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L’agriculture est née avec la mise en terre de sepweou de graines par ’lhomme. Au
début, il s'agissait pour lui d'assurer sa surmi@mduisant le juste nécessaire (agriculture de
subsistance). Aujourd’hui avec une croissance déapbipue forte, 'augmentation du niveau
de vie des pays les plus développés et la monai@iisdes marchés, I'agriculture est devenue
intensive a l'extréme en s'appuyant sur la médamiseet les moyens modernes de
l'agronomie (fertilisation, biologie, génétique,c.e). L’agriculture moderne a permis
d’augmenter la production agricole, mais I'agriatét industrielle intensive est de plus en
plus critiquée en raison des dégradations de Ifenmement dont elle est parfois responsable,
ainsi que de la survenue récente de crises aliinesitassez sérieuses pour que I'opinion
publigue s’en inquiete. D’'un point de vue enviromeatal, ces dégradations s’observent en
particulier par la pollution des eaux due a I'salfiion massive d’engrais azotés et par la
pollution des sols due a l'utilisation de produtsytosanitaires. Toutefois, ces dégradations
environnementales, liées a l'agriculture indusejehu développement industriel et au fort
accroissement de la population mondiale, ont s@utlsynombreuses questions et entrainé le
développement, voire l'apparition de nouvelles prépations pour la science agronomique
(dépollution, traitement des déchets, aménageredit futte biologique).

Certains microorganismes naturellement présentss das sols sont capables
d’améliorer la croissance des plantes et leursatibn peut étre envisagée comme une
alternative aux engrais chimiques, permettant tsfage des intéréts a la fois écologiques et
eéconomiques. L'introduction d’inocula microbiensndales systemes sol/plante peut ainsi
permettre d’augmenter les rendements des planéssiiicroorganismes utilisés sous forme
de « bioengrais » peuvent étre des bactéries,d@agignons ou des algues et sont exploités
pour leurs propriétés phytobénéfiques telles quefidation d’'azote atmosphérique, la
solubilisation/mobilisation d’éléments nutritifs §sents dans le sol, et la sécrétion de
substances stimulant la croissance des plantesnlogsorganismes phytobénéfiques sont de
deux types: (i) ceux qui établissent une relatd symbiose véritable (association a
bénéfices réciproques) avec la plante, c’est lgpaagxemple de la symbiose mycorhizienne
entre certains champignons du sol et la plupartedpgces végétales (Smith & Read, 1997)
ou de la symbiose fixatrice d’azote entre I'alpmat@obactéridkhizobiumen association avec

les Légumineuses (Long, 1996) ; (ii) et ceux gstert a I'état libre dans le sol ou localisés a
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I'intérieur des racines (endophytes) (Gray & SmB05) et qui établissent avec la plante une

relation facultative a bénéfices réciproques appetdpération ou symbiose associative.

Parmi les microorganismes établissant une symbagseciative avec la plante, se
trouve un ensemble de bactéries qualifiees de PRBRIRt Growth-Promoting Rhizobactejia
pour leurs effets stimulateurs de la croissance plemtes qu’elles colonisent. Ces
rhizobactéries sont présentes dans une zone ddoéerentre la plante et le sol, appelée
rhizosphere, et qui désigne le volume de sol emgibbmmédiatement les racines vivantes et
qui est influencé physiquement, chimiquement etogiguement par leur activité (Foster,
1988). La rhizosphére constitue un écotone richen@nments du a la sécrétion par les
racines de composés organiques dans le sol enainbnphénoméne désigné sous le nom
d’exsudation racinaire. Les microorganismes profitdonc d’apports en €léments nutritifs
qui vont stimuler leur croissance ; en retour, pepulations résidentes de PGPR pourront
exercer leurs effets phytobénéfigues sur la plabes PGPR peuvent étre classées en
différentes catégories en fonction du type deffghytobénéfigue qu’elles exercent
(Bloemberg & Lugtenberg, 2001). Certaines sont @@ample qualifiees de biofertilisantes
car elles fixent 'azote atmosphérique, ce qui Kboe a augmenter la quantité d’azote dans
les sols et a améliorer la croissance des plaateque ce composé est peu abondant dans le
sol. Les PGPR sont qualifiées de phytostimulatricesqu’elles favorisent directement la
croissance des plantes, la plupart du temps pardduction de phytohormones. D’autres
PGPR sont capable de protéger les plantes destiomecpar des microorganismes
phytopathogénes ; dans ce cas leffet exercé surplémte par ce mécanisme de
phytoprotection est donc indirect. Les bactériesPRGappartiennent a différents genres
bactériens et sont principalement documentées lgdseprotéobactéries telles qu’Azoarcus,
Azospirillum Azotobacter Burkholderig Enterobacter PseudomonasSerratia et chez des
firmicutes telles queBacillus Cependant, toutes les souches bactériennes dmne g
particulier ou d’'une méme espéce ne présentergysadmatiquement un effet PGPR.

