparaissent en présence de la souche NFM421
quand les exsudats racinaires du colza constituent la seule source de carbone et d’énergie.

4.2 Sélection des trois souches les plus performantes :

Au début de I'étude, nous avions écarté la souche TTB310 qui n’a pu croitre en présence du colza en
condition monoxénique. A I'issue des tests suivants, nous avons choisi d’écarter de I'étude les
souches 11702 et NO30, incapables de se maintenir en présence de la souche NFM421 en utilisant
les exsudats racinaires du colza comme seule source de carbone et d’énergie. Enfin, nous avons
choisi d’écarter de I'étude la souche P71 qui, appartenant au genre Paraburkholderia risquait de ne
pas obtenir d’autorisation de distribution pour expérimentation (ADE).
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Ont donc été retenues pour la suite les souches NFM421, NO9 et YAS34, complémentaires du point
de vue de leurs effets phytobénéfiques et compatibles en co-inoculation.

Tableau 3.29 : Synthése des effets phytobénéfiques potentiels complémentaires des souches

retenues.
@6\ 5
& <
¢ xS
oo © 8
AN & x
‘0 < @V (06 Oq 0\0 v(?ﬂ)
VN S R\
Stimulation de la croissance v 4 v
Capacité de biocontréle v
Production de métabolites antifongiques v
Structuration du sol v
Solubilisation d'éléments minéraux v

4.3 Test de I'inoculum en co-inoculation en sol agricole non stérilisé

Une premiere série de trois essais de co-inoculation a alors été réalisée en serre en sol agricole non
stérilisé.

Ces essais ont tout d’abord permis de confirmer le maintien des souches utilisées pour I'inoculation
au sein de la rhizosphere des plantules pendant les 35 jours qu’ont duré les essais. Il apparait
cependant que, selon la modalité étudiée, les souches ne se comportent pas de la méme fagon. En
moyenne la souche NFM421 est retrouvée dans 99 % des modalités avec une concentration estimée
a1,6.10" CFU.mg"1 de racine, la souche YAS34 dans 83 % des cas avec une concentration estimée a
6,7.10° CFU.mg'1 de racine, et la souche NO9 n’est retrouvée que dans seulement 34 % des cas avec
une concentration estimée a 4,5.10° CFU.mg'1 de racine.

L’analyse des parameétres agronomiques a mis en évidence un effet significatif de la souche YAS34 sur
I'accroissement de la biomasse aérienne et racinaire des plantules de colza dans la premiere série a
un seuil a =5 %, méme si cet effet n’a pas pu étre mis en évidence dans les deux autres séries.

L’analyse de la composition minérale des échantillons réalisée par ICP-AES (séries 2 et 3) a mis en
évidence une augmentation de la teneur en phosphore des parties aérienne de la série 2 et racinaire
de la série 3, lors d’une inoculation par la souche YAS34. En outre, la modalité triple inoculation
« NFM421/NO9/YAS34 » a stimu
série.

s

e

a teneur en soufre dans les parties racinaires dans la troisieme

L’analyse des résultats de toutes les séries, bien que la variabilité diminue au fil des essais, montre
qgue la puissance de I'essai reste insuffisante pour nous garantir de pouvoir déceler une différence
significative si elle existe (risque de deuxiéme espéce). En outre, les effets significatifs relevés n’ont
pas pu étre répétés dans les trois séries. Pour augmenter la puissance de I’essai, nous avons choisi de
diminuer le nombre de modalités afin d’augmenter les effectifs par traitement au maximum de nos
capacités de culture.

Ce dernier essai a permis de mettre en évidence une augmentation du ratio de « masse
racinaire/masse partie aérienne ». Ce ratio, délicat a interpréter est, dans notre cas, la conséquence
de la diminution (bien que non significative) de la masse de la partie racinaire notée sur cet essai.
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4.4  Suivi de I'inoculum par métabarcoding du géne ADNr 16S

Afin de confirmer la présence de notre inoculum au sein de la rhizosphére et d’en évaluer I'impact
sur le microbiote du sol agricole non stérilisé, une analyse par métabarcoding du gene ADNr 16S a
été réalisée. Cette analyse nous a permis de confirmer le maintien de I'inoculum au sein de la
rhizosphére et de mettre en évidence un effet de I'inoculation sur le microbiote du compartiment
racinaire (rhizoplan). Grace a la profondeur du séquencage obtenue, nous avons pu constater la
quasi disparition d’une espéce, Rhodococcus sp. et, a I'inverse, une augmentation de prés de 10 % du
genre Stenotrophomonas. |l s’agit d’une tendance qui mériterait d’étre confirmée en particulier en
prenant en compte la résilience possible du phénomeéne.

4.5 Dialogue moléculaire entre P. brassicacearum et les autres souches testées

Le travail réalisé nous a permis de constater I'importance capitale de la compréhension du dialogue
moléculaire qui a lieu au sein de la rhizosphere des plantes dans la mise en place des nouvelles
pratiques culturales. Nous avons pu confirmer tout d’abord que la capacité de biocontrole de
P. brassicacearum NFM421 sur les champignons phytopathogenes Microdochium nivale, Fusarium
culmorum et Fusarium graminearum repose exclusivement sur sa capacité a produire le DAPG. Par la
suite, nous avons pu constater que, si la présence des autres souches composant I'inoculum n’a pas
d’influence négative sur la capacité de P. brassicacaerum NFM421 a coloniser le rhizoplan du colza,
elle a, en revanche, un effet trés important sur sa capacité a produire du DAPG et ce, malgré le fait
que les souches compétitrices représentent moins de 20 % du microbiote sur le rhizoplan. De méme,
nous avons pu constater qu’en plus du dialogue moléculaire entre les souches bactériennes du
rhizoplan, un facteur extérieur, tel que la disponibilité du fer dans le millieu de culture peut avoir des
conséquences trés significatives sur la capacité phytobénéfique de la souche NFM421 en
coinoculation. Une étude approfondie portant notamment sur la capacité de la souche NFM421 a
produire et a recruter des sidérophores pourrait nous apporter un élément de réponse qui nous
permettrait de comprendre les écarts de production du DAPG en présence de la souche K. sacchari
NOS9.

4.6 Conditions suboptimales et notion de facteur limitant

La pérennité d’une exploitation agricole réside en sa capacité a obtenir en fin d’exercice annuel une
marge nette suffisante pour permettre la rémunération de I'exploitant, I'exercice de I'année suivante
et les investissements nécessaires a I'amélioration continue de cet exercice. Cette marge est la part
restante, une fois retranché au prix de la vente de la production (incluant les diverses aides regues),
le colt de production qui prend en compte les frais liés aux intrants, a I'entretien des équipements, a
la rémunération des personnel etc. (Berrodier, 2012)%. Les variations climatiques, I'irrégularité des
pressions parasitaires et pathogenes exercées sur les cultures, ainsi que la fluctuation des prix a la
vente des productions agricoles, nécessitent une veille permanente afin de limiter au maximum le
co(t de production. Un exemple de ces fluctuations est donné pour le colza dans la figure 3.59.

