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Résumeé

Depuis 1’apparition de la vie sur terre, les pressions de sélection liées aux interactions
biotiques et abiotiques ont généré une forte diversité des formes de vie. Ainsi, chaque espece
eucaryote coévolue avesa communauté microbienne associée. Dans le cas des plantes, la
diversité génétique se traduit au niveau de multiples traits phénotypiques (exsudation de
substrats carbonés, architecture racinaire, densité et aération du sol, acidification, etc.)
susceptibles d’influer sur les interactions avec les populations microbiennes du sol, et donc

sur la composition et le fonctionnement de la communauté microbienne rhizosphérique. Notre
hypothése est que les différences entre communautés bactériennes rhizosphériques sont
proportionnelles aux distances évolugivatre partenaires végétaux. L’objectif de cette these

¢était donc de déterminer 1’importance, dans le cas des Poacées et notamment du mais, de

I’histoire évolutive de la plante dans la capacité de sélection des communautés bactériennes

de la rhizosphérd.es analyses faites a I’aide d’une puce a ADN taxonomique 16S indiquent

qgue la composition de la communauté rhizobactérienne dépend du groupe génétique de mais
mais n’est pas liée aux marqueurs microsatellites de diversité du mais. Par contre, a 1’échelle

des Poacées, une corrélation a été trouvée entre la phylogénie végétale et la cordpdaition
communauté bactérienne (voire la prévalence de taxons bactériens particuliers). Cette
corrélation n’était pas significative quand I’étude était limitée a 1’effectif, le niveau de
transcription denifH ou la diversité du groupe fonctionnel des bactéries fixatrices d’azote. En
conclusion, I’histoire évolutive du partenaire végétal a I’échelle des Poacées (mais pas a celle

du mais) est un facteur conditionnant les interactions avec les groupes bactériens

taxonomiques (mais pas nécessairement fonctionnels) de la rhizosphere.

Mots clés : Histoire évolutiveZea maysPoaceae Rhizosphére, Puce a ADN taxonomique
16S, (RT) PCR quantitative en temps réel, bactéiagices d’azote.






Abstract

Since the emergence of life on earth, the selection pressures related to biotic and abiotic
interactions generated a high diversity of life forms. Thus, each eukaryotic species co-evolved
with its associated microbial community. In the case of plants, genetic diversity is reflected in
many phenotypic traits (exudation of carbon substrates, root architecture, soil density,
aeration, acidification, etc.), and may influence interactions with soil microbial populations
and hence the composition and functioning of the rhizosphere microbial community. Our
hypothesis is that the differences between rhizosphere bacterial communities are proportional
to evolutionary distances between plants partners. The objective of this thesis was to
determine the importance, in the case Riaceaeand in particular of maize, of the
evolutionary history of plant in the selection of bacterial communities in the rhizosphere.
Analyses performed using a 16S taxonomic microarray indicated that the composition of the
rhizobacterial community depends on the genetic group of maize but is not linked to
microsatellite diversity of maize. Conversely, across Rbaceae a correlation was found
between plant phylogeny and the composition of the bacterial community (and the prevalence
of specific bacterial taxa). This correlation was not significant when the study was limited to
the size, the level of transcription oifH diversity of the functional group of nitrogen-fixing
bacteria. In conclusion, the evolutionary history of the plant partner acroBedceag(but

not maize) is a factor conditioning interactions with bacterial taxonomic groups (but not

necessarily functional groups) in the rhizosphere.

Keywords: Evolutionary historyZea maysPoaceae Rhizosphere, 16S rDNA taxonomic

microarray, Real time quantitative (RT) PCR, Nitrogen-fixing bacteria.






Remerciements

J’adresse mes remerciements a Wafa Achouak, Philippe Lemanceau et Yves
Vigouroux d’avoir accepté de juger ce travail, et 8 Maria Fernandez d’avoir présidé le jury de
soutenance.

Je témoigne toute ma reconnaissance a Yvan Moénne-Loccoz et a Daniel Muller pour
leurs conseils tout au long de la these, leur encadrement, et leurs corrections apportées aux
différents manuscritCes quatres années a leurs c6tés m’ont appris beaucoup, et méme si
nous n’étions pas d’accord certaines fois (notamment lors de discussions sur la génétique

végeétale), une bonne entente a toujours été présente, et je les en remercie.

Je remercie également Claire Prigent-Combaret, Frank Poly, Xavier Nesme et
Florence Wisniewskbyé pour leurs discussions scientifiques et les conseils qu’ils m’ont
donné au long de cette thése. Je tiens aussi a remercier Marie-Andrée Poirier éhdacque
Haurat pour leur aide technique. Enfin, je remercie tous les membres du laboratoire
d’Ecologie Microbienne d’avoir été a mes cotés, dans les bons et les moins bons moments qui
jalonnent une these.

Je remercie mes voisins de bureau, Corinne, Danis et Daniel, qui m’ont permis d’avoir
une super ambiance de travail, méme et surtout lors d’interminables journées avec R. Merci a
Corinne pour ses bons gateaux, a Danis pour ses conseils de geek, et bien sdr a Daniel, qui a
été un voisins plein de blagues (parfois difficiles a suivre !) et de chocos, et qui a été un super

compagnon de voyage en Australie, en plus d’étre un bon chef.

Je remercie de tout mon cceur tous les étudiants et post-docs du laboratoire pour la

bonne humeur, I’amiti¢, la rigolade et les soirées qu’on a pu partager ensemble. Je tiens
particulierement a remercier mes bucks, Step et Jeanne. Les filles, sans vous ma vie a Lyon
n’aurait pas été si Sympa, vous avez toujours été un soutient primordial pour moi, et pour une
fois j’ai ’occasion de vraiment vous remercier sans me faire engueuler, alors merci d’étre

comme vous étes ! Je voudrais aussi remercier Tony, qui a été un fort bon soutient de promo,
toujours la pour bouger en week end (m@ij&i eu de belles frayeurs et frissons...) et pour

discuter, souvent autour d’un verre ! Merci a la triloc, Fred, Oliv et Vincent, pour les soirées
mémorables chez eux, et tous les bons moments passés en leur compagnie. Moults

remerciement a tous les étudiants ou assimilés pour les formidables moments que nous avons



partagé ensemble pendant 4 années, dans les salles de manip ou autres: Benoit, Juliana,
David, Vincent, Arnaud, Laurine, Béné et Loic, Martina, Nikita, Antho, Maxime, Arnault,

Marie, Florent, Choupette, Lulu, etc.

Je remercie évidement ma famille, ma maman et mes grands-meres, qui ont toujours
cru en moi, bien avant maiéme en fait, qui m’ont soutenu toute ma vie, et qui m’ont permis
d’étre 1a ou j’en suis. Merci a toute ma famille pour leur soutient, leur amour, et leur
sympathiel Merci également a Thibaut, qui a été a mes cotés toutes ces années d’études, a cru

en moi, m’a aidé a tenir le coup, et m’a montré que je pouvais faire de grandes choses.

Enfin, je dédie cette thése a mon papa, qui n’a pas pu la voir, mais sans qui elle
n’aurait pas eu lieu. Il a été la personne qui m’a intéressé a la science, €t m’a encouragé a
trouver ce qui me plaisait vraimenitaurai aimé qu’il me voit soutenir cette thése, et qu’il soit

fier de moi.



Table des matieres

INtrOAUCTION GENEIAIR......coi i ittt e et e e e e et bt e e e e e e nbb b e e e e e e e annaareeaeas 1
Synthese bibliographique: Influence de I’évolution sur les interactions biotiques ............... 11
1o o[8[ i o] o PP 12
I/ Evolution et COEVOIULION ENEIE OFJANISIMIES ..........ccviiveieiieeeeeeeeete et eee e ste et s st e e eresresreeeee e 14
I.1 La COEVOIULION Proi€/Pre&TaLEUN........coiiiiiiieie ettt e e e e e e e aaneeeeeas 14
1.2 La coévolution hOte/pathogene............viiiiiiii e 21
1.3 La COévolution hOte-SYMDIOLE ........ccooiiiiiiiiiie e 23
Il. Cas patrticulier de coévolution : les interactions plantes-bactéries phytobénéfiques............. 27
II.1 L histoire évolutive des PLantes ........oevevuiiiiuiiiiiiiinee it e e e e a e e e eaa s 28
I1.2 Impact de I’histoire évolutive végétale sur les étapes de la colonisation racinaire par les
g1l go oo T=T T IS0 1= PO 32
| B2 A = o] 1 g 1o Y= 111 = ox 1 o o PP 32
[1.2.2 L@ COIONISALION ....eveiiiiiiiieiee e e e e e e e e e e ettt s s s e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeeassn s a s e e e e eeeeeeeeeeeeeennnnnnes 32
[1.3 Les SymbioSEeS MUIUANSTES ........cooiiiiiiiiiii e 33
[1.3.1 Les symbioSes MYCOINIZIENNES .......coooiiiiiiiiiiiiee ettt 33
[1.3.2 Les symbioses planteS-DacCtEeries ...........uuuuiiiiiiii i 35
[1.4 LeS SYMDIOSES @SSOCIALIVES ......cciiiiiiiiiieii ittt e e s e e e et e e e e e et e e e e e eeaa e e eaaeees 39
[1.4.1 Les PGPR phytoStIMUIALICES ........uiiiiiiiiiice e 40
[1.4.2 Les PGPR pPhytOprOoteCIIICES ......uuiiiiiiiiiie et e e et eaaees 41
R 371 =T o PSR 41
I1I/ Impact de 1’évolution des plantes sur les communautés microbiennes de la rhizosphére.... 42
[1l.1 HAte et communauté MICrobIENNE ..........cooiii e 43
[11.1.1 Notion espéce, population et COMMUNAULE ...........cuviiieeeriiiiiiiieee e 44
II1.1.2 Outils d’étude de 1a cOMMUNAULE.........oeveruiiiiiiieiiie e r e e e e e e e eee 44
II1.1.3 Impact de I’hiStoire €VOIULIVE ... ...uuueiiiiiie e 46
II1.2 Impact de I’histoire évolutive végétale sur la diversité microbienne du sol................... 48
[11.2.1 Les communautés microbiennes endophytes .............uuvviviiiiiiiiieeeeeieeeeeeen 48
[11.2.2 Les communautés microbiennes rhizoSphériques...........cccccooiiiici, 49
II1.3 Impact de I’histoire évolutive végétale sur le fonctionnement microbien...................... 50
Communautés fonctionnelles phytobENETIQUES.........oooeiiiiiiiiiiiie e 51
(@] o Tod 11157 [0 o SRR 53



Partie expérimentale 1: Influence de I’histoire évolutive du mais sur la sélection bactéries

du SOl dans 18 FNIZOSPREIE ..o 55
1o o[8[ 1o ] o [PPSO 56
Is diversification history of maize influencing selection of soil bacteria by roots ? .................. 56

Y 0 1] 1 = Vox SRR PPPPRPR 59

10 To (3] ox 1o o ISP 60
Materials and MELNOTS ......coooe i e e e e e e e e e e e e e e e e as 62
Selection Of MAIZE GENOLYPES ... .ottt r e e e e e e aeeeeeas 62
GreeNNOUSE EXPEIMENT ... .uutiiiiiiiiei e e e e ettt et e e e e e e e e e e e e e s s s nnb bbb b e e eeees 62
Microarray analysis of rhizosphere samples ...........oooo i 63
Analysis of MICIOArTaY ata ............ciiiieiiii e e e e e eees 63
QUANIEALIVE PCR.. ..ottt et e e e et e e e e e et e e e e s eesbaeeeessesaaaeeeeeenes 64
Comparison of genetic distance between maize inbred lines with rhizobacterial community
MOIECUIAN AL ..o r e e e e e e e aeeeeeaeaaesaeaaannnes 65
TS U PSSR 67
Genetic compariSON Of MAIZE GrOUPS .....uuuuuurrrriiiiiiiiieeeeeaeeee e e e e s s s s s eereeeeeeeaaaaeeeas 67
16S Microarray analysis of the rhizosphere effect of seedlings .............coooiiiiiiiiiiiiiiieen. 70
Effect of maize groups on rhizobacterial COMMUNILY ...........cooovriiiiiiiiiiiiiieeeee e 70
Validation of selected microarray results by gPCR and Sequencing .........ccccceeeeeeeeeeeeeeeennn. 73
Relation between maize diversity and rhizobacterial diversity based on distance analyses73

[ Yo U 1= (o] o [ PPPPPPPRPPPPPRR 75

ACKNOWIEAGEIMENT ... ..ttt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e et e e e s e eaeeeeeaeeesessnnnnes 78

Data ACCESSIDIIILY ...ttt 78

SUPPOITING INFOMMALION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e 79

] (=] €= o= 85



Partie expérimentale 2: Influence de I’évolution des céréales (Poaceae) sur la composition
de la communauté bactérienne rhizoSPherique .............eiviiiiiiiiiiiie e 91

Introduction 92

Significance of the evolution afea maysand other Poaceae for rhizobacterial community

(o010 ] o0 1]1 (o] o E TP PP PPPPPPPPP 94
Y 0111 7> T PSP 95
o To (5] ox 1o o ISP 96
Materials and MELNOTS ......coooe i e e e e e e e e e e e e e e e e e a e as 98

g F= T 1o =T 0T ] 12T 98

GreenhoUSE EXPEIMENT.........coiiiiiieeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeseessraa s 99

Extraction and labeling of SO DNA ........u e e 99

IMICIOAITAY ANAIYSIS .....ceiiiieiieiitte e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeesaa e e e e eaeaaeaaeeeeees 100

D= 1= W= LT 1A £ USSP 101
TS U 101

Bacterial community COMPOSITION ......uuuiiiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e 101

Rhizosphere and plant genotype effectS..........oooi i 102

Effect of field management and plant growth stage on the rhizosphere effect................. 104

Relationship between maize/Poaceae evolution and rhizobacterial community .............. 106
DY o1 LSS (o] o [P PPPPPRPRT 110
S (=TT Lo TR 124



Partie expérimentale 3: Influence de I’évolution des céréales (Poaceae) sur un
groupe fonctionnel phytobénéfique

........................................................ 131
0o [ [ 1o ] o IR 132
Did plant evolutionary history shaped diazotroph diversity amftH expression in the
V40 1] o] =T =PSRN 134
Y 0111 = Vo PR 135
0T[5 ox 1o o [PPSR 136
Materials and MELNOTS ......ccooo i e e e e e e e e eer b e as 138
Plant genotypes and greenhouse eXPeriment ...........coooiiieiiiiiiiiiiiiiieeeee e 138
Extraction of SOil DNA and RNA ...t 138
CDNA synthesis by reverse transCrpLioN ..........ooovvvviiiiiiiiiie e 139
Quantitative PCR and quantitative RT-PCR ... 139
I I = T = 1A USRS 140
S = 11102 140
TS U 142
Size of diazotroph COMMUNITIES ..........uiiiiiiiiiii e 142
nifH transcript levels in diazotroph COMMUNITIES ..........eeviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 144
Diversity of diazotroph COMMUNITIES .........uuuuiiiiiiiiiiiii i 144
Relationship between Poaceae phylogeny and diazotroph community ............................ 147
Relationship between plant development and diazotroph community..............cccccceeeenn.. 147
D Yo U £ (o] o [P PPPPPRRRR 149
RETEIEINCES ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e ae et bbb s 151

................................................................................................................. 157
Discussion générale et PerSPECHIVES...........ccovvvvveeeeeiiiiiiiieie e e e e e e e eeaeeee 150.
Influence de I’histoire évolutive sur la diversité bactérienne rhizosphérique....................... 161
Influence de I’histoire évolutive sur les communautés bactériennes phytobénéfiques ........ 164
(Ofo] T 111 o o PP 167
Références bibliographiques............ooooiiiiiiiii e, 169..
ANNEXE...uiiiiiiiiiiiii 207......



Introduction générale




Introduction générale

Depuis 1’apparition des toutes premieres formes de vie il y a environ 4 milliards
d’années, la biosphére et la géosphére ont évolué conjointement (Line 2002 ; Newman et
Banfield 2002). La vie a colonis¢ tous les milieux et s’est adaptée progressivement aux
environnements chimiques présents, ce qui a conduit a une trés grande biodiversité. Ainsi, les
microorganismes procaryotes actuels présentent une trés grande diversité de métabolismes
jouant des rdles clefs dans les cycles biogéochimiques, tels que les cycles de I’azote ou du
cabone (Falkowski et al. 2008). Parallelement aux interactions abiotiques, les
microorganismes se sont diversifiés en coévoluant avec des organismes eucaryotes,
développant des interactions délétéres ou bénéfiques (Zilber-Rosenberg et Rosenberg 2008).
Ainsi les communautés de microorganismes influent le développement et/ou la santé des
organismes supérieurs avec lesquels elles interagissent (Richatdso2009 ; Raaijmakers
et al. 2009 ; Chaucheyras-Durand et Durand 2010). Parmi ces interactions procaryotes -
eucaryotes, celles entre bactéries et plantes sont particuliecrement nombreuses, du fait d’une
grande diversité des partenaires et des processuewdgution (Lamber®t al.2009).

Les plantes ont colonisé les milieux terrestiteg a environ 500 millions d’années
(Gensel 2008), et leur évolution a conduit a la formation des dicotylédones et des
monocotylédones incluant |d¥aceae(Magallénet Castill0o2009). Cette thése s’intéresse
plus particulierement auRoaceaedont les différentes espéces ont divergé il y a 65 millions
d’années (Paterson et al. 1995). LesPoaceaeont ensuite évolué rapidement, il y a environ
13000 ans, suite au passage de sociétés de chasseurs-cueilleurs a des sociétés sédentaires
pratiquant ’agriculture. Cette transition sociétale s’est accompagnée de la domestication
d’especes notamment végétales, afin de limiter les risques de famine liés a des variations
environnementales erratiques (Diamond 2002 ; Purugganan et Fuller 2009). La domestication
a entrainé des changements phénotypiques importants permettant une culture plus aisée des
plantes. Dans le cas des céréales, cette domestication a notamment été effectuée en
sélectionnant les plantes ayant (i) des grains plus gros, qui contenaient de plus grandes
ressources nutritives et donnaient a leur tour des plantes plus grandes, et (ii) des épis dont les
grains ne se détachaient pas, afin de pouvoir tous les récolter au méme moment et les stocker
(Purugganan et Fuller 2009). Ces xlanodifications morphologiques, bien qu’ayant été
mises en place en 500 a 1000 ans pour la taille des grains et en 1000 a 2000 ans pour
I’absence de dispersion des grains (Fuller 2007), sont considérées comme rapides a 1’échelle
de I’histoire évolutive des plantes.

Suite a leur domestication, les différentes espéces végétales ont été disséminées a
travers le monde, de facon plus au moins étendue selon I’espéce étudiée (Dubreuil et al.
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2006), conduisant a la formation et la sélection de nouvelles variétés mieux adaptées aux
conditions environnementales locales. Les agriculteurs cherchant en permanence a améliorer
le rendement et le pouvoir nutritionnel de ces plantes, cette évolution dirigée par I’homme a

continué pour ces différentes variétés pendant des millénaires, structurant alors de nouveaux
groupes génotypiques, soespeces et/ou espeéces végétales, dérivées d’un méme ou de
plusieurs ancétres communs (Salaneinal. 2002). Ainsi, a partir de la domestication d’une
téosinte(Zea maysssp.parviglumig au Mexique (Doebley 2004), cinq groupes génétiques
principaux de mais répartis a travers le monde se sont formés (Camus-Kulaneaselu
2006). De méme, pour le riDfyza sativa deux sous-especesndica et japonica ont été
générées a partir d@. rufipogon (Vaughanet al. 2008) Enfin, plusieurs espéces de blé
(Triticum) dérivées dd'. urarty, T. boeoticumet T. dicoccoidesont retrouvées de nos jours
(Salaminiet al. 2002). Les plantes ont donc fortement évolué suite a leur domestication, ce
qui a conduit a une variation de propriétés phénotypiques selon les différentes variétés d’une

méme plante.

Parmi ces modifications phénotypiques, un certain nombre concerne le systeme
racinaire, par exemple au niveau de sa morphologie et ou de la composition des exsudats
racinaires (Czarnotat al. 2003; de Dorlodotet al. 2007 ; Comas et Eissenstat 2009). Or,
certaines de ces modifications vont moduler ’impact des racines sur les propriétés (porositée,
substrats carbonés exsudés, minéraux, pH, potentiel redox, etc.) du sol situé immédiatement
au contact de la plante, ¢’est-a-dire la rhizosphere (Hilther 1904 ; Calédtal. 1982; Lynch et
Whipps 1990 Gransee et Wittenmayer 2000 ; Hartmatral. 2008 ; Hinsingeet al. 2009).

La rhizosphére comprend une grande diversité de microorganismes, notamment au niveau du
sol rhizosphérique (Kyselkowt al. 2009 ; Gomest al. 2010; Somenahallyet al. 2011), qui

peut contenir jusqu’a 10*° bactéries par gramme de sol (Ganhal.2005 ; Roesckt al.2007).

Les racines peuvent donc influer directement sur les communautés microbiennes eucaryotes et
procaryotes présentes dans le sol (Siciliahal. 1998 ; Baiset al. 2006 ; van Overbeek et

van Elsas 2008 ; Inceogbt al. 2010). En effet, la rhizosphere est une zone fortement active

ou ont lieu de nombreux dialogues entre la plante et les bactéries (®bmle2D04 ; Baiset

al. 2006 ; Cooper 2007 ; Pothier al. 2007 ; Badriet al. 2009). Les interactions qui en
découlent peuvent avoir plusieurs conséquences. La plante peut tirer profit de ces interactions,
en termes de croissance et/ou de santé (Raaijmekats2009 ; Richardsoet al. 2009), et

en parallele les microorganismes vont bénéficier des substrats présents dans les exsudats
(Gransee et Wittenmayer 2000 ; Badri et Vivanco 2009). Ces interactions peuvent également
étre déléteres pour la plante, lorsqu’il s’agit de microorganismes phytopathogenes
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(Raaijmakerset al. 2009), et/ou pour les microorganismes quand les plantes exsudent des
composés antimicrobiens (Brighash al. 1999 ; Baiset al. 2006 ; Gonzélez-Lamothet al.

2009). Enfin, de nombreuses interactions entre plante et microorganismes du sol n’ont pas au

final de conséquences marquées et correspondent donc a des interactions neutres.

Bien que les microorganismes du sol puissent influer sur la croissance et la santé des
plantes, depuis une centaine d’années la révolution agricole des pays développés, aussi
appelée révolution verte, a amélioré les rendements agricoles sans prendre en compte cette
dimension microbienne. La révolution verte passe d’une part par le développement d’hybrides
issus du croisement de lignées ayant des particularités phénotypiques d’intérét agronomique
(Khush 2001). Ainsi, depuis 50 ans déja, plus de 80% du mais cultivé aux Etats-Unis
correspond a des hybrides (Labateal. 2003). D’autre part, une hausse du rendement
agricole est obtenue grace a des intrants chimiques, tels que des fertilisants et des pesticides
(FAO 2003). Leur impact sur 1’environnement est important (Matson et al. 1997), car ils
peuvent conduire a la pollution des nappes phréatiques via le lessivage de nitrate ou de
pesticides (Gregoret al. 2002 ; Almasri et Kaluarachchi 2007 ; Nowt al. 2008), a
I’émission de gaz a effet de serre (Gregory et al. 2002 ; Philippotet al. 2009), a la
contamination des eaux de surface par ruissellement (Gregahy2002 ; Ribbeet al. 2008),

a I’accumulation de résidus de pesticides dans les plantes (Gonzales-Rodriguezal. 2008 ;
Amvrazi et Albanis 2009 ; Neamtt al. 2010), et méme dans certains cas a une diminution
de la diversité microbienne du sol (Baxter et Cummings 2008 ; Huetsalir2009). Aussi, de
nouvelles approches d’intensification écologique sont actuellement considérées (Richardson

et al. 2009 ; Weyengt al. 2009, Companét al.2010), afin d’aboutir a ce que Den Herder et
collegues (2010) qualifient de nouvelle révolution verte. Ceci passe par exemple par
I’utilisation de plantes ayant une architecture racinaire permettant d’optimiser 1’acquisition

des nutriments, et également par le développement de biofertilisants tels que des
microorganismes phytobénéfiques afin de diminige quantités d’intrants (Lugtenberg et
Kamilova 2009 ; Meyeet al. 2010 ; Saharan et Nehra 2011).

Parmi les relations bénéfiques existant entre les plantes et les microorganismes, deux
types d’interactions symbiotiques peuvent étre distinguées. La premiére, la symbiose
mutualiste, est considérée comme une interaction forte entre les deux partenaires, et dans le
cas des microorganismes associés aux plantes elle implique souvent une différenciation
morphologique chez 1’un ou les deux partenaires (Provorov et Vorobyov 2009 ; Kuchet al.

2010 ; Hocheret al. 2011). Les symbioses mutualistes les plus étudiées impliquent des
bactéries fixatrices d’azote telles Rhizobiumou autres (et deSabaceag ou Frankia (et des
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plantes actinorhiziennes) (Giraed al. 2007 ; Normancket al. 2007 ; Pawlowski et Sprent

2008 ; Francheet al. 2009 ; Masson-Boiviret al. 2009 ; Hocheet al. 2011), ainsi que les
champignons mycorhiziens et la plupart des espéces végétales (Margtemse004;
Guidotet al. 2005 ; Parniske 2008). Le second type de symbiose correspond a la symbiose de
type associative, ou coopération, et est considérée comme une interaction facultaties entre
deux partenaires. Cette symbiose implique des microorganismes fongiques ou bactériens
stimulateurs de la croissance des plantes (appelés dans le second Péantd€&rowth-
Promoting Rhizobacterisou PGPR Raaijmakerset al. 2009 ; Richardsoret al. 2009;
Saharan et Nehr2011), et ils peuvent présenter deux types d’activités phytobénéfiques, a
savoir la phytostimulation (appelée quelquefois aussi biofertilisation) et la phytoprotection
(Couillerotet al. 2009 ; Lugtenberg et Kamilova 2009 ; Raaijmaladral. 2009). Les PGPR
phytostimulatrices ont un effet direct sur la croissance de la plante, par exemple via la fixation
de I’azote atmosphérique (nutrition azotée), la synthése de phytohormones ou en interférant

avec le métabolisme de 1’éthyléne (croissance racinajreoir Chapitre I; EI Zemranyet al.

2006 ; Herridgeet al. 2008 ; Prigent-Combaret al. 2008 ; Bashan et de-Bashan 2010). Les
PGPR phytoprotectrices agissent directement sur la plante en induisant une résistance
systémique chez cette derniére, ou indirectement en inhibant la croissance ou 1’activité de
phytoparasites microbiens outgétaux, via la synthése d’antimicrobiens (Couillerot et al.

2009 ; Kinkel et al. 2011). Certaines PGPR présentent a la fois des activités
phytostimulatrices et phytoprotectrices (Bladtal. 2006 ; Spaepeet al. 2007).

Les bactéries se somfifférenciées au cours de I’évolution, jusqu’a former une
multitude de taxons interagissant avec des plantes, et dont certains sont constitués ou
contiennent des PGPR. Les plantes ont de leur c6té développé des spécificités, et nous
pouvons penser que 1’évolution des plantes a entrainé des pressions de sélection sur les
bactéries du sol qui sont variables selon le génotype végétal. C’est peut-étre un facteur
important pour le recrutement de bactéries bénéfiques dans la rhizosphere. Néanmoins, tres
peu d’études ont visé a décrypter I'influence de I’évolution végétale sur les partenaires
bactériens. Connaitre I’impact de I’histoire évolutive des plantes sur le recrutement bactérien
dans le sol permettrait de mieux comprendre et d’améliorer le fonctionnement des deux
partenaires de I’interaction. C’est le fonctionnement de la communauté microbienne
rhizosphérique totalecest a dire I’association d’un grand nombre d’interactions bénéfiques
ou déléteres- qui influence le développement des plantes. Or, seules des coévolutions plante-
symbiote fixateur d’azote ont ét¢ analysées pour des genres bactériens spécifiques (Parker et
Spoerke 1998 ; Martinez-Romero 2009 ; Popaeficl. 2010). Tandis que des études récentes
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suggerent une relation entre les groupes phylaggrs ou espéces d’hotes eucaryotes

animaux et la composition des communautés bactériennes associées, dans le cas des
communautés bactériennes en interaction avec des mammiferegt(aéy2008a) ou des
insectes (Cheret al. 1999; Moranet al. 2008), aucune analyse portant sur I’impact de

I’histoire évolutive des plantes sur leur communauté bactérienne rhizosphérique associée

n’existe. Les bactéries associées aux h6tes animaux, qui ont un r6le dans le mode
d’alimentation ou la santé de 1’hote, résultent d’une spécificité d’interaction au niveau
cellulaire, aussi appelée coévolution au niveau moléculaire (Pazos et Valencia 2008). Des
mécanismes comparables d’interaction cellulaire ont ét¢ mis en place au cours de I’évolution

par les plantes pour le recrutement des bactéries du sol, comme cela a été démontré dans le
cas d’interactions hote-pathogénes (Stahl et Bishop 2000 ; Andersbial. 2010 ; Schulze-

Lefert et Panstruga 2011), et ils pourraiemhcerner 1’ensemble de la communauté
bactérienne. Il estonnu que différentes variétés d’une méme espeéce de plante peuvent
sélectionner des communautés bactériennes différentes (Sialiaal01998 ; Knauthet al.

2005 ; van Overbeek et van Elsas 2008 ; Airal. 2010 ; Inceogliet al.2010). De méme, le
génotype de plante influe sur le recrutement de groupes fonctionnels de bactéries au niveau de
leur abondance (Picard et Bosco 2006 ; Coahal. 2009 ; Meyeret al. 2010), diversité
(Engelhardet al. 2000 ; Knauthet al. 2005 ; Coelhcet al. 2009 ; Meyeret al. 2010) et/ou

activité (Okubara et Bonsall 2008 ; Abi-Ghanetral. 2010). Toutefois, le role de I’histoire

évolutive des plantes dans ces différences de recrutement des bactéries du sol reste inconnu.
On peut donc se demander si I’histoire évolutive des végétaux va jouer sur certaines
populations bactériennes particui€pu sur I’ensemble de la communauté, et a quel niveau
taxonomique des plantes cet impact va se manifester.

Notre hypothése de travail est que les phénomenes de coévolution entre un héte

végétal et les communautés bactériennes associées sont importants. Dans ce contexte,

I’objectif général de cette these était de caractériser I’impact de I’histoire évolutive des
plantes, et plus particulierement celle dEsaceae sur la communauté bactérienne
rhizosphérique. Cet objectif se subdivise en deux objectifs particuliers, qui concernent les
deux modes de définition des communautés microbiennes.

D’une part, une communauté bactérienne peut étre considérée en termes
taxonomiques, c'est-a-dire au niveau de la composition en taxons (especes, genres, etc.). Dans
ce cas, des techniques de biologie moléculaire ciblant le gene codant la petite sous-unité de
I’ARN ribosomal, I’ADNr 16S, sont le plus souvent utilisées (Armougom et Raoult 2009 ;
Kyselkovaet al. 2009 ; Sanguiret al. 2009 ; Caporaset al. 2010), car elles permettent de
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s’affranchir d’étapes de culture (qui ne permettent de retrouver que 0,1 a 1% des bactéries
présentes dans le sol ; Torsvik et @vreas 2002). De plus, ce géne est ubiquiste et relativement
conservé chez toutes les bactéries, sa longueur {@D0Permet d’obtenir suffisamment
d’informations pour des études phylogénétiques, et les distances entre les séquences d’ADNr

16S reflétent largement les distances évolutives entre les organismes (Woese 1987), méme si
des transferts horizontaux sont possibles (Sclredwds 2003).

D’autre part, la communauté bactérienne peut étre considérée au niveau des différentes
communautés ou groupes fonctionnels qui la composent. A chaque fonction biologique va
correspondre un groupe fonctionnel d’organismes, qui appartiennent généralement a des
taxons différents (Polet al. 2001 ; Spaepest al. 2007 ; Prigent-Combarett al. 2008) et
donc les relations entre groupes fonctionnels et groupes taxonomiques sont souvent rares.
Certains génes codant une fonction donnée sont suffisamment conservés chez les différents
taxons impliqués pour permettre une étude de la totalité de la communauté fonctionnelle, les
parties plus variables du géne pouvant quelquefois étre utilisées pour la caractérisation
taxonomique des membres du group&tude d’une communauté fonctionnelle permet de
considérer les organismes possédant cette fonction (copies du gene), la fraction active de cette
communauté et son fonctionnement (expression du gene), et procure ainsi une vision des
processus biogéochimiques ou des interactions biotiques correspondantet(Bat?2806;
Niboyetet al. 2011 ; Urozet al.2011).

Dans ce contexte, le premier objedatif la thése était de déterminer si 1’histoire

évolutive desPoaceaeavait un impact sur la composition taxonomique de la communauté
bactérienne rhizosphérique totale, en se placant a la fois au niveau infraspécifique (entre
lignées de mais) et interspécifigue chezReaceae Pour cela, la communauté bactérienne
rhizosphérique totale a été analysée grace a une puce a ADN taxonomique développée au
laboratoire (Sanguiet al. 2006 ; Kyselkovét al.2009) et ciblant I’ARNr 16S. Les résultats

de composition de la communauté bactérienne ont ensuite été comparés a la structuration
génétique des plantes,nsii qu’aux distances (phylo)génétiques entre lignées ou espéces
végétales.

