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Résumé

L'objectif de cette thése est de contribuer a fgiregresser les connaissances sur les
interactions bénéfiques entre les plantes et lesomiganismes en évaluant la contribution
des systémes de sécrétion de type Il (SST3). Ynthase des connaissances disponibles
relatives aux SST3 chez lddseudomonasion pathogéenes, saprotrophes ou mutualistes,
présentéehapitre |, montre que les SST3 ne sont pas cantonnés aragtibns parasites ou
pathogenes avec les plantes. Dans I'étude expéteeprésentéehapitre Il, nous avons
utilisé différents génotypes dedicago truncatul&gGaertn. cv. Jemalong capables (Myc+) ou
non (Myc-) d’établir une symbiose mycorhizienne. t@evail nous a permis de montrer que
les Pseudomonaspp. fluorescents possédant un SST3 (SST3+) saiérpntiellement
associés aux racines mycorhizées des génotypes et truncatula(J5 et TRV48) plutot
gu'aux racines du mutant Myc- (TRV25) et au sol Ainsi, la plante seule n'est pas a
I'origine de la présence accrue deseudomonaSST3+. La colonisation de la racine par les
champignons mycorhizogenes a arbuscules (CMA), déxeldppement du mycélium
intraradiculaire et/ou la formation associée d’'adules, sont également déterminants. Dans
I'étude présentéehapitre Il , nous avons compare les effets de la souche mpdaieotrice

de mycorhization (MHBP. fluorescen<7R12 (SST3+) et de son mutant C7SM7 (SST3-),
sur la mycorhization et la croissance Me truncatuladans un sol non stérile. Ce travail a
permis de montrer que le SST3 de C7R12 contribdeffet MHB de la bactérie. La
promotion de la colonisation de la racineMetruncatulapar les CMA indigénes induite par
le SST3 de C7R12 s’est traduite par une amélioratie la croissance de la plante. En
revanche, I'inactivation du SST3 chez C7SM7 a eumyact délétére sur la colonisation de
la racine deM. truncatulapar les CMA du sol étudié et sur la croissance al@lante.
L’observation d’effets quantitatifs opposés entrBRC2 et C7SM7, nous a conduits a nous
interroger sur l'existence d'un effet différentide l'inoculation de ces bactéries sur la
structure et la diversité des communautés des origamismes associés. Dans une étude
présentéechapitre 1V, le suivi dynamique en parallele de la structues dommunautés
totales bactériennes (B-RISA) et fongiques (F-RI8RJle la colonisation de la racine par les
CMA a été réalisée. Aucun effet de l'inoculationanété observé sur la structure des
communautés fongiques de la rhizosphéere ou desesacEn revanche, la structure des
communautés bactériennes a varié selon que leteplaient été inoculées ou non et selon la

souche inoculée. Néanmoins, ces difféerences onblEérvées plusieurs semaines apres les






effets de l'inoculation de C7R12 ou de C7SM7 surdbbnisation de la racine par les CMA.
Ce décalage dans le temps, suggére que les dif&senbservées dans la structure des
communautés bactériennes pourraient étre une aomseég plutdt qu’'une cause des
variations observeées sur la mycorhizatioMldruncatula Nos résultats n'ont pas permis de
mettre en évidence d’effets de l'inoculation surdigersité des populations des bactéries
fixatrices d’azote présentes dans les nodositéd.deuncatula.L’analyse des séquences de
la grande sous-unité de 'ADN ribosomique (LSU rDNamplifiées a partir d’ADN extrait
des racines, a montré pour les plantes inoculéesreinoculées, que les populations de CMA
étaient majoritairement apparentées Glomus intraradices Un groupe d’isolats
spécifiguement associé aux racines inoculées av&d Z et apparenté@. claroideuma été
décrit. Le groupe spécifique pourrait étre assaci€ameélioration de la mycorhization
observée dans les racines inoculées avec C7R12iniéas, compte tenu de sa faible
représentation numeérique (8%), il semble probahlke Ignoculation de C7R12 ait aussi un
effet quantitatif sur la colonisation de la racdeM. truncatulapar les CMA. Les SST3 des
Pseudomonaghytopathogéenes sont connus pour modifier les nm&tas de défense de la
plante et permettre une meilleure colonisation’dété par les bactéries. Nous avons donc
émis I'hypothése selon laquelle le SST3 de C7R1&rpd favoriser la colonisation des
racines par les CMA en modifiant les réactions éfernise de la plante et étre impliqué dans la
capacité de vie endophyte de la bactérie. Les tedsupréliminaires, présentés dans le
chapitre V, ont montré que C7R12 présente effectivement uedlemre aptitude a la vie
endophyte que son mutant SST3-. La comparaisoa delbnisation de la racine par C7R12
et C7SM7 a I'aide des observations microscopigaiaspas permis de confirmer les premiers
résultats obtenus par dénombrement. Néanmoingtleles en microscopie n’ont concerné

gu’une partie réduite de la racine et devront éxraplétées.

Mots clés : systeme de sécrétion de type Bseudomonaspp. fluorescents, mycorrhiza
helper bacteria (MHB)Medicago truncatula champignons mycorhizogénes a arbuscules,

interactions plantes-microorganismes bénéfiques
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Introduction générale

Contexte scientifique

En agriculture, la quéte constante d’'une amélionatie la productivité et d’une
réduction des codts ont eu des incidences négatipdssieurs niveaux. Outre les importants
bouleversements culturels qui en ont découlé, lalitgu de I'environnement a été
particulierement touchée : contamination de I'ean pne utilisation intensive de produits
phytosanitaires et d’engrais de synthése, présgame les aliments de résidus nocifs pour la
santé, appauvrissement des sols, réduction deddvbrsité du fait de la présence de cultures

uniques de masse, perturbation de la vie microleienn

Sur la base de ce constat, le concept d’agroéeplagété développé dans le but
d’apporter des alternatives a des méthodes agsicaegereuses pour notre environnement et
notre santé. Miguel Altieri (1986), un des piongigle ce concept, a défini I'agroécologie
comme étant Une science intégrée qui cherche a comprendre les f'énergie,
d’'information et de matiere dans les agroécosysteemevue d’optimiser les extrants tout en
minimisant l'utilisation d’intrants extérieurs enedvitant I'exploitation miniere ou polluante
des ressources naturelles L'objectif de [I'agroécologie est donc de garantin
développement agricole durable et compétitif, neaties pour couvrir des besoins croissants,
tout en respectant I'environnement afin de récoltes aliments sains et de préserver les

ecosystemes.

Dans le sol, les microorganismes représentent l@rittades organismes vivants et
constituent une importante part de la diversitééjgne de la planete. Il a été estimé qu’un
gramme de sol contenait de*d@ 10" bactéries (Horner-Devinet al, 2003), de 6000 &
50000 especes bactériennes (Cuetial, 2002) et jusqu’'a 200 m d’hyphes fongiques (Leake
et al, 2004). De plus, les microorganismes jouent ue of¢ et influencent un grand nombre
des processus des différents écosystémes inclaaqtisition des éléments nutritifs pour les
plantes (Smith et Read, 2008 ; Sprent, 2001),\Jeles géochimiques comme celui de 'azote
(Kowalchuk et Stephen, 2001) ou du carbone (Hoglketrgl, 2001) et la structure du sol
(Rillig et Mummey, 2006). Cependant, alors qu’ilt eergement reconnu que les
microorganismes jouent un role indispensable dessycles géochimiques, leur impact sur

la productivité et la diversité des plantes esbemtal compris.



Figure 1. Représentation schématique de la boucle de rétird@terdécrivant les interactions plantes-

microoganismes dans la rhizosphére.
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Introduction générale

Interactions plantes-microorganismes dans la rbize@s

Depuis plus d'un siécle, la compréhension des actens plantes-microorganismes
dans la rhizosphére a suscité I'intérét de nombohigxcheurs. Hiltner (1904) fut le premier a
définir la rhizosphére comme étant la zone de stugant la racine qui est directement ou
indirectement influencée par cette derniere etpgésente une forte activité microbienne. La
rhizosphéere est le siege de nombreuses interactemiee les plantes et les divers
microorganismes associés. La dynamique de cesaati@ns peut étre représentée par une
boucle de rétroaction comme celle décrite par Leamamet al. (2006 ; Fig. 1).

0 Les plantes transforment I'énergie lumineuse enrgd@echimique et la stockent

temporairement sous forme de liaisons chimiquelescen énergie dans des molécules
organiques par le processus de photosynthése. dtagymthése conduit a une accumulation
d’énergie dorigine solaire dans les végétaux apbylliens (production biologique

primaire) et soutient le fonctionnement des éc@syet en convertissant I'énergie lumineuse
et les éléments minéraux en matiéres organiqudisabtes par les niveaux trophiques
supérieurs. Une partie significative des photositaits de la plante est directement libérée
dans le sol sous forme de molécules organiqueslégsperhizodépbts’. Ces rhizodépbts
représentent de 5 a 40% des produits de la phdtessen (Nguyen, 2009). La plante modifie

donc I'environnement rhizosphérique en libéranedivcomposés dans les rhizodépots.

@ La densité des populations de la microflore assoaiéx racines est significativement
plus élevée dans la rhizosphére que dans le s¢Cuad et Truelove, 1986 ; Lemanceau et
Heulin, 1998 ; Morgaret al, 2005 ; van Loon, 2007). Ces modifications quatities de la
microflore, ou ‘effet rhizosphére’, s'accompagnégtlement de modifications qualitatives.
En effet, la diversité et la structure des commtdésmumicrobiennes dans la rhizosphére
(Cardon et Gage, 2006 ; Garbeataal, 2008 ; Kowalchulet al, 2010 ; Latouret al, 2009 ;
Lemanceawt al, 1995) et leur activité métabolique (Bending, 200&nnipieriet al,, 2008 ;
Pinton et al, 2001) different de celles du sol nu. Les popatai aptes a percevoir les
variations de I'environnement rhizosphérique etlapger leur physiologie, tirent profit de la
perturbation et sont favorisées. Les composés mges exsudés par les plantes dans la
rhizosphere activent différents groupes de micraoigmes et augmentent leur prolifération
(Baiset al, 2006).






Introduction générale

e Les rhizodépbts constituent donc un élément majeuperturbation de la microflore
tellurique qui en retour, influence la croissantdaesanté des plantes et donc, a nouveau,
I’émission des rhizodépots... La microflore rhizospipge est naturellement constituée d’un
assemblage complexe de microorganismes procargbtascaryotes (Cardon et Gage, 2006 ;
Kent et Triplett, 2002). Parmi ces microorganisnoestains sont présents dans la rhizosphére
sans que leur influence sur le développement dgétaex ne soit connue (microorganismes
commensaux), certains sont favorables aux plambegu@listes) alors que d’autres ont des
effets déléteres sur les plantes (parasites etopatfiogenes). La croissance, la santé des
plantes et leur diversité sont donc influencéeslaativersité des populations microbiennes
présentes dans la rhizosphere (Bloemberg et LugtgnB001 ; Lemanceau, 1992 ; van der
Heijdenet al, 2008 ; Welletet al, 2002 ; Whipps, 2001). Les rhizodépots jouentdle actif
dans la régulation des interactions mutualistgsedsites/pathogénes, entre les plantes et les
microbes du sol (Hirscét al, 2003).

Du fait de I'importance du colt énergétique quedsente la libération de rhizodépots
pour la plante et de la forte densité de microasyaaes bénéfiques pour leur croissance et
leur santé dans la rhizosphere, il a été suggéeélajplante influencerait la structure et
I'activité des communautés microbiennes en favatisss populations qui lui sont bénéfiques
(Cooket al, 1995 ; Lynch, 1987). Afin de tirer partie de eedituation et ainsi, optimiser les
interactions favorables a la croissance et la sdag plantes et développer des pratiques
agricoles plus respectueuses de Il'environnemenna@nhs consommatrices d’intrants de
synthése, il est nécessaire de mieux connaitméesnismes d’interactions entre les plantes
et les microorganismes de la rhizosphere. Actudtani’utilisation de microorganismes pour
améliorer la croissance et la santé des plampesse principalement sur l'inoculation. Les
microorganismes, tels que les champignons mycagbizes (Elhassaret al, 2010 ;
Gianinazziet al, 2010) et les bactéries fixatrices d'azote (Bluhdajeeet al, 2008 ;
Elhassaret al, 2010), représentent un potentiel important p@mélioration de la croissance
des plantes et la lutte biologique contre les metad'origine tellurique. La variabilité des
résultats obtenue par l'utilisation d’organismegawits est souvent supérieure a celle obtenue
par I'application de produits de synthése. De raeikks connaissances des meécanismes
d’interaction plantes-microorganismes permettracgéetvisager de développer des pratiques
autres que l'utilisation d’inoculants comme, parmyple, favoriser des populations déja

présentes dans la rhizosphére et qui sont bénéfgue les plantes.



Figure 2. Etapes simplifiées de la mise en place de la sysebfixatrice d’azote entre les rhizobia et lesmasides
Iégumineuses (d’'apr&svolution© 2007 Cold Harbor Laboratory Press).
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Deux catégories d’effets bénéfiques des microosga@s sur les plantes peuvent étre
distinguées (van der Heijdext al, 2008) : (i)les effets directsvia les organismes microbiens
associés a la racine qui mettent en place desordatutualistes avec les plantes etlég
effets indirects via I'action des microorganismes vivant liborement démshizosphéere qui

modifient les taux d’approvisionnement en élémenisitifs et la répartition des ressources.

Effets bénéfiques directs des microorganismesassardissance et la santé des plantes

Parmi les organismes a effets bénéfiques diredti&rehts microorganismes de la
rhizosphere mettent en place des associations eyigques avec les plantes et peuvent
stimuler leur productivité et leur diversitées associations symbiotiques entre les plantes
et les microorganismes fixateurs d’'azotetels que les bactéries appartenant au groupe des
Actinomyceétes et a la famille d&hizobiaceagsont parmi les plus connues. Ces dernieres,
collectivement désignées par le terme ‘rhizobiantsparticulierement bien étudiées. Elles
établissent des relations symbiotiques avec lagggaappartenant pour la plupart a la famille
des légumineuses particulierement importante danpréduction agricole (Bloemberg et
Lugtenberg, 2001 ; Fig. 2). Cette symbiose entre Heizobia et les légumineuses, se
caractérise par la formation sur les racines h@tesganes symbiotiques appelés nodosités
dans lesquelles ces bactéries se logent (Déaetag 1992 ; Fransseet al, 1992 ; Perregt
al., 2000). L'association symbiotique permet aux rhiaode bénéficier d’'un micro-habitat
favorable dans lequel ces bactéries ont accesudustrats carbonés issus de la photosynthése.
En échange, les bactéries réduisent I'azote atnéospte en ammonium et le rendent ainsi,
directement assimilable par les plantes hotes. hagéries fixatrices d’azote sont des
régulateurs importants de la productivité des plgntincapables d'utiliser I'azote
atmosphérique sans ces microorganismes. De plasoté est, avec le phosphore et le
potassium, I'élément principal qui limite la crasse des plantes (Chapin, 1980). Dans
certains habitats dominés par les léegumineuse€xagmple la savane, les prairies et les foréts
tropicales, les symbiotes bactériens fixateursat@peuvent contribuer a la fourniture d’une
part significative de l'azote annuellement utilipdr les plantes (jusqu’a 20% ; van der
Heijden et al, 2006a). Ces auteurs ont également montré quédastgries symbiotiques
influenceraient la composition des communautés ativersité des plantes. On estime que
15000 especes de légumineuses forment des asgosiaymbiotiques avec les bactéries

fixatrices d’azote (Sprent, 2001). La présence @& symbiotes ou leur apparition dans les



Figure 3. Principales formes de mycorhizes associées auranaes plantes supérieures d’apreés Halle (2008).
Lesectomycorhizesont caractérisées par la non pénétration desdités du champignon dans les cellules et la
formation d’'un ‘manteau’ autour des racines. Ldanfents externes sont figurés longitudinalementest
filaments intercellulaires sont figurés en cougms$versale. Chez les endomycorhizes, certainsldeshts du
champignon péneétrent a l'intérieur des cellulesrdemes : les endomycorhizes a arbuscglaéssont les plus
courantes et les _endomycorhizes a pelotdas orchidées et des éricales. Les ectendomycerisiast
caractérisées par un manteau et par la pénétdgmfilaments a l'intérieur des cellules sous foda@elotons.
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habitats non colonisés, favorise la croissance etapacité concurrentielle de leurs plantes
hotes ce qui influencerait indirectement, la susicesde la végétation (Vitousek et Walker,

1989), la productivité des plantes (Spedtnal, 2002), la capacité d’invasion des plantes
(Parkeret al, 2006), la composition des communautés et la siivedes plantes (van der

Heijdenet al, 2006a).

Parmi les microorganismes produisant des effetsectdiy les champignons
mycorhizogénes constituent un autre groupe tres étlie de symbiotes de plantesLes
mycorhizes résultent de I'association entre letnescdes plantes et les champignons du sol
(appartenant aux phyla des Glomeromycota, des Agomia et des Basidiomycota).
Plusieurs catégories d’associations mycorhizierorésété décrites sur la base de criteres
morphologiques, fonctionnels et évolutifs (Bruntr@002 et 2004 ; Smith et Read, 2008 ;
Fig. 3). Une classification récente définit 5 typd®mssociations correspondant aux (i)
endomycorhizes a arbuscules, (ii) ectomycorhizéas) €ndomycorhizes a pelotons
intracellulaires de®rchidaceae (iv) mycorhizes éricoides ou endomycorhizes atpek des
Ericaceaeet (v) mycorhizes subépidermiques ou ectendomyzesh(Brundrett, 2004). Les
symbioses mycorhiziennes sont des associationsnafibés réciproques fournissant aux
plantes des éléments nutritifs limitants, tels gpuehosphore, le cuivre, le fer et le zinc, en
échange de carbone. Dans certains cas, il a étgérgure le champignon pouvait conférer a
la plante une résistance au stress hydrique (Abaliglet Khalafallah, 2008 ; Futait al.,
2008 ; Subramaniaet al, 2006) ainsi qu’'une protection contre certainesadias d’origine
tellurique (Futaiet al, 2008 ; Pozet al, 2002 ; van Weest al, 2008), se traduisant par une
amélioration de la croissance de la plante, ou démdres cas, par une amélioration de leur
fécondité (Brundrett, 2004 ; Calvaruset al, 2010; Richardsonet al, 2009). Les
ectomycorhizes et les endomycorhizes constituemx tgpes de symbioses particulierement
importants : (i) les ectomycorhizes, parce gu’'elbemcernent principalement les végétaux
ligneux et sont essentielles dans I'équilibre dassgstemes forestiers (Coudyal, 2010) et
(i) les endomycorhizes, car elles constituent &ssociations mycorhiziennes les plus
fregquemment rencontrées dans la nature. Les foriess plus répandues sont les
endomycorhizes a arbuscules (Smith et Read, 26083ffet, ces symbioses ont été recensées
chez 80% des plantes terrestres (Smith et Rea8, ;20@ng et Qiu, 2006). Elles sont établies
entre les racines des plantes et des champigngastapant au phylum des Glomeromycota

(SchiRleret al, 2001) encore appelés champignons mycorhizogérabuscules (CMA).
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Plusieurs études rapportent que les CMA augmeetdrpisqu’a deux fois la productivité des
plantes dans les prairies (van der Heijden al., 1998 ; Vogelsang etl., 2006).
L’amélioration de l'absorption du phosphate eshldes mécanismes par lequel les CMA
peuvent améliorer la productivité des plantes &t egériences ont montré que les CMA
contribuent a hauteur de 90% dans I'absorptiontthsphate par les plantes (Jakobseal,
1992 ; van der Heijdespt al, 1998 et 2006b). De plus, les CMA pourraient augperela
diversité des plantes de 30% dans les prairiegpéarmes (van der Heijden al, 1998) en
favorisant I'établissement des jeunes plantuleeneaméliorant la capacité compétitive de
certaines espéces par rapport aux espéces donsnguate der Heijderet al, 2006b).
Cependant, les CMA peuvent également réduire larsiié des plantes, en particulier dans
les écosystemes ou les espéces vegeétales les hmpuslamtes ont une forte dépendance

mycorhizienne telles que certaines plantes anraiefieAustralie (O’Connagt al, 2002).

Effets bénéfiques indirects des microorganismesascmissance et la santé des plantes

Les microorganismes vivant librement dans la rtphése peuvent également avoir un
effet bénéfique indirect sur la plante (van derjdtéai et al, 2008). D’'une maniere générale,
le processus de minéralisation est une voie imptatgpar laquelle les microorganismes
vivant librement influencent la disponibilité ddgréents nutritifs et donc la productivite, la
santé et la diversité des plantes. Par ce progdssusicroorganismes du sol décomposent la
matiére organique soluble et insoluble et libeemguite des éléments minéraux disponibles
pour les plantes.

Parmi les microorganismes a effets bénéfiques entdir il existe notamment des
bactéries libres dont I'effet global favorise l@issance de la plante (Lemanceau, 1992). Ces
bactéries sont désignées collectivement par leetd@PR (pour plant growth-promoting
rhizobacteria ; Kloepper et Schroth, 1978). Diffdsemécanismes sont a I'origine des effets

PGPR des bactéries rhizosphériques. La fixatiohadete atmosphériquest un mécanisme

par lequel les microorganismes fixateurs dits d#y peuvent améliorer la croissance de la
plante. Ces bactéries appartiennent a différemeegetels quézospirillum Herbaspirillum
Acetobacter Azotobacteret Azoarcus(Steenhoudt et Vanderleyden, 2000). Chaque année,
elles fixent l'azote a des taux relativement fasblmais a des quantités néanmoins

significatives (< 3 kg HA; Clevelandet al, 1999). Ces bactéries sont utilisées en agricultur
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pour la biofertilisation des sols (Bloemberg et tamperg, 2001) en fixant l'azote
atmosphérique qui pourra étre par la suite utpige les plantes, améliorant leur croissance
lorsque l'azote du sol est limitant. Certaines éaes PGPR sont utilisées dans la filiere

agricole en tant qu’inoculants pour améliorer lgadéppement de la racinga la production

de phytohormoneg¢Bloemberg et Lugtenberg, 2001), telles que desnas dont l'acide
indole acétique (AIA), des cytokinines et des giebiies (Bareat al, 2005 ; Steenhoudt et
Vanderleyden, 2000 ; Vessey, 2003). Il a égaleméntmontré que certaines bactéries sont

capables de favoriser la croissance des plan#eBamélioration de la mise en place ou du

fonctionnement des symbiosestre les racines et les bactéries fixatricesalagRemangt

al., 2007) et les champignons mycorhizogenes (Freyt-Kde al, 2007 ; Garbaye, 1994 ;
Pivato et al, 2009). Les bactéries qui ont la capacité de puvmoio I'établissement des
mycorhizes en améliorant le contact des champigawas les racines des plantes hotes et la
colonisation de ces racines, sont appelées MHBr(poworrhiza helper bacteria ; Garbaye,
1994).

Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capdlalegliorer la santé des plantes en
limitant la croissance saprophyte des microorgaessmhytopathogenes. Certaines sont
utilisées en agriculture comnagients de lutte biologiqugBloemberg et Lugtenberg, 2001 ;
Whipps, 2001). Les microorganismes pathogénes @mmius pour pouvoir induire chez les
plantes des mécanismes de défense, par l'interiréédia la résistance systémique acquise
(SAR pour systemic acquired resistance) qui protég@lantes contre les attaques ultérieures
d’autres pathogenes. Certaines bactéries sont lespdiavoir un effet protecteur en induisant

elles aussi, des mécanismes de défense des plamtasrésistance systémique indu{t&R

pour induced systemic resistance ; van Loon, 2@@&fjnettant aux plantes de mieux se
protéger contre l'attaque éventuelle de pathogebD&mitres bactéries peuvent contrbler la
croissance des pathogénes par la compétition peuéments nutritifcomme par exemple,

la compétition pour le carbone (Lemancedal, 1988) et la compétition pour le fer dont la

biodisponibilité dans le sol est tres faible (Lewrawuet al, 2009). L’antagonisme microbien

lié a la production de métabolites ayant des pévgsi antibiotiques, est également un
mécanisme par lequel les bactéries rhizosphériquesegent les plantes contre les

microorganismes phytopathogéenes (Mazuweteal, 2009 ; van Loon, 2007).



Figure 4. Relations phylogénétiques entre les différents gesudes protéobactéries contenant les genres
bactériens actuellement ou anciennement (en geasciggs auPseudomonagBossiset al, 2000 ; adapté de
Kersterset al, 1996).
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Bactéries du genrieseudomonas

Les bactéries du genrféseudomonasont des bacilles a coloration Gram négative
(Gram-), non sporulés, tres généralement mobilésega une ou plusieurs flagelles polaires,
aérobies a métabolisme strictement respiratoichietioorganotrophes (Palleroni, 2009). Le
genrePseudomonasst un grand groupe bactérien particulierement rtapbqui appartient a
la sous-classe des protéobactéries ebmprend plus d'une centaine d'especes ubiquitaires
(Bossiset al, 2000 ; Palleroni et Moore, 2004 ; Fig. 4). Cemariddepuis la découverte du
genre PseudomonagMigula, 1894), beaucoup de noms d’espéeces luiéb@rtassignés. Le
nombre d’especes a subi de nombreuses variationsigglement dues a la description de
nouvelles espéces et a divers changements de ilatidéf du genre. La réorganisation a
débuté en 1968 et, actuellement, I'édition de 2@05Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriologyrapporte une soixantaine d’especes au geseudomonagPalleroni, 2005).
Néanmoins, 188 espéces sont actuellement répedoséar le site internet http://www.

bacterio.cict.fr/p/pseudomonas.html.

Les Pseudomona®nt une capacité élevée a coloniser la rhizosphérsi que les
racines des plantes et sont capables de formeasdesiations intimes avec leurs hotes. Ces
associations peuvent mener a une maladie chezldesep hodtes sensibles, comme par
exemple de nombreux pathovars Be syringaequi mettent en place dasteractions
pathogénesavec les plantes (Hofte et de Vos, 2008)syringag comme beaucoup d’autres
Pseudomonaphytopathogénes, est capable d’'induire chez lestgdarésistantes non hotes,
une réaction hypersensible (HR pour hypersensitaetion ; Alfano et Collmer, 1997) a
I'origine de la SAR. La HR est une réaction rapigedéfense des plantes correspondant a une
mort programmeée des cellules aux sites d'invasiorgpoptose, qui bloque la progression du
pathogeéne (Hueck, 1998 ; Klement, 1982). Néanmaifejtres especes deseudomonas
sont capables de mettre en place mhsractions mutualistes Elles sont trés largement
représentées parmi les bactéries a effet PGPRnquinoeffet promoteur sur la croissance des
plantes. Ces bactéries sont aussi largement retesyvarmi les MHB et les agents potentiels
de lutte biologique qui ont pour effet d’améliodar santé des plantes et sont notamment
connues pour leur effet antagoniste avec les phjthogenes (Dubuist al, 2007). La grande
diversité des mécanismes d’action de Besudomonasst principalement liée a leur grande

capacité a produire une large gamme de métabaltesndaires et a induire I'ISR chez les
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plantes (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; van L&0Q7 ; Welleret al, 2002 et 2007 ;
Whipps, 2001). LesPseudomonasproduisent notamment, de nombreux métabolites
antifongiques (AFM pour anti-fungal metabolite ; Mge et al, 2002 et 2007). En effet, la
plupart desPseudomonagroduisent des AFM, dont les phénazines, la pgohine, la
pyrrolnitrine et le DAPG (pour 2,4-diacetylphloraginol) qui sont les AFM les plus
frequemment détectés (Haas et Défago, 2005 ; Rexzeh al, 2007). Ces bactéries sont
également capables de synthétiser des sidérophppedés pyoverdines ou pseudobactines.
Ces molécules sont impliquées dans I'amélioratieadcroissance et de la santé des plantes
(Lemanceawet al, 2009) et contribuent a I'acquisition du fer pes Végétaux (Vansugt al,
2007). Elles élicitent les réactions de défensasptlntes et, de par leur forte affinité pour le
fer, elles limitent la croissance saprophyte ddages microorganismes phytopathogenes

(Lemanceawet al, 2009).