De nombreux essais d’inoculation au champ avecsdashes du genwzospirillum
ont déemontré les effets phytobénéfiques de cetteéba, le rendement des récoltes pouvant
étre augmentés de 10 a 30 % (Dobbela¢r, 2001; Okon, 1994; Okon & ltzigsohn, 1995;
Okon & Vanderleyden, 1997). Les bactéries du gémespirillum qui appartiennent a la
classe des alpha-protéobactéries, font ainsi pdesePGPR modéles les mieux caractérisées
(Bashanet al, 2004). Elles occupent en effet une position pnéidante parmi les bactéries
libres fixatrices d’azote au sein de la rhizospleombreuses Graminées de grande culture
comme le blé, le mais ou le riz. Actuellement, $Béees ont été décrites au sein du genre

Azospirillum les plus étudiées étant les espatdsrasilensest A. lipoferum Les bactéries du
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genre Azospirillum ont été initialement étudiees pour leur capacitéfix@r I'azote
atmosphérique, mais de nombreuses études ontérourdria part d’azote apporté a la plante
par Azospirillum était minimale (Bashan & Levanony, 1989). En reVven [effet
phytostimulateur dAzospirillum serait principalement du a la synthése de phytboes.
L’effet phytostimulateur dAzospirillumse matérialise ainsi par une augmentation du velum
du systéme racinaire, ce qui améliore la nutritirique et minérale de la plante. Pour
améliorer les connaissances de I'effeAzbspirillum sur la croissance des plantes, de
nombreuses études se sont focalisées sur les e impliqués dans Ieffet
phytostimulateur tels que la fixation d’azote, leguction de phytohormones, et sur les
caractéristiques permettant la colonisation demeac(chimiotactisme, mobilité, adhésion).
Hormis ces études ciblées, les mécanismes génénapliqués dans l'adaptation de la
bactérie a son environnement rhizosphérique et dansmaintien des populations
d’Azospirillum au sein des communautés rhizosphériques demepentdocumentes ;
toutefois, leur compréhension est indispensable pamprendre I'écologie de cette bactérie.

Pour assurer leur développement et leur survie sain d'un biotope, les
microorganismes possedent tout un ensemble densgstéle régulation géneétique. Ces
systemes de régulation génétique permettent notaimmhienduire ou de réprimer des
fonctions bactériennes dont I'expression constitusierait couteuse en énergie et défavorable
a la bactérie dans certaines conditions. Des m&wasi de régulation permettent ainsi de
moduler I'expression de certains genes au nivediedsemble de la population en fonction
des changements d’environnement. Deux mécanismeseipe étre distingués : (i) une
réponse individuelle des cellules en réponse &iomukis exogene qui nécessite une protéine
kinase (« senseur ») fonctionnant en tandem avergulateur de transcription, ces deux
protéines formant un systeme a deux composanisun@ réponse concertée des cellules
capables d’évaluer la densité de la population’a@umulation d’'une molécule signal dans
I'environnement et d’exprimer des genes cibles waiment a forte densité cellulaire,
phénomeéne appelé quorum-sensing (QS). Le QS esndéganisme de communication
cellulaire permettant notamment de réguler destiome impliquées dans une interaction
avec un hote eucaryote.