Le deuxiéme objectide la thése était de déterminer si 1’histoire évolutive des Poaceae

influencait le recrutement et le fonctionnement d’une communauté fonctionnelle de bactéries.
Le groupe fonctionnel choisi est celui des bactéries fixatrices d’azote, car il a un role
important dans le développement de la plante (Frarstheal. 2009) et correspond
majoritairement (mais pas uniquement ; Lugtenberg et Kamilova 2009 ; Richatsbn
2009) a un groupe de PGPR. En effet, I’azote est une ressource minérale essentielle mais
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limitante pour le développement des plantes (Herriglgal. 2008), et dans le sol une part
importante de 1’azote est présente sous la forme de gazoNindisponible pour les végétaux. La
fixation de 1’azote s’effectue via un complexe enzymatique appelé nitrogénase, composée de

deux sous-unités, dont la nitrogénase réductase codée par laifge(i2ixon et Kahn 2004).

Ce gene a été largement utilisé pBétude des microorganismes fixateurs d’azote (Coelho et

al. 2009; Prakamhanet al. 2009; Castro-Gonzalezt al. 2011 ; Turket al. 2011), car il est
hautement conservé entre les différents diazotrophes, et sa phylogénie est fortement corrélée a
celle deI’ADNr 16S (Zehr et al. 2003), ce qui en fait le marqueur de choix pour étudier les
communautés diazotrophes du sol. Dans cette these, la taille de cette communauté
fonctionnelle et la quantité de transcrits dans la rhizosphére de différents génotypes de plantes
ont été mesurées par PCR quantitative, et la diversité des genes et des traftsa@itsté

étudiée par TRFLP, afin de déterminer I’impact de I’histoire évolutive des Poaceaesur cette
communauté fonctionnelle.

Ce manuscrit comporte cing chapitres. Le premier chapitre est une synthése

bibliographique concernant 1’impact de I’histoire évolutive des hotes eucaryotes sur les
communautés bactériennes associées, en traitant des étapes de colonisation impliquées et des
conséquences sur les populations présentes, en termes de taille, de diversité et de

fonctionnement. Le deuxiéme chapitrgite de 1’impact de I’histoire évolutive du mais sur la

composition taxonomique de la communauté bactérienne totale. Pour cette étude, deux lignées
pures appartenant aux cing groupes génétiques de mais présents a travers le monde ont été
cultivées dans du sol, en conditions de serre. La composition de la communauté bactérienne
rhizosphérique, obtenue par puce a ADN taxonomique 16S, a été comparée a la structuration
des groupes génétiques de mais et aux distances génétiques entre lignées (Partie

expérimentale 1). Le troisiéme chapittacerne 1’évolution des Poaceaeet leur impact sur la

composition taxonomique des communautés bactériennes totales associées. L’histoire
évolutive des céréale®gaceag a été prise en compte en étudiant quatre lignées de mais
(issues de deux groupes génétiques) et différentes céréales plus ou moins éloignées
phylogénétiquement du mais. La composition de la communauté rhizobactérienne obtenue par
puce a ADN taxonomique 16S a été comparée aux distances phylogénétiques entre ces

différentes céréales (Partie expérimentale 2). Le quatrieme chapitreond a 1’étude de la

communauté fonctionnelle des bactéries fixatrices d’azote en fonction des différentes
Poaceaeutilisées dans le chapitre précédent (a savoir la partie expérimentale 2), en termes
d’effectif (PCR quantitative sur les génes nifH) et d’expression génique (RT PCR quantitative

sur les transcritaifH) de cette communauté. Une étude de la diversité de cette communauté
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fonctionnelle a également été mise en place, pBRFIIP sur ’ensemble des échantillons

(Partie expérimentale 3). Le cinquiéme chapitre correspond a une discussion et une

conclusion génate de la these, ainsi qu’a I’ouverture de nouvelles perspectives.
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Introduction

L’apparition de la vie et I’évolution des organismes depuis des milliards d’années restent
des domaines mal compris et sujets a de hombreuses théories. Néanmoins, certaines données
nous permettent de mieux cerner la chronologie de 1’évolution de la vie. Les premiere formes
de vie seraient apparues dans les océans il y a environ 3,8 milliards d’années sous formes de
protobactéries chimiosynthétiques (Nisbet et Sleep 2001). Les interactions des cellules
primitives avec le milieu abiotique auraient permis la mise en place des principaux
métabolismes chimiolithotrophes et organotrophes (Baymanal. 2003). L’activité
métabolique primitive contribua a I’évolution de 1’environnement, entrainant les adaptations
des organismes cellulaires (Ragainal. 2009). Ces protobactéries seraient a 1’origine du
dernier ancétre commun LUCAaét universal common ancestaux bactéries, archées et
eucaryotes (Forterret al.2005). Toutefois, en 1’absence de fossiles 1’évolution de la vie dans
les premiers temps géologiques reste sujette a controverse.

Les stromatolithes sont les plus anciennes structures fossiles d’origine biologique
connues (dés 3,5 milliards d’années environ ; Allwood et al. 2009). Ce sont des constructions
sédimentaires (le plus souvent) carbonatées, formées d’une superposition de lamines
millimétriques précipitées par 1’activité biochimique de micro-organismes, principalement des
bactéries photosynthétiques (cyanobactéries). Leur existence de fagon si précoce dans les
enregistrements fossiliferes démontre que les cyanobactéries sont un groupe de bactéries qui
s’est différencié tres tot. En particulier, les cyanobactéries seraient les seuls organismes
photosynthétiques préssrau moment ou I’atmosphére est devenue oxydante, c’est a dire
responsables de I’évolution vers une atmosphere moderne riche en O».

Par la suite, des fusions de cellules procaryotes auraient généré les premieres cellules

eucaryotes pourvues d’un noyau et de mitochondries (de Duve 2007 ; Gross et Bhattacharya
2009). Ces eucaryotes primitifs seraient apparus il y a environ 2,7 milliards d’années d’apres
I’étude de biomarqueurs hydrocarbonés (Brocks et al. 1999), ou il y a 1,8 milliards d’années
si on combind’étude de fossiles a la phylogénie de génes marqueurs (Parfrey et al. 2011).
Trés rapidement les eucaryotes se sont différenciés pour générer les trois regnes supérieurs
classiques. Pour le regne végétal, certaines cellules auraient fusionné avec des bactéries
photosynthétiques (cyanobactéries ancétres des chloroplastes ; Cavalier-Smith 2000) pour
former des algues unicellulaires, ancétres des algues pluricellulaires a 1’origine des plantes

supérieures, il y a au moins 1,5 milliards d’années (Martin et al. 2003 ; Yooret al. 2004). En
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paralléle, d’autres types d’organismes unicellulaires ont évolué et généré le regne des
champignons et celui des animaux, dont les plus vieux fossiles connus datent de 635 millions
d’années (Peterson et al. 2008 ; Loveet al. 2009).

L’enrichissement en oxygeéne de l'atmosphére eut pour conséquence la formation de la
couche d'ozone. Cette couche d'ozone arréte la plupart des rayons UV nocifs pour les
organismes et a rendu possible la colonisation des terres émergées par les étres vivants dont
les premiers ont étkes végétaux, il y a environ 500 millions d’années (Kenrick et Crane
1997 ; Gensel 2008 ; Steemaes al. 2009). Depuis, la vie a continué a évoluer dans
I’hydrosphére, la lithosphére et une partie de 1’atmosphére, s’adaptant aux conditions
environnementales changeantes et a 1’évolution des interactions biotiques. Ainsi, les pressions
de sélection entrainant 1’évolution des individus sont de multiple nature dans un
environnement donné et peuvent étre liées (i) aux conditions naturelles environnantes
abiotiques (pH, lumiére, salinité, température...) ou (ii) aux interactions biotiques entre les

organismessymbiose mutualiste, compétition, prédation... ; Tableau 1).

Tableau 1: Tableau de coactions entre especes différentes. Dajoz 2006.

Espeéces réunies Espéces séparées
Types de coactions e
Espece A | Espéce B | Espéce A Espece B
NEBERISTRG & vom i wo 90 B on 5ok o5 55 4 0 0 0 0
Compétition ...... g._..f ............ = = 0 T e
MUERANEIE: o wan o vy i s o8 spws o) Ll -+ WV
CODPERABONY con we s s Gsvss ki 44 abil » I -+ - 0 o Ww-(j o
Commensalisme (A comméﬁ—sale de B).- + 0 6 —_ 0
Amensalisme (A amensale de B). ... .. - -0 0 0
Parasitisme (A parasite, B hote). .. ... a3 — e 0
Prédation (A ;rédaleur, B proie) ... .. +- T - Om .

0 : les espéces ne sont pas affectées dans leur développement.
+4- @ le développement de I’espéce est rendu possible ou amélioré.
— : le développement de I’espece est réduit ou rendu impossible.
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Dans ce chapitre, nous focaliserons essentiellement sur les interactions biotiques, car
elles ont conduit a une grande diversité suite a I’influence réciproque des différents
organismes impliqués dans I’interaction, qui ont conduit a une coévolution des partenaires.
Nous ferons tout d’abord un bilan des différents types de coévolutions résultant de
I’interaction prolongée de ces organismes, ainsi que des mécanismes d’interaction résultant de
cette coévolution. Dans un deuxiéeme temps, nous nous intéresserons a un modele de
coévolution particulier, celui des interactions entre plantes et microorganismes du sol, en
mettant en avant I’impact de 1’histoire évolutive des plantes sur les communautés de bactéries
phytobénéfiques. Enfin, nous étudierons un autre typeeraction entre les plantes et les
bactéries du sol, en focalisant sur I’impact de I’évolution des plantes sur la diversité et le

fonctionnement des communautés microbiennes associées.

|/ Evolution et coévolution entre organismes

L’évolution conjointe de différents organismes suite a leur interaction prolongée est
aussi appelée coévolution. Ce terme a été utilisé pour la premiere fois par Ehrlich et Raven en
1964, qui I’ont défini comme une interaction entre deux ou plusieurs groupes majeurs
d’organismes ayant une relation écologique proche et évidente. En résumé, la coévolution est
un processus clef qui produit et maintient 1’équilibre du réseau complexe des interactions
entre especes (Ehrlich et Raven 1964, Thompson 2005). Depuis, des phénomenes de
coévolution ont été décrits pour un grand nombre d’especes appartenant aux différents regnes
vivants, et concernent différents types d’interactions (bénéfiques a déléteres). Ils peuvent étre
étudiés a deux échelles évolutives : la macroévolution, qui compare plusieurs espéeces et donc
prend en compte ’histoire évolutive de ces espéces, et la microévolution, qui traite des
différences génétiques existantes pour un trait donné et donc des traits moléculaires associés a
ces interactions (Futuyma et Agrawal 2009). Dans ce chapitre, nous ferons le bilan des
différents types de coévolutionsonnues (a 1’échelle macroévolutive), en s’intéressant
¢galement a I’identification des différents mécanismes entrant en jeu dans la coévolution (a
I’échelle microévolutive). Pour cela, nous traiterons des coévolutions entre deux partenaires

particuliers : proies et prédateurs, hotes et pathogenes, et hotes et symbiontes.

|.1 La coévolution proie/prédateur

Les coévolutions entre proies et prédateurs concernent des interactions entre especes,

et ont conduit a I’apparition d’une spectaculaire biodiversité. Un grand nombre d’études
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traitent de la relation entre les plantes et leurs herbivores (notamment les insectes), car elle
constitue 1’un des maillons essentiels de la chaine alimentaire. Cette interaction a d’ailleurs

éte le sujet de la premiére étude traitant de coévolution, effectuée par Ehrlich et Raven (1964).
Ces derniers ont fait I’hypothése qu’une plante, a chaque génération, améliore ses défenses
chimiques ou en développe de nouvelles pour échapper aux insectes phytophages. En retour,
de moins en moins d’insectes phytophages vont résister a ces toxines. Néanmoins certains

insectes vont résister aux nouvelles molécules synthétisées par le végétal, et seront
susceptibles d’engendrer une descendance capable de résister aux toxines. En retour cette
nouvelle génération va pouvoir consommer plus de plantes, et seules les plantes qui
synthétiseront une toxine différente vont pouvoir résister. Ces processus peuvent cnduire
une radiation de 1’espéce d’insecte, aboutissant a des especes adaptées a des plantes
différentes. Suite a ces évolutions successives, des insectes proches vont avoir tendance a
utiliser des plantes proches, conduisant a une phylogénie comparable entre insectes
phytophages et plantes, comme décrit par Futuyma et Agrawal (2009) (Figure 1).

Phylogénie de la P Phylogénie de
plante 7 fers I’insecte phytophage

i/:l—'_

Figure 1: Conceptualisation de I’hypothése émise par Ehrlich et Raven de coévolution de type fuite et
radiation. Dans ce scénario hypothétique, les fleches présentes entre les deux pylegérgentent
I’hote utilisé comme nourriture. Pour la phylogénie de la plante, le noir indique le phénotype ancestral
de défense, le jaune correspond a 1’évolution de quelques nouvelles défenses, et le jaune hachuré de
rouge indique 1’évolution d’une nouvelle défense supplémentaire. L’évolution des contre-adaptations

est indigiée de maniére similaire pour la phylogénie de I’insecte phytophage. Futuyama et Agrawal
20009.
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Dans de nombreuses études, la coévolution entre proies et prédateurs a été généralisée
a un concept d’oscillation de populations antagonistes, suite a des changements adaptatifs de
traits controlant 1’interaction, résultant d’une évolution génétique ou d’une plasticité
phénotypique (Mougi et lwasa 2011). Ce concept, aussi appelé métaphore de la Reihe Rouge
par van Valen (1973), met en évidence une adaptation d’une espece pour augmenter sa
performance ou sa survie Vis¢&- d’un ennemi naturel, qui en retour s’adapte et tend a
restaurer 1’équilibre initial des forces. Cette théorie, correspondant a une course a I’armement,
a été largement utilisée pour modéliser les interactions entre proies et prédateurs (Abrams
2000 ; Fussmanet al. 2007 ; Mougi 2010). Cette théorie de la coévolution est issue de
I’observation que la probabilité d’extinction d’une espece ou d’un clade reste constante tout
au long de son évolut dans le temps : I’effort d’adaptation d'une espéce n’atteint jamais
completement son but et est toujours a recommencer, indépendamment des changements de
I’environnement physique.

Ce sont les facteurs biotiques qui constituent le principal moteur de 1’évolution et
I’essentiel de la pression de sélection qui s’exerce sur les é€tres vivants. Chaque avancée
évolutive d’une espece face a son environnement contraint les autres a s’adapter en retour, car
cette évolution des uns est percue comme une détériodati®écosysteme par les autres : les
especes sont obligées d’évoluer pour ne pas étre dépassées par les organismes auxquels elles
sont confrontées. Les évenements adaptatifs des proies et des prédateurs sont parfois longs a
se mettre en place, notamment a cause du temps de génération longs de certaines especes.
Toutefois, un grand nombre de ces modifications adaptatives des especes de proies et de
prédateurs sont aujourd’hui visibles dans la nature (Théry et al. 2005 ; Domenicet al. 2007,
Fowleret al.2009).
Les proies doivent en permanence trouver de nouvelles stratégies afin d’éviter leurs
prédateurs. Une des stratégies majeures utilisées est le camouflage, qui permet aux espéeces de
se fondre de leur environnement et ainsi d’étre moins visibles par les prédateurs. Un des

exemples les plus connus est celui du papillon de Biston betularia qui existait

! La métaphore de la reine rouge a été inspirée du deuxieme volet d’Alice au pays des merveilles — De I'autre coté du miroir de Lewis
Carroll. L'extrait suivant illustre cette course ou rien ne bouge c’est a dire pour la coévolution garder le méme équilibre d’interactions:

- « Juste a ce moment, je ne sais pourquoi, (Alice et la Reine Rouge) se mirent a courir. Ce qu'il y avait de plus curieux, c'est que les arbres
et tous les objets qui les entouraient ne changeaient jamais de place : elles avaient beau aller vite, jamais elles ne passaient devant
rien. « Je me demande si les choses se déplacent en méme temps que nous ? » pensait la pauvre Alice, tout intriguée.

Et la Reine semblait deviner ses pensées, car elle criait : « Plus vite | Ne parle pas ! »(...) Alice regarda autour d'elle d'un air stupéfait.

- Mais voyons, s'exclama-t-elle, je crois vraiment que nous n'avons pas bougé de sous cet arbre ! Tout est exactement comme c'était !

- Bien sr, répliqua la Reine ; comment voudrais-tu que ce fat ?

- Ma foi, dans mon pays a moi, répondit Alice, encore un peu essoufflée, on arriverait généralement a un autre endroit si on courait trés
vite pendant longtemps, comme nous venons de le faire.

- On va bien lentement dans ton pays ! Ici, vois-tu, on est obligé de courir tant qu'on peut pour rester au méme endroit. »
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initialement sous une forme clairgygica), et dont une forme sombreafbonarig a été
sélectionnée a proximitégdyvilles industrielles d’Angleterre a partir des années 1850 (Figure
2A). La formecarbonaria permettait a ces papillons d’étre moins visibles par leurs oiseaux
prédateurs lorsqu’ils se posaient en journée sur les troncs d’arbres devenus sombres suite au

dépdt de charbon et de pollutiaomosphérique résultant de 1’industrialisation (Kettlewell

1961 ; Majerus 2009). Un grand nombdéespéces a développé le camouflage dans
I’environnement en modifiant leur couleur pour échapper aux proies (Oxford et Gillespie
1998 ; Théry et Casas 2002 ; Sacra Garcia et Sih 2003 ; €haty2005 ; Stuart-Foxt al.

2004 ; Adamcet al. 2006 ; Kelmaret al. 2007 ; Stuart-Foxt al. 2008 ; Stevens et Merilaita
2009). D’autres formes de camouflage sont apparues au cours de 1’évolution, comme (i)
I’homotypie, ou les especes prenda forme d’éléments inanimés tels que des feuilles, des
pierres ou des brindilles, comme par exemple les phasmes (Figures 2B et 2C, Purser 2003
Skelhornet al. 2010) (ii) I’aposématisme qui correspond a 1’émission de signaux d’alarmes

pour le prédateur comme des couleurs vives (Figure 2D ; Magipas2005 ; Merilaita et
Tullberg 2005 ; Svadovat al. 2009), (iii) le mimétisme ou les proies ressemblent a des
especes non comestibles par leur prédateur (Figure 2E ; Greene et McDiarmid 1981 ; Turner
et Speed 1999 ; Turner 2006 ; Darst et Cummings 2006).

Le camouflage des proies est largement utilisé dans la nature, mais ne constitue pas le
seul moyen de défense développé au cours de I’évolution. En effet, des structures défensives
particulieres sont également utilisées, comme les épines chez les plantes ou les piquants chez
les animaux (Figures 3 ; Lev-Yadun 2001 ; Inbar et Lev-Yadun 2005). Le porc-épic a ainsi
développé une défense basée sur un recouvrement d’une grande partie de son corps par des
piquants, qui sont en fait une évolution des poils, afin de se protéger de ses prédateurs (Speed
et Ruxton 2005 Chernova 2006). Enfin, une fagon efficace d’échapper aux prédateurs a été
de changer de physiologie, comme augmenter sa vitesse ou aiguiser ses sens, ce qui permet de
visualiser ou de sentir le danger avant que le prédateur ne soit a portée, et donc de fuir avant
d’étre attaqué (Iriarte-Diaz 2002 ; Domeni@t al. 2007 ; Jonget al. 2008; Miller-Schwarze
2009). Ainsi certains animaux comme les gazelles, peuvent presque atteindre les 100 km/h
afin d’échapper aux lions ou aux guépards.

En réponse a cette course a la défense, 1’évolution des prédateurs a emprunté
différentes stratégies. Les modifications physiajags sont prépondérantes dans 1’évolution
des prédateurs. Par exemple, 1’acuité visuelle est souvent meilleure chez les prédateurs, car ils
doivent repérer leurs proies bien avant I’attaque. Leur yeux sont généralement plus gros et
placés sur le devant de la téte afiavoir une vision en trois dimensions et une meilleure
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estimation des distances, alors que les proies ont les yeux sur le c6té de la téte, ce qui leur
permet d’avoir une vision plus large (Hall et Ross 2007 ; Martin 2007 ; Stobbet al. 2009 ;

Moller et Erritzee 2010). Le meilleur exemple d’une vision trés développée est celui des

aigles, qui peuvent repérer leurs proies a plus de 30 km. L’odorat est également un sens tres

important chez les prédateurs (Arioal 2004 ; Huguegt al. 2010 ;Stevens 2010). Il permet

ainsi a un requin de repérer ses proies a plusieurs kilometres de distance, grace a des cellules
sensorielles extrémement développées situées dans des cavités olfactives sous le museau
(Tricaset al.2009).

En plus de leurs sens exceptionnellement développés, les prédateurs ont développé des
stratégies particulicrement efficaces de chasse. C’est le cas de phénotypes particuliers comme
les becs, les crocs, les serres, ou le venin (Staakak 2007 ; Barlowet al. 2009 ; Fowleret
al. 2009, qui sont des structures permettant de tuer les proies en quelgues secondes. Le venin
est une substance hautement toxique, dont la composition varie en fonction du régime
alimentaire du prédateur (Mackesstyal. 2006; Barlow et al. 2009). Enfin, de méme que les
sens, la vitesse est un élément essentiel chez les prédateurs, tout comme chez les proies. Le
guépard en est I’évolution ultime, pouvant atteindre plus de 100 km/h (Sharp 1997), cette
vitesse résultant d’une évolution des fibres musculaires et de la morphologie globale (Koéin
al. 2011).

Les interactions entre proies et prédateurs ont conduit a de nombreux phénomenes
adaptatifs, et a ’apparition d’un grand nombre d’évolutions. Les exemples cités ci-dessus ne
regroupent pas la totalitées techniques d’échappement aux prédateurs retrouvées dans la
nature, mais permettent de mettre en évidence leur grande diversit¢ et I’ingéniosité des
adaptations. La théorie de la reine rouge, émise par van Valen, suggere que les espéces
soumises a unergssion de sélection doivent évoluer en permanence, et qu’ainsi les efforts
d’adaptation sont a recommencer continuellement et que la probabilité d’extinction des
especes reste ainsi constante. On peut donc supposer que de nouvelles adaptations vont

apparaitre, toujours plus étonnantes, augmentant ainsi la biodiversité.
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Forme carbonaria

Figure 2: Exemples de stratégies de camouflage des proies pour échapper aux prédateurs. (A)
Sélection d’une couleur sombre (forme carbonarig chezBiston betulariapar rapport a la couleur
initiale (formetypica), afin d’échapper aux oiseaux prédateurs lorsqu’ils se trouvaient sur des arbres

noircis par la pollution résultant de [D’industrialisation en Angleterre (H.B.D. Kettelwell,

1973, Industrial Melanism, Oxford Univ. Press, Oxford, U.K.). (B) Camouflage par homotypie de
phasmes ou (C) des papillons. (D) Les coccinelles a sepfs@aecinella septempunctatont un
exemple d’aposématisme. La coloration ostentatoire alerte les prédateurs de la toxicité des proies
(Mappeset al.2005). (E) Mimétisme de couleur du serplidrurus langsdorffilen bas) par rapport a

un autre serpent vivant dans la méme région mais étant venimsuRrolamprus guentherfen

haut). Greene et McDiarmid 1981.
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Figure 3 : Epines ostentatoires dans le régne animal et végétal. (A) Epinesadpds#érieur de la
sauterelleAnacridium aegypticum(B) Epines noires et blanches du porc-épic indien aigrditesix
indica, (C) Epines dorsales d'un rougdtllus sp., (D) Spondylussp., (E) Glochides jaunes sur
Opuntia microdasyqF) Epines dé&lotocactussp., (G) Epines dAloe saponarialnbar et Lev-Yadun
2005.
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[.2 La coévolution hbéte/pathogéene

Les études sur les relations entre hotes et pathogénes sont souvent basées sur un concept
d’interaction durable entre des couples d’espéces (Woolhouse et al. 2001; Crisholm et al.
2006). Or, des pathogénes peuvent souvent infecter un large spectre d’hotes, et les hotes sont
également souvent au contact d’une grande variété de pathogenes. De méme que dans
I’interaction entre proies et prédateurs, une course a 1I’armement s’effectue entre les hotes et
leurs pathogenes. Cette course va aboutir a plusieurs stratégies adaptatives différentes, et
notamment au niveau de la spécificité d’hote des pathogenes, ou de la spécificité de lutte
contre les pathogenes des hétes (Saikkehah 2004 ; Barretet al. 2009).

La coévolution entre un hote et ses pathogénes ou parasites favorise des modifications
génétiques comme la recombinaison ou la mutation. Les mémes phénomeénes existent
certainement pour la coévolution proies-prédateurs, mais sont surtout étudiés dans un contexte
de coévolution hétes-pathogenes. La recombinaison peut ainsi faire apparaitre de nouveaux
groupes génétiques d’espéces, et la mutation de nouveaux alleles de genes non adaptés a
I’autre partenaire (Fischer et Schmid-Hempel 2005 ; Pakt al. 2007). Ces modifications
génétiques vont aboutir a I’apparition de nouvelles fonctions de défense chez 1’hote ou
d’attaque chez le pathogéne. La coévolution des hotes et de leur pathogéne ou parasite
implique des adaptations couteuses en énergie (Bergalsbri996 ; Rausher 2001 ; Schulte
et al. 2010), notamment lorsque de nouveaux métabolites sont produits comme des toxines,
modifiant ainsi la fitness des partenaires (Simms et Rausher 1987 ;df@d2008). Ainsi,

il a ét¢ montré qu’un champignon pathogéne possédant un grand nombre de genes de
virulence haute virulence) était sélectionné pour 1’infection de plantes fortement résistantes

aux pathogenes, mais émettaient peu de spores, alors qu’une souche pathogéne moins
virulente infectait des plantes sensibles en émettant un grand nombre de spores (forte
agressivité), suggérant un codt a la production de génes de virulence en quantité importante
(Thrall et Burdon 2003).

Lorsqu’un hoéte est attaqué par un pathogene, deux types de stratégies de défense
peuvent étre mis en place : la résistance et la tolérance éRab@008 ; Schneider et Ayres
2008 ; Medzhitov 2009). La résistance résukel’intervention du systéme immunitaire et
limite la croissance du pathogene, dont un exemple bien connu comme la vaccination prouve
son efficacité de lutte contre une infection. Le principe de la résistance repose sur une
reconnaissance de 1’agent pathogene par le systeme immunitaire, qui sera alors neutralisé par

des effecteurs spécifiques. La tolérance est au contraire un mécanisme qui ne détruit pas
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directement le pghogéne mais limite son action nocive et permet ainsi d’augmenter la fitness

de I’hote (Read et al. 2008). Par conséquent, la résistance est définie comme ’inverse de la

quantité de pathogéne présente et donc plus la résistance de I’hote augmente plus la quantité

de pathogéne présent diminue, alors que la tolérance est définie comme la pente de la réaction
de I’hdte a I’infection, une pente faible représentant une forte tolérance (Figure 4). Ces deux
mécanismes évolutifs de controle de la santé de 1’hte sont retrouvés aussi bien chez les
animaux que chez les plantes (Rausher 2001 ; Radtem. 2009 ; Readet al. 2008;
Schneider et Ayres 2008 ; Baucom et de Roode 2011).

Santé de 1’hote
O

Quantité de pathogénes

Figure 4 : Figure schématique représentant la réaction de deux génotypes d’hdtes (lignes bleues et
rouges) en sévérité de la maladie en réponse a des infections d’intensité différentes chez les individus
hétes (points). (A) Deux génotypes présentant la méme tolérance mais @mcésisiifférentes. Ici
le génotype rouge présente une plus faible quantité de parasites (plustyédistemintient ainsi une
meilleure santé quand il est infecté. (B) Deux génotypes de résistance étpiiframe quantité de
parasites) mais le génotype rouge est moins tolérant (déclin de la santé pluavepidee hausse de
la quantité de parasites). (C) Les génotypes different au niveau de leamdelét de leur résistance.
Le génotype de plus tolérant (bleu) est moins résistant, et les deux génotypes ontffinaiem
moyenne le méme statut sanitaire quand ils sont infectés. (D) les génotypes hotiEsem di au
niveau de leur résistance (méme quantité de parasite moyen) ni au niveau érance (méme
pente). Adapté de Readtl al. 2008.
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Ces deux stratégies de défense ne vont pas avoir le méme impact évolutif sur le
pathogene. Dans le cas de mécanismes de résistance de I’hote, le pathogeéne va avoir tendance
a développer des traits antagonistes pour pouvoir croitre, alors que la tolérance va conduire a
une plus longue vie de 1’hdte, mais également du pathogeéne qui pourra vivre dans 1’hdte, ce
qui aboutit a une plus faible pression de sélection et donc a une évolution moins rapide des
deux partenaires (Svensson et Raberg 2010 ; Baucom et de Roode 2011). De plus, des études
ont montré que ces deuxécanismes n’évoluent pas de la méme maniere. Les hétes utilisant
une stratégie de résistance vont évoluer par polymorphisme et non par fixation d’un trait
spécifique dans une population. En effet, si les genes conférant une résistance sont diffusés a
travers toute la communauté des hotes, I’infection des hotes par ce pathogene va disparaitre,
et les genes de résistance deviennent alors un fardeau génétique (Roy et Kirchner 2000
Miller et al. 2005). Par contre, les mécanismes de tolérance vont avoir tendance a étre fixés,
car leur diffusion a travers la communauté ne va pas empécher la transmission du pathogene
(Roy et Kirchner 2000 ; Milleet al. 2005).

En conclusion résistance et tolérance jouent un rdle important dans 1’écologie et
I’évolution des hotes animaux et végétaux, mais également dans celle des pathogenes ou
parasites. Ces mécanismes aboutissent a une grande diversité génétique des deux partenaires,
s’adaptant en permanence aux stratégies mises en place par le partenaire opp0osé (Schultest

al. 2010).

|.3 La coévolution hbte-symbiote

Au cours de I’évolution, des microorganismes a 1’état libre se sont adaptés pour devenir
des microorganismes vivant strictement ou de facon facultative dans un hoéte, les partenaires
étant appelés symbiotes. Le terme symbiote provient dugynecsignifiant « avec » diiote
signifiant « la vie », et défini une interaction durable entre deux ou plusieurs organismes, et a
été introduit par Anton de Bary en 1879 (de Bary 1879 ; Portier 1918). La symbiose peut étre
définie comme une interaction a bénéfice réciproque entre les partenaires, et elle est souvent
qualifiée de symbiose mutualiste (Douglas 1994). Cependant, de Bary avait défini la
symbiose de facon plus large, ou le niveau de spécifidittatérieur de I’hote définit si la
symbiose est facultative ou obligatoire, et I’effet de la symbiose sur la santé des partenaires
permet de qualifier ’interaction de parasitisme, mutualisme ou commensalisme (Ruby et
Goldner 2007). De méme, selon lacdhisation du symbiote dans 1’hdte, les termes

endosymbiose ou ectosymbiose s’appliquent (Dale et Moran 2006 ; Moya et al. 2008). Dans
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cette partie 1.3, nous nous intéresserons plus particulierement au cas des symbioses
obligatoires entre un hote eucaryote et son symbiote.

Les symbiotes bactériens ont une origine environnementale ou maternelle. La
transmission est dite verticale lorsque les symbiotes sont directement transmis du parent a sa
progéniture (Buchner 1965 ; Frank 1996). Ce mode de transmisgiabord été décrit pour
les endosymbiotes primaires des insectes, telles les bactéries diBgehnera Il a plus
récemment ét¢ mis en évidence pour les endosymbiotes des clams vésicomidés des sources
hydrothermales du genfgalyptogengCary et Giodnnoni 1993). Lorsque I’hote acquiert ses
symbiontes a partir de 1’environnement, 1’acquisition est dite horizontale. Ce mode de
transmission est notamment observé dans les associations entre les Iégumineuses (fabacées) et
les Rhizobium entre le calamaEuprymna scolopest les bactéries luminescentegrio
fischer, ou encore entre le ver tubicoRiftia pachyptila et son symbiote Candidatus
Endoriftia persephonehimiolitotrophe (Nussbaumet al. 2006 ; Chaston et Goodrich-Blair
2010). Dans les cas de coévolution, la co-spéciation est plus stricte avec des symbiotes hérités
verticalement.