Depuis les années 2000, différentes études oneméyvidence I'existence dgstemes
de sécrétion de type Il (SST3) chez de®seudomonasion pathogenes saprotrophes et
mutualistes (Jacksaet al, 2005 ; Mazurieet al, 2000 et 2004 ; Mulyat al, 1996 ; Preston
et al, 2001 ; Preston, 2007 ; Rainey, 1999 ; Rezzoatcal, 2004 et 2005 ; Warminét al,
2008 ; Warmink et van Elsas, 2008). Les SST3 soéggmts chez la plupart des pathogénes
Gram- et sont liés a la pathogénie de ces orgasigBiéttner et Bonas, 2006 ; H al.,
2004). A lorigine, ces systémes ont été identififez le pathogéne d’animatéersinia
(Michiels et al, 1990). Les SST3 ont ensuite été mis en évidehee d’'autres pathogénes
d’animaux Ehigella Salmonella Pseudomonast Escherichid, puis chez des bactéries
phytopathogénesEfwinia, Pantoea Ralstonig Xanthomonaset Pseudomongs(Buttner et
Bonas, 2006 ; Cornelis, 2006 ; Ht al., 2004). Les SST3 constituent des systemes
spécifiques de micro-injection de facteurs de einge de cellules procaryotes et permettent
aux bactéries d’injecter des protéines effectraiesctement dans le cytoplasme des cellules
eucaryotes animales ou vegétales (Cornelis, 20@6CGunhaet al, 2007). Différentes études
rapportant la présence de SST3 chez des bactéoas pathogenes, telles que les
Pseudomonasaprotrophes et mutualistes, tendent & montrecesisystémes pourraient étre
largement distribués dans les environnements iglies. Ce groupe bactérien, défini par ce
systeme de communication cellulaire avec les eotasy constitue un groupe fonctionnel
potentiel. Néanmoins, aucune fonction associée 36X3 de ces bactéries n’a encore été

clairement identifiée et les connaissances actietlencernant leur présence chez les

-10 -






Introduction générale

Pseudomonason pathogénes restent encore assez limitées. g de ces dernieres années,
les SST3 ont été identifiess comme étant impliquéssdles interactions commensales et
mutualistes entre des bactéries non pathogenes etdntes (Coombes, 2009), ce qui élargit
le rdle connu de ces systemes de sécrétion (Pre16i). Cependant, méme si les travaux de
Rezzonicecet al (2004), Warminlet al. (2008) et Warmink et van Elsas (2008) suggéreat qu
lesPseudomonapossédant un SST3 pourraient interagir avec cdaudrganismes eucaryotes
que les plantes, tels que les organismes fongiquesine étude n’a encore permis de mettre
en évidence le réle de ces systémes dans lesdtiberm multitrophiques bénéfiques pour les
plantes dans la rhizosphere.

Objectif du travail de thése

L'objectif de cette thése est de progresser dansolaaissance des interactions
bénéfiques entre les plantes et les microorganigmesvaluant la contribution des systémes
de sécrétion de type lll. La stratégie d’étude e¢ravail a consisté (i) a étudier I'influence de
la rhizosphere d’'une plante sur une populationdsaine spécifique, naturellement présente
et possédant un SST3 (SST3+), (i) a analyser tunmeles effets induits par une souche
bactérienne modéle SST3+ sur la plante héte etuges microorganismes indigénes qui sont
associés naturellement a la plante dans la rhizos#t (iii) a effectuer un travail exploratoire
afin de dégager des hypotheses sur les mécanisnpdigiués dans l'interaction mutualiste

entre les plantes et les bactéries SST3+.

Pour cela, une synthése des principales informati@tatives aux SST3 chez les
Pseudomonaspp. non pathogenes, saprotrophes ou mutualisi&t® @aliséechapitre 1).

Plusieurs approches expérimentales ont ensuitéetioppéees.

La premiere partie de I'étude expérimentale reosaine approche saagriori basée
sur I'étude de populations dBseudomonaspp. fluorescentxhapitre I1). La fréquence des
Pseudomonaspp. fluorescents SST3+ a été estimée. La digedst cette population a
ensuite été analysée ainsi que la diversité desgeéamactéristigues du SST3 des isolats
SST3+. Ce travail a permis de comparer la popuiatie Pseudomonaspp. fluorescents

SST3+ associée au sol nu naturel, la rhizosphéle @mpartiment racines-rhizoplan de la
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Introduction générale

plante modeéleMedicago truncatulaPour la plante, trois génotypes ont été compakés
truncatula Gaertn. cv. Jemalong5, génotype sauvage capable d’établir des myashiz
arbuscules ainsi que des symbioses fixatrices tBa@dyc+/Nod+) et ses mutants TRV48
(Myc+/Nod-) et TRV25 (Myc-/Nod-) (Catoirat al, 2000 ; Morandet al, 2005 ; Sagaet
al., 1995).

La seconde partie a reposé sur une approche ciidéée sur des travaux effectués avec
la souche modelPseudomonas fluoresce@¥R12. Cette souche est connue pour posséder
un SST3 (Mazurieet al, 2004), avoir des effets de type PGPR (Saneted, 2005), des
effets antagonistes a I'encontre de pathogenesdoeg d’origine tellurique (Lemanceau et
Alabouvette, 1991) et des propriétés de bactérielBMPivato et al, 2009). La stratégie
d’étude a consisté a comparer, aprés inoculaties, dffets de la souche sauvaBe
fluorescenT7R12 (SST3+) a ceux induits par son mutan€- C7SM7 (SST3-). Cette étude
a permis de déterminer (i) la contribution du SSIEBs I'effet bénéfique de C7R12 sur la
croissance, les parametres de mycorhization etodelation deM. truncatulaJ5 Chapitre
[11') et (ii) les effets de la présence du SST3 de @78k les communautés fongiques et
bactériennes qui sont naturellement associéesamines de la plantelapitre 1V).

Enfin, une étude exploratoire en microbiologie pasenne et en microscopie a étée
entreprise afin d’évaluer le réle du SST3RlefluorescensC7R12 sur (i) la capacité de la
bactérie a la vie endophyte et (ii) son aptitud@ @olonisation des différents tissus de la
racine Chapitre V). Cette étude a eu pour objectif d’identifier llegpothéses les plus
probables concernant le mode d’action intervenam$ Ide [linteraction bénéfiqué.
truncatulaP. fluorescen€7R12via le SST3.
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CHAPITRE I

Synthese bibliographique relative aux systemes
de sécrétion de type III des Pseudomonas non
pathogenes

Viollet, A., Lemanceau, P. et Mazurier, S. (en prévision). The type III
secretion system of plants-associated non pathogenic pseudomonads in
the rhizosphere.
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Tableau 1.Comparaison des différents types de systémes détiséicchez les bactéries Gram-.

Type | Type Il Type 1l Type IV Type V Type VI
Vaou AT-1 VbouTPS VcouAT-2
. oui non : : .
Sec-deépendant non (ou Tat-dépendant) non (oui-Bordetellapertussi3 oul oul oul nd
Sequen'ce signal non oui _ oul _ oui/non oui oui oui nd
terminale (signal non clivable)
Nombre de genes 12-16 20-25 >11 1 2 1 12-25
codant le systeme
Secretion non non oui oul non non non nd
contact-dépendante (nonBordetellapertussi
Appen(’jl(,:e de surface non (pilus de type 1V) pl|'US 'Hrp p!lus T non non non nd
(référence) aiguille pilus F
. f s PulA . VirB Hcp
Pro';t:ér;grseiizr)etees HIyA Exotoxine (ETA) Ha:gtlgiseiHAt\F/)rZ) Toxine pertussique (Ptx) IgAl ?C:: Y:ic;A VarG
Phospholipase (PIc) P ADNt HIS-I
Localisation e cpovimE CP-MI-ME CP-MI-ME PP-ME  PP-ME  PP-ME nd
bactérienne
ATP-dépendante : . : .
oui oui oui oui non non non nd

(ME)

nd, donnée non disponible. CP, cytoplasme bactédvigrmembrane interne bactérienne. ME, membranberes bactérienne. PP, périplasme.
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Synthese bibliographique relative aux systémes dé@étion de type Il des

Pseudomonas non pathogenes

1. Introduction

Les systemes de sécrétion permettent le transmgonmnacromolécules (protéines ou
nucléoprotéines) entre le cytoplasme bactérier atilieu extérieur, a travers les membranes
internes et externes des bactéries. Cing typesysteénses de sécrétion sont couramment
décrits chez les bactéries : type | (SST1), typES8T2), type Il (SST3), type IV (SST4) et
type V (SST5). lIs sont classés selon leur comjmwsén proteines, leurs similitudes en acides
aminés et leurs mécanismes de fonctionnement (Bard@oombes, 2007 ; Pallest al.,
2003). Tres récemment, un sixieme type de syst&8d6, a été décrit mais trés peu de
données le concernant sont encore disponibles I@Baigl, 2008 ; Fillouxet al, 2008). Les
principales caractéristiques des différents syssedeesécrétion sont présentées ci-dessous et
résumeées dans le tableau 1. Le SST3, objet prindpaette synthése bibliographique, est
considéré chez leBseudomonasomme un facteur déterminant du pouvoir pathog&ae.
présence chez des bactéries non pathogénes aé&al@awombreuses questions quant a son
importance et son réle. L'objectif de cette synéhbibliographique, est de faire le point sur
les connaissances actuelles concernant les SST3Pssdomonasion pathogénes en
s’appuyant notamment sur les connaissances didpsribncernant les SST3 des bactéries

pathogenes mieux étudiées, telles que le phytogatte®. syringae
2. Différents types de systeme de sécrétion

2.1. Systeme de sécrétion de type |

Le systeme de sécrétion de type | a une structlaéviement simple et est composé de
seulement trois sous-unités protéiques (Baron etm®es, 2007 ; Fig. 1). Il est composeé
d’une protéine OMP (pour outer membrane proteinj'@be protéine MFP (pour membrane

fusion protein). La protéine MFP forme un complalems I'espace périplasmique avec une
protéine ABC (pour ATP-binding cassette ; Angkaajdjet Kanaya, 2006).
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L’ a-hémolysine (HIyA) deEscherichia coliest la premiere protéine découverte comme
étant sécrétée par le SST1 (Goebel et Hedgpetlz, ;198ndersoret al, 2004). Par ailleurs,
ce systeme est connu pour étre responsable der&tisgd d’enzymes extracellulaireagmme
par exemple, des protéases clseudomonas aerugino$dA0O1, P. syringaepv. tomato
DC3000 efP. putidaKT2440 (Delepelaire, 2004

2.2. Systeme de sécrétion de type |l

Le systéeme de sécrétion de type Il consiste ensganablage de 12 a 16 protéines
différentes comprenant notamment une ATPase, uokipe chaperonne et une peptidase
(Cianciotto, 2005 ; Filloux, 2004 ; Fig. 1). Le S5fnet en jeu d’autres systémes de transport
moléculaires et est appelé systeme Sec-dépendant Eat-déependant. La sécrétion des
protéines est un processus en deux étapes pat lequmotéines sont d'abord transférées a
travers la membrane interne de la bactérie parsietemes de transport Sec ou Tat
(Cianciotto, 2005). Une fois dans le périplasms, peotéines sont ensuite transportées vers
I'extérieur par le SST2 (Cianciotto, 2005). Le SSK2 un facteur important de virulence des
bactéries pathogenes et sécréte des protéinesl’damsonnement extracellulaire ou elles
sont capables de dégrader des composés des céhlfies tels que des protéines, des lipides
et des sucres de la matrice extracellulaire (Ba&toGoombes, 2007 ; Cianciotto, 2005). Des
ressemblances ont été observées entre I'archigecturSST2 et celle du pilus de type IV
jouant un role dans la mobilité bactérienne eblanfation de biofilm chez certaines bactéries
(Baron et Combes, 2007 ; Mattick, 2002). En effies homologues de protéines constitutives
du SST2 ont été identifiés chez le pilus de typeiIMd surface des cellules Be aeruginosa
(Mattick, 2002 ; Peabodst al, 2003).

Ce systeme de sécrétion a d’abord été découvertikipbsiella pneumoniaeu il est
impliqué dans la sécrétion d’'une lipoprotéine, ¥yme pullulanase (PulA ; d’Enfeet al,
1987). Aujourd’hui, le SST2 de référence est cdriK. oxytocaégalement impliqué dans la
sécrétion de la protéine PulA (Henderssinal, 2004). Par ailleurs, ces systémes sont, par
exemple, responsables de la sécrétion d’enzymesqpes et de cellulase pdtrwinia
(Hueck, 1998 ; Palleret al., 2003) et de phosphatases et de lipasesPpaseruginosa
(Cianciotto, 2005).
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Le processus de sécrétion par lintermédiaire d02S8'est pas dépendant de la
présence des cellules hétes (Baron et Coombes,).2B87revanche, SST3 et SST4 sont
dépendants d’'un contact avec les cellules héteso(Bat Coombes, 2007) et présentent la
particularité d’étre impliqués dans des interadiaellulaires directes entre les bactéries et
d’autres organismes vivants (Palletmal.,2003). Le SST3 est I'objet principal de ce tradkal
synthese et sera présenté plus particulieremeayiréss.

2.3. Systeme de sécrétion de type IV

Le systeme de sécrétion de type IV n'est pas darggment distribué chez les bactéries
Gram- que les autres types de systemes de séc(Btiienet al, 2003) et la sécrétion des
protéinesvia le SST4 est la moins bien comprise (Henderspbmal, 2004). Il s'agit d'un
systéme protéique complexe composé d’au moins dteipes (Christie, 2001) qui, comme
pour les SST3, forment une structure de type ‘piljsi est capable de traverser les
membranes des cellules eucaryotes. Le SST4 peanséctétion de complexes protéiques ou
nucléoprotéigues a travers les membranes des ieactélirectement dans le cytosol des
cellules eucaryotes (Dirgt al, 2003 ; Palleret al, 2003 ; Fig. 1). La sécrétion des molécules
effectrices peut s’effectuer, soit directement |pa8ST4, soit en deux étapes, en passant tout
d’abord par le systeme de transport Sec (Hendessah 2004). La seule exception connue
concerne le SST4 d8ordetella pertussisqui sécrete des toxineda le processus de
translocation en deux étapes, en absence de coanact les cellules hbtes (Baron et
Coombes, 2007 ; Burns, 2003).

Le SST4 le plus anciennement décrit et le mieuxnaomst le systeme VirB
d’ Agrobacteriumtumefascieng¢Burns, 2003), pathogene induisant une tumeur theante
par transfert de son plasmide dans les celluleétatgs apres infection (Abagt al, 2007,
Ding et al, 2003). Il a été ainsi montré I'implication de systéme dans la virulence chez les
bactéries pathogénes d’animaux et de végétaux qrguéet al, 2002). D’'une maniere
générale, les SST4 liés de facon ancestrale au&msgs de conjugaison bactérienne (Backert
et Meyer, 2006), contribuent a d’'importants prouossstels que I'échange de matériel
génétique (augmentation de la plasticité du génphéehange de plasmides au cours de la

conjugaison (augmentation de la résistance aukiatitjues), la colonisation bactérienne et
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la formation de biofilm, et enfin, I'injection dedteurs de virulence dans le cytoplasme des
cellules hotes (Backert et Meyer, 2006).

2.4. Systeme de sécrétion de type V

Le systeme de sécrétion de type V est Sec-dépemdantlus les systemes appelés
autotransporteurs (AT) et les systémes a deux rmares (TPS pour two-partner secretion)
(Hendersonet al, 2004 ; Yenet al, 2002 ; Fig 2). Les AT sont constitués d'une seule
protéine comprenant plusieurs domaines : un domigai traverse la membrane externe
bactérienne, un domaine extracellulaire appelé dwmn@assager’ et une région de liaison
située entre ces deux domaines (Hendeedoml, 2004). Les TPS different des AT, par
I'absence de la région de liaison et dans ce easgdmaines passagerpetieviennent deux
protéines indépendantes qui sont appelées respaint TpsA ou exoprotéine et TpsB ou
domaine transporteur (Hendersetral, 2004 ; Jacob-Dubuissat al, 2001).

La protéase IgAl cheleisseria gonorrhoeaeest la premiere protéine identifiée
comme étant sécrétéea un autotransporteur (Pohlnet al, 1987). Les TPS peuvent étre
illustrés par la sécrétion de FHA (pour filamenttagmagglutinin) d8ordetellapertussis
qui est une adhésine majeure de surface (BrowradteP 1987). Le SST5 représente le
systeme de sécrétion le plus simple (Baron et CesmB007). Cependant, les protéines
sécrétées par ce systeme constituent la plus fargdle de facteurs de virulence chez les
bactéries Gram- (Yert al, 2002) et les SST5 sont tres largement distribquegsni les
protéobactéries (Palleat al, 2003).

Plus récemment, les protéines de la famille OCAi(mmigomeric coiled coil adhesin),
telles que YadA d&ersinia enterocoliticdRoggenkampget al, 2003) et Hia délaemophilus
influenzae(St-Geme et Cutter, 2000), ont été décrites comesepdotéines sécrétées par un
systeme identifié comme étant une sous-famille tdlaansporteurs. Actuellement, il existe
donc deux familles d’autotransporteurs qui différele part la région qui relie les deux
principaux domaines : le systeme AT-1 classique systeme trimérique AT-2 (Scott-Tucker
et Henderson, 2009).
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2.5. Systeme de sécrétion de type VI

Récemment, un systeme de sécrétion de type VI de2B2protéines a été détecté chez
plusieurs pathogénes, tels gaseudomonas aerugingdascherichia coliet Vivrio cholerae
(Bingle et al, 2008 ; Fillouxet al, 2008). Ce systéme de sécrétion a été identifi@mmeé en
tant que SST6 par Pukatzid al. (2006) che2/. choleraeavec la sécrétion des protéines Hcp
et VgrG (gene¥ASpour virulence-associated secretion) et par Mosgbal. (2006) che?.
aeruginosaavec un appareil de sécrétion similaire codé gadotus HIS-I. Pourtant,
I'existence de la sécrétion des protéines Hcp\parholeraea été observée dix ans avant que
ce systeme soit identifié (Williamet al, 1996). De méme, chdhizobium leguminosarum,
des travaux avaient montré qu’'un locus chromosoejigommé plus tard locusip et relié
aujourd’hui au SST6, affectait la nodulation dessg®oestet al, 1997). A I'heure actuelle,

peu de choses sont connues concernant I'archieeetda fonction des SST6.

3. Systeme de sécrétion de type llI

3.1. SST3 des bactéries pathogenes

Le systeme de sécrétion de type Il est caracdiguistdes bactéries Gram-. Il est décrit
comme un systeme de micro-injection de facteurs/iddence et permet la sécrétion de
protéines du cytosol bactérien directement darsy/ieplasme des cellules eucaryotes hétes
(Cornelis, 2006 ; da Cunhet al, 2007). D’abord décrits chez les pathogenes aninaau
genreYersinia (Michiels et al, 1990 ; Fig. 3), puisseudomonas, Escherichi8higella et
SalmonellaLes SST3, tres conservés, ont également été déxtswchez les phytopathogenes
tels queErwinia, Pantoea, Ralstonia, Pseudomonas et Xanthom¢Béagtner et Bonas,
2006 ; Cornelis, 2006 ; Het al, 2004). La premiére structure filamenteuse assoaiéx
SST3 d’'une bactérie phytopathogéne a été décousleet#. syringagRoineet al, 1997).

3.2. SST3 des bactéries non pathogénes
Plus récemment, et en grande partie grace au gipatment de la génomique, des SST3
ont été décrits chez des bactéries symbiotiquesirdaux. Photorhabdus luminescensn

endosymbiote d’'un nématode pathogeneSetlalis glossinidiuet SZPE (pourSitophilus
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zeamaigrimary endosymbiont), deux endosymbiotes d’'insestant ainsi porteurs de SST3
(Dale et Moran, 2006).

La majorité des travaux rapportant la présence 8@&3Schez des bactéries non
pathogeénes concerne des bactéries d’origine tgllariDes espéces telluriques n'impliquant
aucune pathogénie, telles qlesulfovibrio vulgaris(réductrice de sulfate)Myxococcus
xanthus, Verrumicrobium spinosueh des bactéries du gerBeirkholderig possedent ainsi
un SST3 dont le rble reste encore inconnu (Patead, 2005). Plus récemment, la présence
d’'un géne de SST3 a été identifiee chez d’autrestss du genrBurkholderia(Warminck
et van Elsas, 2008).

Le séquencage total d’'un plasmide de grande tadhtant les genes nécessaires a la
mise en place et au fonctionnement d’'une symbioserice d’azote avec des plantes de la
famille des légumineuses a d’abord permis de me#ine évidence un SST3 chez
Sinorhizobiumsp. NGR234 (Freibergt al., 1997). Depuis, des SST3 ou des séquences
homologues a des genes codant des SST3 ont éits &z d’autres souches de bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote atmosphérigdesorhizobium IotMAFF303099 (Kaneket
al., 2000),Bradyrhizobium japonicundSDA110 (Goéttfertet al., 2001 ; Krauseet al, 2002),
Sinorhizobium frediHH103 (de Lyreet al.,2000) et USDA257 (Meinhardtt al.,1993). Par
la suite, des travaux ont montré que des séquenckzsites de SST3 ne sont pas seulement
présentes cheB. japonicumUSDA110 mais chez toutes les souchesBdadyrhizobium
isolées du soja (Mazuriaat al, 2006). Un SST3 a également été détecté récemecheat
Rhizobium etl{(Gonzéalezt al, 2006).

3.3. SST3 de#seudomonason pathogenes

Des SST3 ou des séguences homologues a des gélaes @es SST3 ont également été
décrits chez des bactéries non symbiotiques apanteau groupe deBseudomonaspp.
fluorescents et connues pour étre non pathogenes énéefiques pour la croissance et la

santé des plantes.

Un SST3 a été détecté chezfluorescen$fG32R (Mulyaet al, 1996). Cette souche,

isolée de la rhizosphere de plantes de la famd&Sdlanaceaet de I'oignon, est capable de
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supprimer I'établissement de la BWT (pour bactewdt disease of tomato ; Ogiset al,
1991). Il a également été montré que PfG32R eshbtapde produire une large variété
d’antibiotiques et de sidérophores (Mubfaal, 1992).

La présence de séquences d’ADN caractéristiquesSAB a été mise en évidence par
Mazurieret al. (2000 et 2004) cheP. fluorescensC7R12, une bactérie mutualiste connue
pour ses effets bénéfiques sur la croissance saiféé des plantes. C7R12 possede des
propriétés antagonistes de pathogenes d’origidaritgle, tels queFusarium oxysporum
responsable de la fusariose vasculaire (Lemandealaleouvette, 1991) eRythium ultimum
provoquant des nécroses de la racine (données ubliegs). Sancheet al (2005) ont
montré que C7R12 était capable d’induire un effettype PGPR par la mise en évidence
d’'une promotion de croissance sur des plantuleMeégicago truncatulaPlus récemment,
Pivato et al. (2009) ont montré que cette bactérie possédaiteédgait des propriétés

promotrices de la mycorhization et pouvait done énsidérée comme une bactérie MHB.

La recherche de genes Be fluorescensSBW25 dont I'expression est induite dans la
rhizosphére a permis a Rainey (1999) et Prestoal. (2001) de mettre en évidence la
présence d'un SST3 chez cette bactérie. SBW25nesbactérie a effet PGPR et possede des
propriétés antagonistes de pathogénes. Cette i@aesircapable d’'inhiber la croissance du
phytopathogen®. ultimum(Ellis et al, 2000).

Des travaux de Mazuriest al. (2004) ont montré que prés de la moitié des sauche
d’'une collection dePseudomonaspp. fluorescents saprotrophes isolée de la rhiwrep
possédait des génes caractéristiques de la prédant&ST3. Rezzonicet al. (2004) ont
également décrit la présence d'un gene de SST3 deeznombreuses souches de
Pseudomonaspp. fluorescents de la rhizosphére. Ces soudhmeprenaient des bactéries
non pathogénes saprotrophes, mais aussi des ggeeatgiels de lutte biologique, tels gBe
fluoresceng=113, Pfl et KD. Notammenk. fluorescen¥kD, est une souche connue pour
étre capable de protéger les plantes contre deegraies : le concombre conReultimumet
la tomate contrd-. oxysporunt. sp.radicis-lycopersici(Sharifi-Tehraniet al, 1998). Plus
récemment, un géne marqueur de SST3 a été idenhiBe plusieurd?seudomonasion
pathogenes, tels qué. poae BS053, isolés de la mycosphere de champignons

ectomycorhizogenes (Warmirgt al, 2008 ; Warmink et van Elsas, 2008). Ces diff&rent
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Tableau 2.Présentation des différentes familles de SSTddeteries Gram- d’aprés Foultigrral. (2002) et Sorg et

Cornelis (2009).

Famille

Principales especes bactériennes

Descriptiales especes bactériennes

Ysc

Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis
Yersinia enterocolitica
Pseudomonas aeruginosa
Aeromonas salmonicida
Photorhabdus luminescens
Vibrio parahaemolyticus
Bordetella pertussis
Desulfovibrio vulgaris

Pathogene de 'Homme et de rongeurs
Pathogene de I'Homme et de rongeurs
Pathogéne de 'Homme

Pathogéne d’animaux

Pathogene de poissons

Mutualiste de nématodes

Pathogene de 'Homme

Pathogene de 'Homme

Bactérie réductrice de sulfate

Chlamydiales

Chlamydia trachomatis
Chlamydia pneumoniae

Pathogene de 'Homme intracellulaire
Pathogene de I'Homme intracellulaire

Rhizobium  Mesorhizobium loti Symbiote de plante fixateur d’azote
Rhizobiumnsp. Symbiote de plante fixateur d’azote
Hrp-I Pseudomonas syringae Phytopathogéne
Erwinia amylovora Phytopathogéne
Pantoea agglomerans Commensal de I'Homme et de
(anciennemeriEnterobacter agglomerajps  I'environnement (rarement pathogéene)
Vibrio parahaemolyticus Pathogéne de 'Homme
Hrp-lI Burkholderia pseudomallei Pathogéne de 'Homme
Ralstonia solanacearum Phytopathogene
Xanthomonas campestris Phytopathogene
SPI-| Salmonella entericav. Typhimurium  Pathogéne de 'lHomme
Inv-Mxi-Spa Shigella flexneri Pathogene de 'Homme
Burkholderia pseudomallei Pathogene de 'Homme
Chromobacterium violaceum Pathogene de 'Homme émergent
Yersinia enterocolitica Pathogene de 'Homme
Sodalis glossinidius Symbiote de la mouche tsé-tsé
SPI-II EPEC(enteropathogeniEscherichia co)i Pathogene de 'Homme

Esc-Ssa

EHEC (enterohaemorrhagi&scherichia coli
Salmonella entericav. Typhimurium
Citrobacter rodentium
Chromobacterium violaceum
Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis
Edwardsiella tarda

Pathogéne de 'Homme

Pathogéne de 'Homme

Pathogéne de la souris

Pathogene de 'Homme émergent
Pathogene de I'Homme et de rongeurs
Pathogene de I'Homme et de rongeurs
Pathogéne de 'Homme
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travaux mettent en évidence une forte représentatés séquences homologues aux génes

codant les SST3 au sein du groupekesudomonaspp.fluorescents dans le sol.