® Berrodier, M (2012). Résultats économiques du réseau TTSI Comparaison avec le labour. Colloque de
restitution du 28 septembre 2010 a Ondes, ARVALIS — Institut du végétal disponible a
http://www.mp.chambagri.fr/IMG/pdf/11-Economie.pdf

171


http://www.mp.chambagri.fr/IMG/pdf/11-Economie.pdf

Colza
65

60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

Prix
€ / quintal

ol— 1 o v vy
91 92 93 94 95 96 97 98 99 00 02 01 03 04

w— Prix + subvention — PriX Codts / quintal

Figure 3.49 : Evolution des prix de production (avec et sans subvention) et des co(ts unitaires
du colza entre 1991 et 2004. (D’aprés Desbois et Legris, 2007°).

Il apparait qu’entre 1991 et 2004, le colt de production est supérieur au prix du colza sur le marché.
Seules les subventions accordées aux agriculteurs leur ont permis de dégager une marge. Cette
marge est donc le fruit d’'un compromis réalisé entre le rendement (quintaux par hectare) et le co(t
de production nécessaire pour y parvenir. Ce compromis place donc obligatoirement les cultures
dans des conditions suboptimales ; des conditions optimales seraient trop onéreuses pour un gain de
rendement trop faible pour générer un bénéfice. Dans I'optique de I'amélioration des pratiques
culturales, la diminution programmeée des intrants tendra probablement a éloigner davantage les
conditions de culture de cet optimum. Ce sont donc dans ces conditions que les inoculums
microbiens (biointrants) pourraient exprimer leur effet.

Afin de nous placer dans de telles conditions, plusieurs conditions limitantes sont possibles. Dans nos
régions, I'un des premiers facteurs limitants est, aprés I'alimentation hydrique, la nutrition des
plantes et plus précisément la nutrition azotée. Compte tenu des analyses réalisées sur notre sol de
référence, nous avons choisi de limiter la nutrition de la plante par irrigation avec une solution
nutritive diluée a 0,5X. Mais nos expériences ayant été conduites sur un pas de temps court
(quelques semaines), il se peut que ce stress n’ait pas été suffisamment impactant, ne permettant
pas de mettre en évidence un effet de I'inoculum qui aurait pu étre mis en évidence quand un ou des
facteur(s) limitant(s) s’expriment.

D’autres sources de stress sont habituellement rencontrées dans nos régions. Du fait de la
polyvalence d’activité phytobénéfique de I'inoculum, nous aurions pu choisir de tester I'effet de
notre inoculum, plus particulierement I'effet de R. alamii YAS34, dans un contexte de stress
hydrique. En effet, de par sa production d’EPS et son effet potentiel sur la micro-structuration du sol
(Alami et al., 2000), I'alimentation hydrique du colza aurait pu représenter un objectif nous
permettant de valider I'effet de nos souches sur la plante. Cependant, d’aprés les constatations
réalisées sur le terrain, le colza ne semble se montrer sensible a la sécheresse qu’a la germination et

° Desbois, D. et Legris, B. (2007) L’agriculture francaise et I'Europe — L’agriculture, nouveaux défis — édition
2007, Insee : Institut national de la statistique et des études économiques disponible a
http://www.insee.fr/fr/ffc/docs ffc/ref/agrifra07f.pdf
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aprés floraison dans sa phase de formation du grain. Selon le site « terresinovia.fr' », en cas de
stress hydrique, une irrigation réalisée autour de la formation des siliques pourrait faire gagner en
rendement (environ 8 gx/ha) et en teneur en huile (1,5 a 2 points d’huile de plus). Ce type de stress
est incompatible avec le dispositif expérimental que nous avons choisi, en raison de la durée des
cultures nécessaires pour pouvoir apprécier son effet qualitatif et quantitatif sur le rendement
(environ 11 mois, figure 3.60).
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Figure 3.50 : Cycle de développement du colza (D’aprés PROLEA™).

Enfin le troisieme type de facteur limitant la croissance des plantes est I'ensemble des facteurs
biotiques (pathogenes, agresseurs) et abiotiques affectant la santé des plantes. Nous aurions pu
tester ainsi la capacité de notre inoculum, particulierement de P. brassicacearum NFM421, a stimuler
les défenses des plantes. Il semble que le pathogene le plus préjudiciable économiquement pour le
colza est Sclerotinia sclerotorium causant des pertes peuvant aller jusqu’a 10 gx/ha. La lutte
biologique contre ce pathogéne prend tout son sens puisqu’il n’existe aucune variété résistante a ce
jour contre ce champignon. Son contréle n’est possible que par l'usage de produits
phytopharmaceutiques. Cependant I'attaque de ce pathogene intervient a floraison, la chute des
pétales étant le facteur déclenchant l'infestation. De méme que précédemment, il aurait fallu
redimensionner nos conditions expérimentales pour pouvoir procéder a ces tests en diminuant leur
nombre pour les allonger dans la durée.

1% http://www.terresinovia.fr/colza/cultiver-du-colza/irrigation/print.pdf?print=1 et
http://www.terresinovia.fr/colza/cultiver-du-colza/accidents-climatiques/manque-exces-
deau/print.pdf?print=1

" http://www.prolea.com/index.php?id=1477
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De la notion de « terroir » vers une approche réciproque et complémentaire

Les plantes exercent une puissante influence physique, chimique et biologique sur le sol autour des
racines (rhizosphere) permettant la sélection de certaines communautés microbiennes au détriment
d’autres (Tkacz et al., 2015). Le microbiote ainsi formé se nourrit de la trés forte richesse des
exsudats racinaires et, en contre partie, confére a la plante un environnement favorable nécessaire a
son bien-étre pouvant méme aller, nous I'avons vu précédemment, jusqu’a stimuler directement ou
indirectement la croissance de celle-ci. Le deuxiéme facteur influencant la structure de ces
|é (Berg and Smalla, 2009). En
effet, le sol héberge les espéces microbiennes capables de coloniser les plantes, et en particulier

communautés est le type de sol sur lequel I'h6te végétal s’est insta

leurs racines. Un certain nombre de parametres ont pu étre identifiés comme ayant une influence
sur la diversité microbienne comme le pH (Fierer and Jackson, 2006) ou encore I’adge du sol (Tarlera
et al., 2008, plus de détails sur la datation des sols cf. Trumbore, 2000).