La symbiose peut avoir un rdle important dans 1’évolution des especes impliquées
dans cette relation, car elle peut nécessiter la formation de nouvelles structures cellulaires
et/ou voies métaboliques chez les deux partenaires. Le plus souvent, ces structures ou voies
métaboliques chez le symbiote microbien servent a apporter des nutriments déficients chez
I’hote, et en retour, le symbiote microbien a & sa portée une large gamme de meétabolites
produits par I’hote (Minic et Hervé 2004 ; Zientz et al. 2004 ; Kneipet al. 2007). Beaucoup
de symbioses étudiées concernent les symbioses entre des gammaprotéobactéries et des
insectes, commauchneraet les aphides (Baumaret al. 1995 ; Brinzaet al. 2009;
Shigenobu et Wilson 2011), les alphaprotéobactéries avec les plantes Iégumineuseg{Giraud
al. 2007 ; Pawlowski et Sprent 2008 ; Masson-Boatial. 2009), ou les actinobactéries avec
les plantes actinorhiziennes (Normaetdal. 2007 ; Franchet al. 2009 ; Hocheet al. 2011),
mais les symbioses entre eucaryotes et procaryotes sont retrouvées chez la plupart des grands
groupes phylogénétiques existants (Meyal.2008 ; Figure 5).
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Figure 5: Distribution phylogénétique des symbioses, indiquant les classes de bactéries et d’archées a
I’intérieur desquelles une association existe avec des hotes eucaryotes. Moyaet al. 2008.
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Lors d’une coévolution entre deux partenaires, de nombreux changements vont avoir
lieu, notamment une réduction non négligeable de la taille du génome du microsymbiote
(Wernegreen 2002). En effet, de hombreux génes deviennent inutiles ou redondants chez le
microsymbiote, du fait d’un environnement plus stable et donc moins complexe a affronter
que celui d’organismes a 1’état libre, ou de la présence de mémes génes chez 1’hote (Pérez-

Brocalet al. 2006 ; Moyaet al.2008). La réduction du génome va ainsi s’accompagner d’une
baisse de la proportion d’éléments transposables et de la perte de génes ayant une fonction
métabolique ou structurale (Fostdral. 2005 ; Pérez-Brocadt al. 2006 ; Moyaet al. 2008).
Par exemple, les éléments structuraux comme leslidage sont plus nécessaires lors d’une

vie symbiotique, lorsque le microsymbiote n’a plus a coloniser les cellules d’un héte, et les
¢léments transposables peuvent devenir délétéres s’ils provoquent la perte de fonctions
essentielles a la symbiose (Moga al. 2008). Toutefois, le microsymbiote doit maintenir
suffisamment de fonctions pour survivre et se reproduire dans 1’hote, et également apporter un
avantage a son héte, notamment au niveau nutritionnel (Tetnah2002). Les exemples les
plus «abotis» de réduction de génome d’un microsymbiote sont ceux de
I’alphaprotéobactérie (Rickettsiales a 1’origine des mitochondries, ou celui de la
cyanobactérie a 1’origine des chloroplastes, qui sont devenus des organelles de leur hote
eucaryote, et dont les existences sont maintenant indissociables (Gross et Bhattacharya 2009
Falconet al. 2010).

En retour, pour aboutir 2 une symbiose il faut que I’hote eucaryote coévolue en
s’adaptant a la présence de cellules étrangeres dans son organisme ou ses cellules. L hote peut
développer des cellules spécialisées afin de contrdler la population du symbiote, et adapte son
systéme immunitaire a cette présence. Par exemple, la reconnaissance de motifs moléculaires
présents sur I’enveloppe cellulaire du microsymbiote par des récepteurs de I’hote conduit a
une inhibition de la réponse du systeme immunitaire (Hetldl. 2005; Zaidman-Rémyet
al. 2006). De plus, certains microsymbiotes ne vivant pas dans des vésicules, mais de facon
libre dans le cytosol ont perdu le gémeaA impliqué dans I’initiation de la réplication de
I’ADN, suggérant un controle de I’abondance des bactéries symbiotiques par la cellule héte
(Akman et al. 2002 ; Gilet al. 2003). Enfin, 15% des espécésnsectes ont intégré des
bactéries symbiotiques dans des cellules spécialisées, appeléescytes, qui sont souvent
regroupées entrelles pour former un véritable tissu, le bactériome (Baumann 2005). Ces
insectes contrdlent la quantité de symbiotes en produisant des lysozymes induisant une

hydrolyse du peptidoglycane des bactéries dans les bactériocytes (Nalkalah@tos).
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L’adaptation de 1’hote et du microsymbiote lors de la coévolution implique un grand
nombre de modifications génétiques, et I’étude de I’interaction de deux partenaires permet de
mieux comprendre les systémes évolutifs mis en place. Toutefois, la nature fait cohabiter un
grand nombre de microsymbiotes au sein d’un méme hdte, ce qui rend les modeles bipartites
peu résolutifs des réels changements évolutifs résultant d’une interaction prolongée. En effet,
un symbiote n’est jamais présent seul dans une cellule eucaryote, et la réduction de son
génome peut étre le résultat non seulement d’une perte de fonctions non essenticlles a sa
survie, mais également d’une coévolution avec d’autres microsymbiotes complémentaires
(Nakabachiet al. 2005 ; Pérez-Brocadt al. 2006 ; Wuet al. 2006). Il est donc nécessaire de
tenir compte de tous les partenaires présents dans ’interaction pour mieux comprendre les

phénomenes de coévolution hote-symbiotes.

ll. Cas particulier de coévolution: les interactions plantes-bactéries
phytobénéfiques

Les microorganismes ont généralement une influence prépondérante sur la santé et le
développement des hotes eucaryotes qui les hébergent. C’est notamment le cas avec les
pathogénes. Or, au cours de 1’évolution entre eucaryotes et procaryotes, un grand nombre
d’interactions bénéfiques se sont aussi développées. Nous allons nous intéresser plus
particulierement aux phénoménes de coévolution existant entre les plantes et les
microorganismes du sol. Les espéces végétales ont évolué progressivement, pour former
différents groupes végétaux, et ’on considere qu’il existe de nos jours environ 400 000
especes de plantes (Botanic Gardens Conservation International,
http://www.bgci.org/worldwide/1521/). La longue évolution conjointe des plantes en
interaction avec les bactéries a conduit a des adaptations chez les partenaires, les plantes
sélectionnant les microorganismes bénéfiques et luttant contre ceux étant délétéres, et les
microorganismes en retour colonisant les plantes, leur procurant un environnement ou des
ressources essentielles a leur survie (Baial. 2006 ; Berg et Smalla 2009 ; Compantal.
2010). Afin de mieux comprendre les coévolutions entre plantes et bactéries, de nombreuses
études ont ciblé une plante en interaction avec une bactérie. Or le sol, et plus particulierement
la rhizosphére, zone du sol situé immédiatement au contact de la plante (Hilther 1904 ;
Hinsingeret al.2009), regorge de microorganismes, jusqu’a 10*° bactéries par gramme de sol
(Ganset al. 2005 ; Roeschbt d. 2007).
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Les microorganismes bénéfiques pour les plantes sont des microsymbiotes mutualistes
ou associatifs. Les symbioses mutualistes entrainent une interaction forte entre les symbiotes
et leur plante hote et la formation de structures d’échanges comme les nodosités. Les
symbioses associatives concernent une interaction non obligatoire entre les partenaires
microbiens et végétaux, et I’exemple le plus connu est celui des microorganismes PGPR
(Plant Growth-Promoting RhizobactejiaCes deux types de symbioses peuvent avoir un réle
important en agriculture, pour limiter la quantité de fertilisants ou de pesticides (Vétywns
2009 ; Singhet al. 2011). Cette partie ditera de I’histoire évolutive des plantes, puis de
I’impact de cette évolution sur (i) les étapes de colonisation racinaire des bactéries, (ii) les

symbioses mutualistes et (iii) les symbioses associatives.

I1.1 I histoire évolutive des plantes

Les plantes ont commencé a coloniser le milieu terrestre a partir du milieu aqiatique
y a environ 500 millions d’années (Gensel 2008). Ce passage a un régne végétal aérien
correspond I’apparition des embryophytes (Niklas et Kutschera 2010) guit a 1’origine de
toutes les especes végétales terrestres connues de nos jours. L’évolution des embryophytes
terrestres aurait généré les embranchements des bryophytes et des plantes vasailaires, ce
derniéres étant probablement une évolution spécifique des bryophytes, mais cette théorie reste
tres controversée (Hedgesal. 2002 ; Boyce 2008 ; Gensel 2008 ; Langdale 2008). Ces deux
embranchements présentent de nombreuses différences morphologiques (résumées dans la
Figure 6), aussi bien au niveau destips aériennes que racinaires, qui n’existent pas en tant
que telles chez les bryophytes mais sous forme de rhizoides servant de point d’ancrage dans le
substrat (Menaneét al. 2007 ; Langdale 2008). Des différences phénotypiques importantes
résultant del’évolution sont également retrouvées entre les sous-groupes des plantes
vasculaires, gymnospermes et angiospermes (Hedges 2002t; dli 2008 ; Comas et
Eissenstat 2009 ; Cost al. 2010), ou les deux clades des angiospermes, monocotylédones et
dicotylédones (Hochholdinger et Zimmermann 2008 ; Agaetall. 2011). Ces différences
par exemple morphologiques (feuilles, racines) ou en composés exsudés impactent (Maloney
et al. 1997 ; de Dordologt al. 2007 ; Haichaet al. 2008) les interactions avec les populations

microbiennes et par conséquent les structures des communauteés.
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Figure 6: Phylogénie des plantes ayant colonisé le milieu terrestre, montrant la prédiction
d’acquisition de traits évolutifs a chaque nceud en rouge (s = sporophytes, g = gamétophytes). Le
temps de divergence approximatif a chaque nceud est indiqué en bleu. Les Protrachéophytes font
référence aux polysporangiates non vasculaires, incAglabphyton majgrHorneophyton lignieret
quelques fossiles non vasculaire de type Cooksonia. Au niveau des barres a draiteyiédspermes,

G = gymnospermes, M = monilophytes, L = lycophytes et B = bryophytes. Adapté de Langdale 2008.

L’évolution des plantes suite a d’innombrables adaptations a conduit a leur grande
diversité, mais ces processus ont été longs a se mettre en place. Or, certaines espéces ont subi
une évolution rapide au cours des derniers 10 000 ans (Fuller 2007). En effet, les
angiospermes ont été largement exploitées pour leurs propriétés nutritives, lorsque les sociétés
humaines de chasseurs cueilleurs ont domestiqué certaines espéces de ces angiospermes et se
sont sédentarisées (Diamond 2002 ; Purugganan et Fuller 2009). La domestication a été
effectuée en sélectionnant les plantes ayant (i) des grains plus gros, qui contenaient de plus
grandes ressources nutritives et donnaient a leur tour des plantes plus grandes, et (ii) des épis
dont les grains ne se détachaient pas, afin de pouvoir tous les récolter au méme moment et les
stocker (Purugganan et Fuller 2009). Suite a leur domestication, les différentes especes
végétales ont été disséminées a travers le monde, de fagon plus au moins étendue selon
I’espéce considérée (Dubreuil et al. 2006), conduisant a la formation et la sélection de

nouvelles variétés mieux adaptées aux conditions environnementales locales. Les agriculteurs
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cherchant en permanence a améliorer le rendement et le pouvoir nutritionnel de ces plantes,
cette évolution dirigée par I’homme a continué pour ces différentes variétés pendant des
millénaires, structurant alors de nouveaux groupes génotypiques, sous-especes et/ou especes
végétales, dérivées d’un méme ou de plusieurs ancétres communs (Salamini et al. 2002).

Ainsi, a partir de la domestication d’une téosinte (Zea maysssp.parviglumig au Mexique

(Doebley 2004), cing groupes génétiques principaux de mais répartis a travers le monde se
sont formés (Camus-Kulandaivetti al. 2006, Figure 7). De méme, pour le r@2ryza sativa

deux sous-espéecedica etjaponicaont été générées a partir @e rufipogon(Vaughanet

al. 2008) Enfin, plusieurs espéces de bl&i{icum) dérivées dd. urarty, T. boeoticunet T.
dicoccoidesont retrouvées de nos jours (Salareiral. 2002).

Northern

Stiff,
Stalk j*

Domestication:
Téosinte

Flint

\\Tropical
\1‘ .:.

Figure 7 : Répartition géographique des cing principaymupes génétiques de mais. Adapté de
Doebley 2006, Camus-Kulandaivedtial. 2006.

Les modifications génétiques résultant de I’évolution des plantes ont eu un impact sur
les communautés microbiennes et ont influencé leur recrutement au cours du temps. Parmi ces
modifications phénotypiques, un certain nombre concerne le systéme racinaire, par exemple
au niveau de sa morphologie et ou de la composition des exsudats racinaires (€tainota
2003; de Dorlodotet al. 2007 ; Badriet al. 2009 ; Comas et Eissenstat 2009). Ces exsudats
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peuvent étre comparés a un cocktail constitué de nombreuse molécules carbohydratées qui ont
des fonctions signal (repoussantes, attractantes) ou nutritives pour des populations
microbiennes spécifiques. Ainsi, ces modifications phénotypiques du végétal modulent
I’impact des racines sur les propriétés physico-chimiques (porosité, substrats carbonés
exsudés, minéraux, pH, potentiel redox du sol, ete.)a rhizosphére (Lynch et Whipps

1990 ; Gransee et Wittenmayer 2000 ; Hartmanal. 2008 ; Hinsingelet al. 2009), et la

structure de la communauté microbienne présente dans la rhizosphére (Figure 8).

Gurrent Opinion in Biotechnology

Figure 8: Représentation de la communication chimique existant entre les racines des plastes et
autres organismes dans la rhizosphére. Les racines végétales sécrétent une gietédelevar
composeés, parmi lesquels les sucres et les acides aminés ont un rdlgttdan®n (chimiotaxie) des
microbes (1), les flavonoides sont des molécules signal pour I’initiation des interactions avec les
champignons mycorhiziens (Bhizobium(3) et les oomycétes pathogenes (4), les acides aliphatiques
(par exemple I’acide malique) sont impliqués dans le recrutement de PGBRRi(lus subtilig (5), les
nématodes sécrétent des régulateurs de croissance (cytokinines) impliqués dans 1’établissement de

sites pour leur nutrition dans les racines des plantes (6) et les némateétestsBautres composés
(acides organiques, acides aminés et sucres) impliqués dans 1’attraction des bactéries et dans le
quorum sensinges bactéries (7). Le role d’autres types de composés, comme les acides gras (8) et les
protéines (9) sécrétés par les racines dans la rhizosphére, et des auaemgenultipartites (10)
reste inconnu. Adapté de Badtial. 2009.
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I1.2 Impact de 1’histoire évolutive végétale sur les étapes de la colonisation

racinaire par les microorganismes

La colonisation des racines par les microorganismes du sol nécessite plusieurs étapes.
En effet, les bactéries doivent dans un premier temps reconnaitre les molécules présentes dans
les exsudats racinaires, se déplacer vers les racines, coloniser le rhizoplan, puis se développer
(Rodriguez-Navarret al. 2007 ; Compangt al. 2010). Chacune de ces étapes est susceptible

d’étre influencée par les variations méme légeres du génotype végétal.

11.2.1 La chimioattraction

Tout d’abord, les exsudats racinaires produits par les racines, composés d’une large
gamme de sucres, acides aminés, acides organiques et composés phénoliquest @ertin
2003), servent de chimioattractants pour les bactéries du sol. Ces exsudats varient en termes
qualitatif et quantitatif entre différentes variétés d’une méme espéce végétale (Soejimaet al.
1992 ; Pueppket al. 1998 ; Aulakhet al. 2001; Czarnotaet al. 2003 ; Baiset al. 2006) et
vont avoir unimpact sur I’attraction des bactéries du sol (Downie 2010). Il a ainsi été mis en
évidence que la bactérieseudomonas aeruginosBAO1, pathogene opportuniste de
I’Homme mais capable aussi de coloniser plusieurs espéces végétales (Troxler et al. 1997,
Walkeret al.2004), présentait un profil transcriptomique différent en réponse aux exsudats de
deux cultivars de canne a sucre (Matkal. 2005). Ces différences concernaient notamment
des génes impliqués dans la chimiotaxibe@d cheY et pctA), la mobilité et I’attachement
(flgE et fliC), qui étaient négativement régulés pardesidats d’un cultivar, suggérant des
différences de colonisation pour cette souche selon le génotype rencontrée(dla2005).
Ces résultats mettent en évidence I’importance du génotype végétal dand’attraction des
bactéries du sol, et donc dans leur colonisation racinaire, suggérant que tout comme pour les
pathogeénes ou les symbiotes mutualistes, 1’évolution ait pu conduire a des meécanismes

d’interaction spécifiques entre les plantes et les bactéries saprophytes.

11.2.2 La colonisation

La colonisation racinaire nécessite une adhésion a la racine, effectuée en deux étapes.
La premiere étape est une interaction réversible avec la racine grace aux flagellines, alors que
la deuxieme étape est un ancrage plus durable sur la racine (Rodriguez-Riaahr2007).
Ces étapes peuvent eégalement dépendre du génotype de plante rencontré, comme cela a été

mis en évidence dans le cas du soja ou du riz (Krisehah 1995; Cheet al. 2000). Bien
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que les étapes de colonisation racinaire soient bien connues (Rodriguez-daaar2607),

elles ont été peu étudi¢es dans le cas de différentes variétés d’une méme espece végétale. 11

est pourtant possible que cette étape soit elle aussi influencée par le génotype de la plante.
C’est I’influence du génotype sur les différentes étapes de la colonisation racinaire
(chimiotaxie et colonisation), qui aboutit & des différences de colonisation racinaire au niveau
de la rhizosphére, comme nous le verront pour des communautés totales dans la partie Il11.2
(Germida et Siciliano 2001 ; Adams et Kloepper 2002 ; van Overbeek et van Elsas 2008), des
communautés fonctionnelles (Partie Ilj.8raujo da Silvaetal. 2003 ; Picard et Bosco 2008 ;
Inceogluet al. 2010), ou des populations spécifiques, notamment phytobénéfiques (Parties
1.3 et I1.4).

[l.3 Les symbioses mutualistes

La symbiose mutualiste dans le cas des microorganismes associés aux plantes
implique souvent une différenciation morphologique chez la plante et/ou son symbiote: la
nodulation ou la mycorhization (Provorov et Vorobyov 2009 ; Kuethal. 2010 ; Hocheet
al. 2011). Les symbioses mutualistes les plus étudiées impliquent des bactéries fixatrices
d’azote telles Rhizobiumavec les fabacées (Giraed al. 2007; Pawlowski et Sprent 2008 ;
Masson-Boivinet al. 2009),Frankia avec les plantes actinorhiziennes (Normahdl. 2007;
Francheet al. 2009; Hocheret al. 2011) et les champignons mycorhiziens avec un grand
nombre de plantes (Marmeissieal. 2004 ; Guidoet al. 2005 ; Parniske 2008 ; Smith et Read
2008). Le développement de ces symbioses avec les plantesrésultat d’une longue
coévolution entre héte et son microorganisme, qui a abouti spétéslisations d’interactions
entre les deux partenaires. Ainsi pour de nombreuses symbioses mutualistes, il est possible de
caractériser des liens privilégiés entre espéces, qui se traduiset parémas d’infection

spécifiques.

11.3.1 Les symbioses mycorhiziennes

Les champignons mycorhiziens (du gregco: champignon ethiza: racine) sont des
partenaires privilegiés des plantes. Les symbioses mycorhiziennes permettent aux
champignons d’utiliser les carbohydrates d’origine photosynthétique issus de la plante, et la
plante bénéficie en retour de I’eau, des nutriments et sels minéraux rendus disponibles par les
champignons (Gobaet al. 2010). Cette symbiose serait apparue rapidement apres la

colonisaton des terres émergées par les premiers végétaux (>400 millions d’années, Remyet
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al. 1994)et aurait favorisé la colonisation rapide de tous les continemtzynski et Malloch
1975) Ces mycorhizes sont classifiéen fonction de la place qu’elles occupent dans les
racines lors de la symbiose. Les champignons ectomycorhiziens ne pénétrent pas 1’intérieur
des cellules des racines végétales mais les entourent de mycélium, ce qui entraine une
déformation des racines et une importante ramification, et les ectomycorhizes sont
prédominantes dans les foréts de régions tempérées (Panak2008 ; Gobaet al. 2010).
Les champignons endomycorhiziens pénéetrent quant a eux les cellules végétales racinaires, et
ces endomycorhizes incluent les mycorhizes éricoides, celles des orchidées et les mycorhizes
arbusculaires. Ces dernieres colonisent presque 80% des plantes vasculaires (Wang et Qiu,
2006) et appartiennent au groupe monophylétiqueGi@meromycotgParniskeet al. 2008;
Smith et Read 2008).

Du fait de leur capacité a coloniser un grand nombre d’hdtes végétaux, notamment
pour lessymbioses mycorhiziennes a arbuscule (Fitter 2005), la spécificité d’hote pourrait
sembler trés faible. Or, la colonisation racinaire par les champignons ectomycorhiziens et
endomycorhiziens est dépendante de 1’espéce végétale et de la lignée végétale (Krishna et al.
1985 ; Baunet al. 2009. De méme, le génotype de plante va avoir une influence sur 1’effet
bénéfique apporté par I’inoculation des symbiotes mycorhiziens sur la croissance (taille ou
poids) des plantes (Krishred al. 1985; Khalilet al. 1994 ; Clement et Habte 1995 ; Baem
al. 2009 ; Sawerset al. 2010. L’histoire évolutive récente des plantes, c'est-a-dire les
différentes variétés apparues depuis la doiation de la plante d’origine, semble également
avoir eu une influence importante sur la réponse des lignées en terme de croissance apres
I’inoculation de champignons mycorhiziens, notamment concernant le blé et le mais. En effet,
les lignées récentese hlantes ont une réponse moins importante a 1’inoculation que les
lignées plus anciennes (Hetriek al. 1993 ; Anet al. 2009). Il est possible que ces cultivars
récents aient été sélectionnés pour leur plus grande résistance aux champignons pathogenes,
entrainant un mécanisme de défense envers les champignons mycorhiziens et plus
particulierement pour ceux pénétrant les racines des plantes (Smith et Goodman 1999). Ce
concept est cependastitiqué, et I’impact de ’histoire évolutive végétale sur le recrutement
des symbiotes mycorhiziens reste a approfondir (Sasters2010 ; Steinkellneet al. 2011).
Toutefois, au cours de 1’évolution la capacité des plantes a interagir avec les champignons a
été souvent sélectionnée et conservée car cela améliorait grandement la croissance du végétal
(Sawerset al. 2010). Aussipn peut supposer que dans le futur, afin d’améliorer la croissance
des plantes de grande culture, les lignées de plante recrutant naturellement de plus grandes
guantités de champignons mycorhiziens seront sélectionnées (8aake2908).
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11.3.2 Les symbioses plantes-bactéries

La fixation biologique de I'azote qui consiste en la réduction de I'azote atmosphérique
(N2) en ammoniaque (Nl a une importance majeure dans le fonctionnement de la biosphere.
Elle apparait comme I'un des processus fondamentaux parmi les cycles biogéochimiques se
déroulant dans le sol. A c6té des microorganismes fixant librement I'azote atmosphérique, tels
les Azospirillum, les Azotobacter..., le sol recéle des protéobactéries et actinobactéries
capables de noduler les légumineuses et les plantes ligneuses, respectiVenteat ces
bactéries possedent une nitrogénase, complexe enzymatique catalysant la réduction du diazote
(N2) en ammoniaque (N}, capables de fixer I'azote a leur profit et celui de la plante avec
laguelle elles entrent en symbiose. L'importance agronomique et écologique de ces symbioses

fixatrices de Nest considérable.

A. Les symbioses rhizobiacées-fabacées

La symbiose entre les bactéries fixatrices d’azote de la famille des rhizobiacée
(Rhizobium Ensifer (ex-Sinorhizobiuny, Bradyrhizobium Mesorhizobium Azorhizobium
Methylobacterium Phyllobacterium Ochrobacterium Blastobacter Devosig et les
fabacées(plantes |égumineusepois, soja, haricot, tréfle...) est une des interactions
symbiotiques plantes-bactéries les plus étudiées a ce jour (van Rhijn et Vanderleyden 1995
Moulin et al. 2001 ; Masson-Boiviret al. 2009). Ce type de symbiose entraine la formation
par I’hote de structures particuliéres localisées au niveau des racines, les nodosités colonisées
par les bactéries symbiotiques et ou les €changes nutritifs entre les partenaires s’effectuent
(Figure 9). Les especes Baizobiumqui peuvent infecter les plantes possedent généralement
des plasmides de grande taille appelés plasmides symbiotiques (pSym) qui hébergent des
genes essentiels pour la nodulation (garad et la fixation d'azote (gends, nif ; Batutet
al. 1985 ; Velazqueet al. 2005 ; Younget al. 2006).
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Figure 9: Variations morphologiques dans la symbiose entre bactéries diazotrophes et [égumineuses.
Les bactéries forment des nodosités sur les racine€{(@javidus taiwanensidlimosa pudichet
occasionnellement sur les tiges des légumineuse@Afdhizobium caulinodanSesbania rostrata

(c) Bradyrhizobiumsp. ORS322Aeschynomenea frasperat (d) Bradyrhizobiumsp. ORS278
Aeschynomene sensitjvaes nodosités se présentent sous diffiéseformes, c’est a dire rondes [(e)
Sinorhizobium frediisoja], coralloides [(f)Methylobacterium nodular€rotalaria perrotteti] ou
allongées [(gBinorhizobium melilotiMedicago sativh Adapté de Masson-Boiviet al. 2009.
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En ce qui concerne l'origine évolutive de l'association symbiotique entre les
rhizobiacéeset les Iégumineuses, deux théories ont été proposées. Pour la premiere théorie, la
symbiose aurait évolué a partir de bactéries diazotrophes du sol qui se seraient associées aux
plantes en exploitant en partes voies de signalisation développées lors de la coévolution du
végétal avecds mycorhizs En effet les voies de signalisation de la colonisation du
partenaire végeétal sont partagées entre les bactéries, les champignons mycorhiziens (Dénarié
et Gianinazzi-Pearson 1997) et les nématodes (Weerasgighé 2005). L'existence de
mutants de plantes incapables d'entrer en symbiose avec des déiesleia avec des
champignons endomycorhiziens corrobore cette idée (Heseah 2001). Dans la deuxieme
théorie, les ancétres des bactéries symbiotiques seraient des bactéries phytopathogéenes. Cette
hypothése est avancée en raison d'une part de la proximité phylogénétique entre symbiote et
pathogene Agrobacteriumest une rhizobiacée), et d'autre part de I'existence d’homologies
locales entre les plasmides Vir et Sym (Terefevetral. 2000).

La divergence entre les difféerents genres de rhizékaest estimée a 200-300
millions d’années, c'est-a-dire bien avant celle entre les monocotylédones et les dicotylédones
ou l'apparition des légumineuses. De plus, depuis 10 ans, la capacité de souches de
bétaprotéobactérieBurkholderia(Moulin et al. 2001) etRalstonia(Chenet al. 2001) et de
I’alphaprotéobactérie Methylobacterium(Sy et al. 2001) & former des nodosités fixatrices
d'azote en symbiose avec des légumineuses a été décrite (Mtoalirk001). Bien que les
bétaproédbactéries soient phylogénétiquement éloignées des alphamciétms, leurs
génes de nodulation sont phylogénétiguement proches. Ces observations suggerent que la
capacité des bactéries a noduler les légumineuses a été acquise apres la divergence des
différents genres et a été transmise horizontalement (Hitsadh2001).

L'une des caxaéristiques majeures de la symbiose est sa spécificité. En effet, la
plupart des rhizobiacées n'est capable d'établir une symbiose fixatrice d'azote qu'avec un
nombre limité d'especes végétales, définissant son spectre d'hote. Inversement, une espece de
légumineuse donnée ne pourra établir une association symbiotique qu'avec une ou plusieurs
especes ou genres de bactéries, définissant ainsi le spectre d'héte de la légumineuse. Les
variations du spectre d'héte bactérien et des légumineuses sont trés importantes. Ainsi les
associations peuvent étre tres spécifiques (aussi apppte@distes) dans le cas d’un seul
symbionte possible, jusqu’a généralistes, lorsque le spectre d'hdte est large. A titre d’exemple
pour le partenaire bactérien, nous pouvons @tmrhizobium caulinodangqui ne s'associe
gu'avecSesbania rostratdDreyfuset al. 1988). Chaque espéce de rhizobiacées a souvent un
spectre d’hote défini, et les différences infraspécifiques bactériennes d’hdte sont alors
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généralement signifiées par le biovar, comme c’est le cas pour Rhizobium leguminosarum
colonisant le trefle appelé alors biovafolii .

Il est cependant souvent difficile de déterminer quel est I’'impact de la variété de plante
sur ces interactions. En effet, différents génotypes d’une méme espece de plante vont
influencer la symbiose avec les rhizobiacées au niveau de la colonisation des bactéries (Drew
et Ballard 2010), du nombre de nodosités formées ou la capacité a en produire (Sadowski
al. 1988 ; Krishnaret al. 2003 ; Leon-Barrioet al. 2009 ; Drew et Ballard 2010 ; Abi-
Ghanenet al.2011), de la quantité d’azote formé (Valverde et Ottabong 1997 ; Leon-Barrios
et al. 2009 ; Drew et Ballard 2010 ; Aldhanemet al. 2011) ou du bénéfice de croissance
apporté par la symbiose (Valverde et Ottabong 1997 ; Drew et Ballard 2010).

Malgré les différences observées entre génotypes de plantes, a notre connaissance une
seule étude a mesuré une relation directe entre le génotype de plante (distances génétiques) et
la phylogénie du microsymbiote (Parker et Spoerke 1998), et a mise en évidence que les
plantes proches phylogénétiguement recrutaient des populations bactériennes plus proches
génétiquement. Une étude récente suggere que la synmtficsmbiurdégumineuses ne serait
toutefois pas le résultat d’une coévolution mais d’une sélection des bactéries au cours du
temps ayant une fonction phytobénéfique commune obtenue par transfert de génes, sans
spécificité d’espéce (Martinez-Romero 2009)I1 est donc nécessaire d’approfondir les
relations existant potentiellement entre la phylogénie des plantes et la phylogénie des
symbiotes afin de mieux comprendre 1’influence qu’a pu avoir I’histoire évolutive dans ce cas

particulier de symbiose.

B Les symbioses Actinorhiziennes

Les symbioses actinorhiziennes concernent les actinobactéries fixatrices d’azote du
genreFrankia. Ces bactéries fixent 1’azote en symbiose avec un large spectre de plantes
ligneuse dicotylédones, appelées actinorhiziennes, qui appartiennent a 25 genres répartis dans
8 familles dont les Bétulacées, les Myricacées et les Casuarinacees (Benson et Silvester
1993). Cette symbiose entraine également la formation de nodosités (dichotomes) ou vont
avoir lieu les échanges de nutriments entre les deux partenaires de I’interaction (Kuchoet al.
2010. D’aprés les pollens fossiles, les plantes actinorhiziennes seraient apparues il y a
presque 100 millions d’années (Oakley et al. 2004), mais rien n’indique qu’une symbiose
avec les actinobactéries était déja en place. Nous pouvons cependant penser que la symbiose

avec les actinobactéries ait pu aider les plantes a coloniser des sols trés pauvres en nutriments
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tels les moraines glaciaires. Ainsi apres la derniere glaciatianlne était la plante
dominante en Europe et Amérique du nord (Benson et Silvester 1993 ; Wall 2000). Toutefois,
les génes bactériens et les mécanismes moléculaires entrant en jeu dans la symbiose
actinorhizienne sont encore mal compris notamment du fait que les bactéries du genre
Frankia sont souvent difficiles a cultiver et presque impossibles a manipuler génétiguement,
empéchant 1’utilisation de mutants (Kucho et al.2010).

L’influence de I’évolution des plantes actinorhiziennes est difficile a caractériser du
fait du large spectre d’héte de Frankia, avec sa capacité a entrer en symbiose avec des €spece
de plantes différentes. La relation entre 1’évolution des plantes et les actinobactéries est peu
visible au niveau de I’espéce végétale, mais plus claire au niveau du genre (Huss-Danell
1991 ; Bautistaet al. 2011). Différentes souches Beankia ont récemment été caractérisées
phylogénétiquement, et les résultats ont montré une concordance entre les génomovars de
Frankia étudiés et les plants hbétes de ces bactéries (Baetisgd 2011). De plus, la
phylogénie de la plante et celle de son symbiote sont concordantes, les espéeces végétales
proches ayant des symbiotes proches phylogénétiquement (de@hgl999 ; Figure 8),

suggérantine influence de I’histoire évolutive sur les symbioses actinorhiziennes.

1.4 Les symbioses associatives

Les microorganismes vivant librement dans la rhizosphere peuvent également avoir un
effet bénéfique sur la plante (van der Heijdenal. 2008). Les symbioses associatives
concernent les bactéries PGPR, qui peuvent stimuler la croissance des plantes, augmenter leur
rendement ou réduire leur agression par des pathogenes (Lugtenberg et Kamiloya 2009
Figure 10). Nous traiterons de maniére séparée I’impact du génotype végétal sur les PGPR
phytostimulatrices et phytoprotectrices, bien que certains microorganismes présentent les
deux types d’activité (Blahaet al. 2006 ; Spaepeet al. 2007).
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Figure 10 : Interactions entre les plantes et les bactéries PGPR dans la rhizosphére. Inspiré de
Richardsoret al. 2009.