4. Organisation géenétique et structure du SST3

4.1. SST3 des bactéries pathogénes

Chez les bactéries Gram- pathogenes d’animaux eedeétaux, les genes codant les
SST3 sont regroupés dans un cluster d'environ 20 genes (Tampakakt al, 2004). Chez
les phytopathogénes, les SST3 sont codés par dess giu clustehrp (pour HR and
pathogenicity ; Bogdanovet al., 1996). En effet, la présence des SST3 est néoeggaa
I'expression du pouvoir pathogene et la maladie ¢be plantes hbtes ou sensibles mais aussi
(ii) a 'observation d’'une HR chez les plantes fdrtes ou résistantes (Buttner et He, 2009 ;
Lindgrenet al, 1986). La HR est une réaction rapide de défeada glante induisant la mort
programmeée des cellules et la production de diagents antimicrobiens bloquant ainsi la

progression du pathogene (Klement 1982 ; Hueck Y1998

Neuf des génelrp sont trés conservés parmi les bactéries pathogBaesnaux et de
végétaux et sont appelés gerws (pour hrp conservés ; Bogdanovet al, 1996). Les
analyses phylogénétiques des génes conserveés parhae classer les différents SST3 en
sept familles différentes (Sorg et Cornelis, 200%b. 2). Les clustersrp de Pseudomonas
syringae Erwinia amylovora Pantoea agglomeranst Vibrio parahaemolyticugonstituent
un premier groupe de clusters: les clusters déataille Hrp-l. Un deuxiéme groupe
rassemble les clustererp de Burkholderia pseudomalleiRalstonia solonacearurnet
Xanthomonas campestrisorrespondant aux clusters de la famille Hrg-s deux familles
de clusters Hrp-I et Hrp-Il, ont été établies atipate I'organisation génétique des régions

hrp, des ségquences nucléotidiques des gernest des systemes de régulation des ganes
4.2. SST3 du phytopathogemseudomonas syringae
Les genes conservés codent les neuf protéines trcomstituent le_corps basdu
SST3. Les protéines constitutives du corps basalplkytopathogendP. syringae sont

présentées dans le tableau 3. L'assemblage du baga$ permet le passage des protéines du
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Tableau 3.Comparaison des neuf protéines constitutives dpscbasal du systéme flagellaire bactérien et dtesye de sécrétion de type Il d’apres éial. (2004) €
Tampakakiet al. (2004).

Protéines flagellaires Yersinia spp. E. coli (EPEC) P. syringae P. aeruginosa Salmonella (SPI-1) Shigellaflexneri

FliD =

Flic Lerv
filament

EspBD

FigL
FlgK

HipA

FIgE

FIiN / FliY YscQ EscQ HrcQa,b PscQ SpaO Spa33
Flil YscN EscN HrcN PscN InvC Spa47
FliP YscR EscR HrcR PscR SpaP Spa24

FliQ YscS EscS HrcS PscS SpaQ Spa9
FliR YscT EscT HrcT PscT SpaR Spa29
FIhB YscU EscU HrcU PscU SpaS Spad0

FIhA YscV EscV HrcV PcrD InvA MxiA

FliF Yscd EscJ HrcJ PscJ PrgK MxiJ

(Flgl-FIgH-FIgG) YscC EscC HrcC PscC InvG MxiD

Les protéines se trouvant sur une méme ligne ptésiede fortes similarités de séquences sauf pEuptotéines flagellaires Flgl, FIgH et FIgG qui présentent pas
d’homologues chez les différentes bactéries présent
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cytosol bactérien au milieu extracellulaire, a &r@vla membrane interne, le périplasme et la
membrane externe de la bactérie (Cornelis et vgse@m, 2000 ; Heet al, 2004 ;
Tampakakiet al, 2004). La protéine HrcC du corps basal, est ugnpere constitué d’'un
assemblage de plusieurs protéines qui forme unaanpermettant le passage des molécules
effectrices a travers la membrane externe de lgéhaclLa protéine HrcJ se trouve dans le
périplasme. L’'assemblage des protéines HrcR, &) € V, forme un anneau de transport
dans la membrane interne bactérienne. HrcQa,bseinlNdes protéines cytoplasmiques. HrcN
est une ATPase permettant la libération d’énergeessaire a la sécrétion (Tampaketkal.,
2004). Huit de ces protéines (toutes sauf HrcCh¢aesnt de fortes similarités de séquence
avec les protéines des structures flagellaires (1968). La protéine HrcC est une protéine
homologue de la protéine PulD des SST2 et de I&ip plV de coliphages filamenteux
(Huanget al, 1992 ; Linet al, 2006).

Certains génes du clusterp des phytopathogénes codent les protéines congtitman
partie extracellulaire du SST3 ou appareil de toaagion, tels que les genéspO, hrpd,
hrpA et hrpZ. Les protéines le constituant sont parfois cafrgids comme des protéines
sécrétées ne faisant pas partie du systeme deiga@®e lui-méme (He et Jin, 2003 ; Palkgn
al., 2005). L’appareil de translocation est constiteedeux parties, un pilus nommé pilus Hrp
chez les phytopathogénes ou aigudleez les pathogénes d’animaux et une partie nommée
transloconqui permet I'ancrage et le passage a traversnesl@pes de la cellule de I'héte
eucaryote (Buttner et Bonas, 2002 ; He et Jin, RAG% protéines composant ces parties sont
différentes selon les espéces (He et Jin, 2003)z Bhsyringae le pilus est constitué par les
protéines HrpA qui s’assemblent entre elles en digiéeux-mémes assemblés selon une
structure en hélice (He et Jin, 2003). Le transtoest constitué par la protéine HrpZ aussi
appelée harpine (He et Jin, 2003). Les harpineséuest la capacité d’induire la réaction
hypersensible lorsqu’elles sont infiltrées dans pisites non hoétes (Collmer, 1998). La
différence structurale entre les SST3 des pathagel@nimaux et de végétaux se fait
essentiellement par cet appareil de translocaonobserve ainsi une différence de longueur
entre l'aiguille (80 nm) et le pilus Hrp (200 nmparcl'appareil de translocation des
phytopathogénes doit traverser la paroi végétalgplaa de la membrane cytoplasmique
(Buttner et Bonas, 2003 ; Bittner et He, 2009)edt a noter que ces différences de
construction primaire (nature des protéines caristés) doivent refléter une adaptation des

bactéries pour contourner sans cesse la surveaslidadhote (He et Jin, 2003).
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Figure 4. Comparaison de I'organisation du clustep de P. fluorescensSBW25 avec le clustehnrp de P.
syringae pv. syringae 61 d'aprés Prestat al. (2001). La longueur des opérons a été déterminée
approximativement d'aprés I'échelle et est indique¥e kilo-paires de bases. Les fleches noires imfiu

I'organisation des différents opérons.

copR oprD2 mcpA ggiB ropE rsplL rspl rspC rspd rspR glp hem moeB ufaAil

4,6 kb 0,6 4,2 3.2 24 0,8

pLorf2 pOPcQ,QgRS T U pVT c¢C pGFE D cJpBA pR gtp pthete

orf1
P. fluorescens E:] 'El:_-]m [

Pk pLpJ oV pQ oNpOPCQQRST U pVT ¢ pGFED clpBZ A pS R oft  awE

P. syringae

Figure 5. Comparaison de I'organisation du clugtep de P. fluorescen&D avec le clustehrp deP. syringae
pv. tomato DC3000 d’'aprés Rezzonioal. (2004). La longueur des genes est indiquée erpde bases et les
fleches noires indiquent I'organisation des diffésssopérons.

ropE rspL ORF2 rspO rspP 1Kb
4326 552 501 429 519 rm——
sy > 4

P. fluorescenSBW25 i

L 4

=
B Sy
G CE ARG T

P. syringaepv. tomato

DC3000
hrpK hrpL hrpd hrcV hrpQ hrcN hrpO hrpP
2343 555 1107 2091 993 1353 447 579
P. fluorescen&D —

hrpL hrpJ hrcV hrpQ hreN
812 552 1116 2100 978 1214
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Outre les genes codant 'appareil de translocat@i|usterhrp des phytopathogénes
contient également d'autres genes, plus variables s espéeces, et dont les fonctions, liées
au du systéme sécrétoire, sont moins bien con@Q&tains d'entre eux sont impliqués dans la
régulation des genes codant le SST3 (Alfanhal, 2000).

4.3. SST3 de¥seudomonason pathogenes

Des séquences completes des genes codant les $8AB. gluorescensSBW25 sont
disponibles (Jacksoret al, 2005 ; Prestoret al, 2001 ; http://www.ncbi.nim.nih.gov/
Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi). Prestem al. (2001) ont comparé I'organisation du cluster
hrp d'une souche dé&seudomonapathogenepP. syringaepv. syringae 61, avec celle de
SBW25 (Fig. 4). Les ORF (pour open reading frame)SBW?25 ayant un fort degré de
similarité avec les géendsp de P. syringaeont été nomméssp (pour rhizosphere-expressed
secretion) Il a été montré que le clustesp de SBW25 présentait de fortes homologies avec
le clusterhrp deP. syringae En effet, 'arrangement et I'orientation des OfRF+SBW25 sont
tres proches de ce qui a été décrit dResyringaepv. syringae 61. Toutefois, 4 différences
principales ont été observées. Ainsi, une partipomante de l'opérorhrcV ainsi que
I'intégralité dehrpZ du clusterrp de P. syringaene possedent pas d’équivalent au sein du
clusterrsp deP. fluorescen§SBW25. De méme, SBW25 ne posséde qu’un seul hguelde
régulateurs de réponsesiR), au lieu dehrpR ethrpS chezP. syringae Enfin, sur le cluster
rsp, ropkE se trouve a une localisation totalement oppogésoth homologuavrE chezP.

syringae

Seule une partie du clustlerp est disponible pouP. fluorescensKD correspondant a
une séquence de 4499 bp allanthdp) ahrcN (Rezzonicoet al, 2004). Cette portion du
clusterhrp deP. fluorescen&D est tres similaire a la portion correspondaiueclusterhrp
deP. syringaepv. tomato DC300QFig. 5). L'intégralité des genes de SST3 détechexzP.
fluorescensKD (hrpJ, hrcV, hrpQ, ethrcN ; Rezzonicoet al, 2004) est organisée comme
chez d’autres pathogenes de plantes telsEjuénia amylovoraEa321 (Bogdanovet al,

1998) etP. syringaepv. syringae 61 (Alfanet al, 2000).

Pour d’autres souches Befluorescensaprotrophes ou bénéfiques pour la croissance et

la santé des plantes, différentes séquences odeétdes dans diverses études, mais elles ne
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Figure 6. Représentation de la succession des gbres, S et T deP. fluorescens7R12 amplifiés par PCR
avec le couple d’amorces HRCR8092 et HRCT8986 dwpviazurieret al. (2004). La séquence d’ADN
amplifiée correspond a un fragment de 897 pairdsades.

897 pb
> HRCR 8092
A hreR hrceS hrcT
HRCT 8986¢"

Figure 7.Images obtenues par microscopie électrique. Obisanvaar Krishnanet al. (2003) d’appendices
s’apparentant a des pili ch&morhizobium fredilUSDA257 (A) ressemblant fortement a I'aiguille diste@me
de sécrétion de type Ill observée par Enninga seRshine (2009) ché&higella flexner(B).
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concernent qu'un nombre réduit des génes codaiS&8 et ne permettent pas de comparer
leur organisation. Mulyat al. (1996) ont montré par hybridation, ggefluorescen®fG32R
possédait des séquences présentant de fortes lgpesoavec plusieurs régions du clustgy

de phytopathogeneshrpRS et hrpF de P. syringaepv. phaseolicola (signaux de forte
intensité) ehrpC ethrpD deP. syringaepv. tabaci (signaux d’intensité moyenne). Des &ude
ont permis de détecter par PCR et hybridationrésgnce des genbscR (partiel),hrcS, et
hrcT (partiel) chezP. fluorescensC7R12 et F113 (Mazurieet al, 2004 ; Fig. 6). Il est
intéressant de noter que la succession des HeciRST, caractéristique des clustarp de la
famille Hrp-I décrits pour lePseudomonapathogénes (Hueck, 1998) a été retrouvée chez un
grand nombre dBseudomonaspp. fluorescents non pathogénesfluorescens et P. putida
Mazurieret al, 2004). Une séquence patrtielle du gerelN a été détectée ch€z fluorescens
F113, KD, Pfl et d’autres souchesRgeudomonason pathogenes (Rezzoniebal, 2004).
Une séquence partielle du gémreR a également été détecté par PCR chez plusiectéries
cultivables et notamment, ch&z fluorescensSBW25 etP. poaeBS053 (Warminket al,
2008 ; Warmink et van Elsas, 2008).

L’organisation structurale du SST3 des bactériisrigues non pathogenes du sol est
encore mal connue. Tres peu d'études portent sstrdature de l'appareil de sécrétion des
Pseudomonason pathogénes et aucun SST3 n’a encore été igisgal microscopie chez ces
bactéries. Chez les pathogenes, au contraire, 18 $Sdéja été observé en microscopie
comme par exemple, l'aiguille du SST3 du pathogd#aaimauxShigella flexneri(Enninga
et Rosenshine, 2009 ; Fig. 7). Seuls a ce joupilesie Sinorhizobiumfredii USDA257 et
Sinorhizobiumsp. NGR234 ont été observés par microscopie éldque (Krishnaret al,
2003 ; Saackt al, 2005) pour des bactéries non pathogenes intseagisvec les plantes.
L’observation deS. fredii USDA257 en microscopie électronique révele la gmés de
plusieurs appendices s’'apparentant a des pili diamétre plus mince que les flagelles
compris entre 6 et 8 nm (Krishnanhal, 2003). L’observation de la surface Simorhizobium
sp. NGR234 a permis de visualiser avec plus detudetdes pili de type Hrp (Saad al,
2005). Comme rapporté précédemment, les genes tcdeanprotéines structurales de
'appareil de sécrétion sont conservés entre pétheg (animaux et végétaux) et non
pathogenes. Ces observations tendent a nous amdamns I'idée que I'appareil de sécrétion

des Pseudomonasnon pathogenes pourrait étre tres proche, voientigue dans sa
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forme, a celui des pathogenes. Néanmoins ce pedtg & étudier d’autant plus que l'aspect
du pilus peut orienter sur le type d’héte avec & des bactéries sont capables d’interagir.

5. Protéines chaperonnes

5.1. Définition et classification des protéines chapeem

Les chaperonnes associées aux SST3 sont des peobaEntériennes acides (pl <5) de
petite taille (15 kDa) qui ne présentent pas deefosimilarités de séquences entre elles
(Tampakakiet al, 2004). Elles ne sont jamais exportées a l'extéde la cellule bactérienne
et sont susceptibles d'étre recyclées (Sorg etelisryr2009). Chez les bactéries pathogéenes,
'assemblage et le fonctionnement des SST3 requiefassistance de ces protéines
chaperonnes (Sorg et Cornelis, 2009). En effad, été montré que les chaperonnes étaient
indispensables pour le fonctionnement des SSTBesgns elles, la sécrétion des molécules
effectricesvia le SST3 était réduite ou impossible (Pal&tral, 2005). Les chaperonnes se
lient aux protéines sécrétées et évitent que eeilepient dégradées et qu’elles s’agrégent
entre elles ou avec d’'autres protéines (Page etoRa&002 ; Palleret al, 2005). Il a été
montré que les chaperonnes pourraient intervenur daciliter le passage de grosses
molécules a travers le pilus des SST3 (Akeda edrG&005).

Les chaperonnes sont regroupées en 3 catégorasleslprotéines auxquelles elles se
fixent (Parsoet al, 2003 ; Sorg et Cornelis, 2009 ; Tampaketkal, 2004). Les chaperonnes
de type lassistent les protéines effectrices et sont capathe se lier a une (type la) ou
plusieurs protéines (type Ib) (Tampakakial, 2004). Malgré I'absence de similarités des
séquences, toutes les chaperonnes de la classenteent des structures vraiment similaires
(Parsotet al, 2003). Les protéines constitutives de I'appadeiltransiocation peuvent étre
toxiques pour les cellules bactériennes. Les pregtichaperonnes de type dé fixent

préférentiellement a ces protéines permettant deraiser leur toxicité (Neyt et Cornelis,

1999). Les_chaperonnes de type $k lient aux sous-unités protéiques et masquent le

domaines impliqués dans les phénoménes de polatiérisprématurée qui doivent étre
évités lors de I'assemblage des structures extuaieds, telles que l'aiguille des SST3 chez
les pathogenes (Sorg et Cornelis, 2009).
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Tableau 4.Chaperonnesles Pseudomonapathogénes et non pathogénes d'aprésetal. (2004) et Buttner et Bonas
(20086).

Chaperonne Protéine Type" Contributionala Référence

sécrétion stabilité

P. aeruginosa

PcrH PopB Il + + Bromset al,, 2003 ; Faudrgt al, 2007 ; Jotet al, 2010
PopD + +
PscE-PscG PscF I + + Quinaudet al, 2005 et 2007 ; Plét al, 2010
SpcsS (0rfl) ExoS nd + + Shenet al, 2008 ; Yahet al, 1995
ExoT + nd
SpuC ExoU nd + nd Finck-Barbancort al, 1998
P. syringae pv. syringae
ShcA HopPsyA la + - van Dijket al, 2002
ShcB1 HopPsyBl la nd + Losada et Hutcheson, 2005
HrpG” HrpV* nd - - Wei et al, 2005
P. syringae pv. tomato
AvrF (CEL ORF2) Avrk la nd nd Bogdanoveet al, 1998 ; van Dijket al, 2002
Shcsi HopS1 la” + nd  Guoetal, 2005 ; Kabisctet al, 2005
HopO1-1 + -
HopO1-2 nd nd
Shcs? HopS1 la” nd nd  Guoetal, 2005
HopS2 nd nd
HopO1-1 + +
HopO1-2 nd nd
Shcof HopS1 la” + + Guoet al, 2005 ; Kabisclet al, 2005
HopS2 nd nd
HopO1-1 + +
HopO1-2 nd nd
ShcF HopF la - + Shanet al, 2004
ShcV HopPtoV la + + Losada et Hutcheson, 2005 ; Wehletgal, 2004
ShcM HopPtoM la + + Badelet al, 2003 ; Losada et Hutcheson, 2005

nd, donnée non disponibl&, classification d’aprés Sorg et Cornelis (2009). HrpG est une chaperonne putative de
régulation. 8, chaperonnes homologueddrpV n'est pas une protéine sécrétée par le SSTBscE est une co-chaperonne
nécessaire au bon fonctionnement de P&;@n contraste avec les chaperonnes de type 18, &H8hcO se lient a plusieurs
protéines effectrices différentes qui ne présemntaatd’homologies de séquence significatives, e@isme elles sont codées
dans le voisinage de leurs partenaires, ellesregnbupées avec les chaperonnes de type la.
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5.2. Protéines chaperonnes des bactéries pathogenes

Les principales chaperonnes connues chez les lesctdu genrePseudomonas
pathogenes d’animaux et de végétaux, sont déeetitgsumeées dans le tableau 4. Concernant
les pathogenes d’animaux, nous avons choisi deirdédeux chaperonnes importantes
identifiées cheZ’. aeruginosa Chez cette bactérie, il existe deux protéines bmanaires
impliquées dans la formation du translocon du systéle sécrétion : PopB et PopD (Faudry
et al, 2006 ; Schoehet al, 2003). La chaperonne de type Il, Palel P. aeruginosaest
responsable de la reconnaissance et de la stébilisde ces deux protéines constitutives
(Faudry et al, 2007 ; Jobet al, 2010). PcrH forme un complexe avec ces protéines
partenaires et la stabilité de cette interactioih €ie strictement maintenue pour garantir la
capacité d’infection de la bactérie (Jetal, 2010). Avant la sécrétion et la polymérisation a
I'extérieur de la cellule bactérienne de PscF, preg€ine constitutive de I'aiguille du SST3
de P. aeruginosa celle-ci est maintenue dans sa forme monomériguéntérieur du
cytoplasme bactérien par une chaperonne bimoléeuli@ type Ill,_PscE-Psc®uinaudet
al., 2005 et 2007). PscE est une co-chaperonne qragit directement avec la chaperonne
principale PscG et assure la stabilité de cettaigler (Pléet al, 2010). Le complexe PscF-
PscE-PscG est nécessaire pour la formation deuillEget la cytotoxicité de la bactérie
(Quinaudet al, 2007).

La plupart des chaperonnes de SST3 des bactéribegpaes de végétaux ont été
identifiées chezZ&rwinia amylovoraet P. syringae(famille Hrp-l des bactéries pathogenes)
comme étant des chaperonnes de type la (Buttn&oeas, 2006 ; Tab. 4). HrpG d&
syringaepv. syringae est un cas particulier de chapergunative de régulation qui se lie et
inhibe I'activité de la protéine cytoplasmique HrpWei et al, 2005). HrpV est un régulateur
négatif qui réprime l'expression du clustbrp (Prestonet al, 1998). Ces protéines

chaperonnes participent a la mise en place dedesck régulation complexes.

5.3. Protéines chaperonnes d&seudomonason pathogenes

Actuellement, nous ne disposons d’aucune donnéeecoant les protéines chaperonnes

chez les bactéries non pathogénes telles queskasdomonaspp. fluorescents.
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6. Régulation des génes de SST3

6.1. Facteurs environnementaux

Les conditions environnementales peuvent influefiegpression des génes de SST3.
L’expression des genes codant les SST3 de pathegene étre induite par la variation de
différents facteurs environnementaux, tels queelaperature, le pH, I'osmolarité et la
disponibilité des nutriments ou des cations divial€Rranciset al, 2002 ; Galan et Collmer,
1999 ; Heet al, 2004 ; Hueck, 1998 ; Tareg al, 2006). Il a été montri vitro, a I'aide de
milieux de culture synthétiques, que les conditidiexpression des génes codant les SST3
des bactéries pathogenes correspondent aux corsdipecifiques rencontrées chez I'héte
durant linfection (Hueck, 1998). L'expression dgenes de SST3 chez les bactéries
phytopathogénes est réprimée dans un milieu syqtletiche et induite dans un milieu
minimum. Les milieux inducteurs des génes de SSrB acides, pauvres en nutriments et
contiennent certains sucres comme source de carlmmmeme par exemple le milieu
minimum de Huynhet al. (1989). Les facteurs influencant I'expression deses de SST3
des milieux inducteurs différent selon les pathegeet refletent les diverses conditions
apoplasmiques pouvant étre rencontrées chez deésessplistinctes de plantes hotes. Par
exemple, la nature de la source de carbone jouélenmportant dans l'activation des genes
de SST3 notamment chd?alstonia solanacearurfArlat et al, 1992). Le fructose et le
saccharose sont apparus étre les meilleurs indsctthezP. syringaeparmi différentes
sources de carbone testées (Huwthal, 1989). Le mannitol et le fructose induisent

I'expression du géenavrB chezP. syringaeov. glycinea (Huyntet al, 1989).

Rahmeet al. (1992) ont montré que I'expression du gémpL de P. syringaepv.
phaseolicola est plus forte plantaque I'expression du géene lorsque la bactérie dsvée
dans un milieu synthétique inducteur. Ces résuftaistrent qu’il ne suffit pas de recréer les
conditions physico-chimiques des cellules hoteg pmluire I'expression des génes de SST3.
En effet, chez les plantes, il existe d'autresefarg qui régulent I'expression des génes de
SST3 des bactéries. Par exemple, I'expression e g&l, chez Arabidopsis réprime
I'expression des génes de SSTRdesyringag(Xiao et al, 2004). Le genattl code pour un
cytochrome P450 catalysant I'hydroxylation des esidras. Chez les plantes, les acides gras

hydroxylés sont impliqués dans la biosynthése decuine dont la présence réprime
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I'induction des génes de SST3 (Xiab al, 2004). Les mécanismes qui permetter.a

syringaede percevoir ce polymere lipidique chez la plaestea a élucider.

6.2. Contact entre les cellules hétes eucaryotes étdeteries pathogenes

De nombreuses études portant sur l'induction d@iéssion des génes codant les SST3
ont montré la nécessité d’'un contact entre lesulesll hGtes eucaryotes et les bactéries
pathogenes (Aldomt al, 2000 ; Brencic et Winans, 2005 ; Cornelis, 2000gnEiset al,
2002 ; Tanget al, 2006). Néanmoins, les mécanismes permettanbact&rie de percevoir ce
contact sont encore mal compris. Une hypothése opgsp et qui reste a vérifier est
I'implication de l'aiguille ou du pilus Hrp du SSTBes pathogénes dans la détection du

contact avec I'hote (Het al, 2004).

Chez les pathogénes d’animaux, des études pluatescapportent une nuance a ces
affirmations. Le contact avec I'hote est effectiwsrhune des conditions pour enclencher
'assemblage de I'appareil de sécrétion. Cependam, est pas uniqguement au contact que la
bactérie est sensible, mais également au cholest@sent dans la membrane des cellules
eucaryotes (Motat al, 2005). Haywarat al. (2005) ont montré en effet, que les bactéries du
genre Shigella, Salmonell@&t EPEC (pour enteropathogertischerichia coli, ne délivrent
pas de protéines sécrétées par les SST3 en pretewedules déficientes en cholestérol. De
méme chezP. aeruginosa 'assemblage de son SST3 est dépendant de l@noeedu
cholestérol (Schoehet al, 2003) ainsi que la sécrétion de la protéine BExa$e systéeme de
sécrétion (Dengt al, 2007 ; Deng et Barbieri, 2008).

Pour les phytopathogenes, les cellules végétased depourvues de cholestérol, il ne
peut étre un facteur de régulation de I'expressiorsST3. Si une molécule présente dans la
paroi des cellules végétales régule I'expressios genes codant les SST3 (comme le
cholestérol chez les pathogenes d’animaux) ellee rasce jour inconnue. Chdzalstonia
solanacearumplusieurs études ont également montré que leacbawec les cellules de la
plante est nécessaire a l'induction des genes d& $&ldon et al, 2000 ; Francist al,
2002 ; Tanget al, 2006). Cependant, si I'implication de l'aiguiliel SST3 a été identifiée
chez les pathogenes d’animaux, Mareatlal. (1998) ont montré cheR. solanacearunque

'induction de I'expression du clustenrp par la présence des cellules de plantes est
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Figure 8.Systeme de régulation transcriptionnelle des ga®wsSST3 de la famille Hrp-l des bactéries
pathogénes d'aprés Targy al, 2006 : exemple d®seudomonas syringade génehrpRS code pour les
protéines HrpR et HrpS (1). La fonctionnalité d@$lest réprimée par HrpV (2). La protéine chapezdimpG

se lie a HrpWia une interaction protéine-protéine ce qui liber@$i(3). HrpR et HrpS forment un hétérodimére
(4). Le génapoN code un facteus (5). Le complexe formé par HrpR et HrpS interagiéc le facteus pour
activer la transcription derpL (6). La protéine HrpL est reconnue pahl@-box ce qui permet la transcription
des différents génes de SST3 (7). La protéine HrptAun régulateur positif dapRS (8). Le systéeme GacS-
GacA est également un régulateur positihdgRS (9) mais aussi un régulateur positifrdeN (10). La protéase
Lon est un régulateur négatif des génes de SSBRémant la stabilité de HrpR (11).
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controlée par le géngrhA (pour plant regulatohrp genes). Ce géne code pour la protéine
PrhA de la membrane externe Be solanacearurune protéine TonB-dépendante qui agit
comme une sonde de contact avec un composé ndifi@de la paroi des cellules végétales
(Aldon et al, 2000). Si la mutation au niveau du ggmeA de R. solanacearunperturbe
I'induction des génes de SST3 dépendante du cohédetphytopathogénes, elle ne modifie
pas l'induction des génes de SST3 par le milieauleire (Marendat al, 1998). Ce résultat
suggere que les cellules hétes et les composésliéu ohe culture sont percus différemment

par cette bactérie.