Dans le cadre de ce projet, nous avons choisi une stratégie visant a proposer au colza un inoculum
composé d’espéces bactériennes sélectionnées pour leurs propriétés phytobénéfiques, mais qui
n‘avaient pas été isolées de la rhizosphére du colza et encore moins du sol dans lequel les
expériences ont été réalisées. Ce travail pourrait se voir compléter par une approche réciproque
visant a caractériser le microbiote naturellement associé au colza en culture afin d’en sélectionner les
souches candidates les plus intéressantes agronomiquement et, dans le cadre d’une approche
similaire a ce travail de these, en augmenter leur proportion sur le rhizoplan et dans la rhizosphere.

Le colza étant cultivé dans de nombreuses régions de par le monde, il parait difficile de pouvoir
désigner une zone géographique comme étant représentative du terroir colza. En France par
exemple, le colza est majoritairement cultivé sur la moitié nord du territoire. La partie « A » de la
figure 3.61 nous permet d’apprécier la diversité de composition des sols frangais ainsi qu’en partie
« B », les assolements colza en France en 2013.
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Figure 3.51: A) Carte de répartition des sols de France (d’aprés Gis Sol'?). B) Carte des
13
).

assolements colza en France en 2013 (d’aprés Cetiom
Si nous essayons d’associer un type de sol aux différentes zones de cultures francaises, 6 zones
distinctes semblent ressortir. Nous pourrions alors considérer ces zones comme potentiellement
représentatives de la diversité pédo-climatique associée au colza en France et procéder a un
échantillonnage du sol en vue de réaliser une analyse du microbiote par métabarcoding de I’ADNr
16S. Du fait de la spécificité de structure du génotype du colza et de son court historique de
sélection, il se pourrait que sa capacité génétique a recruter des microorganismes bénéfiques soit
amoindrie face a ses ancétres. Un travail analogue réalisé sur le chou (B. oleracea) et la navette
(B. rapa) pourrait compléter cette édude afin de donner une image la plus large possible du
microbiote potentiellement associé a cette espéce.

Il restera alors a identifier parmi ces souches celles dont le potentiel phytobénéfique est connu ou
supposé. Une étude bibliographique des données recueillies ainsi que la mise au point de différents
tests de criblages (analogues a ceux présentés dans cette étude) pourrait permettre de comprendre

2 http://www.gissol.fr/donnees/cartes/les-sols-dominants-de-france-metropolit aine-1491
B http://www.terre-net.fr/observatoire-technique-culturale/strategie-techniqu e-culturale/article/maintien-
des-surfaces-a-un-haut-niveau-et-redistribution-regionale-217-96669.htmL
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I'intérét pour la plante des souches les plus fréquemment retrouvées et envisager de composer un
inoculum a partir de celles-ci pour augmenter la taille de leur population au sein de la rhizosphere et
a la surface des racines (rhizoplan).
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6 Annexes

6.1 Annexe 1: Liste mise a jour des substances dont on envisage la substitution : Journal
officiel de I’'Union Européenne, réglement d’exécution (UE) 2015/408 de la
commission du 11 mars 2015

1-méthylcyclopropéne, acloniféene, amitrole, bifenthrine, bromadiolone, bromuconazole,
carbendazime, chlorotoluron (stéréochimie non définie), composés de cuivre (variantes de
I'nydroxyde de cuivre, de I'oxychlorure de cuivre, de I'oxyde cuivreux, de la bouillie bordelaise et du
sulfate de cuivre tribasique), cyproconazole, cyprodinil, diclofop, difénacoum, difénoconazole,
diflufénican, diméthoate, dimoxystrobine, diquat, époxiconazole, esfenvalérate, éthoprophos,
étofenprox, étoxazole, amoxadone, fénamiphos, oxyde de fenbutatine, fipronil, fludioxonil,
flufénacet, flumioxazine, fluométuron, fluopicolide, fluquinconazole, glufosinate, haloxyfop-P,
imazamox, imazosulfuron, isoproturon, isopyrazam, lambda-cyhalothrine, Iénacile, linuron,
lufénuron, mécoprop, métalaxyl, métam, metconazole, méthomyl, métribuzine, metsulfuron-
méthyle, molinate, myclobutanil, nicosulfuron, oxadiargyl, oxadiazon, oxamyl, oxyfluorfene,
paclobutrazol,  pendiméthaline,  pirimicarbe, prochloraz,  profoxydime, propiconazole,
propoxycarbazone, prosulfuron, quinoxyféne, quizalofop-P (variante quizalofop-P-tefuryl),
sulcotrione, tébuconazole, tébufenpyrad, tépraloxydim, thiaclopride, triallate, triasulfuron,
triazoxide, warfarine, zirame

6.2 Annexe 2 : Fiche technique des milieux utilisés
e Coic-Lessaint :

HNO3 : 4,21 mM ; (NH4)2HPO4 : 0,90 mM ; KNO3 : 4,49 mM ; Ca(NO3)2 : 0,97 mM ; Mg(N03)2 6H20
10,35 mM ; CLOH14N2Na208 2H20 : 26,86 uM ; (NH4)6Mo07024 4H20 : 0,04 uM ; H3BO3 : 24,26 uM
; MnSO4 H20 : 11,83 pM ; ZnSO4 7H20 : 3,47 uM ; CuSO4 5H20 : 1,00 uM.

e Hoagland 0,5X liquide :

MgS04 7H20 : 0,99 mM ; Ca(NO3)2 4H20 : 2,00 mM ; KNO3 : 3,24 mM ; NH4H2PO4 : 0,49 mM ;
EDDHA-NaFe : 12,89 pM ; H3BO3 : 23,14 uM ; MnCI2 4H20 : 4,57 M ; ZnSO4 7H20 : 0,43 pM ;
CuS04 5H20 : 0,15 UM ; Na2MoO4 2H20 : 0,51 pM.

Haogland 0,5X agar mou : Haogland 0,5X ; agar (Sigma, Sigma-Aldrich, USA) 3,5 g.L™
Hoagland 0,5X gélifié : Haogland 0,5X ; Gelzan™ CM (Sigma, Sigma-Aldrich, USA) 8 g.L™*
e TSB/10éme : Bacto™ Tryptic Soy Broth (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) : 3 g.L™"

Peptone de caséine (digestion pancréatique) : 1,7 g.L™ ; peptone de soja (digestion papaique) 0,3 g.L™*
; Dextrose : 0,25 g.L™; NaCl : 0,5 g.L™* ; K2HPO4 : 0,25 g.L'™.

e TSA/10&me : Bacto™ Tryptic Soy agar (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) : 3 g.L™*
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Peptone de caséine (digestion pancréatique) : 1,7 g.L™ ; peptone de soja (digestion papaique) 0,3 g.L™*
; Dextrose : 0,25 g.L™ ; NaCl : 0,5 g.L"; K2HPO4 : 0,25 g.L™* ; agar (Sigma): 15 g.L™".

e PVK: milieu Pikovskaya :

Glucose : 55,50 mM ; (NH4)2504 :3,78 mM ; NaCl : 3,42 mM ; MgS04 7H20 : 0,83 mM ; KCl : 2,68
mM ; Ca3(P04)2 : 80,59 mM ; Bacto™ Yeast Extract (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) : 0,5
g.L"1 ;agar: 15 g.L"l. MnSO4 : traces ; FeSO4 : traces.

e CAA : milieu casamino acids

Bacto™ Casaminos acids technical (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) : 5 g.L'™" ; KH2PO4 :
36,74 mM ; MgS04 7H20 : 2,07 mM

e LB : milieu Luria broth

NaCl : 85,55 mM ; Bacto™ Yeast Extract (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) : 5 g.L'l; Bacto™
Tryptone (BD) : 10 g.L'™.

e LA : milieu Luria agar
NaCl : 85,55 mM ; Bacto™ Yeast Extract (BD, Becton, Dickinson and Company, USA) : 5 g.L'l; Bacto™

Tryptone (BD) : 10 g.L™* ; agar (Sigma) : 15 g.L'™".