11.4.1 Les PGPR phytostimulatrices

Les PGPR phytostimulatrices influencent la croissance des plantes (i) en améliorant la

biodisponibilit¢ de certains nutriments, par exemple en fixant 1’azote atmosphérique
(Bloemberg et Lugtenberg 2004u en solubilisant le phosphate (Richardsbal. 2009), (ii)

en synthétisant des phytohormones comme des auxines, cytokinines, gibbérellines, ou de
I’acide abscissique (Steenhoudt et Vanderleyden 2000 ; Vessey 2003 ; Baaa2005), (iii)

en modulant le développement des plantes, grace a une activité 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) désaminase, qui va entrainer une élongation racinaire, (iv) en facilitant la
mise en place ou le fonctionnement des symbioses mutualistes entre les racines et les
bactéries fixatrices d’azote (Remans et al. 2007) ou les champignons mycorhiziens (Garbaye
1994 ; Frey-Kletet al. 2007 ; Pivataet al. 2009).
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Certaines de ces propriétés phytobénéfiques sont différentiellement exprimées selon
I’espéce ou la variété de plante (Combes-Meynet 2010 ; Remaret al. 2009). Elles peuvent
également avoir un effet contrasté selon le cultivar étudié. Cela a été montré dans la cas de
production par une souche du geRsudomonad’acide indole acétique, une phytohormone
de la classe des auxines, dont I’effet sur la croissance racinaire était positif pour le cassis mais
négatif pour le griottier (Dubeikovslkst al. 1993). Ceci suggére qu’il peut exister un spectre
d’hote d’action chez les bactéries PGPR, comme décrit pour les microsymbiotes. La
colonisation et I’impact de I’inoculation de bactéries phytostimulatrices en conditions
contrblées est variable selon le génotype de plante étudié. Cela a été montré pour les
principaux genres bactériens phytostimulateurs identifie(s a ce jour, comme
GluconacetobactefMunoz-Rojas et Caballero-Mellado 200BseudomonasgLiddycoat et
al. 2009), ouAzospirillum(Baldani et Dobereiner 1980 ; Mouti al. 2010). Ces bactéries
phytostimulatrices ont donc des propriétés qui théoriquement aident a la croissance des
plantes, mais la réponse des plantes a leur inoculation peut étre variable. Les systemes
plantesPGPR ne sont donc pas généralisables au niveau du genre bactérien ou de 1’espéce
végétale étudiéNous pouvons supposer qu’il existe un spectre d’hote chez les bactéries

phytostimulatrices, comme observé chez les symbioses mutualistes.

11.4.2 Les PGPR phytoprotectrices

Dans certains sols, on voit apparaitre une propriété émergente de résistance du sol a la
maladie. Cette résistance est la capacité d’un sol a permettre le développement de plantes
saines (faible niveau de maladie) alors que le pathogéne est présent et que les conditions
climatiques sont favorables au développement de la maladie (Bakdr1974 ; Elad et
Freeman 2002 ; Kyselkovat al. 2009). Ainsi, des PGPR phytoprotectrices favorisent la
croissance des plantes en réduisant le niveau de certaines maladies. Pour cela, elles peuvent
agir (i) par antagonisme en produisant des antibiotiques délétéres pour les pathogénes
(Sharifi-Tehraniet al. 1998, Mazurieret al. 2009), (ii) par interférence avec des signaux, en
détruisant les molécules signal des pathogénes (Lugtenberd et Kamilova 2009), (iii) en
activant la résistance systémique induite de type ISR des plantes, qui augmentera la résistance
végétale a 1’attaque de pathogénes (van Loon 2007), ou (iv) en contrélant la croissance des
pathogenes par la compétition pour les €léments nutritifs, comme par exemple, la compétition
pour le carbone (Lemanceatial. 1988) et la compétition pour le fer dont la biodisponibilité

dans le sol est tres faible (Lemancegal.2009).
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Le génotype de plante est un facteur influencant certaines de ces propriétés
phytobénéfiques. C’est notamment le cas lorsque I'on s’intéresse a I’ISR, qui est une
stimulation des mécanismes de défense de la plante par les PGPR phytoprotectrices. La
reconnaissance de ces bactéries par les plantes va étre variable selon I’espeéce de plante
étudiée (van Weest al. 1997; van Loon 2007), et selon la variété a I’intérieur d’une espéce
végétale (Litet al. 1995), aboutissant a des niveaux de maladies différents entre ces différents
génotypes.

La protection des plantes par des bactéries ayant une activité de biocontrdle des
pathogénes a été fortement étudiée pour un genre bactérien capable de produire une large
gamme d’antimicrobiens, les Pseudomonafiuorescents (Haas et Défago 2005 ; Couillertot
al. 2009). Ces bactéries sont influencées par le génotype de plante rencontré au niveau de leur
colonisation racinaire (Okubaret al. 2004), de I’expression de genes impliqués dans la
biosynthése de métabolites ayant une activité antimicrobienne, notamment le cyanure
d’hydrogéne, les phénazines et le 2,4-diacétylphloroglucinol (Jamaét al. 2009; Mazurieret
al. 2009; Rochatet al. 2010), ou de la quantité de certains de ces composés produits
(Okubara et Bonsall 2008).

11.4.3 Bilan

Ainsi I’étude des symbioses suggere qu’aussi bien au niveau des especes qu’a celui
des variétés de plantes, le végétal a un impact sur le recrutement des microorganismes et la
réalisation des fonctions microbiennes. Néanmoins, les processus qui ont généré ces
différentes espéces et variétés sont tres rarement pris en compte pour comprendre leurs
différences d’interaction avec le compartiment microbien. Etudier I’impact de 1’histoire
évolutive du végétal sur le recrutement et I’activité des bactéries PGPR est une piste
intéressante pour identifier les lignées les plus efficaces pour recruter les PGPR et mieux

lutter contre les phytopathogénes.

[[I/ Impa ct de I’évolution des plantes sur les communautés microbiennes de

la rhizosphére
Les évolutions conjointes et prolongées entre deux ou plusieurs partenaires sont
visibles et communes a la majorité des especes vivantes. Chaque organisme vivant est au
contat non pas d’un ou deux partenaires, mais d’'une communauté entiére, avec qui il
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interagit en permanence. C’est la somme de ces interactions, certaines positives et d’autres

délétéres, qui va conditionner son fonctionnement et son développement. Ce contexte permet
la mise en place de phénomenes de coévolution a 1’échelle des communautés en interaction

(Ley et al. 2008a).Si I’on se place dans le contexte d’évolution, on suppose qu’une
ascendance commune produit des similitudes écologiques entre espéces étroitement
apparentées ayant des niches écologiques semblables (FreekleloB002; Wienset al.
2005).Ceci peut étre relié a I’observation de Darwin qui disait que la lutte pour I'existence est

la plus sévere entre especes apparentées, car elles partagent les mémes phénotypes et
spécificités de nicheDarwin 1859).Les interactions interspécifiques comprennent une part
substantielle de la niche totale de la plupart des especes (Chase et Leibold 2003). Et
logiqguement cela suggére que deux especes étroitement apparentées sont susceptibles
d'interagir plus avec des partenaires similaires que des especes éloignées, parceagse les tr
phénotypiques qui régulent les interactions sont souvent phylogénétiquement conservés (Sasal
et al. 1998 ; Jacksoet al. 2004 ; Gilbertet al. 2007 ; Holmeset al. 2009). Cette hypothese

peut étre étudiée en analysant les corrélations entre les distances évolutives entre les hétes et
les distances de diversité entre communautés microbiennes associées. Nous ferons ici une
revue des études concernant I’impact de I’histoire évolutive des hotes eucaryotes sur la
structuration de la communauté microbienne associée, notamment lorsqu’elles s’intéressent a

I’impact de I’évolution des plantes sur la communauté bactérienne rhizosphérique dans son
ensemble. Pourela, nous ferons tout d’abord un bilan des études sur 1’évolution d’un hote et

de sa communauté associé€e, puis nous nous intéresserons a 1’influence de 1’évolution des

plantes sur la communauté bactérienne rhizosphérique en termes (i) de diversité et (ii) de

fonctionnement.

I1l.1 H6te et communauté microbienne

Chaque organisme vivant interagit en permanence avec une communauté entiere
d’organismes vivants et pour de mesurer I’impact de 1’évolution, la totalité de la communauté
présente doit pouvoir étre anadgsOr, la trés grande majorité des microorganismes ne peut
étre cultivée, ce qui empéche actuellement toute étude « diréetes interactions. Ce n’est
que depuis uneingtaine d’années que la diversité procaryote a pu étre étudiée grace a
I’analyse de I’ADN ribosomal 16S, présent chez toutes les bactéries et hautement conservé

(Edwardset al. 1989 ; Weisburgt al. 1991).

43



Synthese bibliographique

111.1.1 Notion espéce, population et communauté

La définition d’espéce chez les eucaryotes considére le critere de reproduction, et donc
d’échange de genes, pour définir 1’unité taxonomique. La notion de population eucaryote a été
introduite par Johannsen (1903) et est décrite comme un ensemble d’individus se reproduisant
par la voie sexuée et vivant dans un méme écosysteme. On considére que deux populations
sont différenciées lorsque les individus qui les composent n’échangent pas assez de matériel
génétique entre eux pour maintenir une homogéneité géenétique entre elles. Patétesba
la notion d’espéce est actuellement discutée en terme de similarité globale entre souches.
Ainsi deux souches seront considérées comme appartenant a la méme espeéce si les niveaux
d’hybridations ADN / ADN entre leur deux génomes se révelent supérieures a 70 % dans des
conditions standards avec un Tm < 5°C, ce qui correspond souvent a des séquences de genes
ribosomaux 16S présentant plus de 98,7 % d’identité (Stackebrandt et al. 2002). Ainsi, la
notion d’espéce bactérienne ne prend pas en compte de critéres écologiques, mais considéere
plutdt la cohérence génomique entre souches de lac edidte, c’est a dire une définition
d’espéce génomique. Néanmoins, une prise en compte de leur écologie pour la définition
d’unités taxonomiques cohérentes a €té proposée (Cohan et Perry 2007). Au sein des espéces,
les groupes ayant des roles écologiques distants sont appelés écotypes (Konsttndihidis
2006). Alors que les méthodes actuelles de systématique bactérienne ne parviennent pas
toujours a structurer le monde bactérien en unités ayant un sens du point de vue écologique
(Fraseret al. 2009), certains auteurs sent intéressés a caractériser la niche spécifique d’une
espece génomique (Lassadleal. 2011). Lidentification par le séquengage de I’ADNr 16S
n’apporte pas d’information quant a la fonction de la bactérie considérée, mais permet
d’identifier I’ensemble des taxons bactériens présents dans le méme site géographique et

formant la communauté.

1. 1.2 Outils d’étude de la communauté

L’¢étude de la diversité microbienne nécessite 1’utilisation d’outils moléculaires
permettant d’analyser la quasi-totalité des individusle cette communauté et d’identifier les
especes clés. Les méthodes de culture des microorganismes permettent I’identification des
microorganismes cultivables et non ceux étant dans un stade viable mais non cultivable ou
que I’on ne sait pas encore cultiver, cequi permet d’étudier moins de 1% des bactéries
présentes dans le sol (Torsvik et Qvredas 2002). Ce n’est qu’avec I’avénement d’approches de

biologie moléculaire que la diversité de la communauté procaryote peut étre analysée.
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Les phospholipides sont une composante majeure des membranes cellulaires. Le type
(longueur, ramification) et I'abondance des acides gras des phospholipides varient dans divers
groupes microbiens. L’analyse des phospholipides (Phospholipid fatty acid [PLFA]) peut
donc servir de signature d'un groupe bactérien (Eillal. 2000). L’emploie de la
chromatographie en phase gazeuse des PLFAs (ou de leurs dérivés, les esters méthyliques
d'acides gras, FAME) extrait d’un 1'échantillon de sol offre une image brute de la composition
des communautés microbiennes (bactéries et eucaryotes microbiens ;eFiateR003;
Graystonret al.2004). Néanmoins, les limites de cette méthode restent (i) une faible résolution
et (ii) la possibilité limitée d'identification (un organisme peut présenter différents modeles
PLFA dans des conditions environnementales différentes).

La majorité des méthodes est basée sur 1'analyse de séquences d’acides nucléiques de
géenes conservés entre toutes les especes, en général des genes codant des fonctions
primordiales au fonctionnement cellulaire. Dans les génomes bactériens, les génes codant
pour les ARN ribosomiques sont organisés en un opéron, leur ordre étant habituellement 16S-
23S-5S (ARN nommés en fonction de leurs constantes de sédimentation ; EBtoalus
1981). Le geners (le gene de I'ARNr 16S) est conservé parmi les bactéries, mais il contient
plusieurs régions variables qui different par leur longueur et leur composition selon le groupe
bactérien (Edwardst al. 1989 ; Weisburegt al. 1991). Ces différences de séquences sont
utilisées pour la création d'empreintes moléculaires de la communauté (@slabra000;

Mills et al. 2003; Gotzet al. 2006). En outre, le séquencage des geéres partir d'un
échantillon de I’environnement permet l'identification des membres (au niveau du genre et/ou
de I’espece) de la communauté et de reconstruire leur phylogénie (Woese 1987; Wackett
2008).

Ainsi, en extrayant I’ADN métagénomique (ADN de toute la communauté procaryote
et eucaryote), ces methodeat Gté largement utilisées pour 1’analyse de la diversité
microbienne de nombreux environnement, dont les tubes digestifs et le sol (Rengdrd
2000 ; Torsvik et Ovreas 2002 ; Zhat al. 2011), chacune ayant des avantages et des
inconvénients. Les taaiques d’empreintes moléculaires, la DGGE (Denaturing gradient gel
electrophoresis TTGE (Temporal temperature gel electrophorgsiSARDRA (Amplified
rDNA restriction analysis la T-RFLP Terminal restriction fragment length polymorphjsm
la RISA Ribosomal intergenic spacer analysist autres permettent de comparer des profils
reflétant la composition des communautés de différents échantillons, mais 1’identification des

populations bactériennes présentes est impossible de facon directe, et nécessite une étape
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supplémentaire de clonage-séquencage @adl. 2006 ; Smallaet al. 2007 ; Mouraet al.
2009).

D’autres techniques de biologie moléculaire permettent par contre d’étudier la
diversité d’un échantillon et d’avoir une identification des taxons présents simultanément : la
puce a ADN de génotypage et le séquencage haut débit. Il existe des puces a ADN
taxonomiques, qui permettent d’étudier la diversité des espéces présentes en ciblant I’ADNr
16S (Sanguiret al. 2006 ; deAngeli®t al. 2009 ; Kyselkovéet al. 2009), contrairement aux
puces a ADN fonctionnellegjui ciblent cette fois un ou des gene(s) impliqué(s) dans le
fonctionnement d’un écosysteme (Zhang et al. 2007). La technique des puces a ADN est
fondée sur I’hybridation d’ADN marqué par fluorescence sur des sondes fixées a la puce a
ADN. Ces sondes ciblant des taxons particuliers, il est alors possible de déterminer les
populations présentes (selon les sondes hybridées), ainsi que la taille relative de ces
populations (selon leiveau d’intensité du signal). Le séquencage haut débit permet de
séquencer les produits de PCR des ADN cibles obtenus a partir du métagénome (analyse de la
diversité), voire de séquencer tout le métagénome (analyse de la diversité et des fonctions
Venteret al. 2004.

I1.1.3 Impact de [’histoire évolutive d’un hote sur sa communauté microbienne

Les techniques de biologie moléculaire patmis de mettre en évidence I’immense
diversité bactérienne présente dans tous les environnements et au sein de tous les étres vivants
(Smallaet al. 2007 ; Mouraet al. 2009 ; Liet al. 2011). Ces études permettent également
d’¢étudier a une plus large échelle I’'impact de I’évolution des hotes eucaryotes sur les
communautés microbiennes symbiotiques ou commensales, en ne ciblant plus les mécanismes
d’interaction et de colonisation des partenaires mais la résultante de ces mécanismes: les
communautés présentes.

Depuis quelques années, I’apparition de méthodes de séquencage plus performantes a
permis d’analyser le métagénome bactérien des hotes eucaryotes, en générant des
informations importantes sur I@sopres communautés microbiennes de I’Homme. En effet,

I’intestin de ’Homme présente une grande diversité de microorganismes (Andersson et al.
2008 ; Leyet al. 2008a; Whitman et al. 1998), et tout comme les PGPR pour les plantes,
plusieurs de ces microorganismes sont essentiels pour la santé des humairgsddur
permettent ’assimilation de nutriments essentiels (acides aminés ; Bacldtedl. 2005),

empéchent 1’invasion par des pathogeénes (Hooper et Gordon 2001), et permettent la
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maturation du systéme immunitaire (Rakoff-Nahoetral. 2004 ; Mazmaniart al. 2005;
Round et Mazmanian 2009). Des analyses comparatives de la diversité et 1’abondance des
populations bactériennes intestinales ont mis en évidence que la structuration de la
communauté est influencéer de nombreux facteurs de I’hote, dont son type de diete (Ley
al. 2008b ; Faithet al. 2011) ou son génotype (Kovaet al. 2011). L’analyse de la
communauté microbienne présente dans I’intestin d’hdtes vertébrés (mammiféres incluant
muridés, équidés, félins, primates, humains) par des approches métagénomiques a montré un
impact de la diversité infra et interspécifique de 1’hdte (Ley et al. 2008a ; Kovacst al. 2011).
En replagant dans un contexte d’évolution des hotes, les auteurs de ces études ont pu mettre
en évidence une relatiorntre I’évolution des mammiféres et la composition des
communautés bactériennes présentes @tegl. 2008a). Les especes hotes proches ont des
communautés bactériennes plus semblables que des espéces plus éloignées
phylogénétiquement. Par conséquent, I’histoire évolutive des mammiferes a conduit & une
évolution des communautés bactériennes présentes dans leur intestin, et ceci peut s’expliquer
par une spécificité d’attachement aux cellules de 1’hote (Walter et al. 2017), et également par
une modification des communautés suite a une modification des régimes diététiques
(herbivores, carnivores ou omnivores) au cours de 1’évolution (Ley et al. 2008b ; Faitret al.
2011 ; Walteret al. 2011). De maniére intéressante on peut noter que ce constat est
transposable au tube digestif des termites, pour lesquelles I’analyse du métagénome (diversité
et fonction) a corrélé 1’évolution des termites a la structuration de leur communauté
bactérienne intestinale (Hongehal. 2005).

De telles études restent difficiles a mettre en placeglkarnécessitent d’avoir a la
fois une bonne connaissance de la phylogénie des hétes, et de caractériser un grand nombre
d’espéces bactériennes pour chacun des hotes. Actuellement, seules des études portant sur
’analyse des communautés intestinales ont été réalisées, et permettent de mieux connaitre un
systeme écologique ayant un réle important dans la santé des hétes (notamment) humains
(Turnbaughet al. 2006 ; Liet al. 2008 ; McKennaet al. 2008). Nous pouvons toutefois
penser que des résultats comparables pourraient étre trouvés en prenant en compte d’autres
especes hoétes, aussi bien animales que végétales. Dans ce contexte, mon travail de these
devait notamment permettre de mieux comprentdmpact de I’histoire évolutive végétale
sur des communautés bactériennes du sol, qui ont également un rdle important sur la
croissance et la santé des plantes. La prise en compte de parameties de 1’hote dans
I’étude des communautés microbiennes associées est essentielle pour mieux comprendre
I’écologie des interactions.
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[11.2 Impact de 1’histoire évolutive végétale sur la diversité microbienne du sol

L’histoire évolutive des plantes a conduit a I’apparition d’un grand nombre d’especes
végeétales, elles-mémes présentant une grande diversité génétique, de sous-especes ou de
variétés (Salaminet al. 2002; Camus-Kulandaiveliet al. 2006; Vaughanet al. 2008).

Chaque plante va avoir un impact sur les communautés microbiennes du sol, appelé effet
rhizosphere, au niveau de la quantité de microorganismes, de leur activité ou de leur diversité
(Baudoinet al. 2003 ; Sanguiret al. 2006). Concernant 1’effet rhizosphere, les différents
génotypes de plante, par I’intermédiaire de leurs propriétés phénotypiques telles que les

exsudats produits par la racine, leur métabolisme ou la structure de leur systéme racinaire,
vont avoir un impact important sur les communautés microbiennes dans leur enseméte (Fan

al. 2001; Bertinet al. 2003; Baiset al. 2006 ; Micallefet al. 2009). Les populations
microbiennes interagissent avec la plante au sein des racines et dans la rhizosphere, et ces
deux compartiments seront traités de facon séparée dans la suite de cette partie.

[11.2.1 Les communautés microbiennes endophytes

Les organismes endophytes sont des endosymbiotes des végétaux, qui ne sont pas
délétéres pour 1’hdte et n’induisent pas de symptomes de maladie (Reinhold-Hurek et Hurek
2011). Contrairement aux communautés rhizosphériques qui proviennent du sol environnant
et qui sont sélectionnées par la plante tout au long de sa croissance, les communautés
microbiennes endophytes bactériennes et fongiques sont en partie transmises verticalement,
de la lignée maternelle a la lignée fille, au niveau de la graine (Saikleinah 2004;
Rosenblueth et Martinez-Romero 2006 ; Selosse et Schardl 2007 ; Johnston-Monje et Raizada
2011 ; Reinhold-Hurek et Hurek 2011). Toutefois, comme pour les associRtidzabium
fabacée, une part importante des populations endophytes est recrutée par le végétal a partir du
sol présent au contact de la racine (Froh&ttal. 2000 ; Rosenblueth et Martinez-Romero
2006 ; Arnold 2007 ; Reinhold-Hurek et Hurek 2011). Dans ce dernier cas, ce sont les
propriétés phénotypiques de la plante qui influencent le recrutement des microorganismes
endophytes des racines. Par conséquent, les propriétés du génotype végétal vont moduler la
diversité microbienne endophyte.

La communauté endophyte est généralement moins grande et moins riche (diversité)
gue la communauté rhizosphérique, mais elle est retrouvée chez toutes les espéces végétales
étudiées (Rosenblueth et Martinez-Romero 2006 ; Rothbatleal. 2009). Le génotype

végeétal est un facteur important a prendre en compte dans 1’étude de la communauté
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microbienne endophyte, bactérienndoaizique (Zhou et Hyde 2001). En effet, d’importantes
différences ont été trouvées concernant 1’effectif de la communauté totale entre différentes
especes de plantes, mais également entre différemtés’s d’une méme espéce végétale
(Wielandet al. 2001; Adams et Kloepper 2002). D’importantes différences ont également été
montrées au niveau de la diversité des communautés microbiennes présentes au sein de
différents génotypes (Sicilianet al. 1998 ; Germida et Siciliano 2001 ; Rase&teal. 2006;
Ulrich et al.2008 ; van Overbeek et van Elsas 2008). De maniere remarquable des différences
génétiques méme trés faibles entre deux plantes, comme celle retrouvée entre une plante
mutante et sa variété sauvage, peuvent aboutir & une modification de la communauté
bactérienne endophyte (Offe¢ al. 2007 ; Ikedaet al. 2008 ; Saunders et Kohn 2009).

Les différentes variétés ou especes végétales retrouvées de nos jours sont le résultat
d’une longue évolution de leur patrimoine génétique, comme nous le décrivions dans le point
(Il.1). Par conséquent, les propriétés physicochimiques variables selon les génotypes de plante
et leur impact sur les communéutnicrobiennes endophytes sont susceptibles d’étre liées a
I’histoire évolutive du végétal. Néanmoins, une seule étude le mentionne explicitement, en
proposant une relation entre 1’évolution du genre Zea(des lignées de mais actuel, une téosinte
et quelques especes proches phylogénétiquement) et la communauté bactérienne endophyte
des graines (Johnston-Monje et Raizada 2011).

[11.2.2 Les communautés microbiennes rhizosphériques

La rhizospherezone d’interaction entre la plante et les microorganismes du sol, est
une zone tres active, ou de nombreux échanges ont lieu (Setnaér2004 ; Baiset al. 2006;
Cooper 2007 ; Pothiest al. 2007 ; Badriet al. 2009). Ce compartiment héberge une
communuté microbienne riche, comprenant jusqu’a 10*° bactéries par gramme de sol (Gans
et al. 2005 ; Roesclet al. 2007), et diversifiée (Kyselkowét al. 2009 ; Gomegt al. 2010;
Somenahallyet al. 2011). Les propriétés phénotypiques racinaires telles que la structure du
systeéme racinaire, le profil d’exsudation racinaire, la capacité d’acquisition de nutriments et
d’eau different en fonction du génotype de la plante et influent sur les interactions avec les
populations microbiennes (Czarno&t al. 2003; de Dorlodotet al. 2007 ; Comas et
Eissenstat 2009). Cela se traduit par des différences de structure entre communautés
microbiennes associées aux différents génotypes végétaux.

Les difféerences de communautés microbiennes rhizosphériques ont été montrées lors

de comparaisons interspécifiqgues (Graystoal. 1998 ; Marschneet al. 2001 ; Wielandet
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al. 2001 ; Costaet al. 2006 ; Berg et Smalla 2009) ou infraspécifiques (Sicilieinal. 1998;
Germida et Siciliano 2001 ; van Overbeek et van Elsas 2008 ; Berg et Smaltalra@€isylu
et al. 2010). Il est important de remarquer que le génotype de plante a une influence
importante sur la composition de la communauté microbienne, mais plus faible sur
I’abondance des microorganismes présents (Broz et al. 2007 ; Airaet al. 2008). De plus, des
génotypes végétaux présentant une mutation qui entraine une variation de leur profil
d’exsudation racinaire vont recruter dans leur rhizosphére une communauté différente de celle
associée au génotype sauvage (Brustttl. 2005 ; Airaet al. 2008). L’ensemble de ces
données suggeére que les différences de composition des exsudats racinaires pourraient étre a
I’origine des différences de composition des communautés microbiennes rhizosphériques
(Graystoret al. 1998 ; Brusettet al. 2005 ; Airaet al.2008).

Ces difféerences de communautés microbiennes rhizosphériques entre génotypes de
plante suggéerentomme nous 1’avons décrit pour les communautés endophytes, que 1’histoire
évolutive des plantes pourrait jouer un role dans ce recrutement. Toutefois, aucune étude a
notre connaissance n’a évalué le lien potentiel entre phylogénie végétale et capacité des
lignées a recruter une communauté bactérienne rhizosphérique. Ce travail de thése vise a

apporter des éléments de réponse sur cet enjeu scientifique.

[11.3 Impact de I’histoire évolutive végétale sur le fonctionnement microbien

Analyse du fonctionnement microbien

Les communautés microbiennes présentes dans la phyllosphéere (surface des parties
aériennes de la plante), au sein de la rhizosphére ou dans les racines des plantes (endophytes)
peuvent étre analysées en termes taxonomiques et fonctionnels. Du point de vue taxonomique,
il s’agit de caractériser les populations et taxons présents, en identifiant la totalité des especes,
actives et dormantes dans le compartiment analysé. Du point de vue fonctionnel, I’objectif est
d’identifier les populations participant spécifiquement a des activités et fonctions
microbiennes et contribuant ainsi au fonctionnement biologique de la rhizosphere, en
analysant des populations fonctionnelles de microorganismes. Cette seconde approche de la
communauté microbienne correspond a I’analyse d’un ensemble d’espéces (ou d’une partie de
leurs membres) participant a une fonction donnée, aussi appelé groupe fonctionnel ou
communauté fonctionnelle. Leur étude peut étre effectuée en analysant un gene marqueur

représentant cette fonction, comme le géifid (codant la protéine Fe de la nitrogénase) dans
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le cas du groupe fonctionnel des bactéfiestrices d’azote. De maniére plus générale, il est

possible d’analyser I’activité d’un groupe fonctionnel par des mesures directes du produit

d’une réaction enzymatique (par exemple quantifier la production d’antibiotique), et/ou des

mesures indirectes en analysant un produit intermédiaire ou un indicateur du processus (par
exemple la réduction d’acétyléne en éthyléne). La mesure directe d'azote accumulé par les
organismes diazotrophes dans les environnements naturels se heurte a des problemes
techniques et de précision. Or, l'acétyléne est un substrat plus compétitif (Baahe3009)

que l'azote pour la nitrogénas@ssi pour mesurer 1’activité fixatrice d’azote la mesure de la
réduction de l'acétylene en éthylene peut étre employée éPally 2001 ; Herridgeet al.

2008). Cependanta mesure d’activité ne renseigne pas sur les populations actives. Seule
I’analyse d’un géne représentatif de la fonction et donc du groupe fonctionnel permet une
analyse de la taille et de la diversité de ce dernier, ce qui permet de définir le potentiel du
groupe fonctionnel (Polgt al. 2001). Et, au sein de la communauté fonctionnelle, seule une
partie des individus va exprimer la fonction et étre responsaliledti®it¢ métabolique dans

le biotope étudié. L’étude de ces populations est possible a travers 1’analyse des ARNm
(transcrits du gene) ou des protéines (Dixon et Khan 2004 gZak 2006 ; Baelunet al.

2008).

Communautés fonctionnelles phytobénéfiques

Nous avons vu dans les parties 11.3 et 1.4, que de nhombreuses especes microbiennes
phytobénéfiques sont au contact des plantes et agissent de maniére particuliére au niveau de la
symbiose. Cependant, des propriétés communes sont retrouvées chez différents genres ou
embranchements comprenant des bactghg®bénéfiques, comme la capacité a fixer ’azote
atmosphérique. Dans le cadre d’interactions directes, des groupes fonctionnels de bactéries
agissant directement sur le développement de la plante (nutrition, production de
phytohormonepgont été analysés. L’un des plus étudiés est le groupe fonctionnel des bactéries
fixatrices d’azote qui est particulierement important, du fait de son réle dans la nutrition
azotée de la plante et dans la réalisation d’un cycle biogéochimique majeur (Knauth et al.

2005 ; Izquierdo et Nusslein 2006 ; Hsu et Buckley 2009 ; H®arkl. 2011). C’est une

fonction retrouvée au sein de bactéries trés diverses, aussi bien des symbiotes mutualistes, des
bactéries libres que des pathogénes (Herredgd. 2008). Le genaifH codant la sous-unité

Fe de la nitrogénase étant bien conservé, il est possible de suivre la communauté &m analys

la diversité de ce géne (Pady al. 2001 ; Dixon et Kahn 2004). Ainsi plusieurs approches de
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DDGE et analyses T-RFLP mirent en évidence que la structuration de la communauté des
bactéries fixatrices d’azote est influencée en termes de quantité et/ou de composition par

I’espéce végétale hote (niveau interspécifique) (Perin et al. 2006), et/ou par la variété de
plante (niveau infraspécifique) (Coella al. 2009 ; Wuet al. 2009). Des analyses des
transcrits du gennifH extraits de rhizosphére de différentes variétés d’une méme espéce de

plante montrent que seule une fraction de la communauté fonctionnelle exprime fefigene

et quecette fraction est composée d’especes bactériennes différentes selon la variété de plante

(Orr et al. 2011; Knauthet al. 2005; Wartiainenet al. 2008; Martenssormt al. 2009),
suggérant une influence du génotype de plante sur le fonctionnement des bactéries fixatrices
d’azote. Parall¢lement, des etudesnt mis en évidence que d’autres groupes fonctionnels
participant au cycle de I’azote, comme les bactéries nitrifiantes (Briones et al. 2002 ; Patraet

al. 2006 ; Morganet al. 2008 ; Ollivier et al. 2010) et dénitrifiantes (Patret al. 2006;
Bremeret d. 2007 ; Morganet al. 2008 ; Ruiz-Ruedat al. 2009 ; Ollivieret al. 2010),

¢taient également influencés par I’espéce ou la variété de plante. Ces observations sont
transposables au groupe fonctionnel des solubilisateurs de phosphate. Le phospleore, autr
élément essentiel pour la croissance des plantes, est assimilé par ces derniéres sous forme
d’ions (essentiellement HPO,~ and HPQy), qui sont présents en faible quantité a 1’état

soluble dans le sol (Richardset al. 2009 ; Ramaekerst al. 2010). Le recrutement de
populations de microorganismes capables de solubiliser les formes minérales du phosphate et
le rendant alors biodisponible (Richardson et Simpson 2011), est également influencé par
I’espéce végétale hote (Kaeppler et al. 2000 ; Cheret al. 2002 : Ramaekeset al. 2010).

Dans les systemes bactéries-plantes, il y a aussi des interactions indirectes qui
influenceront le développement du végétal. Ainsi, au sein de la rhizosphére, des bactéries vont
protéger la plante des agressions de pathogenes par compétition ou antagonisme vis-a-vis de
ces derniers. L’influence du génotype végétal sur le recrutement de bactéries
phytoprotectrices au sein des rhizospheres a été mis en évidence pour plusieurs groupes
fonctionnels, comme celui desPseudomonas fluorescents produisant du 2,4-
diacétylphloroglucinol (antifongique, antibiotique) (Gu et Mazzola 2003 ; Pataaitl 2004;
Bergsma-Vlamiet al. 2005 ; Picard et Bosco 2006 ; Frapelial. 2010 ; Meyetrt al. 2010),
ou les producteurs de cyanure d’hydrogéne (HCN) (Jamali et al. 2009 ; Rochagt al.2010).