Chez la bactérie rhizosphérig@eospirillum I'analyse d’'une quarantaine de souches
appartenant a six espéces différentes a révélguatee souches de I'espdigmoferumisolées
de la rhizosphére du riz produisaient des molécsitgzal de typdN-acyl-homosérine lactone
(AHLs) (Vial et al, 2006a). Chez difféerentes bactéries phytopathayenephytobénéfiques,
certaines fonctions impliguées dans linteractioreca la plante sont régulées par un
mécanisme de QS utilisant des AHLs (Markeg¢bral, 2003; Pirhoneret al, 1993; Woodet
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al., 1997). Les AHLs produites par certaines souchagaspirillumpourraient leur permettre
de réguler des phénotypes en fonction de I'envaoramt rencontré (substrats disponibles,
présence d'une plante héte, interaction avec ltg)laDans ce contexte, I'objectif principal
de cette these était d'identifier les fonctionsutégs par QS chek. lipoferum.D’un point de
vue méthodologique, apres avoir réussi a inactaeeAHLs produites pah. lipoferum deux
stratégies complémentaires ont été entreprises gtbeindre cet objectif : (i) une premiere
approche, ciblée, a consisté a analyser des phgsoparticuliers potentiellement régulés par
QS ; une seconde approche, globale, a consistémiparer le protéome des souches
n'accumulant plus d’AHLs avec celui des souches/ages afin d’identifier des protéines
différentiellement exprimées.

Chez de nombreuses bactéries, les genes régulésQfarsont situés dans
I'environnement génétique des génes impliqués dansynthése d’AHLs. Sur les quatre
souches dA. lipoferumproduisant des AHLS, les genes impliqués dangddyttion de ce
type de molécule signal n'ont pu étre identifiée ghez la souch&. lipoferumTVV3 (Vial,
2005; Vialet al, 2006a). Des séquences d’environ 2 kb de partatrd de ces génes avaient
éte initialement obtenues dans le but d’identifies genes cibles régulés par QS (Vial, 2005).
L’analyse de cette région avait révélé le regrougr@nde plusieurs ORFs adjacents aux génes
du QS et codant potentiellement des protéines gbagi indiquant I'insertion d’'un prophage
dans cette région. En parallele, des particulegipbas avaient pu étre mises en évidence
apres l'induction des cultures de TVV3 a la mitomgcC (Vial, 2005). Cependant, ces
travaux initiaux n’avaient pas pu permettre d’éatabgxistence d’un lien entre les genes de
prophage adjacents aux génes du QS et la produdiBoparticules phagiques. Dans la
continuité de ces travaux, nous avons poursuivicdsactérisation de I'environnement
génétique des genes impliqués dans la synthéseld' ARlez cette souche apres avoir obtenu
le séquencage d’'une région d’environ 29 kb conteles genes du QS. L'expression de
certains ORFs adjacents aux genes du QS a purétlgsée par RT-PCR semi-quantitative
dans la souche TVV3 sauvage et dans la souche umadant plus d’AHLs afin de
déterminer si le QS pouvait réguler I'expressiorcde ORFs. En parallele, la caractérisation
des particules phagiques formées a partir de edtde TVV3 induites a la mitomycine C a
été approfondie, afin de déterminer si leur prodacpouvait résulter de I'induction d’un
phage tempéré dans I'environnement des génes du QS.

Jusque |a, peu de données étaient disponibles roamtel’existence et le role des
phages chez les bactéries appartenant au geospirillum Des travaux réalisés au début des
années 1980, avaient montré gu'’il était possibieddire la production de phages chez
différentes souches Azospirillum(Franche & Elmerich, 1981). De plus, Germida (1984
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montré qu’un phage pouvait étre induit a partircddures des souchdés brasilenseSp7 et
CD, mais aucune donnée de génomique n’était dibfmdans cette étude (Germida, 1984).
Cependant, les phages jouent un réle important empopulations bactériennes ; ils sont
notamment impliqués dans les transferts horizontlugenes entre populations bactériennes
et participeraient, par la lyse cellulaire engeadpér leur cycle lytique, a la dynamique des
populations dans les écosystemes (Cancleayd, 2003a; Suttle, 2005; Weinbauer, 2004).
En interagissant étroitement avec les bactérisspleges contribueraient ainsi a maintenir
une certaine diversité chez les procaryotes (Weeb& Rassoulzadegan, 2004). Les phages
ont été particulierement mis en évidence et étuchéz les bactéries pathogenes ou d’intérét
industriel, mais leur rdle chez des bactéries consales ou symbiotiques reste encore peu
connu. Les différents résultats préliminaires obtewnlans de précédentes études sur les
phages cheAzospirillum(Franche & Elmerich, 1981; Germida, 1984) ains ¢ mise en
évidence d’'un phage chez la souéhdipoferumTVV3 nous ont donc amené a analyser leur
prévalence au sein du ger&keopirillum De plus, nous avons pu obtenir le premier génome
séquencé d’un bactériophage isolé d’'une soucheodpirillum