Chez les bactéries phytopathogénes, les systemesgdiation transcriptionnelle des
geneshrp, different selon que ces génes appartiennentfamdle des clusters Hrp-l ou des
clusters Hrp-Il (Tab. 2).

6.3. Régulation transcriptionnelle de type Hrp-I

Les genes de SST3 de la famille Hrp-IREeudomonas syringaErwinia amylovora
Pantoea agglomeranst Vibrio parahaemolyticugTab. 2), sont régulés par HrpL (factelr
un membre de la famille ECF (pour extra cytoplanfigicctions ; Fredericlet al, 2001 ; Wei
et Beer, 1995 ; Xiao et Hutcheson, 1994 ; Fig.H¥pL est fortement conservée chez ces
bactéries et est reconnue par la séquence 5-GGANC&16-CCACNNA-3’ nomméehrp-
box’ située dans la région promotrice des geneSSIE3 (Fout®t al, 2002 ; Fredericlet al,
2001 ; Nissanet al, 2005). La séquenchrp-box apparait étre un important marqueur
génomique pour lidentification des genes de SSE3lal famille Hrp-l des bactéries

pathogenes.

L’induction dehrpL requierthrpS ethrpR chezP. syringae(Hutchesoret al, 2001).
Les genedirpS ethrpR sont organisés en un opéron contrdlé par un peamen amont de
hrpR (Grimmet al, 1995 ; Hutchesoat al, 2001 ; Xiacet al, 1994). Le genérpS seul, est
capable d’activer le génlerpL mais faiblement et I'induction maximale depL requiert
hrpR ethrpS (Bretzet al, 2002 ; Grimmet al, 1995 ; Hutchesoat al, 2001). HrpR et HrpS
forment un hétérodimére au niveau du promoteurhdel pour la stimulation de la
transcription dehrpL qui nécessite le factewr codé parrpoN (Hutchesonet al, 2001).

L’induction dehrpRS précede I'induction de I'expression du gbrgl. Cette induction a été
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Figure 9. Systeme de régulation transcriptionnelle des gedesSST3 de la famille Hrp-ll des bactéries
pathogénes d'aprés Tamg al, 2006 : exemple dRalstonia solanacearunies protéines Prhl et PrhR sont
codées par I'opéroprhiR (1). La protéine PrhR est localisée dans la nramd interne de la bactérie (2). La
protéine PrhA, localisée dans la membrane exteengofi un composé présent au niveau de la paraielkdes
végétales et transfert le signal a PrhR (3). Latgme PrhR active Prhl (4). La protéine Prhl actlae
transcription derhJ (5). La protéine PrhJ active la transcriptiorhdeG (6). La protéine PhcA réprintepG au
niveau post-transcriptionnel (7). La protéine Hraehive la transcription derpB (8). La protéine HrpB active le

promoteuthrpll-box (9).
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décrite chez des souchesRiesyringaepv. phaseolicola (Rahnet al, 1992 ; Thwaitest al,
2004) et cheP. syringaepv. tomato DC3000 (Laet al, 2006).

De multiples composés ont été identifiés commelaégles génebrpS ethrpR chezP.
syringae a différents niveaux. Le systeme GacS-GacA jouerdle important dans la
régulation de I'expression depRS (Chatterjeest al, 2003). CheZ°. syringaepv. tomato
DC3000, la mutatiogacA atténue significativement la transcription lpRS, rpoN et hrpL
(Chatterjeeet al, 2003). HrpA, le composé majeur du pilus Hrp Ble syringae joue
également un role dans la régulationhtpRS (Weiet al, 2000). En effet, un mutahipA
réduit fortement la transcription ¢epRS, hrpL et d’autres génes de SST3 (Végial, 2000).

La protéase Lon ATP-dépendante, est un régulategatii de la protéine HrpR (Breét al,
2002). La mutatiorion chez P. syringaeaugmente la stabilité de HrpR mais pas de HrpS
(Bretzet al, 2002).

Plus réecemment, il a été montré qu’il existait yatéme de régulation particulier entre
HrpS, HrpV et HrpG, suivant un mécanisme similawvemécanisme anti-anti-activateurfkle
aeruginosa(Wei et al, 2005). Che#. syringae hrpG ethrpV sont localisés dans I'opéron
hrcC et sont spécifiques du cluster genes de SST& fiarlille Hrp-1. HrpV est un régulateur
négatif des génes de SST3 en amont de HrpR-Hr@StPet al, 1998). Les gendsp sont
fortement exprimés chez les mutamiipV alors que la surexpression dhepV réprime
I'expression des genes de SST3. HrpG, une protgiageronne (Tab. 4), annule la répression
des genes de SST3 par la surexpressidmrghé sans en affecter sa transcription (\Weal,
2005). HrpG (anti-anti-activateur) se lie a HrpWt{eactivateur de HrpSyia une interaction

protéine-protéine libérant HrpS.

6.4. Régulation transcriptionnelle de type Hrp-II

Les genes de SST3 de la famille Hrp-1l Berkholderia pseudomallgiRalstonia
solanacearumet Xanthomonas campestridab. 2), sont régulés par un AraC activateur
désigné par HrpX cheXanthomonasspp. (Kamdaret al, 1993) ou par HrpB cheR.
solanacearun{Geninetal., 1992 ; Fig. 9). Le promoteur des genes de SSiTi@gslé par un
motif conservé 5-TTCG-N16-TTCG-3’ qui est appelépll-box’ (Cunnacet al, 2004). Le
genehrpB est activé par la protéine HrpG (Briaa al, 1999). La protéine PhcA régule
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négativement HrpG probablement par un mécanismét@oscriptionnel (Geniret al.,
2005). La mutatiophcA ne modifie pas la transcription epG mais augmente I'expression
des génes de SST3 (Geetral., 2005).

HrpG est le point convergeant d’'une cascade ddatgu spécifique &. solanacearum
concernant la famille Hrp-Il des SST3 impliquanbA, prhiR et prhJ. Les protéines codées
par ces genes sont requises lors de l'inductionlgsacellules de la plante hote. Les génes
prhR etprhl se trouvent sur le méme opéron et codent pourpuoiine transmembranaire
(PrhR) et un facteus (Prhl) de la famille des ECF (Britt al, 2002). Comme décrit dans le
paragraphe 6.2., PrhA agit comme une sonde deatamntac un composé non identifié de la
paroi des cellules végétales (Alden al, 2000 ; Marendat al, 1998). Par la suite, PrhA
transfert le signal de la plante a PrhR qui adivel qui induit la transcription derhJ et qui
aboutit a la transcription depG (Brito et al, 2002).

6.5. Induction et régulation des génes de SST3R¥esidomonason pathogenes

Chez lesPseudomonason pathogénes, on dispose de données conceesafacteurs
d’activation de I'expression des genes codant 833Spour deux souches mutualistBs,
fluorescensSBW25 et KD. Comme pour les bactéries pathogélaeprésence d'un hote
eucaryote apparait nécessaire a l'induction dessgeodant le SST3. Chéz fluorescens
SBW?25, I'expression des génes de SST3 est indnifg@sence des racines de la betterave a
sucre Beta vulgaris Jacksoret al, 2005 ; Rainey, 1999). En revanche, celle-ci egtite
plus faiblement que ce soit en présence des feudikela plante ou dans un milieu minimum
synthétique (Jacksomt al, 2005 ; Prestoret al, 2001). L'expression du clustesp de
SBW25 serait donc induite en réponse a des sigapégifiques aux racines (Prestenal,
2001).

Cependant, la nature des hoétes eucaryotes avagelsdg bactérie interagit n’est pas
encore connue précisément. En effet, Rezzogial. (2005) ont montré que ce ne serait pas
avec la plante que le SST3 ¢ fluorescenskD interagirait mais avec un organisme
fongiforme pathogéne. La présence du SST3 induét fonte diminution de la production
d’'une polygalacturonase pBythium ultimuncte qui protége le concombre contre la maladie

induite par cet oomycete (Rezzonieb al, 2005). En effet, les pectinases, comme la
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polygalacturonase, contribuent a détériorer legipex de la paroi cellulaire des plantes et
sont importantes pour I'induction des maladieslpaiphytopathogénes (Agrios, 1997).

Chez lesPseudomonasion pathogenes, la régulation transcriptionnellse genes de
SST3 est proche du schéma de régulation des dudterl du phytopathogen. syringae
(Jacksoret al, 2005). En effet, cheR. fluorescen§BW?25, I'étude de I'expression des genes
de régulation a montré que la protéine RspR cantebtranscription du factewrrsplL et que
la protéine RspL contrdle I'expression du clustes génes codant pour les protéines de SST3
(Jacksoret al, 2005).L’organisation des genes de SST3 &ssudomonason pathogénes
étant similaire a celle des génes de SST3Rimidomonaphytopathogénes (paragraphe
4.3.), il n’est pas surprenant qu’il y ait des s$amiés dans la régulation de ces genes chez ces

bactéries.

7. Protéines sécrétéegiale SST3

Les bactéries pathogénes utilisent les SST3 poungire une communication de
cellule a cellule avec leur héte eucaryote. Une fei contact établi, le SST3 permet la
sécrétion et la translocation directe de protébatériennes, appelées protéines effectrices, a
I'intérieur des cellules de I'hnéte (Hogenhetital, 2009 ; Mudgett, 2005). Les activités des
protéines effectrices sont requises pour la pathiegées bactéries, comme montré par une
faible virulence de mutants dont le SST3 a ététimacDe nombreux effecteurs contribuent a
la virulence en supprimant les défenses spécifigiee$hote eucaryote (da Cunted al,
2007 ; Spetlet al, 2007).

7.1. Protéines effectrices des bactéries pathogéenestan

Chez les bactéries pathogénes d’animaux, les S&¥8tent des protéines variées dont
les différents effets sur la cellule héte (modifica du squelette d’actine, cytotoxicite,
induction de I'apoptose, inhibition de la phagosgales macrophages...), sont a l'origine de

la virulence de ces bactéries (Cornelis, 2002 n€la et van Gijsegem, 2000).

Quatre protéines effectrices ont été identifieesezcl?. aeruginosa (Engel et
Balachandran, 2009) ExoU, une phospholipase (Sato et Frank, 2004XxoYE une
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adénylcyclase (Yahet al, 1998) ; EXoT et Ex0S, qui sont des protéinesrgifionnelles avec
une activitt GAP N-terminale (pour GTPase-activ@atimotein) et une activité ADPRT C-
terminale (pour ADP ribosyltransferase) (BarbidriSein, 2004). Il a été montré que ExoS
était nécessaire et suffisante pour induire uneptage casepase-3-dépendante (Alaoui-El-
Azheret al, 2006 ; Jiaet al, 2006) alors qu’une apoptose nécrotique résulis tasécrétion
de ExoU (Sato et Frank, 2004).

7.2. Protéines effectrices des bactéries phytopathogénes

D’une maniere générale, les protéines effectriesspdthogénes sont décrites selon leur
mode d'action. Chez les phytopathogenes, il existg grands groupes principaux : (i) les
suppresseurs de la mort programmée des celluieteiactivateurs de la voie métabolique
de l'acide jasmonique, (iii) les inhibiteurs des difications membranaires, (iv) les
activateurs de transcription chez la plante etds)inhibiteurs de I'activation des protéines de
résistance (Mudgett, 2005). Les protéines effextrisécrétées par les SST3 des bactéries
pathogenes de plantes font I'objet de hombreusasgsenotamment, Blocét al. (2008), da
Cunhaet al. (2007), Hogenhout al. (2009) et Lewist al. (2009).

Les protéines effectrices sécrétées par le SST&péeétre reconnues par des protéines
végétales de résistance aux maladies, les protBinékgenhoutet al, 2009 ; Kimet al,
2009). De nombreux génes d’effecteurs ont été ii&ntpar leur capacité a provoquer la
résistance aux maladies, plutét que par leur capacaugmenter la virulence des bactéries.
Ces genes ont donc été nommés gewegpour avirulence) dont le premier a été découvert
par Staskawiczt al (1984). Les protéines Avr jouent un réle clé dées interactions
plantes-pathogeénes et sont impliquées dans lafgitécid’hdte du pathogene (Alfano et
Collmer, 1997). En effet, l'interaction entre unetpine Avr et une protéine-R est une
relation spécifique dite ‘gene pour gene’ qui eBbdgine de la restriction du spectre d’hotes
des plantes qui vont développer des résistancesfigpés a certaines maladies. Les protéines
Avr induiront 'expression du gernR-aboutissant a I'induction d’'une réaction de résise ou
HR, chez une plante porteuse de la protéine-R sporelante a la protéine Avr en question
(Alfano et Collmer, 2004 ; Keen, 1990). L'expressites protéines-R qui n’aboutit pas a une
HR peut tout de méme provoquer l'induction des nisds de la plante qui permettent de

limiter efficacement la croissance des pathogé@ssgmann, 2005 ; Hamt al, 2007).
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Malgré cette spécialisation pointue des protéiesésées en fonction d’'un type d’hbte, on
observe une conservation importante des fonctiemplies dans la cellule héte ou différentes
protéines peuvent viser la méme fonction physigjogi (Buttner et Bonas, 2003). Ainsi
certaines especes geénéralistes, telles RjuaeruginosaPA14 utilisent des protéines aux
fonctions similaires afin d’infecter un large spect’hétes, aussi bien des animaux (souris)

gue des végétauAfabidopsi$ (Rahmeet al, 2000).

Certaines protéines constitutives du SST3, legpres du pilus Hrp et du translocon de
I'appareil de translocation (paragraphe 4.2.) s@anfois considérées comme des protéines
sécrétées. Parmi ces protéines, les harpines amgtun groupe de protéines effectrices chez
les phytopathogenes (Galan et Collmer, 1999 ; Kjepdt al, 2000). Les genes codant pour
ces protéines ont été identifiés chezHyvinia amylovoraet E. chrysanthemfhrpN ; Wei et
al., 1992), (ii)P. syringaepvs. syringae, tomato et glycinda§Z ; Heet al, 1993 ; Preston
et al, 1995) et (iii) Ralstonia solanacearur{popA ; Arlat et al, 1994). Les harpines des
différents genres bactériens induisent les répodsedéfense de la plante associées a la
résistance contre les maladies, telles que la HRctvent le systeme de surveillance des
plantes (Alfano et Collmer, 2004 ; Leeal, 2001).

7.3. Protéines effectrices d&seudomonason pathogenes

L’analyse des séquences du clustgrde P. fluorescen$SBW25, a révélé la présence
de deux protéines putatives sécrétées : RspA eE RBpestonet al, 2001). Ce travail a
également permis de suggérer I'existence d’'unsiémie protéine sécrétée non identifiée sur
le clusterrsp, au vu de I'observation de l'induction de la HRr fea souche sauvage et les
mutantsropE de SBW25. Greenberg et Vinatzer (2003) ont mogtreé SBW?25 possédait
plusieurs genes ayant des homologies avec des gingwotéines effectrices d’autres
pathogeénes de plantes et d’animaux. Plus tard,txénat al. (2005) ont confirmé que deux
de ces genes sont bien des génes codant pour aémes effectrices putatives : un gene
homologue davrA et un géne homologue @s0Y de P. syringae A notre connaissance, ces
résultats sont les seuls existants concernantriegipes effectrices chez les bactéries non
pathogénes non symbiotiques.
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8. Signal de sécrétion des protéines effectrices

Les protéines sécrétéem le SST3 possedent un signal de sécrétion nonbbiiyau
niveau de la région N-terminale, mais aucune sitél@e séquences n’a été trouvée entre les
différentes protéines (Arnoldt al, 2009 ; Samudralat al, 2009). Deux hypothéses sont
discutées concernant le signal reconnu par les S&T8 séquence d’acides aminés ou une
séquence d’ARNm. Ce serait la nature amphiphile eomposition en acides aminés de la
région N-terminale des protéines qui serviraiensig@al de sécrétion (Arnolet al, 2009 ;
Galan et Wolf-Watz, 2006 ; Samudratal, 2009). Cette hypothése est compatible avec les
caractéristiques physico-chimiques spécifiquesgmtes dans les 50 premiers acides aminés
des protéines effectrices, notamment clfezsyringae (i) la présence d’acides aminés
exposes aux solvants dans les cing premiers aarde®s, (ii) 'absence de résidus aspartate
ou glutamate dans les 12 premiers acides minésiiietlg caractere amphiphile et
I'enrichissement en résidus polaires dans les ®dnjgrs acides aminés (Guttmanh al,
2002 ; Petnicki-Ocwiejat al, 2002). Des analyses bioinformatiques récentespa®gines
effectrices de bactéries pathogénes de végétadiamimaux ont révélé que les 25 acides
aminés de leur région N-terminale sont riches emeét que les régions en spirale sont

pauvres en leucine (Arnokt al, 2009 ; Samudralet al, 2009).

9. Origine et évolution des SST3

9.1. Origine des SST3

Deux théories difféerentes ont été proposées coaneiforigine des SST3. Huit des
neuf génesirc (hrcJ, R, S, T, U, V, Qa,b et N) présentent des honmesogvec les génes
codant le systeme flagellaire bactéridih;(Tab. 3). Sur la base de ces homologies certains
auteurs ont émis I'hypothese que le systeme flaigellpourrait étre a I'origine des SST3,

alors que d’autres penchent pour la these d'ugenercommune de ces deux systemes.

L’hypothése selon laquelle les SST3 constitueraigne évolution du systéme
flagellaire (Nguyenet al, 2000 ; Aizawa, 2001) s’appuie principalement sob$ervation
d'une faible distribution des SST3 chez les baesémpar rapport au systeme flagellaire. En

effet le systeme flagellaire est plus répandu cpee 3ST3 dans la nature : dans 2 phyla
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pour le SST3 contre 6 ou 8 phyla sur 19 pour l¢éesys flagellaire. De méme les SST3 sont

limités aux bactéries Gram-. Selon les auteursdtte diypothese, il serait également plus

facile d’admettre que le phénotype de mobilité phis ancien que la subversion des cellules
eucaryotes. Enfin, Nguyegt al. (2000) et Aizawa (2001) appuient leur hypotheselesdait

gue les SST3 permettent d'interagir avec les eatesgyOr, les eucaryotes supérieurs ne sont
apparus qu’'au cours de ce dernier billion d’'anreless que les bactéries flagellées datent

d’au moins 4 billions d'années.

Des travaux plus récents sont en désaccord avertbébrie concernant l'origine des
SST3. lls soutiennent la thése selon laquelle £83¢t le systéme flagellaire descendraient
d’'un ancétre commun et auraient divergés il y arhlons d’années, bien avant I'apparition
du premier eucaryote multicellulaire (Foultierr al, 2002 ; Gophnat al, 2003 ; Heet al,
2004 ; Pallenet al, 2005). Dans la théorie précédente, pas moins @taf@es seraient
indispensables pour passer du systeme flagellail®ST3. En admettant I'origine commune
de ces deux systemes seuls, 4 étapes sont néess€ette hypothese est donc en accord
avec le principe de parcimonie appliqué en biolagielutive (Palleret al, 2005). D'aprés
Gophnaet al. (2003), la présence de SST3 chez Gddamydia (parasites intracellulaires
obligatoires des animaux), aussi distants phylotigum&ment des protéobactéries (Gram-) que
des firmicutes (Gram+), renforce la thése d'ungimei bien plus ancienne que ce que
proposent Nguyeret al. (2000) et Aizawa (2001). En effet, dans différentétudes
phylogénétiques portant sur les génes de SST3aleche de€hlamydiase différencie tres
tot de la branche des SST3 des bactéries Gram-, @001 ; Foultieet al, 2002 ; Gophnat
al., 2003). Chez ces microorganismes, contrairemerg gui est connu pour les bactéries
Gram-, les genes codant les SST3 ne sont pas réanisn cluster mais dispersés sur 3
clusters conservés distincts (Petetsal, 2007). De plus la composition en guanine et
cytosine (G+C%) de ces genes (environ 40%) estigiena celle du reste du génome (Peters
et al, 2007). Pour ces différentes raisons, il a étésagé que les SST3 seraient originaires
de ce groupe bactérien (Kim, 2001 ; Pakral, 2005). Néanmoins, des analyses du cluster
des genes codant le SST3 @@romobacterium violaceunfiégalement un pathogéne
d’animaux) par Bett®t al. (2004), révélent une concordance des bases avezste du
génome de cette bactérie. Ceci suggére que leecltétide dans le génome de la bactérie
depuis tres longtemps et le SST3 pourrait égale@teatoriginaire de cette espéece (Padéen
al., 2005).
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Figure 10.Arbre phylogénétique des genes de SST3 conselapsed Foultieret al. (2002) et Sorg et Cornelis
(2009). Les SST3 ont été classés en sept familigsahtes (Tab. 2).
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9.2. Evolution des SST3

Sur la base de la phylogénie des SST3, les brancg®upant les pathogénes
d’animaux et de végétaux sont bien différenciéesgréaquelques exceptions telles que
Burkholderia pseudomallgi pathogene d’animaux qui se trouve regroupé awx |
phytopathogénes (Foultigat al, 2002 ; Sorg et Cornelis, 2009 ; Fig. 10 ; Tab.Rar la
comparaison d’arbres phylogénétiques réalisés tir gdas genes de SST3 et de 'ADNr 16S
et par des comparaisons de G+C%, Gophhal. (2003) suggerent que des transferts
horizontaux (HGT pour horizontal gene transfer)gdaes de SST3 ont eu lieu frequemment
au cours de I'évolution entre différents genreddetéries Gram-. Les HGT sont considérés
comme une force majeure de I'évolution des SSTZ ¢t bactéries pathogenes (Gopkha
al., 2003 ; Pallenet al, 2005). Ces transferts ont eu lieu pour la plumeantre especes
partageant la méme écologie d’h6tes c'est-a-ditgdiplentre pathogénes de végétaux -
pathogéenes de végétaux qu’entre pathogénes deauggéathogénes d’animaux (Gopleta
al., 2003). D'apres ces auteurs, ces eévénementsriguhis fréquents que ce que I'on pouvait
penser. Des observations faites sur Bssudomonapathogenes montrent que les HGT ne
sont pas des évenements récents dans I'histoireitéeodes SST3 car la spécialisation a
I'héte due a une longue coévolution réduirait lagfrence de transferts horizontaux plus
récents (Arakit al, 2006 ; Gophnat al, 2003). L'importance des HGT dans I'évolution des
SST3 est parfois mise en évidence par la présendeuk SST3 fonctionnels codés par deux
clusters de genes différents chez une méme sopahexempleSalmonellaSPI-1 et SPI-II
(Pallenet al, 2005). De mémescherichia colidispose de deux SST3 distincts mais I'un
d’eux est dégénéré et non fonctionnel (Padieml, 2005). La présence de deux SST3 chez
une méme souche bactérienne fait penser qu’au nfiaimgles deux systemes sécrétoires a
été acquis par transfert horizontal ou transpasitaffrant un avantage sélectif a la bactérie
porteuse (Palleat al, 2005).

Chez les bactéries phytopathogenes, la localisatiortlusterhrp sur des éléments
génétiques mobiles est étroitement liee a I'hist@volutive des SST3. Le clusterp se
trouve sur des Tlots génomiques (GEI pour genorsiand) permettant une évolution
accéléree par transfert horizontal (Juegal, 2009). Les ilots génomiques portant des genes
impliqués dans la pathogénie sont appelés PAI (patlmogenicity island ; Dobrindit al,
2001 ; Hacker et Kaper, 2000 ; Hsiabal, 2005). Hackeet al. (1997) ont défini les PAI
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comme des clusters incluant divers genes de vitalehdonc sélectivement présents chez les
souches pathogenes. Les PAI ont en général, unpasition en G+C% différente du reste du
génome de la bactérie héte montrant l'intégrati@amsdle passé d’éléments geénétiques
étrangers (Gophnet al, 2003). Ils sont souvent flanqués par des séquegpetées et bordés
par des génes ARNt ou des éléments génétiquesandhilus ces éléments rendent les PAI
tres instables (Alfanet al.,2000).

Méme si les SST3 sont beaucoup plus distribués ipl@snsouches saprotrophes de
Pseudomonagque ce que laissait penser une association systgmatu pouvoir pathogene,
la présence de ces SST3 chez ces bactéries esidaapenoins systématique que chez les
Pseudomonagathogénes. Cette absence de SST3 chez une graridedes bactéries non
pathogenes peut étre le signe d’'une perte de gérsespeut aussi que les genes codant les
SST3 aient été acquis par ascendance (transféicaleou par des événements de transferts
horizontaux avec les souches pathogénes proches.s€mble confirmé par les G+C% et
I'organisation des clusters trés conservée entphjgopathogen®. syringaeet les bactéries
a effet PGPR telles que. fluorescensSBW25 et KD. L'organisation et les séquences du
cluster rsp de P. fluorescensSBW25 sont tres similaires au clustemp de P. syringae
(Prestonet al, 2001) qui est considéré comme un cluster andeshrez cette bactérie
pathogene (Sawadet al, 1999). Ceci suggére qu’'un HGT a bien eu lieu eertes
Pseudomonapathogenes et non pathogenes. Néanmoins, cegaimes de SST3 présents
chezP. syringaene sont pas présents chiezfluorescen§SBW?25 comme par exemplgcN
(Pozidiset al, 2003 ; Prestort al, 2001). Ceci peut s’expliquer par un transfertgéae
incomplet ou une perte ultérieure de gene (Rezpartial, 2004). L'acquisition des genes de
SST3 semble étre ancienne dans la plupart desacéiarbre phylogénétique construit a partir
dehrcN (codant 'ATPase du SST3) est congruent aved celustruitvia le geners (codant
’ADNr16S) (Rezzoniccet al, 2004). Toutefoid. fluorescen&KD quant a lui, semble avoir
subit un transfert horizontal récent Be syringaequi apparait comme l'espéce ancestrale
(Rezzonicoet al, 2004). Les génes de phytovirulence ont été aimgidement recyclés
comme arsenal de protection de la plante (Rezzaetia, 2005). Des incongruences ont
également été observées entre les séquences ADMt1IES séquencdscRST de SST3
(Mazurier et al, 2004). Ces incongruences impliquent notammerg, souche saprotrophe
(P. fluorescen<CFBP11362) et suggéerent que certains genes de S&irBient avoir subit

un transfert horizontal récent (Mazuradral, 2004).
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Tableau 5.Résumé de I'état des principales connaissancdes&ST3 des pathogénes d’animaux, pathogénesgdtaux et des bactéries non pathogenes.