Ces difféerentes études sur des groupes fonctionnels montrent que le génotype de plante
influence le recrutement de communautés fonctionnelles du sol, et influencerait également
I’expression génique au sein des populations les constituant (analyse des ARNm). Nous
pouvons nous demander si ces differences mesurées entre cultivars et entre espéces sont
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issues des adaptations liées a I’évolution du végétal. Il est donc important de prendre en
compte I’évolution de 1’hdte végétal lors d’études sur la formation des communautés
microbiennes. Nous pourrions peut-étre alors décrypter un peu mieux la construction des
interactions dans la rhizosphere, et générer de nouveaux outils pour faciliter le pilotage des

groupes fonctionnels phytobénéfiques selon les cultivars utilisés.

Conclusion

En conclusion, les interactions durables et les processus de coévolution ont fortement

modulé I’évolution des hotes eucaryotes. Dans le cas des plantes, I’évolution a abouti a une

trés grande diversité d’especes et de variétés, dont les effets sur les communautés
microbiennes associées peuvent étre importants mais varier selon le génotype de plante. Les
différents génotypes végétaux peuvent avoir un impact sur les interactions plantes-bactéries
des premicres étapes de colonisation microbienne sur la racine a I’établissement de la
communauté microbienne. Il est important d’analyser les communautés microbiennes dans un
contexte d’évolution végétale, afin de déterminer si cette évolution a eu un rdle important

dans la sélection des bactéries du sol au contact des plantes, et si oui, s’il est possible
d’identifier des lignées recrutant plus efficacement les populations indigénes de bactéries

phytobénéfiques.
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Partie exp. 1 : Influence de [’histoire évolutive du mais sur les bactéries rhizosphériques

Introduction

Au début du 20éme siécle, le microbiologiste hollandais MartinusBeijerinck postulat
qgue « Alles is overal: maar het milieu selecteer{tout est partout: mais 1’environnement
sélectionnedans de Wit et Bouvier (2006) qui citent : Beijerinck 1913 ; Baas-Becking 1934).
Selon cette proposition, tous les microorganismes seraient présents dans toute la biosphere,
mais dans un environnement particulier la majorité de ces organismes est présente de maniere
latente, c’est-a-dire a de faibles niveaux d’effectif et d’activité, alors que les autres sont
sélectionnés (BaaBecking 1934). Les conditions de I’environnement peuvent effectivement
représenter une pression de sélection forte (Maeirgl. 2006), mais la vision de Beijerinck
a été souvent décriée, car il s’avere que tous les microorganismes ne colonisent pas tous les
milieux de la biosphére (Loupzoret al. 2007, Tamame®t al. 2010). Néanmoins, les
interactions biologiques sont évolutivemennservées a travers 1’arbre de la vie, selon les
résultats de Gomez et collegues (2010) compilés pour 116 clades appartenant aux 7 regnes
(Archées, Bactéries, Chromalveolata, Excavata, Champignons, Plantes et Animaux) des 3
domaines cellulaires (archées, bactéries et eucaryotes). Prenant également en compte les
niveaux de redondance fonctionnelle dans la plupart des communautés, on peut s’attendre a ce
gue chaque communauté microbienne suffisamment diversifiée puisse accomplir les mémes
fonctions, bien que les taxons/organismes présents ne soient pas forcément les mémes partout.

Le sol présente une tres grande diversité de microorganismes, qui vont interagir avec
la plante au niveau de la rhizosphére. Les exsudats racinaires des plantes jouent un role
essentiel dans ce processus de colonisation de la rhizosphére par les bactéries, car ils
comprennent des nutriments organiques, des signaux et des toxines (Berg et Smalla 2009). Il
est établi que les exsudats varient selon 1’espéce de plante (Vancura et Hanzlikova 1972),
mais également entre variétés d’une méme espéce de plante (Czarnota et al. 2003), ce qui
signifie que différents génotypes végétaux ne vont pas recruter les mémes microorganismes
rhizosphériques. Ces différences de recrutement et donc de composition de la communauté
bactérienne vont avoir, en retour, un impact sur les conditions de croissance et de
développement des plantes, car cette communauté bactérienne peut inclure a la fois des taxons
avec des effets phytobénéfiques (El Zemrangl. 200) et d’autres qui sont au contraire des
phytopathogénes (Escobar et Dandekar 2003). Cependant, ces interactions plante-bactérie
n’ont souvent été étudiées qu’a 1’échelle de taxons bactériens particuliers (Dalmastri et al.

1999; Picardet al. 2004), sans pndre en compte explicitement 1’histoire évolutive du

56



Partie exp. 1 : Influence de [’histoire évolutive du mais sur les bactéries rhizosphériques

partenaire végétal. Nous nous sommes donc demandé quel pouvait étre I’impact de 1’histoire
évolutive de I’espeéce végétale sur la totalité de la communauté bactérienne du sol, avec
I’hypothése que des variétés génétiquement proches sélectionneraient des communautés
microbiennes plus similaires que des variétés phylogénétiquement plus éloignées au sein de
I’espece. Nous avons considéré cette hypothése dans le cas du mais.

Les différentes techniques de biologie moléculaire d’analyse de la diversité
bactérienne ciblent généralement le géne codant ’ARNr 16S, qui est bien conservé chez les
bactéries mais possede des régions variables permettant de discriminer des taxons bactériens.
Ces méthodes ont été largement utilisées pour I’analyse de la diversité microbienne dans le
sol (Ranjardet al. 2000 ; Torsvik et Ovreas 2002 ; Zhat al. 2011). Elles incluent des
approches de type puce a ADN taxonomique 16S (Sarejual. 2006; deAngeliset al.
2009 ; Kyselkovaet al. 2009). Cette technique présente l’avantage de permettre une
identification directe des taxons présents, contrairement aux techniques d’empreintes
moléculaires, qui nécessitent en plus une étape de clonage-séquengage 1’avons
choisie pour cette étude.
Pour déterminer I’influence de [I’histoire évolutive du mais sur la composition de la
communauté bactérienne rhizosphérique, nous avons pris en compte la structuration du mais
en cing groupes génetiques principaux définis sur la base de 67 marqueurs microsatellites
(Camus-Kulandaivelet al. 2006). Pour cette étude, 10 lignées de mais appartenant a ces cing
groupes génétiques de mais ont été cultivées en serre dans un méme sol européen (un luvisol
provenant de La Cote Saint André) pendant 21 jours. Les communautés bactériennes
présentes dans la rhizosphere de ces différentes lignées de mais ou dans le sol non planté ont
été analysées en utilisant une puce a ADN taxonomique 16S développée au laboratoire
(Sanguiret d. 2006 ; Kyselkovét al.2009). Les résultats montrent que 1’appartenance de la
lignée a un groupe génétique de mais, résultant de la diversification de I’espece apres la
domestication, est un facteur influencant la composition de la communauté bactérienne
rhizosphérique. Toutefois, les distances génétiques entre les lignées ne permettent pas
d’expliquer les différences entre les communautés rhizobactériennes correspondantes.
L’ensemble de ces données fait I’objet d’un manuscrit accepté pour publication dans

Molecular Ecology
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Abstract

A wide range of plant lines has been propagated by farmers during crop selection and
dissemination, but consequences of this crop diversification on plant-microbe interactions
have been neglected. Our hypothesis was that crop evolutionary history shaped the way the
resulting lines interact with soil bacteria in their rhizospheres. Here, the significance of maize
diversification as a factor influencing selection of soil bacteria by seedling roots was assessed
by comparing rhizobacterial community composition of inbred lines representing the five
main genetic groups of maize, cultivated in a same European soil. Rhizobacterial community
composition of 21-day-old seedlings was analyzed using a 16S rRNA taxonomic microarray
targeting 19 bacterial phyla. Rhizobacterial community composition of inbred lines depended
on the maize genetic group. Differences were largely due to the prevalence of certain
Betaproteobacteriaand especiallyBurkholderig as confirmed by quantitative PCR and
cloning/sequencing. However, these differences in bacterial root colonization did not correlate
with plant microsatellite genetic distances between maize genetic groups or individual lines.
Therefore, the genetic structure of maize that arose during crop diversification (resulting in
five main groups), but not the extent of maize diversification itself (as determined by maize
genetic distances), was a significant factor shaping rhizobacterial community composition of

seedlings.
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Introduction

Soil microbial community displays high taxonomic and functional diversity, and plays key
roles in nutrient cycling and biotic interactions, especially with plants (Raaijmakeak

2009). Plant roots are colonized by a wide range of microorganisms, which use organic
exudates and other rhizodeposits as growth susbtrates (Berg & Smalla 2009). These
microorganisms may have neutral, detrimental or beneficial effects on growth and functioning
of the host plant (Escobar & Dandekar 208&bouvetteet al. 2006 Tyler & Triplett 2008

Aroca & Ruiz-Lozano 2009Raaijmakerset al. 2009. Therefore, understanding how plant
roots select soil microbes to form the microbial community of the rhizosphere is an important
scientific issue when considering plant growth and health, and this information may be useful
to better exploit plant germplasm stemming from crop diversification (Den Hetdat.

2010).

A high number of studies have dealt with the diversity of the microbial community of
the rhizosphere, especially in the case of cultivated plants (Kardele2002 Smallaet al.

2001 Sunet al. 2008). Most cultivated plants are characterized by evolutionarily recent (i.e.
within the last 12,000 years) events of domestication and man-driven selection (Purugganan
& Fuller 2009). The latter have accompanied their dissemination to different regions of the
world, leading to different species or subspecies according to local environmental conditions
of culture (reviewed by Salaminet al. 2002). This has resulted in morphological
modifications that make the crops easier to harvest, especially increasing seed size. Maize
arose from the domestication of a teosirdea maysssp.parviglumig in Mexico around

9,000 years ago (Matsuokd al. 2002 Doebley 2004). Dissemination and diversification of
maize resulted in a wide range of maize genotypes, which were divided in five mairc geneti
groups (Camus-Kulandaivekt al. 2006). Most inbred lines within a group display similar
agronomic properties (kernel texture, earliness), and often also a similar geographical origin
(Dubreuilet al. 1996).

The Tropical group is rather large and close to the ancestral gene pool, as it includes
the Mexican subgroup as well as the Caribbean and Andean subgroups that arose after early
dissemination towards Caribbean islands and South America, respectively (Camus-
Kulandaivelu et al. 2006). The Northern Flint group emerged in North America, after
spreading of ancestral maize, and is quite different genetically from the other northern
American groups (Doeblest al. 1986). The Corn Belt Dent group is a North American group
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that arose later, when European settlers crossed lines from Northern Flint group and tropical
maize. The last northern American group (Stiff Stalk) was shaped by modern breeding during
the second half of the twentieth century. The European Flint group resulted from
hybridization of Tropical and Northern Flint populations following their importation in
Europe and further selection process (Rebatrgl. 2003 Dubreuil et al. 2006). In the last
century, the main change in maize breeding has been the development and use of hybrid
cultivars (largely from European Flint and Corn Belt Dent landraces).

Genetic diversity may be quite extensive within a plant species (Magiettie2001;

Qianet al. 2006 Azizi et al. 2009). Cultivated varieties may differ in terms of root exudation
(Czarnoteet al. 2003), and since root exudation is a key factor shaping community assembly
and structure (Grayston & Campbell 198&audoinet al. 2003 Haicharet al. 2008), it was

not surprising that plant cultivars differ in terms of root colonization by soil bacteria (Germida
& Siciliano 2001 Adams & Kloepper 2002; van Overbeek & van Elsas 2008). In the case of
maize, bacterial rhizosphere colonization of different genotypes has been assessed for seed
inoculants (Garcia de Salomoet al. 1996 Riggs et al. 2001, EI Zemranyet al. 2006),
particular taxonomic populations e.Baenibacillusspp. (Araujo da Silvaet al. 2003),
functional groups e.g. culturable phloroglucinol-producing pseudomonads (Bicdr@004

Picard & Bosco 2006), as well as the entire community (Brusetl. 2005). The maize
genotypes in these studies were chosen for their phenotypic characteristics (e.g. root
morphology) or agricultural importance, and cultivar comparisons were typically carried out
without knowledge on the history of these plants. The only studies where maize genotypes
were explicitly taken in consideration focused on the heterosis effect of hybrids (Etiedrd

2004; Picard & Bosco 2005) and transgenetic modifications (Bresetti2005).

The hypothesis in this study was that the evolutionary history of maize has shaped
patterns of soil bacteria selection by individual maize lines. This means, at the level of the
crop diversification process, that differences between rhizobacterial communities would
increase with the genetic distance between lines. It also means, considering this time the
outcome of the diversification process, tina¢mbership of individual lines to a particular
genetic group of maize would be a significant factor determining their rhizobacterial
community composition. On this basis, the objective of this work was to determine the
relation between diversification of maize and the selection of soil bacteria in the rhizosphere.
This issue was addressed by comparing ten characterized inbred lines representing the five
main groups of maize. The rhizobacterial community of seedlings was assessed using a 16S
rRNA taxonomic microarray previously validated for soil and rhizosphere st(iaguinet
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al. 2006; Kyselkovaet al. 2009), and results were analyzed by considering the genetic

distance between maize inbred lines.

Materials and methods

Selection of maize genotypes

Inbred lines were obtained by self-pollination from American and European traditional maize
landraces. Two inbred lines for each of the five groups of maize defined by Camus-
Kulandaiveluet al. (2006) were selected from a collection of 393 inbred lines, as follows. To
start with, inbred lines characteristic of a heterotic group and largely used for hybrid
development were chosen (including genome-sequenced B73) based on analysis of neutral
markers corresponding to simple sequence repeat (SSR) data at 67 non-coding loci
(microsatellite analysis). Then, a sample of inbred lines maximizing the diversity from this
first sample was selected using software Mstrat (Gouestaid2001). Finally, inbred lines
having a high contribution to a group were chosen from this sample. For all groups, this could
be achieved with a contribution threshold as high as 0.85 based on analysis with software
STRUCTURE (Pritchar@t al. 2000), which generates clusters based on both transient Hardy-
Weinberg disequilibrium and linkage disequilibrium caused by admixture between

populations. All seeds were obtained by J. Laborde (INRA, St Martin de Hinx).

Greenhouse experiment

The ten inbred lines were cultivated in soil taken from the surface horizon of a field located at
La Coéte Saint-André near Lyon (France), which was cropped with maize for several years.
The soil was a luvisol with a loamy surface horizon (clay 16.2%, silt 43.9%, sand 40.1%,
organic matter 2.1%, pH(water) 7.0, N 1.4 g'k¢El Zemranyet al. 2006). Soil was sieved
(6 mm) and 2.5 kg used to fill 3-dmpots.

Seeds were surface-disinfected by soaking 10 min in 5&,Hollowed with one
rinse with sterile distilled water, one wash with 70% ethanol, and three rinses with sterile
distilled water. For each maize genotype, five pots sown with three seeds (thinned to two
seedlings on day 10) were used. Five non-planted pots were also included. They were placed
following a randomized block design in a greenhouse with 16 h of light (25°C) and 8 h of
darkness (18°C). Water was adjusted to soil retention capacity using an automated irrigation

system.
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Sampling was carried out at 21 days after sowing. The root systems were dug up and
shaken vigorously to separate soil loosely adhering to the roots. Each root system with closely
adhering soil was transferred to a bottle containing 300 ml of sterile distilled water. The
bottles were shaken manually for 1 min, then 15 min in a stirrer at 180 rpm. The soil fraction
(considered as rhizosphere sample) was recovered by centrifugation for 30 min gta600
kept at -20°C. The root systems were picked up and blotted dry.

Plant analysis included determination of seed weight (10 seeds per genotype), shoot
height at 15 and 20 days, number of leaves at 10, 15 and 20 days, and fresh biomass of roots
and shoots at 21 days (n = 5). Tway ANOVA and Tukey’s tests were done to compare the
effects of maize genetic groups and of individual maize liffes @.05), using R software

(http://www.r-project.org).

Microarray analysis of rhizosphere samples

Total DNA from 0.5 g of rhizosphere or non-planted (control) soil was extracted using
FastDNA spin kit for soil (Q-Biogendllkirch, France), according to the manufacturer’s
instructions. The universal primers T7-PA and PH (derived from Bxtiak 1992) were used

to obtain 1.5-kb amplicons of the 16S rRNA gereefrom the total community (Edwarc

al. 1989), as described by Kyselkostal. 2009.

PCR products were purified with a MinElute PCR purification kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France), according to the manufacturer’s instructions. DNA concentration was
determined spectrophotometrically and adjusted to 50 ifg Fdr fluorescent labeling,
purified PCR products were converted to RNA by in vitro transcription, purified, fragmented,
and hybridized as described by Sangetial. (2008).

The 1033 probes (described in Kyselk@tal. 2009) were synthesized by Eurogentec
(Seraing, Belgium) with a 5 C6-NH;, modification and spotted, as described by Sangtiin
al. (2008). Each probe was repeated four times per slide. Hybridization was performed in
temperature-controlled Belly Dancer (Stovall Life Sciences, Greensboro, NC), as described
by Sanguiret al. (2008).

Analysis of microarray data

The slides were scanned at 532 nm with 10-um resolution using a GeneTac LS IV scanner
(GenomicSolutions, Huntingdon, UK), and images were analyzed with GENEPIX 4.01
(Axon, Union City, CA), as described (Sangeihal. 2008). Spots of poor quality (presence
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of dust or hybridization signal saturation) were excluded from further analyses, as described
(Sanguinet al. 2008). Data filtration was done using R 2.8.0 (http://www.r-project.org).
Hybridization of a given spot was considered positive when 80% of the spot pixels had
intensity higher than the median local background pixel intensity plus twice the standard
deviation of the local background, as done previously (Sareguah 2008; Kyselkovéet al.

2009). The intensity of the signal (median of signal minus background) was replaced by its
square root, and the intensity of each spot was expressed as a fraction of the total intensity
signal of the basic pattern it belongs to (Sangial. 2006). A given probe was considered

to be positive when at least three of the four spot replicates were hybridized.

Microarray data were treated by Principal Component Analysis (PCA), based on the
correlation matrix. Between-Group Analysis, which ordinates groups and then projects
individual samples on the resulting axes (Dolédec & Chessel 1987; C@hah2002), was
also performed, followed byantel test (Mantel 1967) to examine relations between
treatments. These analyses were done using the ADE4 package of R (Thietimlu$897).
ANOVA and Fisher’s LSD tests (using DSAASTAT 1.0192 for Excel; Onofri, 2006
0.05) were used (i) to compare treatments along each of the first two PCA axes, i.e. based on
PC1 coordinates as well as on PC2 coordinates, and (ii) for each probe to compare bulk soil
versus rhizosphere (of each maize line, i.e. 10 comparisons). The comparison of the effects of
maize groups and of individual lines on total rhizobacterial community composition was also
studied with 50-50 MANOVA (Langsrud 2002) & < 0.05, using R software. Probes
differing in intensity between the five groups (compared two by two) were identified with
Mann Whitney testsH < 0.05).

Quantitative PCR

Relative amounts afrs sequences ddurkholderia cepaci@omplex in maize genotypes was

confirmed by quantitative PCR (qPCR), after development of a real-time protocol based on
the forward primer QPCR-Bcepl16s2-F (Whitityal. 2006) and thd. cepaciaprobe Burcep
(Kyselkovaet al. 2009) as reverse primer. PCR reaction was carried out in 20 pl contéining

pul of PCR grade water, 2 pl of each primer (final concentration 0.75 uM), 10 ul of
LightCycler-DNA Master SYBR Green | master mix (Roche Applied Science, Meylan,
France) and 60 pg of sample DNA (in triplicate for each of five plants per line). The cycling
program included a 10-min incubation at 95°C, followed by 50 cycles of 95°C for 15 s, 65°C

for 15 s and 72°C for 10 s. Amplification specificity was studied by melting curve analysis o

64



Partie exp. 1 : Influence de [’histoire évolutive du mais sur les bactéries rhizosphériques

the PCR products performed by ramping the temperature to 95°C for 10 s and back to 65°C
for 15 s, followed by incremental increases of 0.1%Qs to 95°C. Melting curve calculation

and determination of Tm values were performed using the polynomial algorithm function of
LightCycler Software v.1 (Roche Applied Science).

Genomic DNA fromBurkholderia cenocepaciaBMG 16656 (which belongs to tH.
cepaciacomplex) was used to generate standard curves, after dilution from%ts 50 10
159 DNA plt (in triplicate).Sterile water was used as negative control. PCR efficiency was
calculated from standard curves according to the equation E*5%8 The five samples for
each of the two inbred lines of groups Corn Belt Dent and Northern Flint (chosen because
they were the most distant in rhizobacterial community PCA) were analyzed. Results were
expressed as ng of DNA froB1 cepaciacomplex bacteria per pg of total soil DNA.

For cloning/sequencing, the quantitative PCR products described above were purified
with the MinElute PCR purification kit (Qiagen) and re-amplified, using the same primer set.
PCR was done in 50 pl containing 1 pl DNA (~ 50 ng), 5 pl 10x reaction buffer, 2.5 pl of
each primer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 5 pul dNTP, and Tlagipolymerase
(Invitrogen). Amplification was done in an Eppendorf Mastercycler with 5 min denaturation
at 94°C, 30 cycles of 25 s at 94°C, 25 s at 57°C and 25 s at 72°C, and a final elongation of 5
min at 72°C. After purification, the PCR products were cloned (pGEMs-T Easy Vector
System Kkit; PromegaCharbonnieres, France) and 12 clones from each of the four lines
studied were sequenced on both strands (CoGenics, Meylan, France). Sequences (EMBL
accession numbers FR670611 to FR670618) were checked and edited with BioEdit version
7.0.5.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). Sequence affiliation was
performed using BlastN with default parameters at NCBI Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Comparison of genetic distance between maize inbred lines with rhizobacterial community

molecular data

The microsatellite sequences obtained by Camus-Kulandedtedl. (2006) were used to
compute genetic distances between maize inbred lines, based on a distance derived from
Rogers (1972) hereafter termed modified distance of Rogers {MOMDR? was computed
as follows (Rebourgt al.2003:

1 L A 1
MDR>2<Y :EZZE(FI)JX - Fi)jY)z

i=1 j=1
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whereL is the number of loci (here 67)j the number of alleles at th® ocus, and®;x and

P;v are the frequencies of th® allele at the'f locus for the lines X and Y. The mean inter-
group genetic distance between the four lines of two genetic groups (i.e. each line being
compared with the two lines from the other group; n = 4 comparisons in total) was used to
estimate the genetic distance between these groups.

The Bray-Curtis distance (Bray & Curtis 1957) was used to compare rhizobacterial
communities of different lines, using normalised hybridisation intensity data. When
comparing maize groups, the mean inter-group Bray-Curtis distance (n = 4) between
rhizobacterial communities of the four lines of two genetic groups was used. The comparison

of the two types of matrices was assessed by Mantest test (1967).
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Results

Genetic comparison of maize groups

Inbred lines displaying a high contribution to their genetic group (meaning that their genetic

make-up was representative of the group) and maximizing intra-group diversity were

obtained. The contribution levels of the two lines to their group were just above the 0.85

threshold in the Tropical group, whereas they were higher than 0.92 in the Corn Belt Dent and

Northern Flint groups and even 0.97 in the European Flint and Stiff Stalk groups (Table 1).
The genetic distance between the two inbred lines of a same group differed

extensively according to the genetic group considered. The two closest inbred lines were

those selected for the Stiff Stalk grouMDR:, = 0.35), which results from recent breeding

and has a narrow genetic base. A short distaiMBF, = 0.36) was also found with
Northern Flint group. In contrast, the distance for the Tropical group was almost twice as high

(MDR;, = 0.60) and somewhat higher for the European FMDRZ, = 0.67) and Corn Belt
Dent (MDRZ, = 0.71) groups.

When all lines from the five maize groups were considered together, it appeared that
the intra-group genetic distances between the two lines within groups Stiff Stalk and Northern
Flint (but not within the three other groups Tropical, Corn Belt Dent and European Flint) were
smaller than the inter-group distances, i.e. distances between lines from different groups
(summarized in Fig. 1a and detailed in Fig. S1), which is fully compatible with the findings
above. This is in accordance with PCA comparisons (based on 33% of data variability; Fig.
S2). The mean genetic distance between lines of distinct groups ranged from about 0.65
(between European Flint and Tropical) to 0.75 (between European Flint and Stiff Stalk) (Fig.
1b).
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Table 1 Phenotypic properties, geographic origin and genetic contribution to the genetic groups of the ten inbred lines of maize.

Line properties Genetic contribution to the five genetic grotips
Inbred liné Grain  Flowering Geographic origin Tropical Corn Belt Dent Stiff Stalk Northern Flint European Flint
texture  earliness
ZN6_inra Flint Late South America 0.852 0.012 0.004 0.045 0.087
EM1433 inra  Dent Late South of Spain 0.901 0.025 0.050 0.01 0.014
Mol7_usa Dent Semi-late Corn Belt US 0.010 0.924 0.022 0.013 0.032
FV252_inra Dent Early France 0.007 0.973 0.008 0.007 0.005
B73 inra Dent Late Corn Belt US 0.006 0.006 0.978 0.004 0.005
Bl4a usa Dent Late Corn Belt US 0.002 0.003 0.991 0.002 0.002
W85 _inra Flint Early Canada 0.007 0.010 0.014 0.950 0.019
FV4_inra Flint Early France 0.005 0.008 0.004 0.969 0.014
FV2_inra Flint Early South of France 0.005 0.004 0.010 0.009 0.971
EP1 usa Flint Early North of Spain 0.006 0.007 0.002 0.006 0.979

#Each line name is followed by a term indicating collection origin (inra or usa).
PValues correspond to allelic frequency of membership to a group (i.e. proportion of alleles corresponding to the group). The genetic
which each inbred line belongs is indicated in grey.
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Fig. 1 Relationship between maize genetic distances and rhizobacterial community
composition. § Comparison of plant genetic distance between maize inbred lines (X axis)
and similarity distance between total rhizobacterial communities associated to different maize
inbred lines (Y axis). Distances were calculated for all 10 inbred lines taken two by two, using
modified Rogers’ distance for maize genotypes and Bray-Curtis’s distance for rhizobacterial
communities. Full circles represent intergroup comparisons and empty circles intragroup
comparisons. The correlation between both distances was not significant (r B 8.04,8, n

= 45). p) Comparison of mean genetic distance between maize genetic groups (X axis) and
similarity distance between total rhizobacterial communities (Y axis). The inter-group genetic
distances were the means (n = 4) of mediRogers’ distances between the four lines of two
genetic groups, and the mean Bray-Curtis distance was used for rhizobacterial communities.
NF = Northern Flint group; EF = European Flint group; CBD = Corn Belt Dent group; T =
Tropical group; SS = Stiff Stalk group. The correlation between both distances was not
significant (r = 0.31P = 0.38, n = 10).
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16S Microarray analysis of the rhizosphere effect of seedlings

Among the 1033 probes, 162 hybridized with at least one bulk soil sample, versus 165 (line
EP1) to 187 (line Mo17) with at least one rhizosphere sample (giving 249 hybridized probes
in at least one sample from any line), and 151 probes hybridized with both one bulk soll
sample (or more) and one rhizosphere sample (or mBetyveen-Group Analysis separated
rhizosphere soil from bulk soil (not shown), which was confirmed by Mantel test. With PCA,
the separation between rhizosphere and bulk soil was along the first axis (41% of the total
variability; Fig. S3).

Among the 260 probes that hybridized with at least one bulk soil or rhizosphere
sample, hybridization intensity with bulk soil was statistically lower for 24 probes and higher
for 53 probes when compared with each of the ten lines. The probes giving higher signals in
these rhizosphere samples were especially those targbgnBetaproteobacteriagenera
Burkholderig Herbaspirillum, Achromobacter, Neisserand Variovorax as well as the
Gammaproteobacteriggenus Pseudomonaswhereas those giving lower signals included
noticeably probes for the ord€tostridialesand genuBacillus (both within Firmicuteg, the
Bacteroidetes order Flavobacteriales, the Alphaproteobacteriaorders Rhizobiales and
Rhodospirillales, the Deltaproteobacteriaorder Myxococcales the Acidobacteria the
Planctomycetesand theActinobacteriaFig. S3)

Effect of maize groups on rhizobacterial community

When the 10 inbred lines were compared with one another, 249 of the 1033 probes hybridized
with at least one rhizosphere sample from one line. PCA and subsequent ANOVA/Fisher
analyses of PCA coordinates for microarray results from rhizosphere samples separated (i)
Corn Belt Dent, (ii) Stiff Stalk and Tropical, and (iii) Northern Flint from one another,
whereas European Flint was intermediate (Fig. 2a). When microarray results were analyzed
directly (50-50 MANOVA), treatments differed again according to maize genetic groups, and
the inbred lines within groups had also a significant effect. We repeated in a different soil the
same experiment, with the lines from groups Northern Flint and Corn Belt Dent, and found
again group differences in rhizobacterial community composition at 21 days (data not shown).

Hybridization results differed statistically (Mann Whitney tests) between maize groups
for 86 probes. Discriminating probes with higher signals for the Corn Belt Dent group (with
similar signals for both inbred lines) were especially those targBetgproteobacteriauch

as Herbaspirillum Janthinobacteriumand Variovorax and especially théBurkholderia
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cepaciaspecies complex (Fig. 2b). For the four genetic groups at the left side of the first PCA
axis, the main observation was that probesAliphaproteobacteriageneraAzospirillumand
Sphingomonashowed higher intensity with the Northern Flint group, and those for the
Deltaproteobacteriagenus Myxococcusand Betaproteobacteriagenera Oxalobacter and
Methylophiluswith the Tropical and Stiff Stalk groups (Fig. 2b). Within each of these four
maize groups, signal intensity for some of these probes varied significantly between the two

lines.
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Fig. 2 Principal component analysis of 16S microarray results for rhizosphere samples from
the five genetic groups of maize) (Maize groups were compared using data from two inbred
lines per group, each studied in five replicates. For each group, mean and standard deviation
computed using all data are represented (n = 10). Statistical relations between genetic groups
are indicated along PC1 and PC2 axes by letters a and b (ANOVA and Fisher’s LSD tests; P

< 0.05). ) Contribution of microarray probes to the principal components. The bacterial
taxa targeted are indicated for the probes contributing most to group separations.
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Validation of selected microarray results by gPCR and sequencing

Validation of the main microarray results was sought after development of a real-time gPCR
protocol for the species compl&x cepaciagPCR displayed an efficiency of 100% and a low
error level (3%). All 48 sequences obtained from gPCR products correspondedBo the
cepaciacomplex (Fig. S4), confirming primer specificity. They formed three groups, which
clustered in the vicinity of specidd. cepacia B. seminalis B. ambifarig B. metallica B.
diffusa and B. arboris from the B. cepaciacomplex (Fig. S4). With the four inbred lines
studied, a Rvalue of 0.99 P < 0.05) was found when comparing quantitative PCR and
microarray hybridization data (Fig. 3), thereby validating the latter (and quantitative PCR data
were statistically higher for Corn Belt Dent than Northern Flint based on ANOVA <at
0.05).

Relation between maize diversity and rhizobacterial diversity based on distance analyses

No relationship was found overall when comparing the genetic distance between maize inbred
lines (based on microsatellite plant neutral markers from Camus-Kulandatvalu(2006)

with that between rhizobacterial communities (Fig. 1a and S1). Furthermore, the genetic

distance between bacterial communities was not lower within maize genetic groups than in

comparisons across different maize genetic groups, i.e. bacterial communities selected by
maize lines of a same genetic group were often more distant than those selected by maize
lines from different groups. This was even the case when considering the two homogenous
groups Stiff Stalk and Northern Flint. No significant correlatiorP(gt0.05) was found either

when comparing maize genetic groups, i.e. when replacing the genetic distance between

maize inbred lines by the mean inter-group genetic distance (Fig. 1b).
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Fig. 3 Comparison of microarray hybridization level (expressed as relative fluorescence
intensity for 400 ng of total rhizosphere DNA) and gPCR data (expressed as ng of DNA per
400 ng of total rhizosphere DNA) for bacteria of tBarkholderia cepaciacomplex in
samples from the Corn Belt and Northern Flint groups. Each point is the mean for the two
lines studied (each investigated with five plant replicates). The equation of the linear
regression between the two datasets is shown.
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Discussion

Once domesticated, cultivated plants have undergone diversification according to anthropic
dissemination of seeds, local pedoclimatic and farming conditions, and selection by farmers
or breeders (Doebley 2004; Purugganan & Fuller 2009). One consequence is that genotypes
selected in particular locations may be readily disseminated to other regions of the world,
leading to more cosmopolitan distributions and influencing diversification further. In the case
of crops like maize, this has several important implications. First, lines emblematic of a given
genetic group may be found in other regions, where lines from other group(s) are prevalent.
Here for instance, lines FV252 (Corn Belt Dent group) originated from France, EM1433
(Tropical group) from Spain, and FV4 (Northern Flint) from France (Table 1).