6.3 Annexe 3 : Dispositif de culture pour les essais en sol agricole non stérile (pots MW).

Repére fixé portant le numéro
de randomisation

Zone de semis

Sol humidifié et tassé

Enveloppe « MW » opaque
rigide

Fond opaque rigide perforé
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6.4 Annexe 4 : schémas d’un tube de collecte du sol adhérent

N
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6.5

Annexe 5 : Analyse pédologique du sol agricole non stérile utilisé

O Cl » Deg (] = D de d 0 O % q de
sxnlo H O » 0 P P . . D
Cailloux du sol Calcaire Total 280 G/XG Capacité d"échange Sable grossier 129
< 15 % Calcaire Actlf 121 G/XG Is‘z“""":;‘lm Sable fin 142
MO(C*1,72) 43,8G/KG Limon grossier 91
Profondeur du sol PH eau 8,19. Tx saturation Limon fin 124
60-90 cm | > 100 . Argile 189 5
ARGILO LIMO-
NEUX CALCAIRE
Cl = e de votre p elie
- 3
i)
A Ble
M.O.| PH |P205|P205|P.F. |C.SOL K20 |MGO |K/MG|CAO |BORE| cu | ZN
EAU | JH |OLSENP205|P205 EDTA | EDTA | EDTA | EDTA
: 43,8 8,19 0,256 0,016 64 | 0,70 o,usI o.ml 0,70| 12,99 0,18| 4,1 | 3,5| 19,4| 8,2
Z G/XG G/KG | G/XG | G/100 G/KG | G/KG G/KG
25,6| 6,95/ 0,152 0,07 2,00| 0,203 0,154 1,00| 4,50 0,37 | 2,
ble 33,3| 7,41| 0,228 0,11 3,18/ 0,280 0,231| 2,50| 6,17 | 0,55
! ‘mt‘f R Activité enz. 5,0 .
Goo Blomasse micr. 66 MG/KG
K2 b3 MGKG Azote Ramses 24,5 MG/KG
o $ axc Blanc Ramses 2,6 MG/XG
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6.6 Annexe 6 : Macro-instruction attribuant un numéro aléatoire unique non répétitif
de 1 a 8 a chaque modalité afin de leur attribuer une place au sein d’un bloc.

Sub Randomisation()

' Randomisation Macro

' Touche de raccourci du clavier : Option+Cmd+y
' Sub Aleatoire()
Dim plage As Range, cel As Range, alea As Double

Set plage = Range("03:010")
plage.Value = ""

If plage.Count > 8 Then Exit Sub
Randomize

For Each cel In plage

1 alea = WorksheetFunction.RandBetween(1, 8)
If Application.Countlf(plage, alea) Then GoTo 1 Else cel = alea
Next

End Sub

6.7 Annexe 7 : Analyse détaillée de I’effet bloc sur les parameétres mesurés.

Le parametre bloc a été intégré au modele d’interprétation statistique comme Il'une des
composantes de la variation observée. A ce titre, il est important d’en réaliser une étude plus
approfondie afin de mettre en évidence un éventuel comportement atypique nuisant a la pertinence
des résultats obtenus. D’un point de vue global, la localisation des groupes homogenes formés par
I’analyse statistique au sein du dispositif expérimental ne permet pas d’apprécier un effet particulier
qui aurait une influence nette et répétable sur les paramétres mesurés (Figure 1). Ce qui aurait pu
étre expliqué par un effet de I'enceinte de culture ou un biais expérimental.

| Masse PA | | Masse PR

49 50 51 52

1 2 3 4|17 18 19 20|33 34 35 36|49 50 51 52 1 2 3 4 pystIRCRYLE33 34
5 6 7 8|21 22 23 24|37 38 39 40|53 54 55 56 5 6 7 8 piuwripkipry37 38
9 10 11 12|25 26 27 28|41 42 43 44|57 58 59 60 9 10 11 12|25 26 27 28 Y]
13 14 15 16|29 30 31 32[45 46 47 48|61 62 63 64| (13 14 15 16|29 30 31 32 LR

[Bloc homogene [ |
[ Masse PR/PA | Masse PR/PA

A I VA E A Bl 33 34 35 36|49 50 51 52 1 2 3 4 17 18 19 20 33 34
AR R Wy Ay R rly 37 38 39 40(53 54 55 56 5 6 7 8 2122 23 24 37 38
9 10 11 12|25 26 27 28|41 42 43 44(57 58 59 60 ERRUEEEERVE 25 26 27 28|41 42
13 14 15 16|29 30 31 32[45 46 47 48|61 62 63 64| BEREEESEESIN 29 30 31 32|45 46

Humidité massique |

1 2 3 4|17 18 19 20|33 34 35 36|49 50 51 52
5 6 7 8|21 22 23 24|37 38 39 40|53 54 55 56

AVFAPEN A1 42 43 44|57 58 59 60
45 46 47 48(61 62 63 64

Figure annexe 1 : Répartition géographique schématisée au sein de I'enceinte de culture
des groupes homogénes formés a I'issue de I'analyse statistique des données selon le

parametre étudié.
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6.8 Annexe 8 : détail des données obtenues a I'issue de I’analyse des échantillons par
métabarcoding du géne ADNr 16S

BS_Control : sol nu non inoculé, BS _Innoculated : sol nu inoculé, NRAS_Control : sol non
rhizosphérique non inoculé, NRAS_Innoculated : sol non rhizosphérique inoculé, RAS_Control : sol
adhérent non inoculé, RAS_Innoculated : sol adhérent inoculé, Root_Control : racine non inoculée,
Root_Innoculated : racine inoculée

Total  BS_Control BS_Inoculated NRAS_Contral NRAS_Inoculated RAS_Control RAS_Inoculated Root_Control Root_Inosulated
Legend Taxonomy count % % * % % “ % % %