Ce document de thése comprend quatre chapitres symthése bibliographique et
trois chapitres expérimentaux. Le premier chapitmestitue une synthése des connaissances
actuelles sur les processus de régulation par Qf eton réle dans les interactions entre
bactéries et plantes. Le deuxiéme chapitre prédestéravaux réalisés dans le cadre de la
recherche de fonctions régulées par QS ¢helipoferumet de son implication potentielle
dans linteractionAzospirillumplante. Le troisieme chapitre se focalise pluscsiggiement
sur la souche &. lipoferumTVV3 et présente les résultats obtenus sur la t&iaation de la
région adjacente aux genes impliqués dans la ssmtth&\HLs, et qui ont permis d’orienter
les travaux sur la caractérisation d’un phage teénpléez TVV3. Dans le quatrieme chapitre,
est présentée une analyse de la prévalence dessphagein du genfezospirillum ainsi que
la caractérisation de la premiere séquence d'umgelisolé de la souchi&. brasilenseCd.
Enfin, les résultats obtenus au cours de ce traleathése sont discutés afin de comprendre
leur signification écologique chez les bactériesPRGAzospirillum et de proposer des

perspectives d’études dans la continuité de ceaura
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Figure 1.1: Modéle schématique du quorum-sensing.

A faible densité cellulaire, les molécules signaithétisées par I'autoinducteur synthase sont en
concentration trop faible pour étre percues parétplateur de réponse. A densité cellulaire
élevée, 'augmentation du nombre de bactéries prowaine accumulation de molécules signal
dans le milieu. Lorsqu’une concentration seuil &gtinte, I'autoinducteur forme un complexe
avec le régulateur de réponse qui, une fois aatdgdjle la transcription des genes cibles.
(Adapté de Gonzalez et Keshavan, 2006)
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Chapitre I : Synthése bibliographique

Introduction

En biologie, la sélection naturelle est un méaarisgissant au niveau individuel car
elle sélectionne les individus les plus adaptésua €nvironnement ; elle permet ainsi de
conserver les génomes dans lesquels les mutataférent un avantage a l'individu. La
théorie de la sélection naturelle est 'un des misoaes qui guide I'évolution des espéeces et
qui permet d’expliqguer comment I'environnement uefhce I'évolution des populations.
Ainsi, les écologistes suggerent que le plus ingmrhiveau d’organisation pour une espéece
se situe au niveau de la population. Comme lesepBus évolutifs semblent agir au niveau
individuel, il semble important que les individusime méme espéce puissent interagir entre
eux pour assurer le maintien de la population & des communautés. Le phénomene de
communication est un moyen pour les individus d’or@me espece d’interagir entre eux via
des échanges de signaux. La "communication" gsblegessus de transmission d'informations
et peut donc étre considérée comme un processoasgeen commun d'informations et de
connaissances. La communication permet ainsi ddgimaniere concertée au sein de la
population et a donc un réle dans les comportenmsauisiux.

Des recherches menées ces deux dernieres décemmigagvélé que les cellules
bactériennes dans leur environnement naturel nepamnasociables, mais qu’elles peuvent
interagir de maniere coopérative dans des conteeteymbiose, d’adaptation a une niche, de
production de métabolites secondaires, de résistane défenses des organismes supérieurs,
ou de coexistence sous forme de biofilms. Ces compents collectifs finement régulés
impliquent que les bactéries d’'une méme espécesgntisse reconnaitre entre elles sans
forcément établir un contact cellulaire. Une mamiéifférente pour établir un contact est de
pouvoir communiquer via de petites molécules diffies assimilables a des phéromones car
une fois synthétisées, elles peuvent diffusemadiieur et hors des cellules bactériennes pour
faciliter la communication entre les cellules. @rdage bactérien appelé « quorum-sensing »
décrit les mécanismes de communication cellulaite permettent généralement de
coordonner I'expression d’un ensemble de geneguerta population bactérienne atteint une
densité importante (Fuqua & Winans, 1994). En effetsque la densité de population
bactérienne augmente, la synthése de moléculeslsigppelées aussi autoinducteurs,
augmente également, ainsi que leur concentratios tamilieu extérieufFigure 1.1) A
partir du moment ou la concentration en moléculgisas atteint un certain seuil, les bactéries
peuvent détecter ces molécules, ce qui permeivaiin ou la répression de genes cibles