Second, man-driven dissemination of seeds favors hybridization/recombination events,
which may blur neutral genetic differences between genetic groups. Here, the Northern Flint
and Stiff Stalk groups appeared well differentiated compared with the other groups, in
accordance with Camus-Kulandeivedti al. (2006). The three other groups were larger, as
found by Vigourouxet al. (2008), to the point that certain genetic distances across groups
were not longer that distances within genetic groups (Fig. Tke9. European Flint group
includes germplasm from several European regions/countries, so its genetic base is quite
broad, and the two inbred lines FV2 and EP1 belong to distant clusters within the group
(Dubreuil et al. 1996). The Corn Belt Dent is also quite diverse (Laletal. 2003); its
representatives Mol7 and Fv252 differed in flowering earliness (Table 1) and belonged to
distinct RFLP subgroups (Dubreeil al. 1996).

Third, a wide range of maize genotypes, originating from all parts of America, have
been imported in the last hundred years to Europe (Relebatg2003; Dubreuikt al. 2006),
where the European Flint group formed (mainly from Tropical and Northerrt Flin
populations). This process has continued in more recent times, but in a context of hybrid
development. Therefore, soil microorganisms in Europe may be exposed to a rather large
range of maize genotypes, and thus it was ecologically relevant to compare lineslfrom
maize genetic groups in a same European soil. Indeed differences in rhizobacterial community
composition of seedlings were found between these maize lines as well as between the genetic
groups they belong to.

The current 16S microarray data revealed a clear rhizosphere effect of maize seedlings
on soil bacterial community composition (Fig. S3). Despite the selection pressure exerted by
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roots on soil bacteria (Berg & Smalla 2009; Raaijmaletral. 2009), the number of probes
hybridized was not lower in the rhizosphere, probably because the proportion of taxa
numerically minor (and eluding microarray detection) is higher in bulk soil (Ganhes

2001). Although selection d@. cepaciacomplex (Balandreaet al. 2001; Sallet al. 2006)

and counter-selection d¥lyxococcales(Haicharet al. 2008) by roots confirmed previous
findings, the lower prevalence of thélphaproteobacteria orders Rhizobiales and
Rhodospiraleson roots was not expected. Indeed, m&iyzobiaceaegenera/species were
found to be in higher proportion in the maize rhizosphere than in bulk soil in previous studies
(Gomeset al. 2001; Sanguiret al. 2006; Haicharet al. 2008), but experiments were done
with different soil type and/or maize phenology (Baudatial. 2009). Additionally, this study
showed the possibility (Junget al. 2007) that the typically endophytic bacterium
Herbaspirillum (Olivareset al. 1996) could establish in the rhizosphere. More importantly,
here the rhizosphere effect of maize seedlings was documented at the scale of the genetic
diversity of this plant species, unlike in previous work focusing on a single or a few closely-
related genotypes only (Gomes al. 2001; Sanguiret al. 2006). In this context, the mean
Bray-Curtis similarity distance between bulk soil and rhizobacterial communities varied
between 0.35 (European Flint) and 0.41 (Corn Belt Dent), whereas that between
rhizobacterial communities of different maize groups varied between 0.07 and 0.14. This
means that most of the rhizosphere effect was common to the five genetic groups, despite the
extent of maize diversification events (Camus-Kulandaieglal. 2006). It also means that
maize monoculture (20 years) was unlikely to have significantly enriched bacterial taxa more
specific of certain maize genetic groups.

Even though of lesser extent, differences were also found when comparing
rhizobacterial community composition between the five genetic groups of maize. There were
mostly variations in signal intensities rather than in the range of hybridized probes, suggesting
differences in taxa abundance, as confirmed by qPCRhé&B. cepaciacomplex. These
bacteria, which have a wide ecological role in soil (Parke & Gurian-Sherman 2001), display
high species diversity in the soil of the study (Viallatdal. 1998; Balandreaet al. 2001).

Some of the clones from tlige cepaciacomplex recovered in the current study clustered with
established species, whereas three others (cluster W85 3/7/12) did not and may represent a
novel species (Fig. S4). Root isolatesBofcepaciadiffered between three maize cultivars
(Dalmastriet al. 1999), but these cultivars were not characterized genetically. HerB, the
cepaciacomplex contributed along with othBetaproteobacterido the particularity of Corn
Belt Dent group. In this regard, it could be unexpected to find such a distinction in
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rhizobacterial community composition between Corn Belt Dent and the two other northern

American groups, since all three formed in the same region of the world. Furthermore, a
distinction between the Tropical group and the four temperate groups was not found, even
when considering PCA axis 3 (not shown), despite soil type and climatic differences in both

parts of the world.

The Tropical group is the closer to the ancestral maize genetic pool, which means that
part of its genetic make-up is also found in the four other groups (Camus-Kulanddiaélu
2006), and this might account for its (unexpected) rather central position when comparing
rhizobacterial communities (Fig. 2). The position of the European Flint group between
Tropical and Northern Flint groups in rhizobacterial community comparisons is consistent
with the fact that it formed by hybridization of these two groups (Rebetrgl. 2003;
Dubreuil et al. 2006). Similarly, the position of the Stiff Stalk rhizobacterial community
between those of the two other American groups Corn Belt Dent and Northern Flint is in
accordance with the formation of Stiff Stalk group by modern breeding in the USA. Thus, on
one hand, the formation of the fize maysgenetic groups, which is an outcome of the crop
diversification process, was a significant factor determining soil bacteria selection by
seedlings and, in turn, rhizobacterial community composition. This is in accordance with the
facts that (i) SSR microsatellite makers are relevant to delineate genetic structures within
Poaceae species (Figliuolo & Perrinao 2004) including maize (Dulateall 2006), and (ii)
key plant traits such as flowering time fluctuate according to maize population structure
(Camus-Kulandaivelet al. 2006). Indeed, lines from groups Corn Belt Dent and Stiff Stalk
displayed higher root biomass (Table S1), which may mean higher amounts of rhizodeposits
(Benizriet al. 2002; Wicherret al. 2008) for root-colonizing bacteria. Qualitative differences
in rhizodeposit composition (Czarnotat al. 2003) and other rhizosphere properties
(Miyasakaet al. 1989) may also be expected and could explain differences in rhizobacterial
community composition between groups (Haiobiaal. 2008; Bressast al. 2009).

On the other hand, the crop diversification process itself was not a significant factor
determining rhizobacterial community composition, since the differences between
rhizobacterial communities did not relate to the genetic distances (derived from microsatellite
plant neutral markers i.e. non-coding SSR data) between maize groups or lines. Perhaps post-
domestication diversification process was too short (estimated as only 9000 years for maize;
Doebley 2004) for such an effect to materialize. Indeed, our results suggest that this genetic
distance was not representative of the phenotypic differences important for selection of
bacteria by seedling roots when considering recent (i.e. post-domestication) diversification of
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maize. Accordingly, no significant correlation was found when comparing pairwise
differences in shoot and/or root biomass with genetic distances between maize lines (or with
Bray-Curtis similarity distances between associated rhizobacterial communities) (not shown).
A significant correlation was found between SSR-based genetic distance and maize
morphological and yield markers by Heckenbergeal. (2005), but traits were assessed for
mature plants and not seedlings. Therefore, it could also be that our lack of correlations was
due to our focus on seedlings, as both (i) the relationship between plant genetic distance and
plant phenotypic properties (Coge¢ al. 2006) and (ii) rhizobacterial community genetic
structure (Baudoiet al. 2009) depend on maize phenology.

In conclusion, the genetic structure of maize resulting from crop diversification
(giving five main groups) but not the extent of diversification in itself (determining maize

genetic distances) influenced selection of soil bacteria by maize seedlings.
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Figure S1Detailed comparison of plant genetic distance between maize inbred lines (X axis)
and similarity distance between total rhizobacterial communities associated to different maize
inbred lines (Y axis). Distances were calculated for all 10 inbred lines taken two by two, using
modified Rogers’ distance for maize genotypes and Bray-Curtis’s distance for rhizobacterial
communities. Blue is used for Northern Flint group, green for Tropical group, orange for Stiff
Stalk group, red for Corn Belt Dent group, and violet for European Flint group. Full circles
represent intergroup comparisons and empty circles intragroup comparisons. Comparisons
involve the two lines of the group European Fliat ¢the two lines of the group Tropicdd)(

the two lines of the group Stiff Stalk)( the two lines of the group Corn Belt Ded),(or the

two lines of the group Northern Fling)( In each panel, relevant comparisons (i.e. involving
the group in focus) are shown with colored full/lempty symbols, and the others (i.e. not
involving the group in focus) with black full/lempty symbols.
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Figure S2Principal component analysis of the five maize groups based on allelic data at 67
loci for each of two inbred lines per group. For each group, mean and standard deviation
computed are represented (n = 2).
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Figure S4 Phylogenetic relationship between partial 16S rRNA sequences (214 bp) from (i)
rhizosphere clones from maize lines FV252 and Mo17 (Corn Belt Dent group), W85 and FV4
(Northern Flint), (ii) type strains of representative species fronBtheepaciacomplex, and

(iii) type strains of representative species from oBkholderiaspecies. The phylogenetic

tree was constructed using the Kimura-two parameter for distance correction and the
neighbour-joining method (bootstrap values from 1000 resamplings), using MEGA 4.0
software (Tamureet al, 2007). One cluster did not contain any sequence of established
Burkholderiaspecies and is noted cluster W85 3/7/12. The tree shows that the 48 clones were
found in four different clusters, which were all within tBe cepaciacomplex. Sequence
identities of clones were 98.0% or higher with a species from the complex.

Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. (2007). MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) software version 4.Mol Biol Evol24: 1596-1599.
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Table S1 Effect of maize genetic group on seed weight or fresh biomass at 21 days. Seedvargghticcording to the genetic group
considered (lower in the European group than in the Stiff Stalk, Corn Beltdbdmbpical groups), as well as the inbred line within groups
(except within the Northern Flint group). At 21 days, fresh shoot biomass did not vary significantly actmotbeigenetic group or the inbred
line considered, whereas fresh root biomass differed between maize groups (higher in groups SifitiSTalin Belt Dent) as well as when
comparing individual inbred lines.

Genetic group Seed weiglit Number of leavés  Fresh shoot biomass Fresh root bioma8s Total fresh biomads
Tropical 0.28+0.01a* 3.75+0.10 0.79+ 0.08 1.53 £ 0.15 bc 2.33+0.22
Corn Belt Dent 0.30+0.02a* 3.65+0.11 1.06+0.13 2.03+0.16 a 3.08 £0.27
Stiff Stalk 0.28+0.01a* 3.80+ 0.16 1.00+ 0.09 216+0.21a 3.16 £+ 0.28
Northern Flint 0.22+0.01b 3.90+0.12 1.06+0.16 1.59+0.20 b 2.64+0.34
European Flint 0.23+£0.01b* 3.75+£0.10 1.11+0.11 1.19+0.06 c 2.30+0.16

®Statistical differences between treatments are indicated by letters (Fisher L$D<t8s05), on 20 replicates.
® Statistical differences between treatments are indicated by letters (Fisher L$D<t@sB5), on 10 replicates.
* Statistical difference between the two lines within the genetic group
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Introduction

Le génotype de plante peut avoir une influence importante sur la communauté
bactérienne rhizosphérique, comme nous avons pu le voir dans la synthese bibliographique.
Cependant, legésultats du chapitre précédent montrent que I’impact de 1’histoire évolutive
d’une espéce sur la communauté rhizobactérienne pouvait étre difficile a mettre en évidence.

Peutétre 1’histoire évolutive post-domestication du mais est-elle trop courte (environ 9000

ans). C’est pourquoi nous nous sommes demandé si I’histoire évolutive a une plus grande

¢échelle que celle du mais, par exemple a I’échelle d’une partie des Poacées, permettrait de

mettre en évidence une relation avec la capacité des plantes a sélectionner les communautés
bactériennes rhizosphériques.

Pour étudier I’influence de I’histoire évolutive des Poacées, nous avons comparé des
céréales plus ou moins éloignées phylogénétiguement du mais. Nous avons utilisé quatre
lignées pures de mais appartenant a deux groupes génétiques de mais distincts (Northern Flint
et Corn Belt Dent), une téosinte (méme espéce que le mais, et dont un ancétre récent est a
I’origine du mais cultivé suite a un événement de domestication), un sorgho (proche
phylogénétiquement du mais, appartenant a la méme sous-famille), un blé (plus éloigné,
appartenant a une autre sous-famille), et la tomate, une référence extérieure aux psaceées. Le
différentes plantes ont été cultivées pendant 21 jours dans du sol de La Cbéte Saint André
cultivé depuis plus de 15 ans avec du mais, comme lors de 1’expérience précédente. Les
communautés bactériennes rhizosphériques de ces différentes plantes ainsi que la
communauté du sol non planté ont été analysées par puce a ADN taxonomique 168S.

Contrairement au chapitre précédent, les distances génétiques entre génotypes de
plante n’ont pas €té obtenues a partir de marqueurs microsatellites, car ces derniers n’étaient
pas disponibles hors du mais. Pour cette étude, nous avons calculé les distances
phylogénétiques entre les différentes plantes en concaténant les séquences de trois genes
chloroplastiques. Les geénes chloroplastiques, transmis de fagon verticale, permettent de
retracer ’histoire évolutive des plantes, notamment chez les poacées (Shaw et al. 2007;

Hodgeet al. 2010 ; Petersoet al. 2010). Toutefois, ces genes sont moins résolutifs pour
obtenir une distance phylogénétique entre variétés de la méme espéce (ce qui était le cas avec
les lignées du mais dans le chapitre précédent), car la conséquence de leur lente évolution est

une grande conservationet une faible différenciation entre variétés.
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Les résultats indiquent que I’histoire évolutive des poacées est un facteur significatif
déterminant la composition taxonomique de la communauté bactérienne rhizosphérique totale,
ainsi que la prévalence de populations particulieres y-compris pour des taxons comme
Azospirillum quiincluent des souches phytobénéfiques. Les résultats ont été également
comparés, pour deux lignées de mais, la tomate et le sol nu, avec ceux obtenus (i) dans un sol
voisin laissé en prairie depuis plus de 50 ans, ou (ii) dans le méme sol mais pour des plantes
cultivées 42 jours au lieu de 21. L’ensemble des données obtenues fait I’objet d’un manuscrit

qui sera soumis a une revue scientifique.
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Abstract

Domestication, dissemination and agricultural improvement of animals and plants entail man-
driven selection of traits that are likely to impact on ecological conditions experienced by
associated microbial communities. Therefore, it can be expected that the evolutionary history
of domesticated eukaryotic hosts will determine their microbiome composition. This
hypothesis was tested in the case of plants, by comparing in greenhouse experiment the
bacterial communities present in bulk soil or associated to the roots of four maize genotypes,
one teosinte (representing maize’s pre-domestication ancestor), two more distant cultivated
Poaceae (i.e. sorghum from the saRanicoideaesubfamily and wheat from neighboring
Pooideaesubfamily), and the dicot tomato as external reference. 16S rRNA taxonomic
microarray analysis of bacterial communities showed that the genetic distance between
rhizobacterial communities correlated significantly with the phylogenetic distance (derived
from chloroplastic sequences) between Poaggamtypes. This was also the case when
considering specific bacterial populations from all main bacterial divisions, instead of the
community as a whole. The fact that more closely related plant genotypes displayed more
similar rhizobacterial communities was not affected when changing field soil management or
plant phenology. These results suggest that the evolutionary history of maize and related

Poaceae was a significant factor shaping rhizobacterial community composition.
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Introduction

Soil microbial community structure is influenced by various environmental factors, such as
season, soil type and structure, cropping history, or presence of plant (Maetcah2001;
Smalla et al. 2001; Sanguiret al. 2006a; Maet al. 2008; Reeveet al. 2010). When
considering the plant rhizosphere, differences in bacterial community composition can also be
found when comparing different plant species or lines ((Marsadtredr 2001; van Overbeek

& van Elsas 2008). Indeed, plant genotypes may differ from one another in terms of root
system development and thus bacterial root-colonization sites (de Dodbdt 2007),
nutrient uptake and rhizosphere depletion of minerals (Comas & Eissenstat 2009), root
mycorrhization (Becerrat al. 2007), and root exudation patterns (Czarrettaal. 2003).
However, the role played by each of these root properties during rhizobacterial community
formation remains poorly understood. Many (if not all) of these root properties should differ
more and more as the genetic distance between plant genotypes increases, bue vexy litt
been done to test the implications in terms of bacterial recruitment by roots and rhizobacterial
community composition. Thus, our hypothesis is that plant evolutionary history is a
significant factor shaping rhizobacterial community formation.

In a previous investigation, this hypothesis was tested in the case of maize, which was
domesticated from teosinte in Mexico and disseminated in southern and northern America and
later to Europe (Doebley 2004; Dubreeilal. 2006). This diversification process resulted in
the formation of five main genetic groups of maize (Camus-Kulandaielal. 2006).
Greenhouse comparison of selected maize lines showed that rhizobacterial community
composition differed according to the genetic group they belong to, following in part maize
evolution history (Bouffauckt al. 2012). However, membership to a particular genetic group
of maize was a better predictor of the rhizobacterial recruitment than plant microsatellite
neutral markers. This means that the latter did not provide sufficient information to reflect
functional differences between maize lines. Perhaps it is due to the facts that all lines
belonged to the same speciged maypand originated from rather recent (about 9,000 years
ago) domestication of teosinte. Therefore, the hypothesis that plant evolutionary history could
in itself be a significant factor determining rhizobacterial community composition deserves
further appraisal based on a wider range of plant genotypes, and this was the focus of the
current work.

In this study, the relation between plant evolution and rhizobacterial community
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composition was assessed using genotypes from maize and related Poaceae. The work was
carried out using two lines from each the two maize genetic groups displaying the most
different rhizobacterial communities in Bouffagtlal. (2012). The experiment also included
anotherZ. maysgenotype (i.e. a teosint&, maysssp.parviglumig, another member of the
Panicoideaesubfamily (i.e. sorghum), a member of another subfamily within the monocots
(i.e. wheat;Pooideaesubfamily), and a member of another family, which belongs to the
dicots (i.e. tomatoSolanaceadamily). Chloroplastic genes, which have been widely studied

to reveal plant phylogeny (Hausnetral. 2006) including for Angiosperms subfamilies (Shaw

et al. 2007; Hodgeet al. 2010; Petersort al. 2010), were used here to estimate genetic
distances between these plant genotypes.

In the current work, the eight plant genotypes selected were grown in a same soil
originating from a cultivated field in Europe, as described in Boufietudl. (2012), and
rhizobacterial community composition was assessed using a 16S rRNA taxonomic microarray
previously validated for rhizosphere studies (Sangtial. 2006; Kyselkovaet al. 2009) and
used to compare maize lines (Bouffaetdal. 2012). However, in addition to the protocol of
Bouffaudet al. (2012), the current study expanded the assessment in two directions. First, the
analysis was carried out at two samplings instead of one, i.e. with 21-day-old seedlings
(Bouffaud et al. 2012) as well as with better-established plants at 42 days after sowing, for
which rhizobacterial community structure is expected to differ (Bauetoah 2009). Second,
since the rhizobacterial community can be influenced by cropping history, the experiment
included also soil from a neighboring field, which corresponds to the same pedon but has

been for more than 50 years managed as meadow instead of being cultivated with maize.
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Materials and methods

Plant genotypes

Four maize Zea mayd..) inbred lines from two genetic groups, i.e. FV4 and W85
(group Northern Flint) and FV252 and Mo17 (Corn Belt Dent) were used (provided by INRA,
St Martin d’Hynx, France). The study also included one teosinte (Zea mayssp.parviglumis
provided by UNAM, Cuernavaca, Mexico), one sorghugorghum bicolorcv. Arprim;
Semences de Provence, Fourques, France) and one whaeatiih aestivuniL. cv. Fiorina;
provided by AgroScope, Changins, Switzerland), as well as torBatanum lycopersicum
cv. Marmande; Vilmorin, La Ménitré, France) used as non-Poaceae reference.

Plant phylogenetic distances within the Poaceae were estimated using three
chloroplastic sequences established for phylogeny assessmenteiSila2007; Hodgeet al.

2010), i.e. genepsl6 and the intergenic spacemzs16-trnKand atpl-atpH To obtain their
sequences, seeds of the different plant lines were surface-disinfected (as described above),
germinated on water agar (89 In plates for 2 days in the dark at 28°C, and the plates were
placed for 7 days in a growth chamber (16 h of light at 28°C and 8 h of darkness at 22°C).
DNA was extracted from 200 mg of fresh leaves crushed in liquid nitrogen (as described
below). PCR procedures were adapted from SétaaV. (2007) and Hodget al. (2010). DNA

was amplified using an Eppendorf Mastercycler, in a 50-pl volume containing 1x PCR buffer
with MgCl,, 0.2 mM of each dNTP (Promega, Charbonniére, France), 0.5 uM of each primer,
5% dimethyl sulfoxide, 1.75 U of Expand high fidelifyaq polymerase (Roche Applied
Science, Meylan, France), and 1 ul of template DNA (~30 ng). PCR amplification was done
with 1 cycle of 5 min at 80°C, followed by 30 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 56°C, 1 min
at 72°C, and a final cycle at 72°C for 5 min. PCR primers were rpsl16F/rpsl6psidr
(Hodgeet al. 2010), rpS16x2F2/trnk“Yx1 for rps16-trnK spacer, and atpl/atpH fatpl-

atpH spacer (Shawt al. 2007).

PCR products were cleaned using a MinElute PCR purification kit (Qiagen) following
the manufacturer instructions. DNA sequencing was performed on both strands (Beckman
Coulter Genomics, Takeley, UK). The DNA sequences were aligned using BioEdit version
7.0.5.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). Phylogenetic analysis was
performed by MEGAS (Tamurat al. 2011), using the Maximum Likelihood method, and

phylogenetic distances were obtained using the Kimura 2 parameter model.
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Greenhouse experiment

Plant lines were cultivated in two soils from adjacent fields located at La Céte Saint-
André near Lyon (France), one cropped with maize for more than 15 years, and the second
under permanent meadow (for at least 40 years). Both are lusivols with loamy topsoil (clay
15-16%, silt 41-45%, sand 41-43%), but their chemical compositions differ. In particular, the
soil under meadow displays lower pH and higher organic matter content, nitrogen content
ard cation exchange capacity (Table S1). The two topsoils were collected in Sef606ther
and sieved at 6 mm.

Wheat seeds were surface-disinfected by soaking 3 min in 70% ethanol, 30 min in 3%
calcium hypochlorite containing 0.1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), and then 20 min in a
2% sodium thiosulfate solution. After eaiammersion, the seeds were rinsed five times with
demineralizedsterile water. Maize, teosinte, sorghum and tomato lines were surface-
disinfected using a 3% sodium hypochlorite solution (60 min for maize lines, 20 min for the
others) and rinsed five times with demineraliséetile water. At the end of the disinfection
process, seeds of maize, sorghum, wheat and tomato were left in deminastalidedvater
(1 hour for teosinte, 4 hours for the others) to favor germination.

For each plant line, five pots (2.5 kg soil per 3pot) sown with three seeds each
(thinned to one seedling on day 10) were used. Five non-planted pots were also included.
They were placed following a randomized block design in a greenhouse with 16 h of light
(25°C) and 8 h of darkness (18°C). Each day, water was adjusted manually to soil retention
capacity.

Sampling was carried out at 21 days for each plant line in cropped field soil, and for
maize lines FV4 and W85 (group Northern Flint) and tomato in meadow field soil. Another
sampling was carried at 42 days for maize lines FV4 and W85 and tomato in the cropped field
soil. The root systems were dug up and shaken vigorously to separate soil loosely adhering to
the roots. Each root system with closely-adhering soil was frozen in liquid nitrogen
immediately, then lyophilized and stored at -20°C. Both bulk soils were sampled (5 g in each

of the non-planted pots) at 21 and 42 days in both soils, lyophilized and stored at -20°C.

Extraction and labeling of soil DNA

Total DNA from 0.5 g of rhizosphere or bulk soil were extracted using a protocol

derived from Burgmanmt al. (Burgmannet al. 2003). Briefly, 0.5 g soil, 0.5 g zirconium
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beads (VWR, Fontenay-sous-Bois, France), 0.5 ml extraction buffer (5%
hexadecyltrimethylammonium bromide, 1 nilV-dithiooc-threitol, in a 0.12 M phosphate
buffer[pH 8]) were processed in a bead beater (TissueLyser Il Retsch; Qiagen, Courtaboeuf,
France) for 90 s at 30 m'sAfter 10 min centrifugation at 16,000 g, supernatants were
extracted two times with phenol-chloroform-isoamyl alcohol (24:24:1 v/viv), and then with
chloroform-isoamyl alcohol (24:1 v/v). Nucleic acids were precipitated overnight with
potassium acetate (3 M, pH 4.8) and absolute ethanol at -20°C. After centrifugation 30 min at
16,000gq, pellets were washed with 70% ethanol, and then dissolved in RNase- and DNase-
free water.

The universal primers T7-PA and PH (derived from (Bretcal. 1992) were used to
obtain 1.5-kb amplicons of the 16S rRNA gerefrom the total community (Edwara al.
1989), as described by Kyselkogaal. 2009). PCR products were purified with a MinElute
PCR purification kit (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions, and DNA
concentration was adjusted to 50 ng.pAmplified DNA was converted to RNA by in vitro

transcription, purified and fragmented, as described by Saetgain(2008).

Microarray analysis

The 1033 probes (described in were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium)
with a 5 C6-NH, modification and spotted, as described by Sangtial. (Sanguinet al.

2008). Each probe was repeated four times per slide. Hybridization was performed in
temperature-controlled Belly Dancer (Stovall Life Sciences, Greensboro, NC), as described
by Sanguiret al. (2008).

The slides were scanned at 532 nm with 10-um resolution, using a GeneTac LS IV
scanner (GenomicSolutions, Huntingdon, UK), and images were analyzed with GENEPIX
4.01 (Axon, Union City, CA), as described (Sangatnal. 2008). Data filtration was done
using R 2.10.1 (http://www.r-project.org), and hybridization of a given spot was considered
positive when 80% of the spot pixels had intensity higher than the median local background
pixel intensity plus twice the standard deviation of the local background, as done previously
(Sanguinet al. 2008; Kyselkovéet al. 2009). The intensity of the signal (median of signal
minus background) was replaced by its square root, and the intensity of each spot was
expressed as a fraction of the total intensity signal of the basic pattern it belongs to (Sanguin
et al. 2006). A given probe was considered to be positive when at least two of the three spot

replicates were hybridized.
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Data analysis
Microarray data were treated by Principal Component Analysis (PCA) based on the

correlation matrix, using the ADE4 package of R (Thioulaetsa. 1997). One-way ANOVA

and Fisher’s LSD tests (P < 0.05) were used to compare treatments, based on (i) treatmen
position along each of the first two PCA axes, i.e. based on PC1 coordinates as well as on
PC2 coordinates, and (i) on hybridization signals for each probe.

In addition, the effects of field management and plant growth stage were considered,
for each probe in each treatment, by dividing the normalized hybridization value of each
replicate for meadow field soil by the mean value for cropped field soil (all obtained at 21 d)
and the normalized hybridization value of each replicate at 42 d by the mean value dt 21 d (a
obtained with cropped field soil), respectively. These ratios were then analyzed statistically,
as described above.

Finally, similarity level between rhizobacterial communities was estimated, using (i)
the Bray-Curtis distance (Bray & Curtis 1957) from normalized hybridization intensity data,
and (ii) the phylogenetic distance between plants or the Euclidean distance from treatment
positions along each of the first two PCA axes. Correlation analyses were performed using
Pearson correlation coefficient. All analyses were done using R 2.10.1 software, and (when
relevant)P < 0.05 level.

Results

Bacterial community composition

Among the 1033 probes of the microarray, those hybridized with at least one sample
amounted to 275 (cropped field at 21 days), 208 (meadow field at 21 days) and 201 (cropped
field at 42 days), giving a total of 300 hybridized probes. When all samples were analyzed
together, PCA separated treatments according to field of origin, soil cultivation (i.e. planted
vs non-planted pots), plant genotype and sampling time (Figure S1; 50% of total variability),
which was confirmed by ANOVA and Fisher’s LSD tests. Among them, the field of origin

was the most influential factor determining bacterial community composition.
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Rhizosphere and plant genotype effects
At 21 days, ANOVA/Fisher analyses on PCA coordinates indicated that bulk soll

samples differed from all rhizosphere samples along at least one of the first two PCA axes
(Figure 1). Among rhizosphere samples, the first axis (29% of total variability) distinguished

between (i) the four maize lines, (ii) teosinte and sorghum, and (iii) tomato, with wheat as

intermediate between the last two groups (Figure la). The second axis (14% of total
variability) separated maize samples, and in particular line W85 (Northern Flint genetic

group) from the three other maize lines.

Regarding individual probes, as many as 168 of the 275 hybridized probes differed
statistically between treatments, mostly due to differences in probe intensity than in
presence/absence. In comparison with bulk soil, probes of lower intensity in rhizosphere
samples (i.e. 29 probes) targetezbspirillum Bradyrhizobium Polyangium Campylobacter
Bacillus Acidobacteria Nitrospira and Planctomyceteswhereas probes of higher intensity
(13 probes) targetedigrobacterium someRhizobiacea@andVariovorax

Plant species separation (which in the PCA materialized along the first PCA axis;
Figure 1) was due to probes targeting certéilphaproteobacteria(including some
Rhizobiaceaelike Agrobacterium Sphingomonadacege Betaproteobacteria (including
Herbaspirillum and Burkholderig, MyxococcalesBacillales Acidobacteriaand Nitrospira
(109 probes in total). Within maize, genotype separation (which in the PCA was significant
along the second axis) involved probes targeting particularly ceMaimaproteobacteria
(including Azospirillum Rhodopseudomonas Rhizobium and Methylobacteriun
Betaproteobacteria(Burkholderig Variovorax Nitrosospirg Delftia and Castellaniellg,
Gammaproteobacteridincluding somePseudomonasXanthomonasand Methylosarcing,
Myxococcales Actinobacteria (including Agromyces and Streptomyces Nitrospira,
Planctomycesas well as th&psilonproteobacteriggenusCampylobacteand theFirmicute

genusPaenibacillus(77 probes; Figure 1b).
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Figure 1 Principal component analysis of 16S microarray results at 21 days for rhizosphere and bulk soil saelpkesnino cropped field
soil. (a) Comparison of rhizosphere and bulk soil samples. For each treatment, mean and standard deviation are repreSeri¢atigtical

relations are indicated along PC1 and PC2 axes by lette(ABOVA and Fisher’s LSD tests; P < 0.05).(b) Distribution of microarray probes.
The taxa targeted are indicated for the main probes contributing significantly to treatment separations.
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Effect of field management and plant growth stage on the rhizosphere effect

Rhizobacterial community composition may change according to soil properties
(Reeveet al. 2010) or plant phenology (Baudo@ al. 2009). The current analysis, based on
data for bulk soil, FV4 maize, W85 maize and tomato samples (Figures S1 and 2), showed
that changes were of higher magnitude when comparing bacterial communities of cropped
soil with meadow soil, than when comparing 42 with 21 d. Comparing field management
effects, two-fold differences or more in probe signal intengigye found in at least one
treatment (bulk soil or rhizospheres) for 165 probes, with often higher signals with cropped
soil. These probes targeteédmicutes(19% of the 165 probesAlphaproteobacterig18%),
Betaproteobacteria (15%), Actinobacteria (11%), Deltaproteobacteria (10%) and
Gammaproteobacterig9%). When comparing samplings, a two-fold difference or more in
signal intensitywas found in at least one treatment (often a rhizosphere treatment) for 128
probes, with often higher signals with samples at 21 d. These probes targeted
Alphaproteobacteria(22% of the 128 probesBetaproteobacteria20%), Actinobacteria
(14%), Firmicutes (13%), Deltaproteobacteria(10%) and Gammaproteobacteria8%).
Considering the whole rhizobacterial community, probe hybridization changes taking place
when considering soil management differences were closer for the two maize lines FV4 and
W85 (with a difference only along PCA axis 2; Figure 2) than for tomato vs. eithes hmez
(with a difference along PCA axis 1). In addition, probe hybridization changes taking fplace a
rhizobacterial community level when letting plants grow another 21 days in cropped field soil
were the same for the two maize lines (no difference along the first two PCA axes), whereas
they differed between tomato and either maize line (along PCA axis 1). These results obtained
with three selected plant genotypes mean that a similar relation between plant evolution and
rhizobacterial community difference can also be found when considering another soil

management regime or plants at a later development stage.
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Figure 2 Principal component analysis of bulk soil and rhizosphere samples (maize lines FV4 and W85, tomatodromihged 16S rRNA
microarray hybridization values obtained at 21 d in meadow soil (divided by the mean value for cropped field soiladbtaate2?ll d) and at
42 d in cropped soil (divided by the mean value at 21 d in the same cropped fiel(ag@mparison of rhizosphere and bulk soil samples
based on meadow/cropped ratios at 21 d (filled squares) and 42/21-day ratios (empty squaeed).tfeatment, mean and standard deviation
are represented (n = 5). Statistical relations are indicated along PC1 and PC2 axes by |eA8\aA and Fisher’s LSD tests; P < 0.05).(b)
Contributionof microarray probes.
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Relationship between maize/Poaceae evolution and rhizobacterial community

A significant positive correlation (Pearson coefficient r = 0.91, n =P26,6 x 10')
was found when comparing the log value of the Maximum-Likelihood phylogenetic distance
between plant pairs (i.e. between individual maize lines or between a maize line and another
Poaceae; without including the FV4/Mo17 comparison as distance was 0) and the Bray-Curtis
distance (based on normalized hybridization intensity data) between the corresponding
rhizobacterial communities (Figure 3). This was also the case when replacing the Bray-Curtis
distance between communities by the Euclidean distance (Figure 1) between treatment
positions along axis PC1 (r = 0.62, n = G 8 x 10%).