_hcidobacterizic_io_, 0 | 0w | 0.0% | oow 0.0% 0.0% 0.0%
_hcidobacteriaic_AT-s54; o[ 00w | oew 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
,_hcidobacteriaic_ Acidobacteria-Sio_if_ig 25 ern [ orw | ew | eam | 0.1% [ oms | ez | o | 0.0%
a5 0% 13% 13% 10% 10% 12% 0.9% 0.1% 0%
24 03% 04% 0.5% 0.3% 0.3% 04% 0.4% 0.0% 0.1%
2 00% 00w 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
15 01 [ oz [T 0.1% 0.2% 0% 0.2% 0.0% 0.0%
158 0| o 0% 0.2 0.2 0.2% 013 ok | 00w
3334 33% [ 43% 43% 41% 43% 3.8% 3T% [ T
250 0zw | 03w 0.4% 0.4% 0.3% 0.2 0.3% [ 0.0%
I Gacterin:p_seicobactarisic_feidonactria;o_iiA%1_mbl2ea_ 700 omm [ oow [ % oo oo oo o | ors |
P k_Bacteriap_hci | fizio_i £ -Other 3 00%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k_ Bacteria;p_Acidobacteria:c_BPC0Z:0_MVS40f_g 53 0% 0% (XY 0.0% 0.1% 0.0% 0.1% 0.0% 0.0%
[0 k_Bacteria:p_hcidobacteria:c_DA0S2:0_ENingS13:4_ia__ 1 00%  00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0 k_Bacteria;p_heidobacterizie_PAUCTTRo_if_ig M 0w o | e | e | 0.1% I ers | 0.7 0.0% 0.0%
B 00% 0% [y 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [T 0.0%
7 o0am | o1% (X 0.0% 0.0% (X 013 [ 0.0%
15 oow om [ wm [ oem | om | om ] oo o [ oes ]
4 00% [ 04% | o04% | 00% | 0.0% [ oow | 0.0% [ oow | 0.0% |
Candidatus Solibacter 3 00% | 04% | 00% | 00% 0.0% 0% | 0.0% 0.0% 0.0%
3T 0% 00w 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
o[ om | erw | ers | 0.1% e | ors [ oaw | 0.0% |
16 0.0% " [T 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [ 0.0%
00%  00% 0% 00% 0.0% n.0% 0.0% [ 00%
a5 00w [ oox [ T 01% 0% 0.0% 0.0% 0.0%
ia;p_Acidobacteria;c_[Chloracidobacterial;o_DS-A00F_; o 00% [ ook XU T 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I _Bacteria;p_icidobacteria:c_[Chloracidobasterial.o_PK28:1_.a 128 0% [ 01% 0.1% | 0.2% 01% 1% 0.2% 0.0% 1%
12 00m | 00w 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
62 16m [ 2w 2.0% 27% 1% 18% 164 0.7% 0.1%
837 08% | 13% 11% 11% 0.9% 0.8% 0.8% 0.1% 0.4%
72 o[ o 0.3% 0% 07 0.7 01 [ 00%
B0 08% [ 1.0% [ 2% 0% 1% 0% 0.2% 0.1%
B4 08% 0% 0.9% 12% 1% 0.9% 0.8% 0.1% 0.3%
B 0% 1% (XY 0.3% 0.2% [XTY 0.0% 0.0% 0.0%
75 om0 [E) 0.3% 0.2 0.2 013 [T 0.1
: 2 00% | 00w [T R | 0.0% [ oow 0.0% 0.0% 0.0%
_Ciitg_ 2 0an[ 01w [ | 0.0% L e | o1n [ 0w | 0.0%
_eBrotTa_ 21 o [ oaw om | om | om | om || om [ om | o ]
{_lamiaceae;Other 1 00% 00% [ 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
{_lamiaceae;q lamia 25 00% | 0.0% 0.0% 00% | 0.1% [ oow | 0.0% 0.0% 0.0%
_kollitg__ M 0o% | oow o || o | 0% ™ oew | oom 0.0% 0.0%
Other 52 0% 1% 0.1 015 0.1% 0.1 013 o.0% 0.0%
12 o o | oew 00| 0.1% | om 0.0% 0.0% 0.0%
Other 2584 26% [ 16w | zew | zam | 2% ™ zsm | 2ew | a1m | zew
i 100w 00w oo 00% 00% n.0% 0.0% 0.0% 0.0%
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7 Index des illustrations