Pathogénes d’animaux Pathogénes de végétaux Rhizob Autres bactéries non pathogénes
Bactéries Yersinig Samolnella, Escherichia coli  Pseudomonas syringa¥anthomonas  SinorhizobiumBradyrhizobium -Photorhabdus luminescens, Sodalis

Shigella flexneri, Pseudomonas campestrisErwinia amylovora, PantoeaMesorhizobium lotiRhizobium etli glossinidius, Sitophilus zeamdBZPE)

aeruginosaChlamydia Bordetella agglomerans, Ralstonia solanacearum -Desulfovibrio vulgaris, Myxococcus

pertussisBurkholderia pseudomallei, xanthus, Verrumicrobium spinosum,

Vibrio parahaemolyticus Burkholderia

-Pseudomonaspp. fluorescents

Composition Yersinia : P. syringae : -9 protéines Rhc conservées (corps) (P. fluorescenSBW?25) :

-9 protéines Ysc conservées (corps) -9 protéines Hrc conservées (corps) -D’apres les homologies de séquences-9 protéines Hrc (Rsc) conservées
-Protéines sécrétées Ysc (aiguille) et -Protéines Hrp sécrétées (pilus Hrp et des génes correspondants aux SST3 d@Eorps)

Yop (appareil de translocation) appareil de translocation) pathogénes -Quelques protéines sécrétées Hrp (Rsp)
-D’aprés les homologies de séquences
des génes correspondants aux SST3 des

P. aeruginosa-Salmonella-S. flexneri :
-9 protéines conservées (corps)

-Protéines sécrétées Psc-Prg-Mxi pathogenes
(aiguille) et Pop-SipB-IpaB (appareil de
translocation)
Visualisation et  ShigellaSalmonella : -Pilus Hrp Sinorhizobiumsp. NGR234S. fredii : -Organisation hypothétique du corps
organisation -Forme d’aiguille d’injection -Longueur : 200 nm -Trés proche du pilus de pathogénes basal sur la base d’homologies des genes
-Longueur: 80 nm -Diamétre : 6-8 nm -Organisation hypothétique du corps codant les SST3 des pathogénes
-Diametre : 6-8 nm -Assemblage des protéines en hélice basal sur la base d’homologies des génes
-Assemblage des protéines en hélice codant les SST3 des pathogénes
Protéines Yersinia: protéines Yop (virulence) -Harpines (induction de la HR) -Protéines de type Avr (réle encore maP. fluorescenSBW25 :
effectrices P. aeruginosa protéines ExoU, Y, T, S -Protéines effectrices dont Avr connu) -RspA et RopE
sécrétées (virulence) (induction de la HR, pathogénie et -Protéines Nop (maintien de I'intéractiorPrésence de génes homologues codant
spécificité d’hote) symbiotique et spécificité d’héte) pour des effecteurs chez les pathogénes
Translocation -Démontrée mais mécanisme de -Démontrée indirectement et mécanismélon démontrée -Non démontrée
sécrétion a préciser de sécrétion a préciser
Chaperonnes P. aeruginosa PcrH, PscE-PscG, SpcSP syringae HrpG, AvrF, famille des  -Aucune chaperonne connue -Aucune chaperonne connue
(Orfl), SpcU protéines Shc
Régulation -Conditions mimant I'hote -Conditions mimant I'h6te Sinorhizobiumsp. NGR234 : -Conditions mimant I'hte
positive -Contact avec I'héte -Contact avec I'h6te -Flavonoides -Rhizosphére poup. fluorescens
-Détection du cholestérol dans la -Facteur de transcription des facteurs SBW25
membrane des cellules eucaryotes Nod pour -Présence du pathogéReultimumde la
plante héte pouP. fluorescen&D
Régulation -Type Hrp-I : HrpL (facteut) - Type Hrp-1 : HrpL (facteus) -Aucune donnée -Ressemblance avec la regulation des
transcriptionnelle -Type Hrp-Il : HrpB/HrpX - Type Hrp-Il : HrpB/HrpX clusters de type Hrp-I
Signal de -Signal non clivable N-terminal -Signal non clivable N-terminal -Aucune donnée -Aucune donnée

sécrétion (séquence d’acides aminés ou d’ARNn(séquence d'acides aminés ou d’ARNm)
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10. Conclusion

Les systemes de sécrétion de type Il sont longsereptés associés a la virulence des
bactéries et sont considérés, chezFssudomonasomme des facteurs déterminants de leur
pouvoir pathogéne. La présence de ces systémes dehammbreuxPseudomonaspp.
fluorescents non pathogenes, saprotrophes ou ristésalélargit le réle connu des SST3 et
souleve de nombreuses questions quant a leur iammartdans les écosystémes. Les
connaissances actuelles les concernant chez lesibacsaprotrophes ou mutualistes, restent
cependant encore assez peu étendues par rappo8Sal& des bactéries pathogenes. Un
résumé de I'état des connaissances est présergdedaileau 5.

Aujourd’hui, il est admis que les SST3 ne sont paguement impliqués dans les
interactions pathogenes entre les bactéries qtldedes. En effet, les genes de SST3 ont été
détectés chez des souches saprotrophesPslEudomonaset notamment, chez des
Pseudomonaspp. fluorescents capables de protéger les plantése des maladies d’origine
tellurique. Cette observation souleve I'hypothéselal possible implication des SST3 dans
I'élicitation de réactions de défense de la planteynue pour jouer un réle majeur dans la
suppression des maladies par Rseudomonaspp. fluorescents (van Loost al, 1998).
Rezzoniccet al. (2005) ont montré que I'expression des genes d8 88P. fluorescen&D,
réduisait la capacité de biocontréle de la bac@mrePythium ultimunthez le concombre.

A notre connaissance, ce sont les seuls résuligisortant I'implication du SST3 dans la
protection des plantes contre les maladies. Lesaissances concernant leur implication
dans la rhizosphére et dans I'effet bénéfiqgue @&sébies pour la croissance et la santé des

plantes mériteraient d’étre développées.

Si l'organisation génétique des SST3 dRseudomonasaprotrophes ou mutualistes,
tres proche de celles des souches pathogénestgraple entreéP. fluorescenSBW25 etP.
syringae a permis dorienter les recherches et d’émetes kypothéses, de nombreuses
interrogations restent sans réponses. L'objectiicgral de ce travail de thése est donc de
faire avancer les connaissances disponibles camael® role des SST3 dans les interactions
entre lesPseudomonaspp. fluorescents non pathogénes et les eucaryotes.
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Avant propos

L’étude bibliographique présentée dans le chapitéeédent, a permis de réaliser une
synthese des principales informations relatives gisxemes de sécrétion de type Il chez les
Pseudomonasion pathogenes, saprotrophes et mutualistes. Qased® montrent que les
systémes de sécrétion ne sont pas cantonnés auxcimbns parasites ou pathogénes avec les
plantes. En effet, les SST3 sont de plus en plugest identifiés comme impliqués dans les
interactions commensales et mutualistes entre d&$ehes non pathogenes et les plantes
(Coombes, 2009) ce qui élargirait le réle conneesysteme de sécrétion bactérien (Preston,
2007). LesPseudomonastant ubiquistes, ces données montrent égalemenlequbactéries
porteuses de ces systémes sont trés largemeribusts dans I'environnement. Toutefois, la

fonction des SST3 chez ces bactéries dans lessteasys n’est pas connue.

Les travaux de Rainey (1999), Mazuradr al. (2004) et Rezzonicet al. (2004) ont
montré qu’il pourrait y avoir un lien entre la peése des SST3 dddseudomonaspp.
fluorescents et la rhizosphere. Par ailleurs,reesaux de Rezzoniocet al. (2005), Warminket
al. (2008) et Warmink et van Elsas (2008) suggerer lgs SST3 pourraient avoir un
fonctionnement lié aux champignons présents nduoneht dans le sol. Si les plantes sont a
'origine de la mise en place de I'environnementzobphérique, d’'autres eucaryotes
participent également a [I'équilibre de ce milieu’est le cas des champignons
mycorhizogenes qui ont un réle tres important dassmilieux naturels. Ces champignons
établissent naturellement avec les plantes de<iaisns bénéfiques pour leur croissance et
leur santé. Les symbioses mycorhiziennes les paggiémment rencontrées dans la nature,
sont les associations qui se mettent en place deBeplantes et les champignons
mycorhizogenes a arbuscules appartenant au phyasnGibmeromycota (Schiflet al,
2001 ; Smith et Read, 2008 ; Wang et Qiu, 2006% @@nieres ont été recensées chez 80%
des plantes terrestres (Brundrett, 2009 ; Smikeeid, 2008).

L’objectif de cette étude est de déterminer sirkspnce accrue dé&seudomonaspp.
fluorescents possédant un SST3 dans la rhizospsirdiée a la plante seule ou si les
champignons mycorhizogenes peuvent jouer un r@eldmarche choisie pour cette étude est
une approche sana priori basée sur I'étude des populations Eseudomonasspp.
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fluorescents SST3+. Pour cela, une étude expérateeat été développée avec la plante
modeéle Medicago truncatula Cette Iégumineuse diploide posséde un grand rerdbr
caractéristiques intéressantes telles qu'un pétibme (500-600 Mbp/1C), une reproduction
autogame permettant de stabiliser le génome etyale ceproductif court (Youngt al,
2003). Elle posséde une synténie avec diversesi@guses cultivées (pois, féveroles, soja,
trefle...) qui justifie son intérét dans le domamgronomique (Thoquett al, 2002). M.
truncatulaest aussi connu pour ses interactions avec de neomimicroorganismes. En effet,
en plus des symbioses mycorhiziennds,truncatula est également capable de mettre en
place des relations avec les bactéries fixatricazote (collectivement appelées rhizobia),
dans des associations a bénéfices réciproquesn(iBlrg et Lugtenberg, 2001 ; Boisson-
Dernieret al, 2001).

Cette étude a été effectuée dans le sol nu natar€héateaurenard (France) mais aussi,
dans la rhizosphére et le compartiment racineopién de M. truncatula Gaertn. cv.
Jemalongl5 (Myc+/Nod+) et de ses mutants TRV48 (Myc+/Noel-)TRV25 (Myc-/Nod-)
(Catoiraet al, 2000 ; Morandiet al, 2005 ; Sagamt al, 1995). Ce travail expérimental a
donc été entrepris afin de déterminer s’il existaite association préférentielle des
Pseudomonaspp. fluorescent SST3+ avec les racines de lagkinte, en tenant compte ou
non des différents acteurs principaux de la rafatiplante-CMA-rhizobia présents
naturellement dans la rhizosphére. Parmi les s@&8T3+, la diversité des genasRST,
genes marqueurs des SST3, a été déterminée. Enfliversité du fond génétique des isolats
a été étudiée afin de caractériser les populat@m®seudomonaspp. fluorescents qui
possédent ces systemes de sécrétion.
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1. Abstract

Type Il secretion systems (T3SSs) of Gram negative dyact mediate direct
interactions with eukaryotic cell®seudomonaspp. harboring T3SS genes (T3SS+) were
previously shown to be more abundant in the rhikesp than in bulk soil. In order to

discriminate the contribution of roots and assedarbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on
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the enrichment of T3SS+ fluorescent pseudomonadghén rhizosphere oMedicago
truncatula their frequency was assessed among pseudomawaied from mycorrhizal and
non-mycorrhizal roots, and from bulk soil. T3SS genvere identified by PCR targeting a
conservechrcRST DNA fragment. Polymorphism dfcRST in T3SS+ isolates was assessed
by PCR-RFLP and sequencing. Genotypic diversitglbpseudomonads isolated, wether or
not harboring T3SS, was described by BOX-PCR. T3&tudomonads were significantly
more abundant in mycorrhizal than in non-mycorrhizats and in bulk soil, and all were
shown to belong to the phylogenetic groupgPoffluorescen®n the basis of 16S rRNA gene
identity. FourhrcRST genotypes were described; two only includethisse from mycorrhizal
roots. T3SS+ and T3SS- pseudomonads showed diffgeaetic backgrounds as indicated by
their different BOX-PCR types. Taken together, éhdata suggest that T3SS are implicated

in the interactions between fluorescent pseudonm®maad AM in medic rhizosphere.

2. Introduction

Non flagellar type Il secretion systems (hereafiessignated by type Il secretion
systems or T3SSs) were first discovered in Granatneg) bacterial pathogens and thus have
long been associated with their virulence. Theyehbgen described as molecular syringes
delivering virulence factors directly into the cgtasm of eukaryotic host cells (Hueck, 1998).
T3SSs have been more recently described in symibatiteria such as rhizobia (Mazuritr
al., 2006) and are now considered as also mediatingatist and commensal interactions
between bacteria and eukaryotes (Preston, 2007 How assumed that these protein
delivery structures represent a general commupoicatonduit between bacteria and their
eukaryotic hosts: animals, plants, fungi, and ptéts (Coombes, 2009). Type Il secretion
systems appear thus as central players in the adapiof both parasites and mutualists to

diverse hosts (Preston, 2007).

In pseudomonads, knowledge on T3SS mostly con@arimsal pathogens belonging to
the specie$. aeruginosaand phytopathogens to the spedtesyringae(Sorg & Cornelis,
2009). In the context of acute infections duePtoaeruginosafour T3SS effectors directly
injected into human host cell are known to contebto bacterial virulence (Engel &

Balachandran, 2009). In plant pathogenic bact&B3&Ss are associated with (i) elicitation of
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the hypersensitive response (HR) in resistant Andtnon-host plants, and with (ii) disease
induction in susceptible host plants (Buttner & Ben2006). In animal- and plant-pathogenic
pseudomonads, the T3SS needle complex is a keymdetat of pathogeny, and T3SSs are
therefore mostly regarded as virulence factors. &l@&, Pseudomonagenus also include
non-pathogenic species which are ubiquitous ancespickad in the environment (Bossis
al., 2000), especially in soils (Spiegsal, 2000). These saprophytic populations of soilborn
pseudomonads were shown to carry cryptic T3SSs({Mazt al, 2004), indicating that the
presence of T3SS is clearly not confined to pathmgdéacteria. Among saprophytic
pseudomonads harboring T3SS, some strains appguaonwte plant growth and/or health
(Mulya et al, 1996; Prestont al, 2001; Mazurieet al, 2004; Rezzonicet al, 2004). In the
plant growth promoting (PGPM. fluorescenSBW?25, expression of T3SS genes was higher
in the rhizosphere than in the bulk soil (Jacksbral, 2005), and T3SS was shown to be
involved in the rhizosphere competence by the @iseutants affected in T3SS genes. T3SS
was also reported to be implicated in the suppvessachieved by the PGPR strdh
fluorescensKD, of the disease caused Bythium ultimum(Rezzonicoet al, 2005). These
studies point out a possible involvement of theseretion systems in the reciprocal
interactions between fluorescent pseudomonads @kahyotic organisms in the rhizosphere.
This hypothesis is supported by our previous olzgems of a significant higher frequency of
fluorescent pseudomonads harboring T3SS in theoshlzere compared to bulk soil
(Mazurieret al, 2004). A positive selection of T3SS+ pseudomonveals also reported in the
mycosphere of ectomycorrhizal and saprophytic fiitarminket al, 2008; Warmink & van
Elsas, 2008). These observations are in favor etip interactions in the rhizosphere
promoting T3SS+ pseudomonads, however these ititemacneed to be further analyzed.
More specifically, the contribution of T3SS, in tbemplex multitrophic interactions between

fluorescent pseudomonads and rhizospheric fungiaires to be explored.

Most plant species (75%) establish arbuscular nmiiczal associations with fungi
belonging to Glomeromycota (Brundrett, 2009). le thycorrhizosphere, corresponding to
the soil zone surrounding and being influenced lygarrhizas (Rambelli, 1973), interactions
are known to occur between AM fungi and fluoresqesdudomonads (de Boer al, 2005;
Bonfante & Anca, 2009). The possible involvement T#SS in these interactions was
assessed in the present study. More specificdlby promotion of T3SS+ pseudomonads in

the mycorrhizosphere dfledicago truncatulawas evaluated and the contribution to the
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promotion of AM fungi and the host-plant was diffatiated. This was achieved by
comparing the frequency and the diversity of T3SlBerescent pseudomonads in isolates
from (i) mycorrhizal roots NI. truncatula Jemalong J5 wild-type, Myc+/Nod+), (ii) non-
mycorrhizal roots of a mutant impaired in its dlilio establish AM symbiosis (Myc-/Nod-),
and (iii) bulk soil. Since the non-mycorrhizal plagenotype also differed from the
mycorrhizal wild-type by its inability to establishnitrogen fixing symbiosis (Nods Nod+),

a mycorrhizal mutant impaired in its ability to ndate (Myc+/Nod-) was included as a
control to discriminate the possible influencelod fungal and bacterial symbioses on T3SS+

pseudomonad frequency.

3. Materials and methods

3.1. Plant growth conditions and bacterial strains

Medicago truncatulaGaertn. cv. Jemalong line J5 (Myc+/Nod+), andsymbiosis-
defective mutants TRV48 (Myc+/Nod-) and TRV25 (M§ed-) (Sagaret al, 1995) were
grown in a calcic silt-clay soil (Chateaurenardarkere). The main soil characteristics were as
follows: clay 26.6%, silt 49.6%, sand 26.8%, pH,TC&RCQ 27.9%, total organic matter
51.4 g kg, total N 2.79 g kg, C/N ratio 10.7, FOs 0.801 g k. TRV25 is mutated for the
DMI3 (DMI=Doesn’t Make Infection) gene (Sagahal, 1995; Catoirat al, 2000) and the
mutation of TRV48 has been ascribed to géfteynl5 (Morandiet al, 2005). Soil and
germinated seeds were prepared as previously Hedc(Pivatoet al, 2007). Briefly, soil
was sieved at 4 mm; seeds were scarified and sudtsrilized by gently shaking them in
98% sulfuric acid for 2 min, 95% ethanol for 5 naind 3.5% sodium hypochlorite solution
for 10 min, and rinsed successively six times fanis in sterile demineralized water. Seeds
were germinated on 0.7% agar (wt/vol) plates aiC2f§r 48 h. One germinated seed was
transplanted per cylindrical polyvinylchloride caimer (diameter, 7 cm; height, 20 cm) filled
with 380 g of soil. After transplantation in cylincal containers, germinated seeds were
covered by 10 g of sterilized Terragreen (OilDri-Gfecial, Mettmann, Germany). Seven
containers were prepared per plant genotype. Tdatd#ional containers were filled with soil
and were kept uncultivated (bulk soil). All contais were placed randomly in a growth
chamber with a 16:8 h light:.dark photoperiod, a 183C light:dark thermoperiod,
photosynthetically active radiation (PAR) of 5ol m? s* at pot height and 50% relative

-48 -






Chapitre Il - Promotion par les mycorhizes de I'abdance de®seudomonaspp. fluorescents
possédant un systeme de sécrétion de type lllldah&zosphere déledicago truncatula

humidity. Containers were weighed each day and mwaés added to maintain humidity at

55% soil water-holding capacity. They were moveatmanly each day after watering.

Bacteria were isolated after 35 days of plant ghom bulk soil, rhizosphere, and
rhizoplane+root tissue of the three medic genotypBsTRV48, TRV25). For bulk solil, three
replicates corresponding to the three containeps Wecultivated were analyzed; 10 g of soil
per replicate were suspended in 100 mL of sterdéewand agitated at 200 rpm for 15 min.
For rhizosphere, and rhizoplane+root tissue compants, seven replicates corresponding to
the seven plants grown per plant genotype wereyaeadl Each type of sample was processed
as follows. Rhizosphere soil adhering to the raws suspended in 100 mL of sterile water
and agitated at 200 rpm for 15 min, 100 mL of &eniater were added, and the suspension
was agitated again for 15 min. The roots were regsddvom the suspension and kept for the
preparation of the rhizoplane+root tissue samplé& soil suspensions were mixed with a
Waring Blender for 60 s. Root samples, includingteaa adhering to the root surface
(rhizoplane) plus those present in the root tisswese homogenized by blending for 2 min in
20 mL of sterile water with an Ultra-turrax homogssn. Suspensions derived from the three
different compartments were dilution-plated on Kinmedium B (KMB; Kinget al, 1954)
supplemented with cycloheximide (100 mg)Lchloramphenicol (13 mg1) and ampicillin
(40 mg L) (Geelset al, 1985) and incubated for 48 h at 25°C. For earspansion, three
dilutions and three replicates per dilution werat@dl. Colonies displaying fluorescence under
UV light (365 nm) were counted after 48 h. Resatigrespond to the means computed from
the enumeration data obtained from each sampletetteseparately. To compare
characteristics of bacterial isolates showing alamhevel of occurrence, bacterial isolations
from each compartment were always performed frompéas diluted to the same level.
Altogether, 350 bacterial fluorescent colonies wenected: 50 from the bulk soil (three
replicates, 16-17 isolates per replicate), and&ffthe rhizosphere and from rhizoplane+root
tissue of each plant genotype (seven plant repbcaseven to eight isolates per plant
genotype replicate from the two compartments sathpksulting in 14-16 isolates per plant
genotype replicate). These 350 isolates were siggjeto single colony isolation and
cryopreserved at -80°C in 25% glycerol. After isima, all Pseudomonasstrains were
cultivated on KMB agar at 25°C.
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3.2. Evaluation of plant mycorrhization, nodulation ajrdwth

Assessment of root colonization by AM fungi wasfpened on thirty root pieces (1 cm
long each) per root system of each plant replicBbese pieces were cleared for 30 min at
60°C in 10% KOH, stained with 1% methyl blue intla@cid and finally mounted on slides
(Pivatoet al, 2007). The percentages of root fragments coduhizy fungi (F%), the intensity
of colonization of the root cortex (M%), and théwscular abundance in the mycorrhized
root cortex (A%) of AM fungi were evaluated micropacally using the notation scale
described by Trouveldt al (1986) and freely available (http://www.dijonanir/Mychintec/
Mycocalc-prg/download.html). The presence of rootlules was checked visually on each
plant replicate. Plant growth was evaluated by méag the dry mass of shoots (80°C for
48h) for each of the seven plant replicates patrment.

3.3. PCR amplifications

For each of the 350 bacterial isolates obtaineddascribed previously, PCR
amplifications were performed on total bacteriahgmic DNA extracted and purified by
using the DNeasy TM Tissue Kit (QIAGEN, Courtabgetdrance) according to the

manufacturers’ instructions.

Presence ohrcRST genes coding structural components of typedtretion systems
was detected by PCR using the method describedopidy by Mazurieret al. (2004). PCR
reactions were conducted in a programmable themgaler (PTC-200, MJ Research).
Primers HRCR8092 5-CCITT(C/T)ATCGT(C/T)AT(C/T)GA(T)(C/T)T-3' and HRCT
8986 5-CTGTCCCAGATIAICTGIGT-3' (where | indicatemosine) were synthesized by
Eurogentec (Angers, France). Aliquots (&) of the PCR products were analyzed by
electrophoresis in 0.9% agarose gels stained witildiam bromide and photographed under

UV illumination.

Genomic background of the isolates was assesseda bwhole-cell rep-PCR
fingerprinting method. This was achieved using phener BOXA1R (5-CTACGGCAAGG
CGACGCTGACG-3) which targets the BOX repetitive BNsequences in bacterial

genomes (Versaloviet al, 1994). BOX-PCR reactions were performed accgrdm the
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protocol described by Rademaladral (1997), except for th€aq Polymerase. Four units of
Tag DNA polymerase (Qbiogene, lllkirsch, France) weised in each 25L BOX-PCR
reaction. BOX-PCR fragments were separated over@gh0 V in a 1.5% w/v Seakem LE
agarose gel in TAE buffer. For each BOX-PCR fingeitp the presence (1) or the absence
(0) of 263 bands was scored visually and a binata dnatrix was established. The matrix
was imported as a text file for subsequent simiylaand cluster analysis in the program
NTSYS-pc. A similarity matrix was calculated usitige pair-wise Pearson product-moment
correlation coefficient. Cluster analysis was perfed by UPGMA. Isolates presenting
Pearson product-moment correlation coefficiert®.75 were assigned to a BOX-PCR
genotype named with a same letter (a-y).

Amplification of 16S rRNA was performed commergialy 1 Macrogen Inc. (Seoul,
South Korea) using universal primers 27F (5- AGAAGATCMTGGCTCAG-3’), 518F
(5'-CCAGCAGCCGCGGTAAT-3), 800R (5-TACCAGGGTATCTAACC-3), and 1492R
(5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3) in the frame of th&l6S rRNA full sequencing”

service.

3.4. RFLP ofhrcRST-PCR fragments

RFLP analysis of thea 930-bphrcRST PCR product amplified from the bacterial
isolates was performed using the restriction enzydlel, Rsd, and Tad. These three
endonucleases were chosen for their ability torilisnate hrcRST genotypes previously
described (Mazurieet al, 2004). Restriction patterns were determined Ibgtephoresis at

80 V in TAE buffer with 3.5% Metaphor agarose (Tebe Perray-en-Yvelines, France).

3.5. DNA cloning, sequencing and analysis

Before cloning,hrcRST PCR fragments were purified by electrophorésisa 0.9%
agarose gel in TAE, excised and extracted fromgileusing the DNA Gel Extraction Kit
(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) aaliog to the instructions of the
manufacturer. The pGEM-T Easy vector System Il ifigga, Charbonniéres-les-Bains,

France) was used for cloning as recommended. Nigdesequences of the clonbttRST
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PCR fragments and of the 16S rRNA PCR fragments wdetermined by Macrogen Inc.

(Seoul, South Korea).

hrcRST sequences of twenty-ofseudomonastrains (i) P. aeruginosaPAO1l and
UCBPP-P14, representative Bf aeruginosgathogenicity islands (PAI) PAPI T3SS (@t
al., 2006), (ii) P. syringae pv. tomato DC3000, P. viridiflava LP23.1a and PNA3.3a,
representative ofP. viridiflava pathogenicity island T-PAlI T3SS and of orthologous
sequences (Aralat al, 2006), (iii))P. cichorii 83-1,P. viridiflava RMX3.1b, RMX23.1a and
MES3.1b, representative &f. viridiflava pathogenicity island S-PAI T3SS and of orthologous
sequences (Araket al, 2006), (iv) P. syringaepv. syringae B728a, P. syringae pv.
phaseolicola1448A, P. gingeri CFBP2810 and P. fluorescensC7R12 representative of
hrcRST cluster | previously described (Mazurgdral, 2004),P. fluorescensCFBP11364,
F113, and CFBP11367 representative of cluster laziier et al, 2004),P. fluorescens
CFBP11355, CFBP11348, SBW25, and CFBP11386, rapese of cluster 11l (Mazurieet
al., 2004), were included in the analysis as refererf'cRST sequence d?. mendocina

ymp, recently sequenced, was included for compariso

Nucleotide sequence homology searches against nsgquence databases were
performed with program BLAST 2.2.18+ (http://wwwinalm.nih.gov/BLAST/). DNA and
amino acid sequences were aligned, and phylogenetes were reconstructed by the
neighbor-joining method (Saitou & Nei, 1987) as lemented in ClustalW2 (Thompsat
al., 1994). DNA distances were calculated with Kimsitavo-parameter correction (Kimura,
1980). In all cases, positions with gaps in thetipl@ alignments were excluded from the
analysis. The sequences have been deposited in EiBlassigned accession numbers from
FN666507 to FN666523 inclusive and from FN66654BN®&66559 inclusive.

3.6. Statistical analysis
Data on plant mycorrhization, root nodulation, plagrowth and enumeration of
fluorescent pseudomonads were submitted to a ogeAMNOVA followed by pair-wise

comparisons with Fisher’s least significant diffeze test using the program StatView. A p-

value< 0.05 was considered to be statistically significan
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Table 1.Quantification of mycorrhization paramet%rs

Mycorrhization parametets

Plant genotypes

F% M% A%

J5 (Myc+/Nod+) 67 a 34 x 29
TRV48 (Myc+/Nod-) 64 a 29 X 26
TRV25 (Myc-/Nod-) Ob Oy (0]

O, mycorrhization parameters include: (i) the percgesaof root fragments colonized
by the fungi (F%), (ii) the intensity of colonizati of the root cortex (M%), and (iii)
the abundance of arbuscules in the root cortex (Agonycorrhization parameters
were submitted to angular transformation of permgatvalues prior to statistic
analyses. Within a given column, mean values whk same letter were not
significantly different (p< 0.05) according to the Fisher’s least significdifterence

test.