A significant positive correlation was found when comparing the log value of the
Maximum-Likelihood phylogenetic distance (between individual maize lines or between a
maize line and another Poaceae) and normalized signal level for 65 of 275 priebked.at
(Table 1), and for 25 probes moreRak 0.05 (Table S2). These probes targeted especially
some Rhodospirillales (Azospirillum Shingomonadaceaeand Rhodospirillum rubrum
Burkholderiales(Alcaligenes faecali€luster, Acidovorax avenaeluster, Hydrogenophaga
palleronii and Burkholderia glathei, Bacillales (Bacillus and Peanibacillu3 and
Actinomycetales(Kocuria, Propionibacterium Actinomycesand Corynebacterium No

significant negative correlation was found for any of the 210 other probes.
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Figure 3 Pairwise comparison of phylogenetic distance between plant genotypes (X axis) and
similarity distance between the associated total rhizobacterial communities (Y axis).
Distances were calculated two by two, using Kimura 2 parameter model for plant phylogeny
and Bray€urtis’s distance for rhizobacterial communities. The Pearson correlation
coefficient and its probability level are indicated.
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Table 1Individual 16S rRNA probes whose Poaceae rhizosphere signal is correlated to
phylogenetic distance to maize.

Correlation test ?

Probe name Bacterial target r P

ClassAlphaproteobacteria (10/60 probes aP < 0.01, incl. 7 at® < 0.001)"
OrderRhodospirillaleg8/20)

Azobrl SomeAzospirillum (A. brasilensendA. lipoferum)andRoseomonas fauriea 0.66 *
Iral Azospirillum irakensendRhodocistasp. AR2107 and AT2107 0.70 *
Lipol Azospirillum lipoferum, A. doebereineraadA. largomobile 0.87 xkx
Sphingo5B  MostSphingomonadaceae 0.76 **
Sphingo4 Most Sphingomonadaceae 0.84 rkk
Inteurl Gluconacetobacter intermediandG. europaeus 0.79 **
Rhodo2 Rhodospirillum 0.74 **
Rubl Rhodospirillum rubrum 0.93 rkk
OrderRhizobiales(2/34)
B6.437 Agrobacteriumspp. (G1, G3, G4, G7, som&. rubiand mosRhizobium 0.85 xkx
Barto2 Bartonella 0.68 *

ClassBetaproteobacteria (9/43 probes atP < 0.01, incl. 4 atP < 0.001)

Beta2 Betaproteobacteria 0.70
Beta3 Betaproteobacteria 0.65
OrderBurkholderialeg7/35)
Hefri4 Herbaspirillum huttiense, H. putei, H. magnetovibrio 0.68 *
Bkhglat Burkholderia glathei 0.84 whx
Varpar Variovorax paradoxus 0.60 **
Alfael Alcaligenes faecalisluster 0.61 *
Alfae2 Alcaligenes faecalisluster 0.68 *
Acaved Acidovorax avenaeluster 0.85 ok
Hypal2 Hydrogenophaga palleronii 0.86 rkk
ClassGammaproteobacteria (9/28 probes atP < 0.01, incl. 8 atP < 0.001)
OrderThiotrichales(2/3)
Frtul4 Francisella tularensis 0.77 *x
Frtul7 Francisella tularensis 0.88 ok

OrderPseudomonadaldg/9)
Morl Moraxella 0.80 *x
PseubC4.6  Pseudomonas corrugata 0.75 **

OrderEnterobacteriales(4/7)

Klebl Klebsiella oxytoca 0.67 *
Pagg5 Pantoea agglomerans 0.79 *x
Pagg6 Pantoea agglomerans 0.77 **
Phol Photorhabdus 0.77 **

OrderXanthomonadalegl/4)
Xancam Xanthomonas campestris 0.80

*%

ClassDeltaproteobacteria (4/22 probes atP < 0.01, incl. 1 atP < 0.001)
OrderMyxococcale$4/18)

Halian2 Haliangium 0.70 *
Anmxb6 Anaeromyxobacter 0.74 *
un43Chon10 UnculturedChondromyces 0.64 *
Nancs7 Nannocystis 0.63 *

ClassEpsilonproteobacteria (3/5 probes atP < 0.01, incl. 3 atP < 0.001)

Alvi2 Unidentified Epsilonproteobacteriaffiliated to Alvinella 0.89 i
OrderCampylobacterale@/3)

HeliFell Helicobacter heilmanntluster (includingH. felig 0.62 i

Wolin2 Wolinella succinogenes 0.86 ok

Phylum Firmicutes (14/41 probes af < 0.01, incl. 8 at? < 0.001)
LGC354A Firmicutes(exceptedClostridiaand somé.actobacillale$ 0.67 *
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OrderBacillales (9/32)

Bacpich2 Bacillus pichinotyi 0.68 *
Bacpich3 Bacillus pichinotyi 0.78 **
Bacjeo6 Bacillus jeotgali 0.68 *
Bacforl Bacillus fortisand related cluster 0.85 rkk
Bacfara2 Bacillus fortisand related cluster 0.86 rkk
Bacved_3 Bacillus vedderi 0.83 rkx
Palv Paenibacillus alvei 0.63 *
Paeni4.2 Paenibacillus popolliae@nd related cluster (includiri®gy lentimorbus, P. 0.86 xkx
thyaminolyticu¥
Pbo2 Paenibacillus borealis 0.82 rkk
OrderSelenomonadalg8/4)
Diali3 Dialister 0.69 *
Dialil4 Dialister 0.71 *
Mega8 Megasphaera 0.87 xkx
OrderChlostridiales (1/1)
Mogil2 Mogibacterium 0.90 Fkk
Phylum Actinobacteria (7/38 probes at® < 0.01, incl. 5 atP < 0.001)
OrderActinomycetaleq6/35)
ActiD2 Actinomyces 0.80 o
Agrm4 Agromyces 0.68 *
Cornba8 Corynebacterium 0.86 rkk
Glyc3 Glycomyces 0.68 *
Kocurl0 Kocuria 0.90 ek
Propiol Propionibacterium 0.90 whx
OrderCoriobacterialeq1/2)
Collin29 Collinsella 0.87 Fkk
Phylum Cyanobacteria (1/5 probes at? < 0.01, incl. 1 atP < 0.001)
Prochlol Prochlorothrix 0.89 Fork
Phylum Tenericutes (1/2 probes atP < 0.01)
Spiroplas4  Spiroplasma 0.66 *
Phylum Bacteroidetes (3/8 probes atP < 0.01, incl. 2 at° < 0.001)
OrderBacteroidaleg1/1)
Rik6 Rikenella 0.85 ok
OrderCytophagale$2/2)
Spiro5 Spirosoma 0.67 *
Hyme3 Hymenobacter 0.79 **
Phylum Deferribacteres (1/2 probes atP < 0.01, incl. 1 atP < 0.001)
OP2.1 Candidate phylum OP2 0.78 **
Phylum Planctomycetes (3/8 probes atP < 0.01, incl. 1 at® < 0.001)
Plancto9 Gemmatecluster 0.70 *
Plancto12 Gemmatecluster 0.70 *
Plancto16 SomePirrellula 0.76 *x

4Pearson correlation coefficient r and probabilityf* 0.01; **: P < 0.001; ***: P <

0.0001) are indicated.

® For each Order, Class or Phylum targeted by probes, the number of probes giving a
statistically-significant correlation among hybridized probes is indicated in parenthesis.
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Discussion

Genetic groups of eukaryotic hosts may display different types of microbial
community, regardless of whether mammals and their gut microbes(la#y2008), insects
and their endosymbionts (Chenhal. 1999; Moraret al. 2008), or plants and their rhizosphere
microbiota (Bouffaucet al. 2012) are concerned. This makes sense, because eukaryotic hosts
from a same genetic group will share a number of life history traits, and many of the latter
determine selection pressures for associated microorganisms by conditioning host properties
in terms of colonization surfaces, carbon and energy sources, and secondary metabolites
(Ammaret al. 2009; Vogest al. 2010) to which these microorganisms will be exposed. Such
group-related life history traits have been evidenced for animals and plants, regardless of
whether these groups belong to a same species or correspond to different spe@ésl(Ley
2008; Ammaret al. 2009; Putteret al. 2009; Ugeet al. 2009; Lee & Stock 2010; Voges al.

2010; Hardoinet al. 2011). However, these genetic groups are typically very heterogeneous,
even when defined at intra-species level (Camus-Kulandagtedli 2006; Ugaet al. 2009),

and members of a same genetic group of eukaryotic hosts can be quite different in terms of
micro-evolutionary history and phenotypic properties (Nakamoto & Oyanagi 1996; €orral

al. 2008).

This work is based on the rationale that the phylogenetic groups usually defined to
classify eukaryotic hosts are too heterogeneous to enable precise assessment of the relation
between host evolution and the composition of the associated microbial community. If such a
relationship exists, it would also mean that the more phylogenetically distant the hosts, the
more distinct their associated bacterial communities. Such a correlation was not found at
intra-species level, when studying cultivated maize (Bouffaudal. 2012). However, a
qguantitative relation (positive and linear) was evidenced here when comparing plant
phylogenetic distances for maize genotypes and related Poaceae (from intra-species to
subfamilly levels) to the pairwise community composition distances between their associated
bacterial biomes (Figure 3). This means that any phenotypic particularity resulting from the
evolutionary history of these Poaceae (and not only the main traits that members of a given
plant group all have in common) has the potential to influence the ability of the resulting
genotypes to select bacterial taxa.

Such a relationship might involve co-evolution (Kinkelal. 2011), but probably to a

restricted extent in the current experimental context. Indeed, coevolution is a process well
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documented for symbionts/hosts or hosts/parasites (Heath 2008; Provorov & Vorobyov 2009;
Brown & Tellier 2011), but which remains speculative at the scale of the entire rhizobacterial
community (Lambergt al. 2009). In addition, although certain endophytic bacteria might be
transmitted vertically (Johnston-Monje & Raizada 2011), this is very unlikely to happen for
most rhizobacteria, which are selected from soil (B#isal. 2006). Finally, the current
experiments were performed with soils from a single geographic area rather than using for
each genetic group a different soil taken in one region of the world where the corresponding
plant genetic group formed and/or spread (Camus-Kulandat&lu2006). The cropped soil

of the study has a history of maize cultivation with commercial hybrids and not maize
landraces, in a region where the crop has become important in the last 50 years only, and it
has not been grown with wheat or sorghum in the last decades. For the meadow soil, there is
no documented history of cropping in the records (dating back to 1955).

There is a paucity of data on the relationship between eukaryotes host evolution and
associated bacteria. Indeed, the information available is restricted to the case of a single,
plant-associated bacterial genuBrgdyrhizobiun), for which genetic distances between
strains were related to the genetic distances betweenAhghicarpaea bracteat&osts
(Parker & Spoerke 1998). Here, the assessment was extended to bacterial taxa with
contrasting relations with plants, ranging from symbioses (noticeably for certain members of
the Rhodospirillales Bacillales and Actinomycetalgsto parasitism (e.gAgrobacteriumand
Xanthomonas (Tables 1 and S2). Indeed, as many as 24% of the probes that hybridized
displayed a significant correlation with plant distance Fak 0.01), meaning that the
relationship was relevant for a significant fraction of the bacterial community.

In this work, one teosinte representing maize’s pre-domestication ancestor was
included, but the corresponding correlation data were in line with those obtained when
comparisons were done between cultivated genotypes (Figure 2). This, which is consistent
with the fact that teosinte, maize and sorghum (all three from the &amieoideae
subfamily; (Bouchenak-Khelladit al. 2008) have similar root morphology during vegetative
stages (Aloni & Griffith 1991; Singlet al. 2010), suggests that the domesticated/wild status
was of negligible significance compared with plant phylogenetic distances. It would mean
that for interaction with soil bacteria domestication is only of importance as a factor triggering
accelerated evolution. Indeed, domestication is a drastic change in the evolution process,
selecting traits facilitating grain harvest (Purugganan & Fuller 2009a)

Large-scale post-domestication dissemination (Dubretuidl. 2006; Dubcovsky &
Dvorak 2007) and local selection according to particular environmental conditions have had a
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strong influence on the resulting genetic structure of crop species (Purugganan & Fuller
2009b). Different plant species, and at a smaller scale different plant genotypes within
species, have specific phenotypic properties, including root properties that are likely to
influence rhizobacterial community composition (Fetral. 2001; Bertinet al. 2003; Baiset

al. 2006). Differences in rhizodeposits (carbon and energy sources) occur between genotypes
of a same plant species (Czarnetaal. 2003; Micallefet al. 2009), different plant species
(Fanet al. 2001) or different plant families, paralleling phylogenetic relations (Langbext

2010). Indeed, rhizobacterial community composition depended both on plant species (Figure
1; 29% of total variability along axis 1) and plant genotype withirZth@maysspecies (Figure

1; 14% variability along axis 2).

Despite the significant effect of plant evolution on rhizobacterial community
composition, common features were also evidenced when considering together the
rhizosphere effect of all plant genotypes (Figure 1). For the most part, results confirmed
previous findings (Reichenbach 1999; Sangetiral. 2006a; Kielaket al. 2008; Thompson
2010); Jaderluncet al. 2011), but the lower signals for probes targetfzpspirillum
RhizobiaceaeBacillus Nitrospira andPlanctomycetes rhizosphere than in bulk soil were
unexpected (Gomest al. 2001; Sanguiret al. 2006a; DeAngeli®t al. 2008; Kumaret al.

2011), even though they confirm some of our previous results with this soil (Boweffaud
2012.

The robustness of the current findings was shown when comparing very close
genotypes (two maize lines) and distant ones (maize versus tomato) in the same soil subjected
to different management (permanent meadow) or at a different sampling time (Figure 2). This
approach also evidenced that soil management was a more influential factor than plant growth
stage, as found for other crop species (Wielahdl. 2001; Raschest al. 2006). Here,
cropping modified soil properties (Table S1) known to influence bacterial community
composition, such as pH (Laubet al. 2009), organic matter (Baudoit al. 2003) and
nitrogen (Kennedwt al. 2004).

In conclusion, this analysis performed with maize genotypes and related Poaceae is the
first study showing that the extent of plant diversification, which shapes genetic distances
between plant genotypes, can be a significant factor determining selection of soil bacteria by

roots and rhizobacterial community composition.
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Figure S1 Principal component analysis of 16S microarray results for all rhizosphere and
bulk soil samplesFilled squares are used for cropped field soil at 21 days, empty squares for
cropped field soil at 42 days, and filled triangles for meadow field soil at 21 days after
sowing. For each treatment, mean and standard deviation are represented (n = 5).
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Table S1Topsoil chemical composition.

Cropped field Permanent meadow fiel

Clay (%) 15.9 14.9
Silt (%) 41.4 44.6
Sand (%) 42.7 40.5
Texture Loam Loam
pH [water] 7.3 6.0
Organic matter (%) 2.3 5.5
N total (%) 0.16 0.32
C:N ratio 8.5 10.0
CaCQtotal (%) 0.8 0

P total (mg kg) 220 630
K total (mg kg") 120 540
Cation exchange capacity (cmol¥g 88 120
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Supplementary Table S2Statistical results for individual probes among rhizosphere or soil samples.

Treatments (n=5) Correlation test”
Probes Bacterial target FV252 Mol7 Fv4 W85 Teosinte Sorghum Wheat Tomato Bulk solil r P
ClassAlphaproteobacteria (21/60)
Alpha685 Most Alpha proteobacteria\ost cd abc a bc bcd d cd abc ab

DeltaproteobacterimndFusobacteria

OrderRhodospirillaleg13/20)
Azol Azospirillum(exceptedA. irakenseandA. cd d ab bcd bc cd bc bc a
amazonengesomeRoseomonaspp., some
Rhodospirillumspp., somé&khodocistespp., some
Skermanellaspp.

Azobrl SomeAzospirillum(A. brasilenseandA. lipoferumn) C c bc bc bc a ab bc bc 0.66 4x10°
andRoseomonas faurieae
Azo5 Azospirillum(exceptedA. irakenseandA. d cd bc b bc d cd b a

amazonengesomeRoseomonaspp, some
Rhodospirillumspp, someRhodocistaspp., some
Skermanellaspp.

Iral Azospirillum irakensendRhodocistasp. AR2107 b a a b c cd d cd d 070 2x10°
and AT2107

Lipol Azospirillum lipoferum, A. doebereineraadA. 0.87 6x10°
largomobile

Sphingo5B Most Sphingomonadaceae ab a a b o cd cd c d 0.76 4 x10°

Sphingo4 Most Sphingomonadaceae a a a ab bc cd cd c d 0.84 2x10°

Aceto3A SomeAcetobacteraceae 049 5x10°

Aceto3B Acetobacteraceae b b b b ab b a a b 059 1x10°

Gludi Gluconacetobacter diazotrophicus abc a abc ab bc c c bc ab 059 1x10°

Inteurl Gluconacetobacter intermediasdG. europaeus b b b b b ab b a b 079 2x10°

Ace?2 Acetobacter ab abc bcd cd cd ab bcd a d

Acidocellal AcidocellaandAcidiphilium abc bcd ab ab bc d cd bcd a 056 2 x10?

Acdp821 Acidiphilium a b ab b a a a a a

Aci2 AcidocellaandAcidiphilium c c c c bc c bc b a 0.53 3x10°

Rhodo2 Rhodospirillum 0.74 7x10°

Rubl Rhodospirillum rubrum 093 4x10°

OrderRhizobiales(8/34)
Rzbc1247 Rhizobiaceae, Brucellaceae, Bartonella, a abc bc bc ab d cd cd bc

Phyllobacteriaceae, Blastochloris, Azospirillum
irakenseandA. amazonense
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Rzbc820 Rhizobiaceae, BrucellandBartonella a bcd ab d ab bc bc cd d
Rhi Rhizobiaceadexcepteddgrobacteriun, a a a a a a a a b
Bradyrhizobiaceae, Brucellaceaad
Brevundimonas
Rhizo157 RhizobiaceadexceptedAgrobacteriun, a bcd cd d ab d abc cd e
Bradyrhizobiaceae, Brucellaceand
Brevundimonas
Rhira7 Rhizobium radiobacterluster (including a a ab ab ab ab ab bc c
Agrobacterium tumefacieps
Rhizo1B SomeRhizobium cd bc a b de cd e de b
Phyllobact Mesorhizobium/Rhizobium 052 3x10°
Agrol57 AgrobacteriumBiovar 1, 2 and 3) a ab ab ab ab bc bc c d 0.53 3x10°
AgroAT41m Agrobacterium(Biovar 1 andA. rubi) a ab ab b ab b b b b
B6.437 Agrobacteriunmsp. (G1, G3, G4, G7, somA&. rubi a ab ab ab ab bc bc c d 085 2x10°
and mosRhizobium
B6.603 Agrobacterium(G1, G3, G4, G7)A. rubi, A. a abc C bc abc c ab c d
larrymoorei,someRhizobiumand some
Brevundimonas
Davocinl Devosiaand somdRhizobiales ab a ab bc abc c ab c d
Hypho5 SomeHyphomicrobium C c ab bc ab ab ab a a
Xan Xanthobacter b b ab b bc c bc b a 051 4 x10?
Aficinl Afipia andNitrobacter b b b b b a b b b
Nitrol Nitrobacter cd d bcd d ab bcd ab a abc
Blastochlo6 Blastochlorisand Ochrobactrum ab b b b a a a a ab 0.54 3x10°
Ochro3 Ochrobactrum bcd cd cd d ab abc a ab bcd 0.52 3x10°
Blastl Blastochloris e e c bc de ab cd bc a
Brady6A Most BradyrhizobiumandAfipia cd bcd b bc bcd d cd bcd a
Rhodopseud Rhodopseudomonas C bc ab c ab a a a a 0.53 3x10°
Pedo2 Pedomicrobium c c a b ab ab a ab a
Methy7 MethylocystiandMethylosinus ab ab bcd bcd cd abc a d d
Methylol Methylobacterium a d abc cd a bcd abc ab abc
Barto2 Bartonella 0.68 3x10°
OrderRhodobacteralef)/2)
RhodobactlB  Rhodobacteraceag@xceptedParacoccus, bc b b a bcd d bcd cd b
Amaricoccus, RhodobactandRhodovulum
OrderRickettsiales(0/2)
Cowl Ehrlichia abc bcd cd abc abcd d ab abcd a
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ClassBetaproteobacteria (13/43)

Beta2 Betaproteobacteria ab ab bc a bcd cde e e de 070 2x10°
Beta3 Betaproteobacteria ab ab ab a b b c c c 0.65 5x10°
BET940 Beta proteobacterigexceptedComamonadaceae, a bc ab bcd bcd cd bc cd d

Nitrosomonadacea@ndMethylophilaceap

OrderBurkholderialeg10/35)

Herbl Herbaspirillum ab a ab ab a ab ab bc c

Hefri2 Herbaspirillum seropedicae a ab a bc abc bc bc c bc

Hefri4 Herbaspirilum huttiense, H. putei, H. 0.68 3x10°
magnetovibrio

Burkho4A Most Burkholderia b b b a cd bc d d d

Bkand Burkholderia andropogonis a cd cd ab bcd bcd bcd bc d

Burcep SomeBurkholderia(B. cepacia, B. mallei, B. bc b b a cd b e cde de

pseudomallei, B. viethamiensis, B. thailandensis
pyrrocinia) and someHerbaspirillum

Burkho4B SomeBurkholderia(B. hospita, B. cepacia, B. b b b a cd bc d d d
caribensis, B. caryophylli, B. mallei, B.
pseudomallei, B. pyrrocinia, B. ambifaria, B.
gladioli, B. glumag

Bkhglat Burkholderia glathei 0.84 2x10°
Jantl Janthinobacterium 057 2x10°
Nit1A Most Nitrosospira 057 2x10°
Varl Variovorax ab a bc bc abc bc cd bc d
Varpar Variovorax paradoxus a a ab bc bc d d cd e 0.60 1x10°
PelocIn3 PelomonasndAlcaligenes ab a ab o abc bc bc d d
Aldef5 Alcaligenes defragans a ab ab cd bc ab bc c d
Alfael Alcaligenes faecalisluster 0.61 9x10°
Alfae?2 Alcaligenes faecalisluster 0.68 3x10°
Acave4 Acidovorax avenaeluster b b b b b a a b b 085 2x10°
Metpetl SomeBurkholderiales b b b b b a b b b 054 2x10°
Aquacin2 SomeBurkholderiales b b b b b a b b b
Delfl Delftia b b b b ab a b b ab
Delac2 Delftia acidovorans d b bc a bc bc cd bc a
Delac3 Delftia acidovorans cde cd cde a bc de e cd ab
Comtes2 Comamonagmainly C. testosteroni bc bc b bc c a bc bc bc
Hypal2 Hydrogenophaga palleronii 0.86 9x10°
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OrderNitrosomonadalefd/2)

Nit1B Most Nitrosospira abc a cde ab abcd abcd e de bcd

Nitcryol Nitrosomonas cryotolerans b b b b b a b b b
OrderNeisserialeg1/2)

Neiselon Neisseria elongata a a a ab abc a abc bc c

Eikcor2 Eikenella corrodenandNeisseria meningitidis a a ab bc bc bc cd d e 056 2 x10?

ClassGammaproteobacteria (14/28)

OrderThiotrichales(3/3)

Achrol Achromatium cd d cd d bc ab bcd ab a 056 2 x 102

Frtul4 Francisella tularensis c c bc C bc a ab ab a 0.77 3x10*

Frtul7 Francisella tularensis b b b b b a a ab ab 0.88 4 x10°
OrderAlteromonadaleg1/1)

Alter2 Alteromonas cd cd bcd d bcd a abc ab a 055 2 x 102
OrderPseudomonadal€8/9)

Mor1 Moraxella 0.80 1x10*

Pseul Pseudomonas 0.50 4 x10°

PseubC4.6 Pseudomonas corrugata b b b b b a b b 0.75 6x 10

PseubC2.10 Pseudomonaslusters C3, C4, C5 a a b b a a a a b
OrderEnterobacteriales(5/7)

Klebl Klebsiella oxytoca C bc o o bc a ab bc abc 0.67 3x10°

Pagg5 Pantoea agglomerans b b b b b a a b b 0.79 2x10°

Pagg6 Pantoea agglomerans b b b b b a a b b 0.77 3x10°

Ptoll Pantoea toletana b b ab b b a ab b b 0.55 2 x 10?

Phol Photorhabdus d d d d cd a abc bcd ab 0.77 3 x 10
OrderMethylococcale$0/1)

Metsar5 Methylosarcina quisquillarurandM. fibrata d cd b bc ab ab ab ab a
OrderXanthomonadalegl/4)

XAN818 Xanthomonas a a bc c abc bc ab abc c

Xancam Xanthomonas campestris bcd cd d d abcd ab a abc d 0.80 1x10*
OrderChromatialeq1/2)

Nitmob Nitrosococcus mobilis d bcd cd abcd ab abc ab abc a 0.52 3 x10°
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ClassDeltaproteobacteria (6/22)
OrderMyxococcale$6/18)

CystbSUB1 Cystobacterineae 0.54 2x10°
Halian2 Haliangium bc c c c ab a ab ab a 070 2x10°
Halian3 Haliangium c b bc bc bc bc bc bc a
Halian5 Haliangium bc ab bc bc abc bc c abc a
StigMyx9 Stigmatella b b b b b b b b a
Anmxb5 Anaeromyxobacter C bc ab C ab a a a a 0.56 2 x 10?
Anmxb6 Anaeromyxobacter d d cd d bed ab abc bcd a 0.74 7x10*
un4Chon4 UnculturedChondromyces bcd a cd bcd abc abc ab d cd
un43Chon8 UnculturedChondromyces b b b b ab b b b a
un43Chonl0 UnculturedChondromyces e cde bcd de abc ab ab ab a 0.64 6x10°
Polyangl10 Polyangium cd bcd bcd b d ab bcd bc a
MyxCorl MyxococcusandCorallococcus cd ab abc ab bcd cd d d a
Nancs7 Nannocystis C ab ab bc c bc bc c a 0.63 6x10°
Nancs8 Nannocystis d bc bcd cd cd abc ab abc a
OrderSyntrophobacterale®/1)
TDRNO1030 Thermodesulforhabdus norvegica bc cd cd d abc ab ab ab a
ClassEpsilonproteobacteria (3/5)
Alvi2 Unidentified Epsilonproteobacteriaffiliated to cd cd d d bcd ab a bc abc 0.89 2x10°
Alvinella
OrderCampylobacterale/3)
Campy Campylobacter e de bc b cd cd bc cd a
HeliFell Helicobacter heilmanntluster (includingH. felig) d d d d cd bc ab bcd a 0.62 1x10°
Wolin2 Wolinella succinogenes 0.86 1x10°
Phylum Firmicutes (14/41)
LGC354A Firmicute_s(excepted:lostridia, and some 0.67 3x10°
Lactobacillale$
OrderBacillales (9/32)
Bacill Bacillus b b b b a ab b b b
Bacisp Bacillus cd d bcd d bc ab bcd b a
Baccirl Bacillus circulans d d cd d ab bc bc ab a
Baccir3 Bacillus circulans de e bcd cde b bc bcd b a
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Bacpich2 Bacillus pichinotyi b b b b b b a b b 0.68 3x10°
Bacpich3 Bacillus pichinotyi b b b b b b a b b 0.78 2x10*
Baccer2 Bacillus cereusind related cluster c c c c a c c bc ab
Baccer7 Bacillus cereusind related cluster bc c c c a bc bc bc b
Bacl0 SomeBacillus cereusandB. thuringiensis b b b b a b b b b
Bacjeo6 Bacillus jeotgali b b b b b b a b b 0.68 3x10°
Bacpsfl Bacillus pseudofirmus ab b b b b a b a ab
Bacforl Bacillus fortisand related cluster b b b b b a a b b 085 2x10°
Bacfara2 Bacillus fortisand related cluster 0.86 1x10°
Bacved_3 Bacillus vedderi C c c c c a ab bc c 0.83 4x10°
Behil Bacillus ehimensiéwithin Paenibacillus koreensig b b b b b b b a b
cluster)
Paen5 Paenibacillus ab de bcd cde abc bcd a cde e
Paen6 Paenibacillus a bcd ab cd ab ab a bc d
Palv Paenibacillus alvei 0.63 7x10°
PalgiG1 Paenibacillus alginoliticugnd related cluster a bc bc bc abc c a ab bc
PalgiG3 Paenibacillus alginoliticugnd related cluster ab d bcd cd bc cd a bc cd
Paeni4.2 Paenibacillus popolliaend related cluster C c C C b b a c c 0.86 8x10°
(includingP. lentimorbus, P. thyaminolyticus
Pvalnaf Paenibacillus validus, Paenibacillus b b b b b a b b ab
naphtalenovorans
Pbo2 Paenibacillus borealis b b b b b b a b b 0.82 5x10°
OrderSelenomonadal€8/4)
Diali3 Dialister c c c c bc ab bc ab a 069 2x10°
Dialil4 Dialister b b b b b a b b b 071 1x10°
Mega4 Megasphaera b b b b b a b b b
Mega8 Megasphaera 0.87 7x10°
OrderThermoanaerobacteralgf/1)
Tab993 Thermoanaerobacter de e cd bc ab bc bcd b a
OrderChlostridiales (1/1)
Mogil2 Mogibacterium 0.90 7x10’
OrderLactobacillales (0/1)
Lacto39 Lactobacillus c bc bc bc bc abc bc ab a
Phylum Acidobacteria (0/5)
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Acido.a UnculturedAcidobacteria(Acidobacteria_6 clustef bc bc bc c ab bc abc bc a
Acido.c UnculturedAcidobacteria(Acidobacteria_4 clustef  bc bc bc a b c c ab a
AcidoUnc3 UnculturedAcidobacteria(Acidobacteria_4 clustel d d d cd bc bc bcd b a
AcidUnc UnculturedAcidobacteria(Acidobacteria_6 cluste] cd cd cd cd bc d bc ab a
Phylum Actinobacteria (10/38)
HGC236-m Most Actinobacteria 052 3x10°
OrderActinomycetaleq8/35)
ActiD2 Actinomyces b b b b b a ab b b 0.80 1x10*
Agro.clustA3 Agromyces abc a ab bcde abcd e cde abcd de
Agrmé4 Agromyces 0.68 3x10°
Actinol Streptosporangineae a ab a bc a abc abc ab c
Cornba8 Corynebacterium b b b b b a a b b 0.86 1x10°
Frank16 Frankia a ab a bc a ab a ab c
Glyc3 Glycomyces 0.68 3x10°
Kocur10 Kocuria 0.90 1x10°
Mob4 Mobiluncus b b b b b a b b b
Mycoba2 Mycobacterium ab a abc bc ab abc ab a c
NocardioA5 Nocardioides ab abc a abc abc c c bc c
NocardioB2 Nocardioides b b b b b b b b a
Nonol Nonomuraea 052 3 x10?
Propiol Propionibacterium C c o o bc ab a c c 0.90 9x10’
Rhodrub Rhodococcus b b b b b a b b b 057 2 x10°
Sacchps10 Saccharopolyspora ab bc ab c ab a a ab ab
StreptomycesD7 Streptomyces c c a c abc ab bc abc ab
StspSUB1 Streptosporangineae cd bc a ab cde cde e de bc
OrderCoriobacterialeq1/2)
Collin29 Collinsella a ab ab ab abc c bc abc c 0.87 6x10°
Phylum Cloroflexi (0/1)
CFX109 Most Chloroflexi abcd abc a abcd bcd d cd abc ab
Phylum Cyanobacteria (1/5)
CYA361 Most CyanobacterisandChloroplast a bc c c c b c b c
Gloe2 Chlorogloeopsis a a ab bc abc ab ab a c
Lyng2 Lyngbya bcd bcd cd bcd bc d bcd b a
Micys3 Microcystis b b b b b a b b b
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Prochlol Prochlorothrix d cd cd d bc a a ab ab 0.89 1x10°
Phylum Nitrospira (0/2)
NSR826 Nitrospira e de cde bcd bc bcd bcd b a
NSR1156 Nitrospira d cd b b bc bc bc b a
Phylum Tenericutes (1/2)
Spiroplas4 Spiroplasma bc c bc C ab ab a a ab 0.66 4x10°
Spiroplas15 Spiroplasma a cd cd d d bc d ab d
Phylum Bacteroidetes (3/8)
CFB562B Most BacteroidalegexceptedPorphyromonasnd ab cd cd cd C bc C a d
related)
CFB562C FewBacteroidetes ab bc c bc bc ab a bc bc
OrderBacteroidaleg1/1)
Rik6 Rikenella c c c c bc a ab a a 0.85 1x10°
OrderCytophagale$2/2)
Spiro5 Spirosoma C c o o o ab bc c a 0.67 3x10°
Hyme3 Hymenobacter b b b b b a ab ab b 0.79 2x10*

OrderFlavobacterialeg0/2)
Flavo2 Flavobacterium columnare c bc ab c abc a ab a a

Phylum OP 11 (0/2)

OP11.5 Uncultured eubacteria WCHB1 (OP11 division) bc c ab bc ab a ab ab ab
Phylum Deferribacteres (1/2)
OoP2.1 Candidate phylum OP2 c c o o o a ab bc bc 0.78 2x10°
Phylum Planctomycetes (3/8)
EUB338lII Most Planctomycetes e cde de b bcd bc bcd bcd a
Plancto4.mA Most Planctomycetes ab cd d bcd bc d d ab a
Plancto4.mB Most Planctomycetes d cd cd cd bc bcd cd ab a
Plancto9 Gemmataluster ab ab bc ab ab c c ab a 0.70 2x10°
Plancto12 Gemmataluster bc b bc ab b cd d b a 0.70 2x10°
Plancto16 SomePirrellula d d d d cd bc cd ab a 0.76 4 x 10
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PLA46 Planctomycetes, Lentipshaeraed OP3 candidatd bcd bcd d ab bc d cd ab a
phylum
Phylum Verrucomicrobia (0/2)
Verru4 SomeVerrucomicrobia and Prosthecobacter a a b b a a ab b b
Deinococcus-Thermus (0/1)
Thus.0438 Thermus b b b b b a b b b

" Treatments were compared using ANOVA and Fisher’s LSD tests (P < 0.05), and results are indicated using letters (a-e).