7.1 Figures
Figure Légende
Distribution géographique des sites expérimentaux appartenant au réseau DEPHY distingués selon la filiere de production.
11 (Source : agriculture.gouv.fr/DEPHY-EXPE)
Diagramme de « U » (1935) représentant la théorie de Woo Jang-choon (dit « Nagaharu U ») selon laquelle les espéces B.
12 carinata, B. juncea et B. napus sont issues du croisement naturel de B. nigra, B. rapa et B. oleracea.
Affiches de propagande diffusées par le gouvernement des Etats-Unis en 1943 visant a collecter les corps gras domestiques
13 pour pallier a la pénurie liée a la Seconde Guerre Mondiale
Evolution de la part de semences des associations variétales lignées hybrides (CHL), des lignées pures (L) et des lignées
14 hybrides restaurés (HR) utilisées en France entre 2006 et 2011 (d’apres Coudurier et al, 2013).
Evolution du potentiel de rendement du colza avant son inscription au catalogue officiel entre 1955 et 2000 (d’aprés
15 Coudurier et al, 2013).
1.6 Classement des pays producteurs de colza dans le monde en 2013, France (4,3.106 tonnes).
1.7 Principales productions agricoles en France en 2013
1.8 Carte d’assolement des cultures de colza en France en 2013. (D’aprés Carpentier, M, 2013. a Terre-net Média).
Evolution du rendement de la production de colza en France en hectogrammes par hectare entre 1961 (1,5 t/ha) et 2013 (3
19 t/ha).
110 Evolution de la production mondiale de colza en million de tonnes entre 1961 (3,5.106 tonnes) et 2013 (72,6.106 tonnes).
1.11 Répartition géographique de la production de colza dans le monde en 2013 (D’apres FAOSTAT, 2015).
Evolution du rendement de la production de colza dans le monde en hectogrammes par hectare entre 1961 (0,5 t/ha) et
112 5013 (20 t/ha).
(a) Homology segment : chromosome segment marked by at least one gene that has been mapped in two or more species.
(b) synteny conservation : two or more pairs of homologous genes on the same chromosome in two or more species ; the
113 markers need not occur in the same order. (c) linkage conservation : conservation not only of synteny but also of gene
order. (D’apres Nadeau, 1989)
Coupe transversale schématique du dispositif expérimental : (0) milieu Pikovskaya-agar, (1) colonie bactérienne, (2) halo de
21 solubilisation, (A) milieu témoin sans bactérie, (B) milieu avec colonie dont le halo n’a pas été mesuré, (C) milieu avec
colonie dont le halo ayant atteint le fond de la boite a été mesuré.
Abaque prédictif estimant le nombre de répétitions en fonction de la différence vraie souhaitée et du coefficient de
2.2 variation des données mesurées.
Variation phénotypique de la souche P. brassicacearum NFM421. (a) colonies agées de 7 jours cultivées sur le milieu PAF
(Difco Laboratories, USA) mettant en évidence une zone (PIl) correspondant aux cellules variantes. (b) morphologie des
deux types de colonies. (c et d) Une activité protéase extracellulaire et lipase présente chez les colonies non variantes (Pl)
31 et absente sur les cellules variantes a pu étre révélée au moyen de cultures sur boite de Petri réalisées en milieu gélosé
' « Tryptic Soy Broth » (Difco Laboratories, USA) dilué dix fois contenant 1% de lait écrémé (c) ou 1 % de tributyrine et 0,8%
de gomme arabique (d). La souche a été cultivée a 30 °C (d’aprés Chabeaud et al., 2001).
Effet du changement de phase de NFM421 sur I'architecture des racines (a) et colonisation racinaire (b) de plantules
d’A .thaliana Col-0 agées de trois semaines. (a-1) : controle; (a-2) plantules colonisées par les cellules non variante; (a-3)
3.2 plantules colonisées par les cellules variantes. Observation réalisées en microscopie confocale (CSLM) sur des cellules
' marquées a la GFP non variantes (b-1) ou variantes (b-2 et b-3) colonisant les racines d’A. thaliana (d'apres Achouak et al.,
2003).
Représentation schématique de I'unité répétée de I'exopolysaccharide YAS34 (d’aprés Alami et al. (1998) Brevet CNRS-ARD
3.3 FR2759377, EP 0960132, WO 9835993)67
Micrographies réalisées en microscopie électronique a balayage d’E. agglomerans NO30 incubées 24 h sur des racines de riz
3.4 (1) et 8 h sur milieu LB illustrant la formation de symplasmata (SY), B = bactérie. (D’aprés Achouak et al., 1994).
Arbre phylogénique du genre Burkholderia basé sur I’ARN ribosomique 16S de 97 membres du genre. Le numéro
3.5 d’accession de la séquence de I’ARN 16S a été indiqué entre parenthéses. D’apres Sawana et al., 2014. Encadré en rouge B.
cepacia, en vert B. caribensis.
Structure de I'exopolysaccharide produit par P. caribensis P71. Il s’agit d’'un enchainement de molécules de D-glucose (D-
36 Glc), 6-déoxy-L-talose (L-6dTal), acide 3-déoxy-D-manno-octa-2-ulosonique (Kdo) et un groupe O-acétyle pour un ratio
molaire de 2:1:1:1. (D’apres Vanhaverbeke et al., 2001).
3.7 Coupe d’un kyste de RamLibacter tataouinensis observée en MET. Diamétre de la cellule : 0,8 um.
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Micrographie réalisée en microscopie a contraste de phase de RamLibacter tataouinensis TTB310 poussant en milieu liquide
TSB/10éme culture de 3 jours a 30°C. Ce cliché illustre la présence d’individus (1) sous forme sphérique (kyste), (2) de

3.8 batonnets et (3) d’agrégats de kystes. La micrographie a été prise avec un microscope confocal a balayage laser Olympus
Fluoview. Echelle : 4 mm. D’aprés Heulin et al., 2003.
Représentation schématique du dispositif expérimental standardisé de culture des plantules de colza en présence des
39 souches bactériennes candidates.
Représentation schématique du dispositif expérimental standardisé de culture des plantules de colza en vue de la détection
3.10 de colonies secondaires des souches candidates sur la racine par microscopie optique a épifluorescence.
(A) observation réalisée par microscopie optique a épifluorescence (couleurs artificielles) sur une portion de racine portant
un poil absorbant d’une plantule d’A. thaliana illustrant I'absence de cellules fluorescentes de R. tataouinensis TTB310, la
couleur verte diffuse observée étant I'autofluorescence de la racine causée par une observation prolongée. (B) Présence de
3.11 cellules a I'état libre détachées de la bande d’inoculation lors du prélévement d’un échantillon racinaire. On peut observer
les deux formes de la souche TTB310 : kyste (a) et batonnet (b).
(A) Observation réalisée par microscopie optique a épifluorescence (couleurs artificielles) sur une portion de racine d’une
plantule d’A. thaliana illustrant la présence de symplasmata de P. agglomerans NO30 (a). (B) Observation réalisée dans les
3.12 mémes conditions sur une portion de racine d’une plantule de B. napus illustrant la présence de symplasmata (b).
Disposition de I'essai au sein dans le phytotron. Chaque modalité est représentée une fois par bloc. Une modalité
« bordure » a été ajoutée pour combler la place libre au sein de chaque bloc. Eau : témoin négatif, P. brassicacearum
3.13 NFM421, P. brassicacearum 11702, E. radicincitans NO9, P. agglomerans NO30, P. caribensis P71, R. alamii YAS34.
Différence de structuration du sol entre le témoin négatif (A) ou en présence de I'inoculum de P. caribensis P71 (B). Le sol
3.14 prend une texture argileuse collante et tres compacte, trés difficile a désagréger.
Représentation schématique des mécanismes de solubilisation du P dans le sol par les microorganismes solubilisateur des
3.15 phosphates (Sherma et al., 2013).
3.16 Scans des boites de Petri contenant le milieu Pikovskaya agar (PVK) avant (1) ou apreés lavage des colonies (2).
Suivi de la croissance des souches bactériennes en co-inoculation avec NFM421 par estimation de la concentration en
3.17 CFU.mL™ en fonction du temps. (A) souche NFM421 et E. radicincitans NO9, (B) NFM421 et P. agglomerans NO30, (C)
souche NFM421 et B. caribensis P71 et (D) souche NFM421 et R. alamii YAS34.
Photographie des milieux de cultures utilisés mettant en évidence une variation de leur coloration en fonction du
3.18 partenaire bactérien employé.
3.19 Localisation des zones échantillonnées sur boite dePetri.
Observation au microscope optique a épifluorescence colorisées artificiellement des zones A, B et C apres excitation de la
3.20 mKate2 du compétiteur (1) ou de la GFP de la souche NFM421 (2).
Superposition artificielle des clichés réalisés au niveau de la zone C pour le couple P. brassicacearum NFM421 (GFP) / P.
3.21 agglomerans NO30 (mKate2).
3.22 Schéma du dispositif expérimental utilisé pour les expérimentations de co-inoculation du colza.
Schéma illustrant le plan du dispositif expérimental composé des 9 blocs ordonnés selon les deux axes du plan portant
3.23 chacun toutes les modalités.
3.24 Photographie du dispositif en 9 blocs en cours de culture
Plans de randomisation appliqués aux essais 1, 2 et 3. Chaque modalité est présente au sein de chacun des 8 blocs. D’un
3.5  blocalautre, les modalités ont été réarrangées aléatoirement. (NF = P. brassicacearum NFM421, NO9 = E. radicincitans,
YAS34 = R. alamii).
3.26 Chronologie des 3 répétitions de I'essai en sol agricole non stérilisé.
Représentation graphique de I'analyse en composantes principales des données des séries 1 (carré bleu), 2 (triangle rouge)
3.27 et 3 (triangle inversé jaune) organisées selon le facteur modalité et bloc
Synthése des données mesurées a I'issue des trois séries d’expérimentation. Les valeurs des moyennes ont été inscrites
3.28 dans le cadre au dessus de chaque modalité. Le tableau sous les boites a moustaches donne les groupes homogénes formés
au moyen d’un test de type ANOVA (ANalysis Of VAriance).
Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par modalité dans la partie aérienne des échantillons des séries 2 et 3. Les
3.29  groupes homogenes donnés sont ceux formés par un test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une
erreur ade 5 ou 10 %.
Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par modalité dans la partie racinaire des échantillons des séries 2 et 3. Les
3.30 groupes homogénes donnés sont ceux formés par un test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une
erreur a.de 5 ou 10 %.
Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par bloc dans la partie aérienne des échantillons des séries 2 et 3. Les groupes
3.31 homogénes donnés sont ceux formés par un test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une erreur a de 5