Chapitre Il - Promotion par les mycorhizes de I'abdance de®seudomonaspp. fluorescents
possédant un systeme de sécrétion de type lllldah&zosphere déledicago truncatula

Kruskal-Wallis test (program JMP 7.0.1, SAS Ing&tuCary, N.C.) was performed to
compare, in the four experimental treatments, ttopgrtion of T3SS+ isolates among total
pseudomonads from pooled rhizosphere and rootetissmpartments. Proportions expressed

as percentages were submitted to arsine transfiammatior to statistical analysis.

Chi-squared test was applied to assess differeimcéle occurrence frequencies of
T3SS+ and T3SS- pseudomonads according to theginofsoil, plant genotype and
compartment) with SAS (proc freq) software (SAStitoge, Cary, N.C.). The Yate’s
correction for continuity was applied to the Chuaged test when T3SS+ theoretical

frequencies of occurrence were below five.
4. Results
4.1. Growth, development, mycorrhization and nodulabbthe plant genotypes

At the sampling date (35 days of plant growth)nfdaall reached the same development
stage (shoot ramification of order 2; vegetativaget VS3; Mougeét al, 2006) and did not
show any significant differences (Fisher's PLSDyghdes ranged from 0.083 to 0.697) in
their growth with shoot dry weight of J5, TRV48 ah&V25 being equal to 1.86 g, 1.81 g,
and 1.63 g, respectively. The absence of mycorrigpdonization in the Myc- mutant
(TRV25) and of nodule in the Nod- mutants (TRV4& anRV25) was confirmed. The
mycorrhization level of both mycorrhizal genoty@&sand TRV48 did not differ significantly
(Table 1).

4.2. Comparison of fluorescent pseudomonads harb¢md@ST genes in mycorrhizal

and non-mycorrhizal roots

Densities of the total fluorescent pseudomonad ladipns did not differ significantly
(Fisher's PLSD, p-values ranged from 0.665 to Q)96 the rhizosphere of the plant
genotypes, 1.25 x £01.49 x 16 and 1.6 x 1D CFU g, respectively. In the rhizoplane+root
tissue compartment, there were no significant bfiees between the non-mycorrhizal
genotype TRV25 (1 x FOCFU g%, and each of the two mycorrhizal genotypes: J8 X210
CFU ¢', Fisher's PLSD, p=0.312) and TRV48 (5.14 X IOFU ¢', Fisher's PLSD,
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Table 2.Occurrence frequencies of fluorescent pseudomohadsoringhrcRST genes (T3SS+) or not (T3SS-).
Comparison of the occurrence frequencies of T3Sis# B3SS- fluorescent pseudomonads in mycorrhiged
truncatula (J5, TRV48), non-mycorrhizell. truncatula(TRV25), and bulk soil (A). Pairwise comparisorfstie
corresponding occurrence frequencies (B).

A B
. Number of Pairwi hi-
Origin , Total arwise Chi li
I isolates comparison square Probability
T3SS+# T3SS? J5/TRV25 21.99 < 0.0001 (S)
J5 J5/TRVA48 1.34 0.2465 (NS)
(Myc+/Nod+) 28 2 100
J5/Bulk soil 15.42 < 0.0001 (S)
TRVA48
(Myc+/Nod-) 20 80 100
TRV48/TRV25 12.58 0.0004 (S)
TRV25
(Myc-Nod-) 3 97 100 TRV48/Bulk soil  9.87 0.0017 (S)
Bulk soil 0 50 50 TRV25/Bulk soil 0.38  0.5362 (NS)
Total 51 209 350 a, Yate’s correction was applied. NS, non signific&,

significant.

¥?=36.138, d.f. = 3, N = 350, p < 0.0001. a, +, PCR
product of expected size and hybridizing with the
probe ChrcRST as described previously (Mazurier
et al, 2004). b, -, no PCR visible product and no
hybridization signal.

Table 3.Distribution of 49 (T3SS+) isolates of fluorescégeudomonaspp. in thehrcRST-RFLP groups and
BOX-PCR types according to their origin.

Number of T3SS+ isolates

PCRhrcRsT CRST-RELP BOtX'ESCR Myc+ Myc- Bulk
groups P J5 TRV48 TRV25 soil
+ 1 p 6"
+ 2 j 6c2)
a 8 4o
+ 3 b 1 ) 2
Uncl.” 1y
+ 4 I 9(2) 5(1)
Uncl. 1(1) 1(1)
26¢) 2Qq)
46u0) 3@ 0

O, numbers designate thecRST-RFLP groups obtained with three restrictionyemes: 1(AAA), 2(ADA), 3(BBB)
and 4 (CCC), letters designate restriction pattebtained withAlul, Rsd, andTad, respectively. #, Uncl., unique
BOX-PCR patterns that remained unclusterednumbers in brackets designate the number of plaom which
the isolates originate.
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p = 0.098). Bacterial densities were significaritig lowest in bulk soil (3.78 x 3@CFU g,
Fisher's PLSD, all p-values <0.001), indicating anrichment of soilborne fluorescent

pseudomonads in the rhizosphere of all plant ggresty

Altogether, 350 isolates of indigenous fluoresgesgudomonads were screened for the
presence of three T3SS genéscR, hrcS, andhrcT, using a PCR method previously
developed for the detection of these genes in & wadge oPseudomonagMazurieret al,
2004).hrcRST sequences were detected by PCR in 51 of thdl@&@scentPseudomonas
spp. analyzed. The proportion of these T3SS+ isslamong total populations of fluorescent
pseudomonads differed significantly in mycorrhizgants, non-mycorrhized plants and bulk
soil (Kruskal-Wallis test:y*=7.909, d.f. =3, p = 0.048). The distribution thie T3SS+
isolates according to the plant genotypes diffesigdificantly upon their ability to establish
mycorrhizal symbiosis (Table 2A). Forty-eight out tbe 51 T3SS+ pseudomonads were
detected in the mycorrhized genotypes J5 and TR¥A&,0nly three in the non-mycorrhized
genotype TRV25. None of the fluorescent pseudomensalated from bulk soil harbored
hrcRST sequences. No significant difference was fdugtsheen the distribution dfrcRST+
fluorescent pseudomonads in the mycorrhized planbtypes, whether nodulated (J5) or not
(TRV48) (Table 2B). For a given plant genotype, thecurrence frequency of T3SS+
pseudomonads did not differ significantly betwedre ttwo compartments sampled,
rhizosphere and rhizoplane+root tissue (17 andnld5; 8 and 12 in TRV48, 2 and 1 in
TRV25;4% = 2.25, d.f. = 1, p = 0.325).

4.3. Genotypic diversity ohrcRST+ fluorescent pseudomonads

Diversity of hrcRST sequencesTwo of the 51hrcRST positive isolates gave PCR
products that were too weak to allow RFLP analyAisalysis of the PCR fragments was
performed on the 49 remaining isolates. Results paesented in Table 3. Among the
hrcRST+ isolates, four distindircRST-RFLP groups were delineated: group 1 (6 iss)ate
group 2 (6 isolates), group 3 (21 isolates), anougr4 (16 isolates)hrcRST+ isolates
belonging to a given group originated from at lgast distinct plants (Table 3).The groups 1
and 2 were closely related, as the isolates belgnty these groups shared two of the three

restriction patterns.
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Figure 1.Neighbour-joining tree based on alignment of 8p0HICRST sequences dPseudomonasgsolates
obtained fromM. truncatula roots (indicated in grey shading), and of refeeerstrains available in genome
databases. Accession numbers are indicated undekeis. Sequences obtained in this study are itediday an
asterisk t). Bootstrap values from 1000 re-samplings arecetgid for each branch as percentages, and values
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All the isolates from groups 1 and 2 originatedniranycorrhized plants (J5 and
TRV48). Sequencing of thea 900-bphrcRST genes fragment was performed on a third of
the isolates (17/51) of the fourrcRST-RFLP groups. Sequence similarity searches in
databases were performed brcRST sequences. For all sequences of the repreasentat
strains belonging to the groups 1, 2, 3 and 4 highest score was recorded with gingeri
CFBP2810 (81%),P. gingeri CFBP2810 (80%), P. fluorescensCFBP11364 (95%) and.
fluorescensCFBP11367 (98%), respectively. Subsequent phykeiieranalysis strongly
supported the classification basedlsoRST-RFLP and confirmed: (i) the occurrence of four
distinct genotypes, and (ii) the close relationgbgiween isolates belonging to genotypes 1
and 2 (Figure 1). Sequences of thecRST-PCR fragment were compared to the
corresponding sequences of pseudomonads refereacessThe 38 ircRST sequences from
Pseudomonagl7 from isolates obtained in the present study 2h from reference strains)
were distributed into five clades (Figure 1). IsetafromM. truncatulawere included in two
of these five clades, A and C, corresponding to tteRST similarity clusters Il and |
(Mazurier et al, 2004), respectively. Clade A encompassed isolagonging tohrcRST
genotypes 3 and 4, none of the isolates studiddrfetlade B corresponding tbrcRST
similarity cluster Il (Mazurieret al, 2004). Clade C encompassed isolates belonging to
hrcRST genotypes 1 and 2, together with pathogeniadmsaonads and the PGPR reference
strain P. fluorescensC7R12 (syn. CFBP5759). Clade D corresponded tdoplayhogenic
pseudomonads representative Rf viridiflava pathogenicity island S-PAI T3SS and of
orthologous sequences. Finally, tRe aeruginosastrains, more distant from others, were

grouped in Clade E.

Genotypic background of hrcRST+ isolates. The genetic diversity of the 350
fluorescent pseudomonads isolates was analyzedBCR. At a cut-off of 75%, twenty-
five BOX types, encompassing the majority (89.6%bhe isolates, were delineated (data not
shown). Isolates which displayed unique BOX-PCRegpas remained unclassified (Uncl.).
Among the 5IhrcRST+ isolates, 47 were distributed in five BOX tyde, b, j, I, and p), and
four displayed unique BOX-PCR patterns (Table 3)eré was a correlation between BOX
types andhrcRST genotypes; all the isolates belonging to BOpesya, b, j, I, and p were
hrcRST+, and within each of these BOX types, all imdashared the sarhecRST genotype
(Table 3). Distinct BOX types were found in isolteelonging to théarcRST genotypes 3
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Figure 2. Neighbour-joining tree based on alignment of 18p016S rRNA sequences Bseudomonassolates
obtained fromM. truncatularoots (indicated in grey shading), and of refeeestrains available in genome
databases. Accession numbers are indicated in ddsacKequences obtained in this study are indicayedn

asterisk ). Bootstrap values from 1000 re-samplings arecetéid for each branch as percentages, and values

below 70% are not shown. Fbt. truncatulaisolateshrcRST-RFLP groups are indicated in bold in front lod t
strains name. Scale bar indicates the number déatite substitutions per site.type strain.
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and 4, suggesting a potential horizontal gene teanshe twenty remaining BOX types only
includedhrcRST- isolates (data not shown).

Relationships betweenhrcRST and 16S rRNA genes polymorphisml16S rRNA
gene sequences were obtained for the 17 isolgtessentative of the founrcRST genotypes
and of every BOX-PCR described for the T3SS+ isslalhe results of sequence similarity
searches in databases revealed that the closasvesl|of these 17 pseudomonads harboring
hrcRST genes belong to the. fluorescensspecies: representatives of genotypes 1 and 4
shared 99% identity witP. fluorescen$f29A (DQ473439) and representatives of genotypes
2 and 3 shared 99% identity wikh fluorescend$-113 (AJ278814). Phylogenetic analysis of
the 16S rRNA gene sequences confirmed this cldagaieship since, in addition to Pf29A
and to F113, T3SSMedicagoisolates all clustered together with four othemists of P.
fluorescensncluded as references (Figure B)}cRST genes and 16S rRNA gene phylogenies
stressed distinct relationships between indigerlmasescent pseudomonads. Indeed, on the
basis ofhrcRST sequences, the closest relationships werewdiseetween genotypes 1 and
2 and between genotypes 3 and 4 (Figure 1), whd@asRNA sequence analysis grouped
together genotypes 1 and 4, and genotypes 2 aregctively (Figure 2).

5. Discussion

Data from the present study demonstrate the engohof T3SS+ pseudomonads in the
root compartments (rhizosphere, rhizoplane+rosti#3 compared to the bulk soil. Indeed, no
T3SS+ pseudomonads were detected in the bulk swther all the T3SS+ pseudomonads
isolated in the present study originated from that compartments dfl. truncatula These
findings are in agreement with data from a previstusly using both a different soil and host-
plant (Mazurieret al, 2004). Since T3SSs are known to mediate intiroell@lar interactions
between bacteria and eukaryotes, their increagae@gentation in the rhizosphere suggests
their involvement in the complex interactions of fluorescent pseudomonads with the host-
plant. However, the rhizosphere not only includésnip roots but also other eukaryotic
organisms such as associated fungi, especiallgtbssblishing AM with the roots (Smith &
Read, 2008). Therefore, the promotion of T3SS+ geewonads in the rhizosphere could be
ascribed to their interactions with the roots thelves and/or with the arbuscular mycorrhizas
(AM) of the mycorrhizal roots (Nazet al, 2010).
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An original approach was applied to discriminatee tipromotion of T3SS+
pseudomonads mediated by the roots when mycorrloizadt. This approach consisted in (i)
the cultivation of genotypes of. truncatulg naturally mycorrhizal or not, in a non-sterilized
soil, and (ii) the frequency assessment of the T3Seudomonads associated with these
plant genotypes and the corresponding bulk soiis Blrategy allowed us to show that the
increased density of T3SS+ pseudomonad in thespirre was mostly related to AM fungal
association with the roots rather than to the rolésnselves. The occurrence frequency of
T3SS+ pseudomonads was significantly higher in mmpazal (28% in J5 and 20% in
TRV48) than in non-mycorrhizal roots (3% in TRV2%he latter being not significantly
different from that of the bulk soil (0). The dibutions of T3SS+ pseudomonads were
similar in both mycorrhizal genotypes, whether Hatkd or not by indigenous rhizobia,
confirming the decisive role of the mycorrhizal esgmbiosis in the enrichment of T3SS+
pseudomonads. The relation between this enrichnaert the presence of AM was
strengthened by minimizing possible biases, eslhdtzanks to the choice of a fertile soill
supporting a similar growth of mycorrhized and moyeorrhized plant genotypes resulting in
similar carrying capacities of the plant rhizosgserfor fluorescent pseudomonads. The
positive selection of pseudomonads harboring T38t&g by AM in the rhizosphere reported
here is consistent with previous observations madthe mycosphere of different fungi.
T3SS+ pseudomonads were shown to be enriched imyieesphere of the ectomycorrhizal
fungus Laccaria proxima (Warmink & van Elsas, 2008) and appeared to behlyig
represented among isolates from the mycospheramérous ectomycorrhizal or saprophytic
fungi (Warminket al, 2008).

M. truncatula TRV25 (Myc-/Nod-), which did not promote T3SS+ pdemonads in
contrast to J5 (Myc+/Nod+) and TRV48 (Myc+/Nod-§ known to differ from these
genotypes by the absence of AM hyphae and arbustulglanta but not by the epiphytic
colonization of AMF. TRV25 is indeed mutated foe bMI3 gene (Catoirat al, 2000) that
still allows an extensive hyphal branching and epporia formation during the presymbiotic
stage, but fully blocks the penetration of planidepmis by the hyphae (Sagahal, 1995;
Catoiraet al, 2000; Morandet al, 2005). The positive selection of T3SS+ pseudadserin
the rhizosphere of mycorrhizéd. truncatula(J5 and TRV48) would therefore be related to
the symbiotic and not to the presymbiotic root omation by AMF. Further colonization of

root surface by extraradical hyphae, following intd root colonization by intraradical
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hyphae, may have led to an increased fungal biorragsctivity, and have also contributed
to the T3SS+Hseudomonapromotion. This would be in agreement with the evtaations
made by Toljanderet al. (2006) on the attachment of fluorescent pseudaa®nto
extraradical hyphae after establishment of AM sytbiassociation. Several other authors
also reported association of pseudomonads withdg/oih AM fungi (Bianciottaet al, 1996;
Roestiet al, 2005; Bharadwagt al.,, 2008; Pivateet al, 2008).

From an evolutionary point of view, since the dgnef T3SS+ pseudomonads appears
to be promoted by AM, one may expect that theséebacwould at least be non-deleterious
or even beneficial to the fungal symbiosis. A sanihypothesis was previously proposed
when identifying bacterial groups preferentiallysesated with AM, and was supported
experimentally by demonstrating that these badtgniaups were indeed favorable to the
mycorrhization (Offreet al, 2008; Pivatcet al, 2009). T3SS+ pseudomonads selected by
mycorrhizal roots might then be favorable to AMv&al studies have reported the ability of
pseudomonads to act as mycorrhiza helper bactditB] (Frey-Klett et al, 2007; Naziret
al., 2010). Our hypothesis is supported by the fiaat twoP. fluorescenstrains C7R12 and
F113, harboring T3SS genes and included in theeptestudy as references, were indeed
previously shown to act as MHB (Bareh al, 1998; Pivatoet al, 2009). Mechanisms
underlying AM promotion by fluorescent pseudomonpdtentially may be expressed during
asymbiotic-presymbiotic and symbiotic stages of amgiizal fungi life cycle. So far,
information on the beneficial effect of MHB pseudmmads mostly concerns the former
(Frey-Klettet al, 2007; Pivateet al, 2009; Naziret al, 2010). As examples, the two MHB
strains C7R12 and F113 were previously shown tonpte the saprophytic growth and root
colonization by AM fungi (Bareat al, 1998; Pivatcet al, 2009). Enrichment of T3SS+
pseudomonads in the rhizosphere during the synchstdige of AM fungi life cycle suggests
for the first time that T3SS might play a role InetMHB effect during that phase of the AMF
life. However, one should keep in mind that theesbations were made on a limited number
of isolates meaning that only the most abundanuladipns of fluorescent pseudomonads
harboringhrcRST genes were taken in account. Additional ddianige on the quantification
of these genes by gPCR on the whole pseudomonachgnity, following a similar approach
as that followed by Warmink and van Elsas (2008)uld therefore strengthen and extend

our observations and conclusions.
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The diversity of T3SS+ and T3SS- pseudomonads wagpared on the basis of their
BOX types. The corresponding results indicated ttradir genetic background differ,

suggesting that they have evolved separately.

Among T3SS+ pseudomonads, diversity of T3SSs wasacterized on the basis of the
polymorphism ofhrcRST sequences. Data from our study support thevaete of the
hrcRST sequence as a marker for T3SS phylogeny asadysong pseudomonads. Indeed,
the sequence analysis bfcRST fragments (i) allowed the discrimination of thiains,
representative of the three T3SS-associated patiwyeislands, PAPI, T-PAIl and S-PAl, in
three distinct clades, and (ii) confirmed the plg@oy, previously obtained with 25 PAI
genes, of the phytopathogenic straiRs viridiflava PNA3.3a, LP23.1a, RMXS3.1b,
RMX23.1a, ME3.1b,P. cichorii 83-1, andP. syringae DC3000 (Arakiet al, 2006).
Phylogeny analysis ohrcRST in pseudomonads isolated from mycorrhizal awa-n
mycorrhizal roots indicate that they were distrdgutin two clades (A & C) well
differentiated, suggesting that the correspondeguences have evolved separately. Clade A
encompassed, together with other rhizosphericnstrahe majority of the pseudomonads
isolated from medic rhizosphere distributed in dgpes 3 and 4. In contrast, clade C
included pseudomonads isolated in the present sfgegtotypes 1 & 2), that were only
isolated from mycorrhizal roots, together with gipathogenic pseudomonads. These results
indicate that, on the basis of their T3SS gene amops, pseudomonads exclusively
associated with mycorrhizal roots are more closelgted to pathogenic pseudomonads than

those associated with mycorrhizal and not mycoaitiaots.

Incongruencies were found between treRST and 16S rRNA phylogenies. Indeed,
genotypes distributed in the two distitctRST clades A and C were included in two groups
taxonomically very close and related Rseudomonastrains previously assigned to the
species fluorescens. These incongruencies mayensdifprising as horizontal gene transfer is
considered to be a major force in T3SSs evolut®ophnaet al, 2003, Palleret al, 2005).
These results are compatible with an evolution mehepreviously described among
phytopathogenic pseudomonads. Arakial (2006) found two paralogous T3SS-associated
pathogenicity islands iR. viridiflava. One PAI was associated with increased virulence o
tobacco and decreased virulence on Arabidopsidevthe other confers the opposite host-

specific virulence phenotypes. Balancing selectippears to be maintaining each PAI within
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this species, perhaps because of the heterogedetulsution of possible hosts (Arakt al.,
2006).

In conclusion, the data presented in this studyficarthe enrichment of T3SS+ in the
rhizosphere and indicate that this enrichmentleted to the mycorrhizal association and not
to the roots themselves. These observations sudigasiT3SSs may mediate interactions
between these bacteria and arbuscular mycorrhlzespossible involvement of T3SS in the
AM promotion byP. fluorescen<7R12 is currently under investigation. Furtherdsts of
T3SS+ pseudomonads are required to shed new Iighbost-microorganism interactions and
thus bring additional comprehensive information the mechanisms implied in complex

interactions in the rhizosphere between pseudonsoaad eukaryotes.
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Bilan

Les résultats obtenus indiquent que Rseudomonaspp. fluorescents possédant un
SST3 sont préférentiellement associés aux racingonmizées deM. truncatula J5 plutot
gu’'aux racines non mycorhizées de TRV25 et au sode Chateaurenard. Ces résultats
confirment les travaux précédents qui mettaiené\@dence une augmentation de densité des
Pseudomonaspp. fluorescents SST3+ liée a la rhizosphére (Mezet al, 2004). Ces
résultats montrent également que ce n’est pasatdebeule qui est a l'origine de la présence
accrue de®seudomonaspp. fluorescents SST3+ dans la rhizosphere, queda présence
des racines mycorhizées est déterminante. Cedatsssliggérent que I&seudomonaspp.
fluorescents SST3+ pourraient jouer un rble dassnteractions entr#l. truncatulaet les

champignons mycorhizogénes a arbuscules.

Cette étude a montré que Iseudomonaspp. fluorescents SST3+ s’associaient
préférentiellement aux racines mycorhizées (J5 BWVAB) plutdt qu’'aux racines non
mycorhizées de TRV25. TRV25 est un mutant dont kEnegDMI3 codant une
calcium/calmoduline protéine kinase (GianinazzitBeaet al, 2006) est inactivé (Catoiet
al., 2000). Pour cette plante, le stade présymbiotdiueycle de vie des CMA est préservé,
caractérisé par la ramification des hyphes extrantaires et la formation des appressoria,
mais un blocage total de la pénétration des hyplaes la racine de la plante est observée
(Sagaret al, 1995 ; Catoirat al, 2000 ; Morandet al, 2005). Ainsi, ces résultats suggerent
que la présence accrue deseudomonaspp. fluorescents SST3+ n’est pas seulement liée a
la présence des CMA mais que la colonisation deatine avec le développement du
mycélium intraradiculaire et/ou la formation assgeci d'arbuscules sont également
déterminants. Les SST3 deBseudomonaspourraient donc étre impliqués dans les
interactions avec les mycorhizes fonctionnelles tgtluqu’avec les champignons

mycorhizogénes a un stade présymbiotique.

Les résultats présentés dans ce chapitre sontoendaavec I'hypothése selon laquelle
les SST3 joueraient un rOle dans les interactioRseudomonashampignons
ectomycorhizogénes émise récemment par Warreirdl. (2008) et Warmink et van Elsas

(2008). Rezzonicet al. (2005) ont également montré que ce ne serait\sla plante que
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le SST3 deP. fluorescensKD interagirait mais avec un oomycéte phytopathegedm
présence du SST3 induit une diminution de la prodncd’'une polygalacturonase par
Pythium ultimumce qui protege le concombre contre la maladie tedpar ce pathogene
(Rezzonicoeet al, 2005). Nos résultats indiquent que cette intevaantre lef?seudomonas
SST3+ et les organismes fongiques pourrait s’éeadrphylum des Glomeromycota et que
'implication du SST3 pourrait étre généralisée ainteractions plantes-bactéries-

champignons.

Les résultats obtenus dans I'étude de diversitgéthes marqueurs des SST3 et du fond
génétique desfseudomonaspp. fluorescents SST3+, sont compatibles avec chénsa
evolutif des SST3 déja décrit chez Rseudomonapathogenes (Aralet al, 2006 ; Gophna
et al, 2003 ; Palleret al, 2005). Les isolats SST3+ de la rhizosphereMietruncatula
n'appartiennent pas a une espece connue commepéthogéne de la plante et I'analyse des
séquences d’ARNr 16S les apparente aRddhiorescenslont certains sont connus pour leurs
effets bénéfiques sur la croissance et la santé ptises P. fluorescensF113 etP.
fluorescen<T7R12).

Cette premiére étude expérimentale nous a donc ipedm progresser dans la
connaissance deBseudomonaspp. fluorescents SST3+ et de préciser des hypegheés
concernant I'activité de ces bactéries. L'obseoratil’'un lien entre la présence des racines
mycorhizées et la fréquence accrue Besudomonaspp. fluorescents SST3+ a orienté la
suite de notre travail. Dans I'hypothése d'un rddeces bactéries associé a la mycorhization,
dans un premier temps, nous avons cherché a ssivieis Pseudomona$SST3+ pourraient

avoir un effet sur différents parametres relatifa enycorhization.
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Avant propos

Dans le chapitre précédent, nous avons montré @éement déterminant de la
rhizosphere, lié a l'accroissement de la fréquedes Pseudomonasspp. fluorescents
possédant un SST3, était la présence de la myatidnizfonctionnelle des racines de la
plante. Nous avons alors émit I'hypothése que ee$ébhes SST3+ pourraient jouer un réle
dans les interactions entké truncatulaet les CMA. Par conséquent, il apparaissait ingmart

de chercher a préciser ce réle.

Dans I'étude présentée dans ce chapitre, nous alams cherché a savoir si le SST3
d’'une souche particuliére d&seudomonaspp. fluorescentpourrait effectivement avoir une
influence sur la mycorhization. Pour cela, nousnavohoisi de suivre une approche de type
‘souche modéle’ avec la souche sauvBgdéluorescensC7R12 chez qui des genes de SST3
ont été identifiés (gendscRST ; Mazurieret al, 2004). Récemment, des travaux ont montré
'effet MHB de C7R12 qui est capable de promouMaircolonisation des racines dé.
truncatula par les champignons mycorhizogenes (Pivatoal, 2009). Ces auteurs ont
également montrin vitro queP. fluorescen€7R12 est capable de promouvoir la croissance
saprophyte et la colonisation des racines par |&A@bmus mosseadBEG12 (Pivatcet al,
2009).

Dans les milieux naturels, les racines des plasted mycorhizées par différents
champignons (Gollottet al, 2004 ; Sykorovét al, 2007). En outre, il a été montré que
différents champignons mycorhizogenes peuvent alesreffets différents sur la croissance
et la santé des plantes (Taylor et Harrier, 200@1). Afin d’étudier les effets du
fonctionnement du SST3 dre fluorescen€7R12 sur la mycorhization, nous avons donc fait
le choix d’étudier ces effets en sol naturel ndérit dans le but de conserver la diversité

naturelle des champignons mycorhizogénes indigénes.