bY

régulés par la densité cellulaire. Ce mécanismemg@erdonc a chaque bactérie,
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individuellement de percevoir le moment ou la pagoh minimale owquorumest atteinte,
afin d’initier une réponse concertée. Processusitdébez un grand nombres d’especes
bactérienne, le quorum-sensing régule une assed@mdiversité de phénotypes tels que la
formation de biofilms, la production d’exopolysaaddes, la production de facteurs de
virulence, la mobilité, autant de fonctions quitsessentielles a I'établissement d’interactions
symbiotiques ou pathogenes entre la bactérie étotem eucaryote (Waters & Bassler, 2005;
Whiteheacdet al, 2001).

Le concept de quorum-sensing (QS) est né de dubemenées sur des populations
clonales dont la croissance est réalisée en culiguégde au laboratoire ; cependant les
populations naturelles capables de produire deséaulds signal évoluent dans des
environnements complexes ou fluctuent biodiversitéparameétres physico-chimiques. La
nature du processus de signalisation dans cesatif®2environnements peut donc étre assez
différent, influencée a la fois par des modulatidagoroduction du signal et par sa dynamique
de diffusion. De plus, le nombre important d’études le QS montre que ce processus est
plus complexe gu'initialement décrit, et qu’il éstégré dans un réseau global de régulation
de genes intégrant les multiples signaux exterpels ¢omposition du milieuetc..) afin de
favoriser I'adaptation des bactéries aux stresgr@mvementaux. Preuve également de cette
complexité, les bactéries ont développé plusieyssemes de régulation par QS impliquant
différents types de molécules signal, en particuks N-acyl-homosérine lactones (AHLS)
qui ont été détectées chez plus de 70 genres igsxsté Gram négatffFigure 1.2).

Les bactéries ne vivant pas isolées dans leuremilun ensemble de parametres
favorables ne dépendant pas uniquement de la éegsitulaire est nécessaire pour
coordonner efficacement au sein de la populatien ftenctions régulées par QS. Cette
condition implique que la bactérie puisse perceVedr différents parametres du milieu et
exprimer ainsi les fonctions régulées par QS ermquatéon avec le type d’environnement
rencontré. Les différents niveaux de régulatiodutale impliqués dans la production de
molécules signal ainsi que les facteurs environméaoe influencant leur accumulation dans
le milieu extracellulaire seront présentés dangecggnthese : régulation de la synthese de
molécules signal, présence de systemes endogemgaddet les signaux, présence de
multiples systemes QS, coordination des systemeav@Sd’autres systemes de régulation, et
influence de I'environnement abiotique et biotig(eutres organismes) sur le QS des
bactéries. Les molécules signal les plus étudid¢ant des N-acyl-homosérine lactones
(AHLs), nous limiterons notre étude a ce type déeawde. Afin d’illustrer 'importance de la
régulation par QS dans les interactions bactémiés;mous analyserons en dernier lieu les
fonctions régulées via les AHLs chez les bactass®ciées aux plantes.
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Figure 1.3: Structure de différentes AHLSs.
D’aprés « Quorum sensing site », http://www.ngftiam.ac.uk/quorum/AHLs.htm.



Chapitre |

1. Les différents niveaux de régulation cellulaire modulant la

synthése et I'accumulation de molécules signal de type AHL

1.1. Les déterminants génétiques a la base du QS
1.1.1 Synthese des AHLs

La synthése des AHLs repose sur la présence @sebdctéries d’'un ou plusieurs
génes codant des AHL synthases. Actuellement, taniglles de protéines codant des AHL
synthases ont été caractérisées, la plus commgreupant les protéines de type LuxI qui ont
éte identifiees chez un nombre important de bagé@ppartenant aux subdivisiang, ety
des protéobactéries. Les deux autres familles com$tituées des protéines sans similarité
avec Luxl, la premiére regroupant les protéinestyge LuxM identifiées chez plusieurs
especes d¥ibrio, la seconde étant représentée pour I'instant emgut par 'enzyme HdtS
identifiee cheZPseudomonas fluoresce(®assleret al, 1993; Hanzelkat al, 1999; Lauest
al., 2000; Miltonet al, 2001). Les protéines de type Luxl synthétisemtAelLs en catalysant
la liaison amide entre