ou 10 %.
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3.32

Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par bloc dans la partie racinaire des échantillons des séries 2 et 3. Les groupes
homogénes donnés sont ceux formés par un test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une erreur a de 5
ou 10 %.

3.33

Plan de répartition des modalités testées au sein des 8 blocs et organisation dans I'enceinte de culture. Modalités jaunes :
inoculées par une suspension des souches NFM421, NO9 et YAS34 3 108 cfu.mL™ chacun. Modalités grisées : témoins non
inoculés.

3.34

Chronologie de I'essai graduée en jours depuis la premiére inoculation (J0).

3.35

Plan de répartition des modalités testées par pyroséquencage au sein des blocs et organisation géographique dans
I'enceinte de culture. Les modalités encadrées de rouge ont été maintenues sans plantule pour établir le profil
microbiologique d’un sol nu, celles en bleu pour les profils « sol adhérent », « rhizoplan » et « sol non rhizosphérique ».

3.36

Représentation graphique de I’"humidité massique du sol. A : évolution de I'humidité en % en fonction de la condition
d’inoculation | : inoculé par les souches NFM421, NO9 et YAS34, NI : non inoculé. B : évolution de 'humidité en % en
fonction du bloc. Les encoches sur les boites a moustaches désignent I'intervalle de confiance. C et D : groupes homogenes
formés pas le test ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un risque de premiéere espece o =5 %.

3.37

Représentation graphique des masses des parties aériennes. A : évolution de la masse en milligrammes de la partie
aérienne des plantules en fonction de la condition d’inoculation | : inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et YAS34, NI :
non inoculé. B : évolution de la masse de la partie aérienne des plantules en fonction du bloc (mg) ; C et D : groupes
homogénes formés par le test ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un risque de premiére
espéce o =5 %.

3.38

Représentation graphique des masses des parties racinaires. A : évolution de la masse en milligrammes de la partie
racinaire des plantules en fonction de la condition d’inoculation | : inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et YAS34, NI :
non inoculé. B : évolution de la masse des racines des plantules en fonction du bloc (mg). C et D : groupes homogéenes
formés pas le test ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un risque de premiere espece o =5 %.

3.39

Représentation graphique du rapport de masse des parties racinaires sur aériennes. A : évolution du rapport de la masse
racinaire sur la masse de la partie aérienne en fonction de la condition d’inoculation | : inoculé par les trois souches
NFM421, NO9 et YAS34, NI : non inoculé. B : évolution du ratio « masse racinaire sur masse aérienne » en fonction du bloc
(mg). C et D : groupes homogenes formés pas le test ANOVA et indices de significativité des différences observées pour un
risque de premiére espece a =5 %.

3.40

Représentation graphique du rapport de la masse de sol adhérent sur la masse de la partie racinaire. A : évolution du
rapport de la « masse de sol adhérent sur la masse de la partie racinaire » en fonction de la condition d’inoculation | :
inoculé par les trois souches NFM421, NO9 et YAS34, NI : non inoculé. B : évolution de la masse de sol adhérent sur la
masse de la partie racinaire en fonction du bloc. C et D : groupes homogénes formés pas le test ANOVA et indices de
significativité des différences observées pour un risque de premiére espece o =5 %.

341

Teneurs en phosphore et en soufre mesurées par modalité dans les parties aériennes et racinaires des échantillons. Les
groupes homogenes donnés sont ceux formés par un test du type ANOVA a deux facteurs (modalité et bloc) pour une
erreur ade 5 ou 10 %.

3.42

Schéma récapitulant le mode d’obtention des échantillons des 4 compartiments analysés par metabarcoding du 16S (ou
pyroséquencage).

3.43

Représentation schématique de la diversité du microbiote des échantillons prélevés avec ou sans inoculation par les
souches NFM421, NO9 et YAS34. Chaque couleur représente une classe bactérienne distincte, I'aire de la couleur est
fonction de son abondance au sein de I'échantillon. Détail des données en Annexe 8.

3.44

Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment sol nu

3.45

Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment sol non rhizosphérique

3.46

Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment sol adhérent

3.47

Variations du microbiote en présence de I'inoculum dans le compartiment racinaire

3.48

structure de la molécule du DAPG

3.49

Evolution des prix de production (avec et sans subvention) et des co(ts unitaires du colza entre 1991 et 2004. (D’apres
Desbois et Legris, 2007 disponible a 2).

3.50

Cycle de développement du colza (D’aprés PROLEA, disponible a4).

3.51

A) Carte de répartition des sols de France (d’aprés Gis Sol disponible a 5). B) Carte des assolements colza en France en 2013
(d’apres Cetiom disponible a 6).
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7.2 Tableaux

Tableau
1.1 Principales productions en tonnes dans le monde en 2013 (Sources : FAOSTAT).
1.2 Liste de quelques inoculants utilisant des microorganismes PGPR, commercialisés dans le monde (Berg, 2009).
Résumé des statistiques descriptives des données des trois séries d’expérimentation en sol. « X » : moyenne, « s » : écart
2.1 type, « CV% » : coefficient de variation, « PA » : partie aérienne, « PR » : partie racinaire, « SA » : sol adhérant aux racines.

2.2

Estimation de la puissance des séries 2 et 3 de I'essai en sol. PA désigne parties aériennes, PR désigne parties racinaires.

3.1

Effet de I'état d’hydratation du sol et de I'inoculation du tournesol par Rhizobium alamii YAS34 sur les parametres de
croissance du tournesol et la production de sol adhérent dans deux expérimentations distinctes. (Abréviations : NI : non
inoculé, NWS : absence de stress hydrique, Inoc : inoculé, WS : stress hydrique, RT : racines, RAS : sol adhérent, NS : non
significatif). (D’apres Alami et al., 2000).