L’objectif de ce travail est donc de déterminetesSST3 de C7R12 est impliqué dans
les effets bénéfiques de cette bactérie sur la rhigation. Nous avons comparé les effets
induits parP. fluorescen7R12 (SST3+) et par son mutdht fluorescen<C7SM7 dont le

SST3 a été inactivé (SST3-) sur (i) la croissaneddtruncatulaGaertn. cv. Jemalondb
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(Myc+/Nod+), (ii) la germinationn vitro des spores et la croissance des tubes germidatifs
CMA G. mossea®BEG12, (iii) les paramétres de colonisation desnes deM. truncatula
par les CMA indigénes du sol de Mas d’'Imbert (Fenet (iv) la nodulation par des

symbiotes fixateurs d’azote d& truncatula
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1. Summary
* Frequency of fluorescent pseudomonads harbourimesees encoding type three

secretion systems (T3SS) was previously shown widreficantly promoted by arbuscular
mycorrhizas (AM) inMedicago truncatula
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* In the present study, we tested on the other wagdpothe possible involvement of T3SS
in the promotion of AM. Mycorrhization d¥l. truncatulg cultivated in a non sterile soil,
was compared when inoculated with the mycorrhidzpdrebacteria (MHB)Pseudomonas
fluorescensC7R12 harbouring a T3SS and witth@C- mutant obtained by site directed
mutagenesis. The impaired functioning of the T3s$ehrcC- mutant was confirmed by
the absence of induction of hypersensitive readtidnbacco.

 The WT strain C7R12 enhanced significantly the mgtumation rate whereas thecC-
mutant did not. However, the two strains did ndtediin their ability to promoteén vitro
the growth ofGlomus mossead&hese observations suggest that the bacteriaigiron of
AM mediated by T3SS is expressed during the plangl interaction rather than during
the presymbiotic growth of AM fungi.

e Taken together, these data provide evidence folf8&S contribution to the interactions
between fluorescent pseudomonads, host-plant andiuligi, and give insights into the

mechanisms involved in the MHB effect.

2. Introduction

In natural conditions, most plant roots are assediavith mycorrhizal fungi in a
symbiotic interaction beneficial to plant growthdamealth (Smith & Read, 2008). Cultivation
and non-cultivation approaches provided evidencat thacterial populations from the
mycorrhizospherg,e. the soil surrounding and influenced by mycorrhig@ambelli, 1973),
differ from those of the bulk soil. This appliesdctomycorrhizas (Fregt al, 1997; Rangel-
Castroet al, 2002; Frey-Klettet al, 2005; Calvaruset al, 2007; Urozet al, 2007) and
arbuscular endomycorrhizas (Artursseinal, 2006; Offreet al, 2007, 2008; Singlet al,
2008). Bacterial communities associated with mywaal and non-mychorrizal roots were
further shown to differ (Linderman, 1997; Timonehal, 1998; Marschneet al, 2001;
Arturssonet al, 2005; Offreet al, 2007, 2008). We have for example shown thafytrestic
structure of the bacterial communities in the repwere of a mycorrhized medic WT differed
significantly from that of a medic mutant impairéd its ability to establish arbuscular
mycorrhizal (AM) symbiosis (Offreet al, 2007). Bacterial groupsCbémamonadaceaand
Oxalobacteracegeexplaining these differences were further idestifand their diversity
characterized (Offret al, 2008).
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Bacteria isolated from the mycorrhizosphere havenbeommonly reported to act as
mycorrhiza helper bacteria (MHB; Duponnois & Garba$990; Garbaye & Bowen, 1989;
Pooleet al, 2001; Frey-Ketket al, 2007; Pivatcet al, 2009) according to the definition of
Garbaye (1994), suggesting that bacterial populatassociated with mycorrhiza would be
play a major role in the fungal symbiosis (Tarldtal, 2009). Bonfante & Anca (2009) have
even recently proposed that mycorrhizas could besidered as tripartite associations

between fungi, plant and bacteria.

Pseudomonads are well represented in the bagbeppaillations of the mycorrhizosphere
(de Boeret al, 2005) and the MHB described so far (Frey-Klettal, 2007). Among
pseudomonad populations, differences were reporiad those associated with
mycorrhizosphere or not (Frest al, 1997; Violletet al, submitted for publication). An
increased frequency dPseudomonasarbouring T3SS genes (T3SS+) in the vicinity of
ectomycorrhizal fungi (Warminket al, 2008; Warmink & van Elsas, 2008) and of
endomycorrhizal roots (Violleet al, submitted for publication) has been reported. The
increased frequency of T3SS+ populations in theamzosphere suggests that they would
at least be non-deleterious or even beneficial yoamhization. Since T3SSs are known to
mediate cellular interactions between prokaryoteseukaryotes, one may suggests that these
secretion systems could be involved in interactibesveen bacteria and AM fungi, and

possibly account for the MHB effect.

Our objectives were therefore to assess the pessdnitribution of T3SS in the AM
promotion by aPseudomonasnodel strain. The strain choseR, fluorescensC7R12, is
known to promote both saprophytic growth and radbrization ofM. truncatulaby the AM
fungusG. mossea®EG12 (Pivatcet al, 2009) and to harbour T3SS-like genes (T3SS+) as
indicated by the presence bfcRST sequences in its genome (Mazugeml, 2004). The
strategy consisted in comparing the effect® ofluorescen€7R12 and ithircC- mutant on
the in vitro saprophytic growth ofG. mosseaeBEG12 and on the root colonization by

indigenous AM fungi oM. truncatulacultivated in unsterile soil.
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Figure 1.Construction of a suicide vector containing theetid hrcC gene with an insertion consisting of a
gentamicin resistance (Ggene. A 2021-bp fragment of thecC gene ofP. fluorescen<7R12 firstly PCR
amplified and cloned into the pGEMT Easy Vector t8gs Il (Promega, Charbonniéres, France) was then
transferred into pK18mobC7C (Katzehal., 1999) by ligation of afEcoRIl fragment containingircC into the
EcdRl digested plasmid yielding pK18C7C. A 886-8al fragment containing the gentamycin resistance
cassette from p34S-Gm was ligated into $ad sites of pK18C7C yielding pKC7CGm. The suicidetos was
introduced in C7R1%ia triparental mating in order to replace the WT chosomal copy ofhrcC of P.
fluorescensC7R12 by a copy of the deleted gene with an irmertif a gentamicin resistance cassette after

homologous recombination.
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3. Materials and methods

3.1. Microorganisms used and plant growth conditions

Pseudomonas fluorescenS7R12 is a spontaneous mutant resistant to rifampi
(Eparvieret al, 1991) of the wild-type (WT) strain C7 (Lemancestal, 1988). C7R12 has
been shown to be a biocontrol agent (Lemanceau &dlvette, 1991), to promote plant
growth and arbuscular mycorrhization (Pivatoal, 2009), and to be rhizosphere competent
(Eparvier et al, 1991; Mirleauet al, 2001). A hrcC- mutant (C7SM7) of C7R12 was
obtained in the present study as described belsauddmonad strains were grown at 25°C in
King’'s B medium (KB; Kinget al, 1954) or Luria broth medium (LB; Sambrook & Reiss
2001). Escherichia colihelper and host strains for plasmids were growhBnmedium at
37°C. The antibiotics incorporated into these medae gentamicin (10 pg i), ampicillin
(10 pg mLY), kanamycin (50 ug mit), and rifampin (100 pg mt). Sporocarps of the AM
fungi Glomus mossea@icol. and Gerd.) Gerdemann & Trappe BEG12 wdrmioed from

Agrauxine-Biorize (Dijon, France).

Plants Medicago truncatulaGaertn. cv. Jemalong line J5) were grown in actay
loam soil (Mas d’'Imbert, France), as previouslyalied (Offreet al, 2007). Plants were
either non inoculated (control), inoculated wih fluorescensC7R12 or with C7SM7 (10
colony forming units per gram of soil). For eackatment, five plants were sampled 49, 63

and 91 days after inoculation.

3.2. Construction of darcC negative mutant d?seudomonas fluoresceB3R12

Using primers HRCC308 5-ACCCC(A/C)GAAGCCTGGAAACA-and HRCC2334
5-CCC(CI/T)(G/T) GAGCAGTGA(CI/T)GGCC-3" a 2021-bp fyment of thehrcC genes of
C7R12 was amplified. The PCR fragment was firsnetb into the pGEMT Easy Vector
System Il (Promega, Charbonniéres, France) andtthasferred into pK18mobC7C (Katzen
et al, 1999) by ligation of aikcadRl fragment (Fig. 1). A suicide vector, pKC7CGmirgang
a copy of a deletedrcC gene with an insertion of the gentamicin (Gm)stasice cassette
from plasmid p34S-Gm (Dennis & Zylstra, 1998), veasstructed as presented in figure 1.
pKC7CGm was transferred int& coli DH10B by electrotransformation. DH10B pKC7CGm
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transformants were selected on LB medium supplesdentith gentamicin and kanamycin
and used as donor strains in triparental matingsder to transfer pKC7CGm into C7TRE.
coli 803 pRK2013 was the helper strain used. Poterg@mbinants of C7R12 showing
double crossing-over were selected for their geitiannesistance and kanamycin sensitivity
on LB medium. Southern blot analysis of chromosobidA of P. fluorescen€7R12 and of
the hrcC- mutant was performed to check the replacemethefWT chromosomal copy of
the hrcC gene with the copy with the deletion and contgjnthe gentamicin resistance
cassette. Phenotypes of C7SM7 and C7R12 were cethgar (i) their ability to induce
Hypersensitive Reaction (HR) as described by Klenig®63), (ii) their growth kinetics (24,
48, and 72 h) in liquid LB (OD 600 nm and enumemation solid KB), and (iii) the
production of siderophore (culture in liquid KB, GIDO nm of supernatants with pH adjusted
to 7) and indole actetic acid (IAA; ‘PC’ proceduf&jckmann & Dessaux, 1995).

3.3. Spore germination and hyphal growth@bmus mosseda vitro assay

Spores ofG. mosseadBEG12 were isolated from sporocarps and surfaegliseéd
(Pivatoet al, 2009).In vitro spore germination and hyphal growthGfmosseaBEG12 was
assessed as described by Piwgtal. (2009). Briefly, eight spores were placed at tindaxe
of the agar (1% Bactoagar, Fluka, Buchs, Switzedlgrer plate in the presence or not of
bacteria at 10colonies forming units (CFU) mbt Each treatment was replicated in 15 plates.
Percentage of spore germination and hyphal lengéne wneasured after seven days’
incubation at 25°C in the dark.

3.4. Bacterial survival in the plant rhizosphere

Adhering soil was removed from the roots by shakimm twice in a flask containing
sterile distilled water at 200 rpm (Agitests, Biotk Scientific, lllkirch, France) for 20 min,
the water volume differed according to the root snd® mL ¢ root). Serial dilutions were
plated in five replicates on KB medium supplementgth rifampin and cycloheximide
(100 mg L), chloroamphenicol (13 mg1) and ampicillin (40 mg ). CFU were counted
after 48 h incubation and expressed per gram ofdily Results corresponded to the means
computed from the enumeration results obtained feach of the five plant replicate treated

separately.
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Table 1.Effect of P. fluorescensC7R12 anchrcC- mutant C7SM7 on spore germination
and hyphal growth o&. mossa®EG12.

Treatment Germination (%) Hyphal length (mm)
BEG12 Oa O0a
BEG12+C7R12 1090b 166 b
BEG12+C7SM7 12.2 b 17.7b

Observations were made after seven days of inaubadleans with the same letter are not
significantly different according to Fisher’s leaggnificant difference test (P0.1).
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3.5. Evaluation of plant mycorrhization and biomass

Assessment of root colonization by AM fungi wasfpened on thirty root pieces (1 cm
long each) per root system as described by Pieatal. (2007). The percentages of root
fragments colonized by fungi (F%), the intensitycofonization of the root cortex (M%), and
the arbuscular abundance in the mycorrhized rodexdA%) of AM fungi were evaluated
microscopically using a notation scalélrouvelot et al, 1986) freely available
(http://www.dijon.inra.fr/Mychintec/Mycocalc-prg/@deload.html). Root nodules were
removed from the root surface, counted and weightaks of fresh roots and shoots was

measured.

4. Results

4.1. Construction of drcC- negative mutant d?seudomonas fluoresce@3R12

The hrcC- mutant, C7SM7, was constructed by disrupting hte gene in the WT
strain C7R12. Southern blot analysis on digestesbrosbsomal DNA from C7R12 and
C7SM7 confirmed the allelic exchange of tireC gene in the C7SM7 mutant as described in
figure 1. The impaired functioning of the T3SShitC- mutant was confirmed by the loss of
its ability to induce HR on tobacco leaf comparedhte WT strain. Beside that difference, all
phenotypic parameters testedvitro (growth kinetics, IAA and siderophore productiovgre
similar in both strains (data not shown). Takenretbgr, these data indicate that tiveC-
mutant C7SM7 only differed from the WT strain bg impaired T3SS functioning, and
therefore validate the use of C7SM7 for assess$iagnpact of T3SS on AM.

4.2. Compared effects of C7R12 and tecC- mutant on the saprophytic growth of
Glomus mossed@EG12

No saprophytic growth, spore germination and gewivetlength, could be detected
when G. mosseadBEG12 was incubated in the absence of bacterial€Th). In contrast,
fungal growth occurred in the presence of both dyadt strains with a rate of spore

germination ranging from 10.9 to 12.2% and an ayemerm tube length ranging from 16.6
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Figure 2. Effects of inoculation oP. fluorescens
C7R12 and hrcC- mutant C7SM7 onM.
truncatula root colonization by indigenous AM
fungi from the Mas d’Imbert soil in comparison
with the uninoculated control on (a) theensity

of colonization of the root cortef%), and (b)
the abundance of arbuscules in the mycorrhizal
root cortex(A%). Bars with the same letter are
not significantly different according to Fisher’'s
least significant difference test £0.05).
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Figure 3. Effects of inoculation oP. fluorescens
C7R12 and of thehrcC- mutant C7SM7 orM.
truncatula biomass in comparison with the
uninoculated controlBars with the same letter are
not significantly different according to Fisher’s
least significant difference test {F0.05). Letters in
normal case refer to the roots or to the shoots
depending on where they are placed. Letters in bold
case refer to the total plant biomass (roots+shoots
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to 17.7 mm. However, no significant difference wa&storded in the fungal promotion

achieved by the two strains.
4.3. Survival kinetics of C7R12 and itgcC- mutant in medic rhizosphere

The survival kinetics of the WT strain and ixcC- mutant did not differ significantly
(data not shown). Their densities decreased witle from 5.4 x 1®down to 3.92 x 10CFU
g* soil (C7R12) and 6.2 x 2@lown to 5.21 x 1DCFU ¢ soil (C7SM7) at the last sampling
date.

4.4. Compared effects of C7R12 and itscC- mutant on root colonization by

indigenous AM fungi and on plant growth

The high mycorrhizal potential of the Mas d’Imbedil, previously reported (Offret
al., 2007), was confirmed by the maximal (100%) AMocisation frequencies (F%) reached
at the first sampling date (49 days) in all treattegcorresponding to the colonisation of all
root pieces by the indigenous AM fungal populati¢sata not shown). However, significant
differences were recorded time intensity of root cortex colonization (M%) and thdouscular
abundance in the mycorrhized root cortex (A%) adiogy to the experimental treatments
(Fig. 2a,b). The WT strain C7R12 promoted signiiitga M% at the first sampling date
(49 days) and the corresponding promotion remaiseghificant at the two following
sampling dates (63 and 91 days). C7R12 also pramstgnificantly the arbuscular
abundance (A%) but only from the second sampling.de contrast, thdircC- mutant
promoted none of these mycorrhization parametedseaen significantly depressed them at

the two later stages (63 and 91 days).

The contrasted effects between the WT strain amtrtC- mutant on AM also resulted
in differences in their effects on plant growthFB). The WT strain C7R12 promoted
significantly plant growth at all dates, this praima being ascribed to the beneficial effect on
root growth (+14.6% at day 91). In contrast, tireC- mutant never promoted and even
depressed plant growth at the last sampling ddtelg9s).
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5. Discussion

Possible role of T3SS in the AM promotion by the Blirnodel strainP. fluorescens
C7R12 was assessed by comparing the effect of thesw¥in and a T3SS- mutant on the

colonization ofM. truncatulaby indigenous AM fungi.

The T3SS- mutant was obtained by site directed gamasis of thdwrcC gene. This
gene was chosen for its key role in the T3SS machisince it encodes the outer-membrane,
pore-forming protein, that is essential for typé skecretion (Tampakaket al, 2004).
Mutation ofhrcC in P. syringae the closest relative of C7R12 on the basiGrofsequences
(Mazurieret al, 2004), was shown to inactivate the secretiotesygDenget al, 1998; Yuan
& He, 1996). The functionality of the T3SS in C7R&as confirmed here by its ability to
induce HR, and conversely its lack of functionairythehrcC- mutant was shown by the lost
ability to induce HR.

M. truncatulawas cultivated in a soil (Mas d’Imbert, France)nfr the Mediterranean
area corresponding to the diversification zonehtf genus, which was previously shown to
host a high diversity of Glomeromycetes (Pivataal, 2009) allowing a high rate of AM in
medics (Offreet al, 2007; Pivatoet al, 2007). This high rate was confirmed in the
uninoculated control with the AM colonization frecy reaching its maximum (100%)
already at the first sampling date. Despite thérmtycorrhizal potential of the Mas d’Imbert
soil, the intensity of the root cortex colonizatiamd the abundance of arbuscules were
significantly promoted by C7R12. These results zonthe MHB effect of C7R12 toward the
AM association betwee®. mossea®EG12 andM. truncatulapreviously shown (Pivatet
al., 2009) and extend it to indigenous AM fungi froail sin contrast with the WT strain, the
hrcC- mutant not only did not promote the mycorrhiaatparameters but even depressed
them. Since this mutant colonized the root surface similar level as the WT and more
generally only differed from the WT by its impaird@SS, the AM promotion by C7R12
could be ascribed to its T3SS. The involvement 863 in the bacterial promotion of AM
indicated here is consistent with the report mawdBanfante & Anca (2009) of an increased
expression of T3SS inCandidatus Glomeribacter gigasporum’ when associated with

mycorrhizal plant.
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The role of T3SS in the promotion of AM by C7R12dko consistent with the
increased density of T3SS+ pseudomonads assoaidtteanycorrhizal roots (Violleet al,
submitted for publication; Warmink & van Elsas, 8D0T3SS+ pseudomonads enriched in
mycorrhizal roots were proposed to be at leastetgterious or even more beneficial to AM,
and the present data support that initial hypo#hesithough additional T3SS+ bacterial
strains should be tested to allow definitive cosidn. Whereas the AM promotion by T3SS+
C7R12 favours more specific AM fungal genotypestbéhers remains also to be explored
by comparing the diversity and structure of therfs@oomycetes community when inoculated
or nor with the MHB.

P. fluorescensC7R12 promoted plant growth whereas kneC- mutant did not, that
difference was related to the enhancement of AMiated by T3SS but not of nitrogen-
fixing symbiosis. The relation between AM and grovenhhancement by C7R12 is supported
by the fact that plant growth enhancement was edldb root promotion, which was
previously shown to account mostly for the benafieffect of AM (Gamaler@t al, 2002).
Beside the beneficial effect of T3SS on AM and plgrowth reported here, previous work
has also shown the promotion of plant health mediby T3SS (Rezzoniczt al, 2005).

The differential promotion between the WT anitC- mutant was expressed on the
intensity of the root cortex colonization and abamck of arbuscules but not on the frequency
of root colonization by AM fungi. This would suggethat the T3SS may contribute to
enhance nutrient exchanges in the symbiotic agsmtiaince these exchanges are known to
mostly occur in arbuscules developed in corticdisc@Harrison, 2005). This hypothesis is
consistent with the increased efficiency of the Ajmbiosis in the presence of C7R12 but
not in the presence of itscC- mutant, as indicated by the significant plamvgh promotion
resulting from the enhanced AM by the WT strain baot by its mutant. The involvement of
the T3SS in the AM promotion by C7R12 during thenbiotic association rather than during
the presymbiotic stage is in agreement wiitlvitro experiments. Indeed, both the WT strain
andhrcC- mutant stimulated the spore germination and gebe length of the model strain
G. mossea®BEG12 at the same level, indicating that T3SS matsnvolved in promotion of
the saprophytic growth o6. mosseadBEG12 by C7R12. Further research is required to
explore how T3SS functioning is involved in the Aldrtical colonization of the roots. T3SS

could possibly modulate host defence reactionschviare involved in the establishment of
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AM symbiotic associations (Oldroydt al, 2009), as it does for the suppression of plant
defence responses by pathogenic pseudomonads & dresgl, 2006).

In conclusion, this study contributes to unraveé ttnechanisms operating in the
mycorrhization promotion by a MHB strain. We repbere that, among these mechanisms,
the type lll secretion system is involved in the Addomotion by the model straiR.
fluorescenT7R12.
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Bilan

A travers cette étude, nous avons montré que itomement du SST3 de C7R12 était
impliqué dans la capacité de la bactérie a améliarenycorhization deM. truncatula En
effet, la souche sauvadge fluorescen<C7R12 (SST3+) a bien eu un effet promoteur de la
colonisation des racines par les champignons mizmgyénes. En revanche, la présence de
son mutantP. fluorescens<C7SM7 chez qui le SST3 n’est pas fonctionnel, aueueffet

délétére sur la mycorhization.

Il a été montré préecédemment, pddirtruncatulacultivé en conditions gnotobiotiques,
queP. fluorescen€7R12 avait un effet promoteur de la mycorhizaticet effet portait sur
la phase de vie symbiotique du champignon (coldinisantraradiculaire et formation des
arbuscules) mais aussi sur la phase de vie sapgephkyla croissance du CMA (germination
des spores et croissance des tubes germinatifgatéPet al., 2009). Nos résultats ont
confirmé ces observations pour C7R12. En revaraheyn effet différentiel n’a été observé
entreP. fluorescen€7R12 (SST3+) et son mutant SST3- pour ce quiermecleur effet sur
la germinationin vitro des spores et la croissance des tubes germidat®Bomus mosseae
BEG12. Pour les deux bactéries, une forte stinariatie niveau similaire a été observée. Nos
résultats mettent donc en évidence un role du S1n8 I'effet promoteur de la colonisation
de la racine. En revanche, le systeme de sécnéti@@mble pas intervenir dans la croissance

de la phase saprophyte du champignon mycorhizogéne.

La différence d’effets entre la souche sauvage Q7&8lson mutant C7SM7 sur la
mycorhization s’est accompagnée de la méme diféératieffets sur la croissance de la
plante. En effet, a une meilleure colonisationaleakine correspond une meilleure croissance
végétale. En revanche, I'établissement de la sysebfixatrice d’azote n'a pas été modifié
significativement. Quelque soit le traitement, &pport entre 'abondance ou la masse des

nodosités et la biomasse des racines est resténwem

Cette étude a donc permis de mettre en évidenceffah quantitatif trées marqué du
fonctionnement du SST3 de C7R12 sur la mycorhinatidette promotion de colonisation

pourrait étre la conséquence d'une intensificatide [I'activitté du champignon

-83 -






Chapitre 11l - Implication du systeme de sécrétitentype Il dans la promotion de mycorhization de
la planteMedicago truncatulpar Pseudomonas fluoresce@G3R12

mycorhizogene. Cette hypothese est en accord alesetvation d’'une forte augmentation du
taux d'arbsucules, correspondant a des structuéehahges entre la plante et le CMA en
présence d’'un SST3 fonctionnel. Toutefois, 'augtagon de la colonisation de la racine
pourrait également étre le résultat d'une sélectiparticuliere de champignons
mycorhizogenes ayant une meilleure aptitude a langgation de la racine. Cette sélection
pourrait également étre indirecte et résulter pgilsbalement d’'une modification de la
structure des communautés microbiennes de la gftigos. Dans la suite de notre travail,
nous avons donc cherché a savoir si I'inoculatienC@R12 peut avoir un impact qualitatif
sur la structure des communautés microbiennes spigriques et sur la diversité des

symbiotes dé/. truncatula.
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CHAPITRE 1V

Impact du systeme de sécrétion de type III de
Pseudomonas fluorescens C7R12 sur la structure
des communautés bactériennes et fongiques dans
la rhizosphere de Medicago truncatula

Viollet, A., Mougel, C., Cleyet-Marel, J.C., Guby-Rangin, C., Corberand, T.,
Lemanceau, P. et Mazurier, S. (en préparation). Impact of Pseudomonas
fluorescens C7R12 type III secretion system on bacterial and fungal
communities in the rhizosphere of Medicago truncatula.
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Avant propos

L'étude présentée dans le chapitre précédent, uedigela présence du SST3 chez
fluorescenC7R12contribue a son effet MHB. En revanche, l'inactivatdu SST3 chez son
mutant C7SM7 a eu un impact négatif sur linte@ctientre M. truncatula et les
champignons mycorhizogenes a arbuscules. Ce traecais a permis d’observer, des le
premier point de prélevement de notre étude, @4 jde culture des plantes, que l'intensité
maximale de colonisation de la racine par les CNBit €éléja atteinte et maintenue jusqu’a 91
jours. Les différences observées sur la mycorlumadipres inoculation dB. fluorescens
C7R12 et de son mutant SST3- sont liées a dessafffférentiels sur la croissance de la
racine deM. truncatula Le SST3 de C7R12 semble donc contribuer & I'aradion de la
croissance de la plante en induisant la promotienlad colonisation de la racine d.

truncatulapar les CMA.

L'observation d'effets quantitatifs tres marquésgposés entre C7R12 et C7SM7 nous
a conduits a nous interroger sur I'existence padatd’'une variation qualitative des CMA.
L’objectif de cette étude est de déterminer si téspnce d’'un SST3 chez des bactéries
telluriqgues peut contribuer a modifier la diverséou la structure des communautés des
microorganismes naturellement présents dans l@spiere ou en association symbiotique
avec les racines de la plante. L'amélioration demjaorhization de la plante pourrait étre le
résultat d’'un effet direct, lié a la présence dUrgSsur la diversité des symbiotes et donc
correspondre a une sélection particuliere de chgmopis mycorhizogénes ayant une
meilleure aptitude a la colonisation. Cette sébectpourrait également étre indirecte et
résulter plus globalement d’une modification destiaicture des communautés microbiennes

totales dans la rhizosphere.