3.2

Estimation a posteriori de la concentration bactérienne du sol inoculé.

3.3

Résumé des observations réalisées sur les 3 premiers blocs : « Signal fluo. » désigne les modalités pour lesquelles la
présence des souches candidates (marquées a I'aide d’une protéine fluorescente) a pu étre détectée, « - » désigne une
observation négative, « nd » désigne I'absence de donnée.

34

Résumé des observations réalisées sur les 3 blocs suivants : « Signal fluo. » désigne les modalités pour lesquelles la
présence des souches candidates (marquées a I'aide d’une protéine fluorescente) a pu étre détectée, « - » désigne une
observation négative, « nd » désigne I'absence de donnée.

3.5

Résumé des observations réalisées sur les 3 blocs suivants : « Signal fluo. » désigne les modalités pour lesquelles la
présence des souches candidates (marquées a I'aide d’une protéine fluorescente) a pu étre détectée, « - » désigne une
observation négative, « nd » désigne I'absence de donnée.

3.6

Liste des index de solubilisation calculés a partir de la moyenne des 5 spots selon la formule précédemment présentée.
« nd » désigne I'absence de donnée, le halo n’ayant pas atteint le fond de la boite de Petri.

3.7

Concentrations moyennes des populations bactériennes estimées par le comptage des colonies fluorescentes présentes sur
les étalements des broyats racinaires de 3 plantules de colza par prélévement. Les concentrations sont données en CFU.mL
!, « - » désigne une donnée non pertinente, « nd » désigne I'absence de donnée (les trois individus de cette modalité n’ont
pas poussé au sein des trois blocs étudiés.

3.8

Localisation des souches sur les racines de colza (culture en tube avec le sable de riviére). Imagerie réalisée sur les
échantillons du bloc 5 pour le couple P. brassicacearum NFM421/E. radicincitans NO9 (A) sur les zones apicales et basales
de la racine par microscopie optique confocale. Clichés suivants, imagerie réalisée sur le méme bloc sur les zones apicales,
centrales et basales de la racine par microscopie optique a épifluorescence pour les couples souche NFM421/ souche 11702
(B), souche NFM421/P. caribensis P71 (C) et souche NFM421/R. alamii YAS34 (D). « nd » désigne I'absence de candidats
fluorescents observables sur I’échantillon.

3.9

Localisation des souches sur les racines de colza (culture en tube avec le sable de riviere). Imagerie réalisée sur les
échantillons du bloc 7 sur les zones apicales, centrales et basales de la racine par microscopie optique a épifluorescence
pour les couples souche NFM421/E. radicincitans NO9 (A), souche NFM421/ souche 11702 (B) et souche NFM421/R. alamii
YAS34 (D).

3.10

Localisation des souches sur les racines de colza (culture en tube avec le sable de riviére). Imagerie réalisée sur les
échantillons du bloc 8 sur les zones apicales, centrales et basales de la racine par microscopie optique a épifluorescence
pour les couples souche NFM421/ souche 11702 (B), souche NFM421/R. alamii YAS34 (D) et souche NFM421/P.
agglomerans NO30 (E).

3.11

Résumé des différentes étapes de criblage réalisées et bilan des résultats positifs (v') ou négatifs (%) par souche testée.

3.12

Rémusé des effets phytobénéfiques complémentaires potentiels des souches sélectionnées pour la suite de I'étude.

3.13

Liste des protéines fluorescentes utilisées pour le marquage et la distinction des souches candidates.

3.14

Chacune des répétitions possede 8 blocs indépendants contenant chacun toutes les modalités. Cette figure donne le
pourcentage total des modalités par répétition dans lesquelles ont pu étre identifiées les souches Inoculées.

3.15

Taille des populations « totales » et de celle des souches inoculées. La concentration donnée est la concentration moyenne
des 8 répétitions de chaque modalité. « Totale » représente la mesure du microbiote cultivable mesuré dans ces conditions.
« nd » désigne une absence de donnée.

3.16

Fréquence moyenne d’apparition des candidats par répétition et concentration moyenne des candidats par répétition.
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Résumé des statistiques descriptives des données des trois séries d’expérimentation en sol. « X » : moyenne, « s » : écart

3.17 type, « CV% » : coefficient de variation, « PA » : partie aérienne, « PR » : partie racinaire, « SA » : sol adhérant aux racines.
Estimation des effectifs minimums « Rép. Min »permettant, compte tenu des variations mesurées, d’obtenir une puissance
3.18 suffisante pour répondre a la question posée. Les valeurs compatibles avec le dispositif expérimental sont encadrées en
vert.
Effectifs maximaux par parameétre agronomique d’intérét mesuré, une fois exclus les échantillons réservés a
3.19 I’'expérimentation visant a déterminer le profil microbiologique des échantillons par pyroséquencage.
Calcul du coefficient de variation des données de I'essai par parametre agronomique d’intérét mesuré. (écart-type « s »,
3.20 moyenne « X », coefficient de variation « CV »).
Détermination de I'effectif minimal significatif calculé en tenant compte des coefficients de variation de I'essai pour un a de
3.21 5et 10 %, un B fixé a 10 % et un A allant de 10 a 30 %. Les signes « - » désignent un effectif supérieur a 40 qui dépasse le
pouvoir de prédiction de I'abaque.
Détermination de I'effectif minimal significatif calculé pour chacun des 4 essais en tenant compte des coefficients de
3.7  Vvariation de I'essai pour un a de 5%, un B fixé a 10 % et un A de 30%. Les signes « - » désignent un effectif supérieur a 40
qui dépasse le pouvoir de prédiction de I'abaque.
Détermination de I'effectif minimal significatif calculé en tenant compte des coefficients de variation de I'essai pour un a de
3.23 5%, un B fixé a 10% et un A a 30%. Les signes « - » désignent un effectif supérieur a 40 qui dépasse le pouvoir de prédiction
de I'abaque.
3.24  Taxonomie résumée des souches candidates de I'étude
Variation des proportions des OTUs appartenant aux genres auxquels appartiennent les souches inoculées, selon le
3.25 compartiment et la condition d’inoculation (mélange des souches NFM421, NO9 et YAS34).
Nombre de séquences d’ADNr 16S identifiées par pyroséquengage par échantillon et par compartiment. Les signes « - »
3.26 correspondent a une absence de séquence au sein de I'échantillon.
3.27 Pourcentage total de séquences appartenant a I'espece Rhodococcus sp. selon le compartiment observé.
3.28 Synthése des effets phytobénéfiques potentiels de chaque souche étudiée.
3.29 Synthése des effets phytobénéfiques potentiels complémentaires des souches retenues.
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