A l'aide du méme systeme de culture qui nous a Eediobtenir les résultats décrits
dans le chapitre précédent, nous avons choisi cettes étude de centrer nos prélevements a
des stades plus précoces de croissance (de 2§oar83e culture) afin de mieux décrire la
cinétique de colonisation de la racine par les CMAus avons donc étudié en paralléle et en
cinétique, les parametres de mycorhization et dacttre des communautés fongiques et

bactériennes présentes naturellement dans leigokghérique et les racines Mle truncatula
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Gaertn. cv. Jemalongp inoculées ou non p&. fluorescen<T7R12 (SST3+) et son mutant
C7SM7 (SST3-). Sur la base de ces études cinétiquass avons également étudié la
diversité des Glomeromyceétes et des rhizobia assacia rhizosphére et aux racinesvile

truncatulaJ5, inoculées ou non par la souche sauvage SST&3nanutant SST3- aprés 63

jours de culture.
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1. Summary

In the non-sterilized soil of Mas d’Imbert, coloaion of Medicago truncatulaoots by
indigenous arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) wag\pously shown to be significantly
increased by the inoculation d?seudomonas fluorescertd7R12, a mycorrhiza helper
bacteria strain harbouring a functional type litr&tion system. In contrast, inoculation of a
C7R12 mutant in which the T3SS is inactivated digamntly depressed AMF root
colonization compared to the non-inoculated confptdnts. In order to determine if
qualitative modifications of root associated micgamnisms could be involved in the
differential effects observed on the mycorrhizavelepment, a dynamic analysis of the
structure of total fungal and bacterial communitieas performed. Among microbial
communities, a special attention was given to inagical communities of indigenous AMF
and of nitrogen fixing symbionts. Bacterial inodida had no impact on total fungal
communities as assessed by F-RISA whereas tot@ricommunities assessed by B-RISA
differed in the rhizosphere between plants inoedawith P. fluorescensC7R12, with the
T3SS- mutant, and uninoculated controls. Variabdmoot colonization was observed two
weeks before structure modification of bacteriahomunities suggesting that it would rather
be a consequence than a cause of the differensesveld on mycorrhizatiom. truncatula
root nodules were majoritarly formed nsifer medicaestrains. Infraspecific genotypic
diversity of these symbionts was assessed by stgdyihe polymorphism of 1GSo
sequences; no significant differences were obsewbdtever the inoculation treatment.
Analysis of LSU rDNA sequences amplified from ramttracted DNA stressed a strong
dominance of AMF closely related @lomus intraradicesrrespective of the inoculation
treatment. Fungi related 8. claroideumand specifically associated to the roots inocdlate
with P. fluorescensC7R12 were described, but their weak numericatesgmtation (8%)
suggested a limited role, if any, in the quanti@aiffects observed on mycorhization.

2. Introduction

Mutualistic symbioses between arbuscular mycorthimagi (AMF) and roots are
associated to the development and to the evolui@approximately 80% of all higher plant
species (Brundrett, 2009). Although AM symbioses generally regarded as preferential

associations non-specific between distinct plamisces and operational taxonomic units
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(OTUs) of fungi belonging to the Glomeromycetesv@® et al, 2007). Moreover, it has
been demonstrated that different mycorrhizal funduce distinct effects on plant growth and
health (Taylor & Harrier, 2000; Bever, 2002; Hattn& Wilson, 2002). Depending on the
plant and on the fungus involved, negative effdcingcorhization could even be observed
(Taylor & Harrier, 2000). Therefore a better knosde of the factors influencing the
establishment and the functioning of AM mutualist&sociations is necessary to optimize the

symbioses and promote plant growth and health.

Abiotic and biotic factors are known to influenceyeuarrhization. Among the latter,
bacteria appear to be closely related to mycorrragaociations (Frey-Kletet al, 2007).
Recent findings tend to show that bacteria couldebgential partners in AM symbioses
(Bonfante & Anca, 2009) and more generally involiedmutualistic associations which
imply plants and fungi (Gribe & Berg, 2009). AM syiwsis is also the most ancient among
mycorrhizal symbioses, the first evidence datingkbto more than 400 million years ago
(Remyet al, 1994; Brundrett, 2002). Therefore, mycorrhizad bacteria have been sharing
the same rhizosphere environment for millions yeard the hypothesis according to which
they did not evolved independently and that thigeeolution process would be at least non
deleterious and even beneficial for the plant ghoaitd health has been raised (O#teal,
2007). Data obtained in different studies tend tmficm this hypothesis. Indee-
proteobacteria CandidatusGlomeribacter gigasporarum’ have been shown to Wieaie
endobacteria in some AMF (Naumaainal, 2010) illustrating the close relationship betwee
these organisms. Although the nature and the coesegs of this association still have to be
precised, it supports the hypothesis of a commatuéen.

Beside this intimate relationship evidenced bylitestyle of the bacterial partner, other
preferential associations between bacteria and miyizal roots have also been observed
(Offre et al, 2007; Offreet al, 2008; Scheublirt al, 2010). The relationship between AMF
and these populations is less obvious than in dse of endobacteria but some observations
also plaid in favor of the co-evolution hypothes&everal studies pointed out the same
bacterial groups, and in particular Burkholderigl@ffre et al, 2008; Scheubliet al, 2010).
Moreover some of these bacteria were indeed showgositively influence mycorrhization
and/or plant growth and health (Pivabal, 2009). However, the mechanisms involved and

their respective importance in the promotion of Aké still unclear. As a matter of fact, the
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bacterial taxonomic groups involved are known fbeit great metabolic diversity. The
genericity of the results obtained with model ise¢achosen on the basis of taxonomic criteria

to further study their effects on mycorhizatiorthisrefore difficult to evaluate.

On the other hand, the search for preferentialc@ssons between bacteria, fungi and/or
mycorrhizas also stressed a potential functionaugrof bacteria since it is defined by the
presence of functional gene sequences. As a mattéact, the increased occurrence of
bacteria harbouring type Ill secretion system (TE&hes has been observed in the vicinity
of ectomycorrhizal fungi (Warminclet al, 2008; Warminck & van Elsas, 2008) and of
mycorrhizal roots oMedicago truncatulgViollet et al, submitted for publication). T3SS are
known as molecular systems mediating direct cellidgeractions between Gram negative
bacteria and eukaryotes; therefore the hypothkaisTt3SS might be implied in relationships
with fungi and/or mycorrhizas has been raised. prewvious work, we showed that the T3SS
of Pseudomonas fluoresce@¥R12, a model mycorrhiza helper bacterium (MHBA® et
al., 2009), was indeed implied in the promotion of myhization ofM. truncatula(Viollet et
al., submitted for publication). In the non-sterilizedil of the Mas d’Imbert, plant root
colonization by indigenous AMF was significantlycreased by the inoculation of C7R12. In
contrast, inoculation of a C7R12 mutant in whicle th3SS was inactivated significantly
depressed AMF root colonization compared to theinonulated control plants.

Since root colonization can vary with the interactbetween fungal and plant species
(Taylor & Harrier, 2000), our objective was to caang the microbial communities associated
to plants presenting distinct AMF colonization pats in order to determine if qualitative
modifications of root associated microorganismslatdne involved in the quantitative effects
observed on the mycorrhizal development. Therefmeallel kinetic analyses of the structure
of total fungal and bacterial communities and ajtrcolonization were performed. Sinke
truncatula is a leguminous model plant which develops bothogén fixing and AM
symbioses, the composition of intra-radical commiesiof indigenous AMF and of nitrogen

fixing symbionts was compared between the threeulabion treatments.
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3. Material and methods

3.1. Soil and plant growth conditions

The experiments were conducted wifledicago truncatulaGaertn. cv. Jemalong line
J5 (Myc+/Nod+). Seeds were scarified and surfaegliged by gently shaking them in 98%
sulfuric acid for 2 min, 95% ethanol for 5 min aB&% sodium hypochlorite solution for 10
min, and rinsed successively six times for 5 mirsterile demineralized water. Seeds were
germinated on 0.7% agar (wt/vol.) plates at 25°C 48 h. One germinated seed was
transplanted per cylindrical polyvinylchloride caimer (diameter, 9 cm; height, 20 cm) filled
with 1.5 liter of a silt-clay loam soil (Mas d’'Imke France) corresponding to 1560 g. Soil
characteristics are summarized in Offteal. (2007). According to the agronomic standards of
Morel et al. (1992), the amount of mineral phosphorus was ilmgitn the Mas d’Imbert soil.
After transplantation, plants were inoculated wlif colony forming units (CFU) per gram of
soil of (i) Pseudomonas fluoresce@¥R12, (ii) ahrcC- mutant of C7R12 (C7SM7), or (iii)
remained uninoculated and were supplemented witbliame of sterile water equivalent to
that of the inoculants. Construction of theeC- mutant and bacterial inoculants preparation
have been described previously (Viollet al, submitted for publication). Plants were
cultivated in a growth chamber in a 16:8 h lightkd@ahotoperiod in a 23:18°C light:dark
thermoperiod, with photosynthetically active raiiatat 500 pmol photon fs! at pot
height. Water was added each day to maintain therialding capacity of 45%. Containers
were placed randomly in the growth chamber and vosed at random each day after

watering.

3.2. Evaluation of plant growth, plant mycorrhizationdanodulation

For each treatment, five plants were sampled 2Ber35, 42, 49, 56 and 63 days and
analysed. Plant growth was quantified by measutfiegroot and the shoot fresh weight of
each plant replicate per experimental treatment fandsample date. Evaluation of plant
nodulation and mycorrhization was performed on shene plants. All root nodules were
excised from each plant replicate and the leveiarfulation was assessed by evaluating the
fresh weight of excised nodules per gram of fresht.r For each treatment the result

corresponded to the mean value obtained for fipicates. Assessment of root colonization
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by AMF was performed on thirty root pieces (1 cmdoeach) randomly sampled from the
whole root system of each plant. These pieces w&iaed and prepared as described by
Pivatoet al. (2007). These pieces were cleared for 30 min &€ &0 10% KOH, stained with
1% methyl blue in lactic acid and finally mounted slides. Quantification of arbuscular
mycorrhizal infection and colonization was perfodnesing the notation scale described by
Trouvelotet al. (1986). The percentages of root fragments colahimethe fungus (F%), the
intensity of colonization of the root cortex (M%@nd the arbuscular abundance in the
mycorrhized root cortex (A%) of AMF were evaluatedcroscopically. Parameters of
mycorrhization were calculated with MYCOCALC softwa available at http://www.dijon.
inra.fr/mychintec/Mycocalc-prg/download.html.

3.3. Extraction and purification of total DNA from sodmmples

DNA was extracted from three different compartme(jsbulk soil (S), (ii) rhizosphere
soil compartment (Rh) including bacteria and fupggsent in the soil adhering to roots, and
(i) root tissue compartment (R) including bacéeand fungi attached to the root surface
(rhizoplane) and present in the roots. For eachpeotment, five replicates were analyzed per
experimental treatment (uninoculated control, C7Rb2ulation, C7SM7 inoculation). These
analyses were performed at four sampling dates44256 and 63 days. The bulk soil was
obtained after pooling and homogenization of thié fsom five different containers. One
gram of dry bulk soil was sampled in each of the fieplicates. The rhizosphere soil was
obtained after manually separating the root systéim adhering soil from the container. The
rhizosphere soil was obtained by shaking them twica flask containing sterile distilled
water at 200 rpm (Agitests, Bioblock Scientifickitth, France) for 20 min, the water volume
differed according to the root mass (10 mt rgot). The root system was discarded and the
soil was collected after centrifugation at 9000 rpgn 10 min at 4°C. One gram of dry
rhizosphere soil was sampled in each of the fipdigates. The root system was ground with
a mortar and pestle in liquid nitrogen. One gramoaft system was sampled in each of the
five replicates. Each sample (bulk soil, rhizosphepil and root) was frozen in liquid

nitrogen and conserved at -80°C for further usBNA extraction.

DNA extraction, purification, and quantification pedcres were performed as

previously described by Mouget al. (2006). Briefly, 1 g of dry bulk soil, rhizospheseil, or
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root tissues was shaken with glass beads and s $gdution containing sodium dodecyl
sulfate in a bead beater. The samples were cagddfuand the supernatants were collected.
Proteins and cell fragments were precipitated Wit potassium acetate and discarded after
centrifugation. DNA was then precipitated from teepernatants with isopropanol and
centrifuged. The pellet of DNA was washed with ethlaand dissolved in Tris-EDTA buffer.
DNA was separated from residual impurities, andtigalarly humic substances, by
centrifugation through two types of minicolumns. BNextracts were loaded onto PVPP
(polyvinylpolypyrrolidone) microcolumns (Bio-Rad, &he la Coquette, France) and eluted
by centrifugation. The eluates were collected anentpurified a second time using a
GENECLEAN Turbo nucleic acid purification kit (QBiege, lllkirch, France) following the

manufacturer’s instructions.

The concentrations of purified DNA extracts were rqifi@d by comparing them to
standard curves of calf thymus DNA (Bio-Rad, MaltaeCoquette, France) concentrations.
Purified DNA samples as well as calf thymus DNA tiilas were resolved by electrophoresis
in a 0.8% agarose gel, stained with ethidium brematd photographed (Biocapt, Vilber
Lourmat, Marne la Vallée, France). The intensitytlod ethidium bromide fluorescence was

integrated with ImageQuaNT software (Molecular Dwyinzs, Evry, France).

3.4. Automated RISA fingerprinting

The bacterial ribosomal IGS were amplified with pgneners S-D-Bact-1522-b-S-20'(3
end of 16S genes) and L-D-Bact-132-a-A-18g3d of 23S genes) (Normaatal, 1996) for
bacterial automated ribosomal intergenic spacetysisa(B-RISA). Length distribution of
IGS varied from 150 to 1500-pb (Ranjeetl al, 2000). The fungal ITS1-5.8S-ITS2 region
was amplified with the primers ITS1-F'(8nd of 18S genes; Gardes & Bruns, 1993) and
3126T (B end of 28S genes; Sequeetaal, 1997) for fungal automated ribosomal intergenic
spacer analysis (F-RISA). Length distribution o6IF5.8S-ITS2 regions varied from 390 to
1065-pb (Ranjardet al, 2001). PCR conditions, PCR template preparation DNA
sequencer loading, and electrophoresis conditioage whose described by Ranjaed al.
(2003).
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3.5. PCR amplification of intra-radical AM fungi and ragen fixing Ensifer
symbionts DNA

Analyses were performed from the root tissues aort foot nodules excised from each
of the 5 plants per treatment (non inoculated aodulated with C7R12 or C7SM7) sampled
after 63 days of culture.

In order to amplify AMF DNA, total DNA was extractefrom the roots tissues and
quantified as described above. PCR reactions weromqmed separately on each DNA
sample. The primer pair LR1 and FLR4, targetingm&@oomycetes, was used for the PCR
amplification. The primer LR1 (5-GCATATCAATAAGCGGBGA-3’; van Tuinenet al,
1998) was previously designed from alignments ef 3hend of the large ribosomal subunit
(Hassouna eal., 1984) flanking the variable domains D1 of euk#&ego The primer FLR4
(5-TACGTCAACATCCTTAACGAA-3’; Gollotte etal., 2004) is located in the D2 domain
of the LSU rDNA of AMF in the 5end of the large ribosomal subunit.

Reactions were performed in a final volume ofi20containing 10 mM Tris-HCI, pH
9.50 mM KClI, 1.5 mM MgGlJ, 0.1% Triton X100, 0.2 mg nitbovine serum albumin (BSA)
(Q-BlOgene), 125uM dNTP, 500 nM of each primer, 0.4 U &g DNA polymerase (Q-
BlOgene) and 100 ng of sample DNA. Each reactioa pexformed in a thermal cycler (MJ
Research PTC-0225 DNA Engine Tetrad, Bio-Rad), mogned as follows: initial
denaturation at 95°C (3 min), followed by 30 cyabésienaturation at 93°C (45 s), annealing
at 60°C (45 s) and extension at 72°C (45 s); teedgcle was followed by a final extension at
72°C for 5 min.

Amplification of IGSxo from the DNA of the nitrogen fixing symbionts wasrformed
as described by Baillyet al. (2006) using two pairs of primers: (i) EXOmelibti
CAACAAGACGGATATGAACGAA and EXOmeliloti2 GTGGTGGAAGBTTGACTGC
targeting theexd”thiD ITS region for bacteria belonging to the spedtesneliloti and (ii)
EXOmedicael CATGAACGAGCTGGGCAAAT and EXOmedicae2@®ITCGAAGCGGC
AAAA targeting the corresponding region in bactdoelonging to the specids. medicae
Briefly, root nodules were surface sterilized usaacium hypochlorite 1% (w/v) for 3 min

and then rinsed three times in sterile walsslation of a single bacterial strain per nodule
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was performed on yeast extract mannitol agar sokdium (YEMA; Vincent, 1970). Each
bacterial isolate was grown in liquid YEMA mediu@ne millilitre of liquid culture was
washed twice by centrifugation (15000 rpm, 4 mim)l ¢he pellet was resuspended in RO
of sterile water. One hundred microlitres of thidusion was incubated for 2 h with 2@ of

1 mg mL* proteinase K and 106L of Tris-HCI (10 mM, pH 8.3). After boiling, thimixture
was used as DNA template. DNA amplification wasfqened using a PerkinElmer 2400
thermocycler in 251L volume, including 1uL of DNA template, 200uM of each dNTP,
0.8uM of each primer, 1.5 mM of Mggl 1X buffer supplied by th&aqg polymerase
manufacturer, and 1.25 U of Invitrogdiag polymerase. We used a touch-down programme
including an initial denaturation stage (96°C, /©)mi20 cycles of denaturation (96°C, 30 s),
annealing (annealing temperature decrease stefadity 60°C to 50°C in 20 cycles, 30 s),
elongation (72°C, 1 min) and 20 cycles of denatona96°C, 30 s), annealing (50°C, 30 s)
and elongation (72°C, 1 min).

3.6. Cloning, sequencing and analysis of intra-radicAULrDNA sequences of AM

fungi and of IG$xo sequences of nitrogen fixirkgnsifersymbionts

Before cloning LSU rDNA, PCR products obtained asalibed above, were separated
by electrophoresis in a 0.9% agarose gel in malifidE buffer (0.04 M Tris-acetate,
0.1 mM NaEDTA). PCR fragments were eluted from the gel usifigNA Gel Extraction kit
(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Tiparrified fragments (5 replicates per
treatment) were pooled for each treatment (1 peoltpatment) and quantified using the
Smart Ladder (Eurogentec, Seraing, Belgique) byetggitrophoresis on 1.2% agarose gel in
TAE buffer. Pooled PCR products were ligated intGEM-T Easy vector (Promega,
Madison, WI) according to the manufacturer’s instians. Before transformation, a volume
of ligation containing 10 ng of AMF DNA was desaltevith membrane filters of 0.025 pm
(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). atgn products were electroporated into
Escherichia coliDH10B ElectroMAX cells (Invitrogen SARL, Cergy Poise, France), and
a blue/white screening was used to identify thedi@mants. Positive clones were checked
by PCR. For each treatment 64 clones were cultivate2 mL Luria broth medium (LB,;
Sambrook & Russel, 2001) supplemented with ampic{llO pg mLY) during 4 h at 37°C.
PCR amplification was performed directly on 2 uLLd broth culture for each clone by
using universal primers SP6 (5-TATTTAGGTGACACTATA®) and T7 (5-TAATA
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CGACTCACTATAGGG-3). PCR conditions included a firstep at 94°C for 4 min to lyse
bacterial cells, followed by 35 cycles of 45 s 4t®, 45 s at 55°C, and 1 min at 72°C. The
final extension step was at 72°C for 3 min. PCRlpots were separated by electrophoresis in
a 1% agarose gel, stained with ethidium bromide@matographed under a camera (Biocapt,
Vilber Lourmat, Marne la Vallée, Franc&). Coli clones were cryopreserved at -80°C in 40%
glycerol. Nucleotide sequences of the cloned AMFULEDNA PCR fragments were
sequenced commercially from the clones by Macrdganrogen Inc. (Seoul, South Korea).
Nucleotide sequence homology searches against rsegprence databases were performed
with program BLAST 2.2.18+thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)DNA and amino acid
sequences were aligned, and phylogenetic trees neeomstructed by the neighbour-joining
method (Saitou & Nei, 1987) asmplemented in ClustalW2 (Thompsen al, 1994). DNA
distances were calculated with Kimura’s two-paranetorrection (Kimura, 1980). In all
cases, positions with gaps in the multiple alignthewere excluded from the analysis.
Potential chimeric LSU rDNA sequences were searamgidg the Bellerophon program

(http://foo.maths.uq.edu.au/~huber/bellerophon.pl).

After PCR amplification, Ensifer PCR products were cut out from 1% agarose
electrophoresis gel, purified with a QIAquick Getraction kit (QIAGEN) and sequenced on
one strand. Sequencing reactions were performetiéoydigh Throughput Genomic Unit of
the University of Washington. Sequence analysis p&rformed using Chromas, Genedoc
(Nicholas & Nicholas, 1997) and ClustalX (Thompstral, 1997) softwares.

3.7. Statistical analysis

Statistical analyses of bacterial and fungal comiies structure were run under R
software (R Development Core Team, 2008). Firda dhtained from the 1D-Scan software
were converted into a table summarizing the bamdegirce (peak) and intensity (Gaussian
area of peak) and 100 bands were integrated fdr 24RISA profile with a 2-bp resolution to
ensure a robust analysis using the Prep-RISA packa&® (Ranjarcet al, 2001). Principal
component analysis (PCA) using covariance matrigs performed on the data matrix (each
row corresponding to a sample and each column smoreling to a band detected at least in
one sample). A between groups analysis and a rasdbon test of 1000 permutations

(Monte Carlo test) were carried out to test fomgigant effect of the treatments. Principle
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Figure 1. Effect of Pseudomonas fluorescer@7R12 and C7SM7 on (a) intensity of arbuscular
mycorrhizal colonization (M%), and (b) frequency arbuscules (A%) ilMedicago truncatularoots
cultivated in the Mas d’Imbert soil. Error bars regent the s.d. of the mean. Fisher's PLSD-test was
used for pairwise comparison of the treatment whith uninoculated controtx p< 0.1; %% p<0.05;
*%*% p<0.01;%%%* p<0.001.
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Chapitre 1V - Impact du systeme de sécrétion de tymle Pseudomonas fluoresce@ZR12 sur la
structure des communautés bactériennes et fongapresla rhizosphére ddedicago truncatula

component analyses, between group analyses, rasaton tests and co-inertia analyses
were run in R software using Ade4TkGUI package ¢ltouse & Dray, 2007).

Plant growth, nodulation, and mycorrhization datrevsubmitted to variance analysis,
followed by the Fisher's PLSD-test for pairwise qmarison using Statview software.
Mycorrhization data, expressed as percentages, s@eitted to angular transformation

prior to statistical analysis. Likelihood-ratio @hwvere computed using the software JUMP.

E. medicadGSexo genotypes were defined as in Baillyal (2006). G-like tests were
performed with the program Genepop 3.4 (Raymondo&ifRet, 1995) in order to analyze the
distribution ofE. medicadGSgxpogenotypes.

4. Results

4.1. Kinetics of root colonization by AM fungi

AM colonisation frequencies (F%) reached the makwvaéue (100%) corresponding to
the colonisation of all root pieces by the indigesidAMF populations at the third sampling
date (42 days) in all treatments (data not shown¢. F% remained stable until the end of the
experiment (63 days). These results are in accoedaith those previously reported by Offre
et al (2007) and Violletet al. (submitted for publication) which also stressed ighh
mycorrhization potential in the Mas d’'Imbert sdilepending on the experimental treatment
significant differences were recordedlne intensity of root cortex colonization (M%) and the
arbuscular abundance in the mycorrhizal root co(®%) (Fig. 1a,b). Compared to the
uninoculated control treatment, the strain C7RX#mated significantly the M% and the A%
at the two last sampling date (56 and 63 daygpmirast, théwrcC- mutant depressed them.
Comparable results revealing the implication of @#R12’s T3SS in the promotion of root
colonization by AMF by this strain were previousligtained byiollet et al. (submitted for
publication) in the same experimental conditions. Plant growtd aoot nodulation data
recorded were also comparable to those previoustgribed by these authoss the same
stage of plant development. Inoculation treatmemasl no significant effects on root
nodulation (p< 0.05) and plant growth was significantly improusdboth inoculated bacteria

compared to the uninoculated control after 49, &6 63 days (g 0.05).In the present
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Chapitre IV - Impact du systéme de sécrétion de tymle Pseudomonas fluoresce@BZR12 sur la
structure des communautés bactériennes et fongapresla rhizosphére ddedicago truncatula

study, kinetic following of the mycorrhization pamaters further showed that the final effects
of both inoculated strains on AMF root colonizatisecame observable between the third (42
days) and the forth (49 days) sampling date andah@ateau was stably reached at the last
sampling date (63 daygJig. 1la,b) On the basis of these observations, analysestaf t
fungal and bacterial communities’ structure wergqrened at the four last sampling dates
(42, 49, 56, and 63 days) and the compositionsitné-radical communities of indigenous

AMF and of nitrogen fixing symbionts were assesaithe last sampling date (63 days).

4.2. DNA fingerprints of microbial communities

DNA fingerprinting of microbial communities providedomplex profiles for all
compartments studied, bulk soil, rhizosphere smf root tissues (data not shown). B-RISA
bands ranged from 230 to 1120-bp for bulk soil dndosphere soil and from 250 to 1414-bp
for root tissues (data not shown). For F-RISA, Isawdre distributed from 450 to 1414-bp for
bulk soil and rhizosphere soil and from 540 to :B@6for root tissues (data not shown).
Visual observations of B-RISA gels indicated tHat, a given experimental condition, very
few variations were detected among replicates (combands between profiles could display
different relative intensity), whereas some diffexes were recorded in F-RISA DNA
fingerprints (bands specific of a profile and comnwosaveral profiles could display different

relative intensity).

4.3. Variation of the genetic structure of microbial coomities according to the

compartment sampled

The spatial effect oM. truncatulawas assessed by comparing the genetic structure of
bacterial and fungal communities in bulk soil, dgphere soil and root tissue compartments
at four sampling dates and for each of the threeulation treatments (Fig. 2; Fig. 3). A
rhizosphere effect was recorded for both bactenal fungal communities. As a matter of
fact, on the basis of PCA analyses, bulk soil andosphere compartments were separated
from the root tissue compartment on the first aamg] the bulk soil was separated from the
rhizosphere soil compartments on the second axsta (dot shown) whatever the sampling
date and the inoculation treatment. Altogether,s¢hd®CA analyses stressed a larger

modification of the genetic structure of both baeteand fungal communities between the
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Figure 2. Comparison of the genetic structures of bactenaimunities oMedicago truncatuladaertn. cv. Jemalong line
J5 (Myc+/Nod+) uninoculated (C), inoculated Bgeudomonas fluoresce@FR12 (WT) or C7SM7 (HrcC-), after 42 (A),
49 (B), 56 (C), and 63 (D) days of culture. The gfanstructure was studied by principal componefRIBA profiles
obtained from the different compartments: bulk £€8i); rhizosphere soil of plants grown in the Masnbert soil (Rh);
root tissues of plants (R). Each point represenésindependent repetitiom)(
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Chapitre IV - Impact du systéme de sécrétion de tymle Pseudomonas fluoresce@BZR12 sur la
structure des communautés bactériennes et fongapresla rhizosphére ddedicago truncatula

Figure 3. Comparison of the genetic structures of fungal comities ofMedicago truncatulagGaertn. cv. Jemalong line
J5 (Myc+/Nod+) uninoculated (C), inoculated Bgeudomonas fluoresce@¥R12 (WT) or C7SM7 (HrcC-), after 42
(A), 49 (B), 56 (C), and 63 (D) days of culture.eTgenetic structure was studied by principal corspori-RISA
profiles obtained from the different compartmembtsik soil (S); rhizosphere soil of plants growrtlie Mas d’'Imbert soil
(Rh); root tissues of plants (R). Each point repnés one independent repetitia.
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Figure S1.Neighbour-joining tree based
on alignment of the LSU rDNA sequences
of Glomeromycetes DNA from M.
truncatularoots (indicated in bold) and of
reference strains available in genome
databases (indicates in italics). Bootstrap
values from 1000 re-samplings are
indicated for each branch as percentages,
and values below 70% are not shown.
LSU rDNA clades (I to VII) are indicated
in grey shading. Scale bar indicates the
number of nucleotide substitutions per
site.
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