” Correlation between plant evolution and probes intensity was tested using Pearson correlation coefficient r and probability.

™ For each Order, Class or Phylum targeted by probes, the number of probes giving a statistically-significant correlatemretevebaonR <
0.05) among hybridized probes is indicated in parenthesis.

123




Partie exp 2 : Influence de’histoire évolutive des céréales sur les bactéries rhizosplegriqu

References

Aloni, R. & Griffith, M. (1991). Functional xylem anatomy in root-shoot junctions of six
cereal specief®lanta 184, 123-129.

Ammar, E.-D., Tsai, C.-W., Whitfield, A.E., Redinbaugh, M.G. & Hogenhout, S.A. (2009).
Cellular and molecular aspectsifiabdovirugnteractions with insect and plant hosts.
Annual Review of Entomology4, 447-468.

Bais, H.P., Weir, T.L., Perry, L.G., Gilroy, S. & Vivanco, J.M. (2006). The role of root
exudates in rhizosphere interactions with plants and other orgasmsal Review
of Plant Biology 57, 233-266.

Baudoin, E., Benizri, E. & Guckert, A. (2003). Impact of artificial root exudates on the
bacterial community structure in bulk soil and maize rhizospt#oé.Biology and
Biochemistry 35, 1183-1192.

Baudoin, E., Nazaret, S., Mougel, C., Ranjard, L. & Moénne-Loccoz, Y. (2009). Impact of
inoculation with the phytostimulatory PGPRzospirillum lipoferumCRT1 on the
genetic structure of the rhizobacterial community of field-grown m&mnd. Biology
and Biochemistry41, 409-413.

Becerra, A., Cabello, M. & Chiarini, F. (2007). Arbuscular mycorrhizal colonization of
vascular plants from the Yungas forests, Argentmanals of Forest Sciencé4, 8.

Bertin, C., Yang, X. & Weston, L.A. (2003). The role of root exudates and allelochemicals in
the rhizospherePlant and Soil 256, 67-83.

Bouchenak-Khelladi, Y., Salamin, N., Savolainen, V., Forest, F., Bank, M. van der, Chase,
M.W., et al. (2008). Large multi-gene phylogenetic trees of the grad3eacéag
Progress towards complete tribal and generic level sampiolgcular Phylogenetics
and Evolution47, 488-505.

Bouffaud, M.-L., Kyselkova, M., Gouesnard, B., Grundmann, G., Muller, D. & Moénne-
Loccoz, Y. (2012) Is diversification history of maize influencing selection of soil
bacteria by roots ? Molecular Ecology, 21, 195-206.

Bray, J.R. & Curtis, J.T. (1957). An ordination of the upland forest communities of southern
Wisconsin.Ecological Monographs27, 325-349.

Brown, J. & Tellier, A. (2011). Host-Parasite Coevolutidnnual Review of Phytopatholagy
49, 345-367.

124



Partie exp 2 : Influence de’histoire évolutive des céréales sur les bactéries rhizosplegriqu

Bruce, K.D., Hiorns, W.D., Hobman, J.L., Osborn, A.M., Strike, P. & Ritchie, D.A. (1992).
Amplification of DNA from native populations of soil bacteria by using the
polymerase chain reactioApplied and Environmental Microbiolog$8, 3413-3416.

Burgmann, H., Widmer, F., Sigler, W.V. & Zeyer, J. (2003). mRNA extraction and reverse
transcription-PCR protocol for detection offH gene expression bjzotobacter
vinelandiiin soil. Applied and Environmental Microbiolog§9, 1928.

Camus-Kulandaivelu, L., Veyrieras, J.-B., Madur, D., Combes, V., Fourmann, M., Barraud,
S., et al. (2006). Maize adaptation to temperate climate: Relationship between
population structure and polymorphism in the Dwarf8 geébenetics 172, 2449-
2463.

Chen, X., Li, S. & Aksoy, S. (1999). Concordant evolution of a symbiont with its host insect
species: Molecular phylogeny of genwlossina and its bacteriome-associated
endosymbiontWigglesworthia glossinidiaJournal of Molecular Evolution48, 49-

58.

Comas, L.H. & Eissenstat, D.M. (2009). Patterns in root trait variation among 25 co-existing
North American forest speciddew Phytologist182, 919-928.

Corral, J.A.., Puga, N.D., Gonzélez, J.J.., Parra, J.R., Eguiarte, D.R.., Hollandt =B.,
(2008). Climatic adaptation and ecological descriptors of 42 Mexican maize races.
Crop science48, 15021512.

Czarnota, M.A., Rimando, A.M. & Weston, L.A. (2003). Evaluation of root exudates of seven
sorghum accessiondournal of Chemical Ecology9, 2073-2083.

DeAngelis, K.M., Brodie, E.L., DeSantis, T.Z., Andersen, G.L., Lindow, S.E. & Firestone,
M.K. (2008). Selective progressive response of soil microbial community to wild oat
roots.ISME Journal 3, 168-178.

Doebley, J. (2004). The genetics of maize evoluthomual Review of Genetic38, 37-59.

de Dorlodot, S., Forster, B., Pages, L., Price, A., Tuberosa, R. & Draye, X. (2007). Root
system architecture: opportunities and constraints for genetic improvement of crops.
Trends in Plant Sciencd?2, 474-481.

Dubcovsky, J. & Dvorak, J. (2007). Genome plasticity a key factor in the success of polyploid
wheat under domesticatio8cience316, 1862 -1866.

Dubreuil, P., Warburton, M., Chastanet, M., Hoisington, D. & Charcosset, A. (2006). More
on the introduction of temperate maize into Europe: large-scale bulk SSR genotyping

and new historical elementgaydicg 51, 281-291.

125



Partie exp 2 : Influence de’histoire évolutive des céréales sur les bactéries rhizosplegriqu

Edwards, U., Rogall, T., Blocker, H., Emde, M. & Bottger, E.C. (1989). Isolation and direct
complete nucleotide determination of entire genes. Characterization of a gene coding
for 16S ribosomal RNANucleic Acids Research7, 7843-7853.

Fan, T.W.., Lane, A.N., Shenker, M., Bartley, J.P., Crowley, D. & Higashi, R.M. (2001).
Comprehensive chemical profiling of gramineous plant root exudates using high-
resolution NMR and MSPhytochemistry57, 209221.

Gomes, N.C.M., Heuer, H., Schonfeld, J., Costa, R., Mendonca-Hagler, L. & Smalla, K.
(2001). Bacterial diversity of the rhizosphere of maizea( mayy grown in tropical
soil studied by temperature gradient gel electrophorékst and Soil 232, 167-180.

Hardoim, P.R., Andreote, F.D., Reinhold-Hurek, B., Sessitsch, A., van Overbeek, L.S. & van
Elsas, J.D. (2011). Rice root-associated bacteria: insights into community structures
across 10 cultivar&EMS Microbiology Ecology77, 154-164.

Hausner, G., Olson, R., Simon, D., Johnson, |., Sanders, E.R., Karol, &.&.,(2006).

Origin and evolution of the chloroplashK (matK) intron: A model for evolution of
group Il intron RNA structuredvolecular Biology and Evolutiqr23, 380 -391.

Heath, K.D. (2008). The coevolutionary genetics of plamtrobe interactions.New
Phytologist 180, 268-270.

Hodge, C.D., Wang, H. & Sun, G. (2010). Phylogenetic analysis of the maternal genome of
tetraploid StStYY Elymus (Triticeae Poaceag species and the monogenomic
Triticeaebased on rps16 sequence dBtant Sciencel78, 463-468.

Johnston-Monje, D. & Raizada, M.N. (2011). Conservation and diversity of seed associated
endophytes irZea across boundaries of evolution, ethnography and ecoPigyS
ONE 6, e20396.

Kielak, A., Pijl, A.S., van Veen, J.A. & Kowalchuk, G.A. (2008). Phylogenetic diversity of
Acidobacteriain a former agricultural soilSME Journa] 3, 378-382.

Kinkel, L.L., Bakker, M.G. & Schlatter, D.C. (2011). A coevolutionary framework for
managing disease-suppressive sdilmual Review of Phytopathologh,47-67.

Kumar, A., Prakash, A. & Johri, B.N. (201Bacillus as PGPR in crop ecosystem. Dans:
Bacteria in agrobiology: Crop Ecosystertéd. Maheshwari, D.K.). Springer Berlin
Heidelberg, Berlin, Heidelberg, p. 37-59.

Kyselkova, M., Kopecky, J., Frapolli, M., Defago, G., Sagova-Mareckova, M., Grundmann,
G.L., et al. (2009a). Comparison of rhizobacterial community composition in soil
suppressive or conducive to tobacco black root rot dis¢&stE Journal 3, 1127-

1138.
126



Partie exp 2 : Influence de’histoire évolutive des céréales sur les bactéries rhizosplegriqu

Kyselkova, M., Kopecky, J., Frapolli, M., Defago, G., Sagova-Mareckova, M., Grundmann,
G.L., et al. (2009b). Comparison of rhizobacterial community composition in soil
suppressive or conducive to tobacco black root rot diséaBte Journal 3, 1127-
1138.

Lambers, H., Mougel, C., Jaillard, B. & Hinsinger, P. (2009). Plant-microbe-soil interactions
in the rhizosphere: an evolutionary perspecti®lant and Soil 321, 83-115.

Lambert, J.B., Heckenbach, E.A., Wu, Y. & Santiago-Blay, J.A. (2010). Characterization of
plant exudates by principal-component and cluster analyses with nuclear magnetic
resonance variable3ournal of Natural Products/3, 1643-1648.

Lauber, C.L., Hamady, M., Knight, R. & Fierer, N. (2009). Pyrosequencing-based assessment
of soil pH as a predictor of soil bacterial community structure at the continental scale.
Applied and Environmental Microbiology5, 5111-5120.

Lee, M.-M. & Stock, S.P. (2010). A multigene approach for assessing evolutionary
relationships oXenorhabduspp. (gamma-Proteobacterid, the bacterial symbionts
of entomopathogeniSteinernemaematodeslournal of Invertebrate Pathologg04,
67-74.

Ley, R.E., Hamady, M., Lozupone, C., Turnbaugh, P.J., Ramey, R.R., BirchertJat.,
(2008). Evolution of mammals and their gut microl&sence320, 1647 -1651.

Ma, W.K., Bedard-Haughn, A., Siciliano, S.D. & Farrell, R.E. (2008). Relationship between
nitrifier and denitrifier community composition and abundance in predicting nitrous
oxide emissions from ephemeral wetland sdisil Biology and Biochemistry0,
1114-1123.

Marschner, P., Yang, C.-H., Lieberei, R. & Crowley, D.E. (2001). Soil and plant specific
effects on bacterial community composition in the rhizosph®wml Biology and
Biochemistry 33, 1437-1445.

Micallef, S.A., Shiaris, M.P. & Colon-Carmona, A. (2009). Influenc&rbidopsis thaliana
aaessions on rhizobacterial communities and natural variation in root exudates.
Journal of Experimental Botangrp053.

Moran, N.A., McCutcheon, J.P. & Nakabachi, A. (2008). Genomics and evolution of heritable
bacterial symbiontsAnnual review of geneticd42, 165190.

Nakamoto, T. & Oyanagi, A. (1996). The configuration of the seminal roofBrib€um
aestivumL. (Poaceag Journal of Plant Resear¢ii09, 375-380.

127



Partie exp 2 : Influence de’histoire évolutive des céréales sur les bactéries rhizosplegriqu

van Overbeek, L. & van Elsas, J.D. (2008). Effects of plant genotype and growth stage on the
structure of bacterial communities associated with pot&tdaqum tuberosurh.).
FEMS Microbiology Ecology64, 283-296.

Parker, M.A. & Spoerke, J.M. (1998). Geographic structure of lineage associations in a plant-
bacterial mutualismlournal of Evolutionary Biologyl1l, 549-562.

Peterson, P.M., Romaschenko, K. & Johnson, G. (2010). A classification of the
Chloridoideae (Poaceag based on multi-gene phylogenetic treddolecular
Phylogenetics and Evolutiph5, 580-598.

Provorov, N.A. & Vorobyov, N.I. (2009). Host plant as an organizer of microbial evolution in
the beneficial symbioseBhytochemistry Review@, 519-534.

Purugganan, M.D. & Fuller, D.Q. (2009). The nature of selection during plant domestication.
Nature 457, 843-848.

Putten, W.H., Bardgett, R.D., Ruiter, P.C., Hol, W.H.G., Meyer, K.M., Bezemer, &M,
(2009). Empirical and theoretical challenges in abovegrdugidwground ecology.
Oecologia 161, 1-14.

Rasche, F., Trondl, R., Naglreiter, C., Reichenauer, T.G. & Sessitsch, A. (2006). Chilling and
cultivar type affect the diversity of bacterial endophytes colonizing sweet pepper
(Capsicum anuurh.). Canadian Journal of Microbiologyb2, 1036-1045.

Reeve, J.R., Schadt, C.W., Carpenter-Boggs, L., Kang, S., Zhou, J. & Reganold, J.P. (2010).
Effects of soil type and farm management on soil ecological functional genes and
microbial activitiesISME Journa) 4, 1099-1107.

Reichenbach, H. (1999). The ecology of Mgxobacteria Environmental Microbiology1,

15-21.

Sanguin, H., Kroneisen, L., Gazengel, K., Kyselkova, M., Remenant, B., Prigent-Combaret,
C.,et al.(2008). Development of a 16S rRNA microarray approach for the monitoring
of rhizospherePseudomonagpopulations associated with the decline of take-all
disease of wheagoil Biology and Biochemistry¢0, 1028-1039.

Sanguin, H., Remenant, B., Dechesne, A., Thioulouse, J., Vogel, T.M., Nesnst, aX.,
(2006). Potential of a 16S rRNA-based taxonomic microarray for analyzing the
rhizosphere effects of maize oigrobacteriumspp. and bacterial communities.
Applied and Environmental Microbiology2, 4302-4312.

Shaw, J., Lickey, E.B., Schilling, E.E. & Small, R.L. (2007). Comparison of whole
chloroplast genome sequences to choose noncoding regions for phylogenetic studies in
angiosperms: the tortoise and the hareAherican Journal of Botanyd4, 275-288.

128



Partie exp 2 : Influence de’histoire évolutive des céréales sur les bactéries rhizosplegriqu

Singh, V., Oosterom, E.J., Jordan, D.R., Messina, C.D., Cooper, M. & Hammer, G.L. (2010).
Morphological and architectural development of root systems in sorghum and maize.
Plant and Soil 333, 287-299.

Smalla, K., Wieland, G., Buchner, A., Zock, A., Parzy, J., Kaiseet&l. (2001). Bulk and
rhizosphere soil bacterial communities studied by denaturing gradient gel
electrophoresis: Plant-dependent enrichment and seasonal shifts reApplestl and
Environmental Microbiology67, 4742-4751.

Tamura, K., Peterson, D., Peterson, N., Stecher, G., Nei, M. & Kumar, S. (2011). MEGAS:
molecular evolutionary genetics analysis using maximum likelihood, evolutionary
distance, and maximum parsimony methaddslecular biology and evolution

Thioulouse, J., Chessel, D., Doledec, S. & Olivier, J.M. (1997). ADE-4: a multivariate
analysis and graphical display softwaBgatistics and computing, 75-83.

Thompson, J.N. (2010). Four central points about coevolutwolution Education and
Outreach 3, 7-13.

Uga, Y., Ebana, K., Abe, J., Morita, S., Okuno, K. & Yano, M. (2009). Variation in root
morphology and anatomy among accessions of cultivated@ioed satival..) with
different genetic backgroundBreeding Sciencé&9, 87-93.

Voges, M., Bachmann, V., Kammerer, R., Gophna, U. & Hauck, C. (2010). CEACAM1
recognition by bacterial pathogens is species-speBiitC Microbiology 10, 117.

Wieland, G., Neumann, R. & Backhaus, H. (2001). Variation of microbial communities in
soil, rhizosphere, and rhizoplane in response to crop species, soil type, and crop
developmentApplied and Environmental Microbiolog$7, 5849-5854.

129



130



Partie expérimentale 3

Influence de I’évolution des céréales
(Poaceae) sur un groupe fonctionnel
phytobénéfique




Partie exp. 3 : Influence de [’histoire évolutive des céréales sur les bactéries diazotrophes

Introduction

Les plantes, par I’intermédiaire de leurs exsudats racinaires, peuvent influencer la
totalité de la communauté bactérienne du sol (Bad. 2006 ; Berg et Smalla 2009), et ce de
facon différente selon le génotype de plante. Les communautés rhizobactériennes vont en
retour influencer la croissance et/ou la santé de la plante (Lugtenberg et Kamilova 2009
Raaijmakerst al. 2009). En effet, le sol comprend des populations de bactéries pathogenes et
des populations phytobénéfiques. Nous avons observé une corrélation entre les distances
phylogénétiques entre plantes et la composition taxonomique de la communauté
rhizobactérienne associée, mais ceci nous donnd’peurmation sur le fonctionnement de
cette communauté, ou de groupes fonctionnels particuliers comme ceux des microorganismes
pathogenes ou bénéfiques. Nous avons donc testé 1’hypothése d’une influence de 1’histoire
évolutive végétale sur une population fonctionnelle de bactéries phytobénéfiques. Une
fonction est largement présente parmi cette derniere catégorie de bactéries, et a wectble dir
dans la croissance des plantes en améliorant leur nutrition azotée, le groupe fonctionnel des
bactéries fixatdes d’azote (Herridge et al. 2008). Ce groupe fonctionnel a été largement
étudié a travers le géndfH depuis quelques années en termes de taille, de diversité, ou
d’expression du gene, mais jamais dans un contexte d’histoire évolutive des plantes (Coelho
et al. 2009; Prakamhangt al. 2009; Castro-Gonzéleat al. 2011; Turket al. 2011). I
comprend des bactéries (i) appartenant a des taxons trés divers (protéobactéries,
cyanobactéries, firmicutes, actinobactéries), et (ii) ayant des modes de vie différents (libre ou
symbiotique) (Widmeet al. 1999 ; Zehet al. 2003).

Dans cettgartie expérimentale, 1’influence de 1’histoire évolutive des poacées sur le
groupe fonctionnel des bactéries fixatrices d’azote a été déterminée en utilisant les mémes
traitements et échantillons que dans [’expérience précédente, décrite dans la partie
expérimentale 2. Un protocole de PCR quantitative ciblant le mjfideou son transcrit a été
mis au point pour caractériser les bactéries diazotrophes en termes d’effectif (nombre de
bactériemifH™) et d’expression génique (quantité de transcrits de nifH). De plus, la diversité
du groupe fonctionnel et celle du sous-groupe des bactéries exprimant IeifgEoat éte
étudiées par T-RFLP.

Les résultats montrent de faibles différences entre les différents génotypes en ce qui
concerne la taille de la communauté fonctionnelle ou son niveau de transcriptidhl,dg

compris pour les espéces les plus éloignées phylogénétiquement. Des différences plus
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importantes sont mises en évidence au niveau de la diversité de ces populations. Cependant, la
comparaison des distances phylogénétiques indiquélgs®ire évolutive des poacées n’est
pas un facteur significatif influengant le groupe fonctionnel des bactéries fixatrices d’azote.
L’ensemble des résultats obtenus fait I’objet d’un manuscrit qui sera soumis a une revue
scientifique.

Une expérience complémentaire a été effectuée, afin de déterminer si I’age de la plante
avait une influence sur la taille de la communauté diazotrophe dans la rhizosphére. Pour cela,
nous avons cultivé deux lignées de maiseffectué une cinétique de I’effectif de la
communauté sur les échantillons de rhizosphére, en effectuant 9 points de prélevement entre 0
et 42 jours aprés semis des graines. Les résultats nous montrent peu de variation de la taille de
la communauté ddsactéries fixatrices d’azote dans le temps. Ces données complémentaires

sont présentées a la fin du chapitre.
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Abstract

Plant evolutionary history influences the taxonomic composition of the root-associated
bacterial community, but whether it can also modulate its contribution to rhizosphere
functioning is unknown. Using the functional group of nitrogen-fixing bacteria colonizing
Poaceae roots, we tested the hypothesis that plant traits resulting from crop diversification
were a significant factor determining the ecology of the diazotropifid)(community in the
rhizosphere. A greenhouse experiment was carried out in cultivated soil with a range of
Poaceae, i.e four cultivatetba maywarieties (from two maize genetic groups) and teosinte
(representing maize’s ancestor), sorghum (from the same Panicoideaesubfamily), and wheat

(from neighboringPooideaesubfamily), as well as the dicot tomato as external reference.
Diazotroph rhizosphere community was characterized at 21 days in terms of size (quantitative
PCR of nifH genes), composition (T-RFLP and partial sequencingiitid genes) and
functioning (quantitative PCR and T-RFLP wfH transcripts). Plant species and varieties
had a significant effect on diazotroph community size, numbarifef transcripts (when
considered at entire root system scale), and this was strengthened by findings obtained (for a
subset of plant genotypes) when using soil from a neighboring plot under meadow
management or the same soil but at a later sampling. However, no significant correlation was
found between Poaceae phylogeny and sk expression or genetic diversity of the

rhizosphere diazotroph community.
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Introduction

Nitrogen is essential for plant growth and health. However, it is not always
bioavailable in soil, as most nitrogen is present asnNsoil porosity or as part of organic
compounds. Some prokaryotes (termed diazotrophs) can facilitate plant nitrogen nutrition
through biological nitrogen fixation (BNF), which corresponds to the reduction of
atmospheric nitrogen @Nto ammonia (NH). This occurs in agricultural as well as in natural
environments, and amounts to 120 million tons of N per year fixed annually on earth
(Herridgeet al. 2008). BNF is only performed by certain bacterial and archeal taxa, and all
rely on thenifH gene encoding the iron protein subunit of the nitrogenase, a gene widely used
as marker to examine nitrogen fixation in various environments (Coethal. 2009;
Prakamhangt al.2009). This gene is highly conserved among diazotrophs, and its phylogeny
is largely correlated to 16S rRNA phylogeny (Zehal. 2003), making it a marker suitable to
assess complex diazotrophic communities.

In terrestrial systems, diazotrophic community size and/or composition can vary
according to soil type (Prakamhareg al. 2009), soil management (Pobt al. 2001),
fertilization rate (Coelhcet al. 2009; Wuet al. 2009a), and plants, in terms of plant or
presence/absence (Coeléoal. 2009; Junieet al. 2009; Monteircet al. 2011), plant growth
stage (Prakamhareg al. 2009; Monteircet al. 2011), plant species (Pemh al. 2006) or plant
varieties (Coelhet al. 2009; Wuet al. 2009b). Some of these factors may also influence the
composition of the bacterial community actually expressiifig and/or the amount afifH
transcripts, even if the latter does not necessarily vary to a large extent (l€haltB005;
Wartiainenet al. 2008; Martenssoat al. 2009; Orret al.2011).

Differences in root-associated nitrogen-fixing bacterial communities between plant
genotypes may involve differences in root system development (de Doelodlo2007) and
thus bacterial root-colonization sites, in nutrient uptake (Comas & Eissenstat 2009) and
therefore rhizosphere depletion of minerals including nitrate and ammonium, and in root
exudation patterns (Czarnatthal. 2003) and thus flux of carbon sources and energy available
to support BNF. However, plant genetic properties accounting for these differences in plant
phenotypes are not well understood, and those determining differences in root-associated
functional microbial groups are even less understood. Evolutionary processes, whether
corresponding to natural selection and/or human selection in agrosystems, have resulted in a

wide range of plant genotypes on earth (Diamond 2002) and have had a strong influence on

136



Partie exp. 3 : Influence de [’histoire évolutive des céréales sur les bactéries diazotrophes

root traits (Osmonet al. 2007; Comas & Eissenstat 2009; Ugfaal. 2009; Lamberet al.

2010). Recently, it was shown that the evolutionary history of Poaceae grown in a same soil
was a significant factor determining the taxonomic composition of the total rhizobacterial
community (Bouffaudet al. submitted). This was also the case at the level of several bacterial
genera containing nitrogen-fixing species or strains, raising the possibility that root-associated
microbial functional groups, such as nitrogen-fixing bacteria, may also be influenced by the
evolutionary history of Poaceae. On this basis, our hypothesis was that plant evolutionary
history can be a significant factor influencing the interaction of microbial functional groups
with roots.

The objective of this study was to assess whether a relation exists between Poaceae
evolution and root-associated diazotroph community. To this end, we compared Poaceae both
at infraspecific (four lines from two contrasted genetic groups of maize and one teosinte
representing maize’s pre-domestication ancestor) and interspecific levels (one sorghum from
maize’s Panicoideaesubfamily, and one wheat from neighboriRgoideaesubfamily) in a
same soil under greenhouse conditions. A dicot (tomato) was also included Reauaae
control. The diazotroph community was characterized at 21 days in terms omsite (
quantitative PCR), compositiomi{H T-RFLP) and functioning (quantitative PCR, T-RFLP
and and partial sequencingrafH transcripts). For selected treatments, the analyses were also
carried out with better-established plants (i.e. at 42 days after sowing) as well as with 21-day-
old plants grown in soil from a neighboring field (from the same pedon but under permanent
meadow instead of maize monocropping), because in both cases rhizobacterial community
structure and taxonomic composition differed (Bouffatidl. submitted).
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Materials and methods

Plant genotypes and greenhouse experiment

Plant genotypes included four cultivated maiZea maysL.), i.e. the inbred lines
FV4, W85 (group Northern Flint), FV252 and Mol7 (group Corn Belt Dent) (provided by
INRA, St Martin d’Hynx, France), one teosinte (Zea maysssp. parviglumis provided by
UNAM, Cuernavaca, Mexico), one sorghu®ofghum bicoloiL. cv. Arprim; Semences de
Provence, Fourques, France), one wh@daiti¢um aestivumL. cv. Fiorina; provided by
AgroScope, Changins, Switzerland), and one tomé&olagum lycopersicuni. cv.
Marmande; Vilmorin, La Ménitré, France) used as non-Poaceae, external reference.

Plants were grown in loamy topsoil (sieved at 6 mm) collected in September 2009
from two adjacent fields (luvisols) located at La Coéte Saint-André near Lyon (France) and
described in Bouffau@t al. (submitted). One is a maize-monocropping field (topsoil: clay
15.9%, silt 41.4%, sand 42.7%, organic matter 2.3%, pH (water) 7.3, N 1.8) gukd the
other a permanent meadow (topsoil: clay 14.9%, silt 44.6%, sand 40.5%, organic matter
5.5%, pH (water) 6.0, N 3.2 g Ry

Seeds were surface-disinfected and sown in 3-plots containing 2.5 kg soil (to
obtain one seedling per pot), and the pots (including non-planted pots) were placed
(randomized blocks; 5 pots per treatment) in a greenhouse, as described in Beufiaud
(submitted). Sampling was carried out at 21 days in cropped soil for each treatment. In
addition, maize lines FV4 and W85 (group Northern Flint) and tomato were also sampled at
21 days in meadow soil and at 42 days in cropped soil. Each root system was dug up, shaken
vigorously (to eliminate soil loosely adhering to the roots), frozen (along with closely-
adhering soil) in liquid nitrogen and lyophilized. Root and rhizosphere soil were separated,
and each stored at -20°C (giving 0.1-0.7 g root samples and 0.5-6 g rhizosphere soil samples
per plant). In addition, bulk soil was sampled in non-planted pots, at 21 (both soils) and 42

days, frozen, lyophilized and stored at -20°C (giving 5 g samples).

Extraction of soil DNA and RNA

Total nucleic acids were extracted from 0.5 g of lyophilized rhizosphere or bulk soil

using a protocol derived from Burgmaanal. (2003). Briefly, 0.5 g rhizosphere or bulk sail,
0.5 g zirconium beads (VWR, Fontenay-sous-Bois, France), 0.5 ml extraction buffer (5%
hexadecyltrimethylammonium bromide, 1 miMi-dithioDL-threitol, in a 0.12 M phosphate
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buffer[pH 8]) were processed in a bead beater (TissueLyser Il Retsch; Qiagen, Courtaboeuf,
France) for 90 s at 30 mi*sAfter 10 min centrifugation at 16,00 supernatants were
extracted two times with phenol-chloroform-isoamyl alcohol (24:24:1 v/viv), and then once
with chloroform-isoamyl alcohol (24:1 v/v). Nucleic acids were precipitated overnight with
potassium acetate (3 M, pH 4.8) and absolute ethanol at -20°C. After centrifugation 30 min at
16,000g, pellets were washed with 70% ethanol, and dissolved in 100 pul RNase- and DNase-

free water (giving 50-100 ng nucleic acids per pul).

cDNA synthesis by reverse transcription

To obtain DNA-free RNA, 20 pl of nucleic acid solution were digested at room
temperature with 4 U of DNase | (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) in 1x DNasdidme
buffer, and RNA was purified using RNeasy Mini kit (Qiagen) following manufacturer’s
instructions. Another step of DNA digestion was performed using the protocol described
above to remove remaining traces of DNA, and the reaction was stopped by incubating 10
min at 65°C in presence of 1 ul of 25 mM EDTA.

Reverse transcription (RT) was performed on 8 pul of the resulting purified RNA
extract using Omniscript rewe transcription kit (Qiagen; following the manufacturer’s
instructions). The reaction was carried out 90 min at 37°C. Inactivated was done at 95°C (10
min) and cDNA was stored at -20°C. DNA contaminants were not present in any RNA
sample based on analysis of reaction controls, which included the same concentration of RNA

extract but did not receive reverse transcriptase.

Quantitative PCR and quantitative RT-PCR

The amounts ohifH genes and transcripts (from rhizosphere or bulk soil) were
estimated by quantitative PCR (qPCR) and RT-PCR (qRT-PCR), after development of a real-
time protocol based on the primers polF/polR (Ralal. 2003, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). The reaction was carried out in 20 pl contaiipg of PCR grade water, 2 pl of
each primer (final concentration 0.p®), 10 ul of LightCycler-DNA Master SYBR Green |
master mix (Roche Applied Science, Meylan, France) and 2 ul of sample DNA or cDNA (in
triplicate for each of five repetitions per treatment). The cycling program included 10 min
incubation at 95°C, followed by 50 cycles of 95°C for 15 s, 64°C for 15 s and 72°C for 10 s.
Amplification specificity was studied by melting curve analysis of the PCR (and RT-PCR)
products, performed by ramping the temperature to 95°C for 10 s and back to 65°C for 15 s,
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followed by increases of 0.1°C sip to 95°C. Melting curve calculation and determination of
Tm values were performed using the polynomial algorithm function of LightCycler Software
v.1 (Roche Applied Science).

Genomic DNA fromAzospirillum lipoferum4B (whose genome contains oniH
copy) was used to generate standard curves, after dilution from 3 to B)x 10> g DNA
ul™ (in triplicate). Sterile water was used as negative control. PCR efficiency was calculated
from standard curves according to the equation E &58% The five samples for each
rhizosphere or bulk soil treatment were analyzed. Results it werle converted in number
of nifH copies using the following formula (assuming an average of 660 § pesl base
pair): number of copies = [DNA fg< Avogadro’s number (molecules mol™)] / [number of
DNA base pairs imifH fragment x 660 (g md)]. The resulting numbers were expressed (i)

per g of root, (ii) per root system, and (iii) per g of sail.

T-RFLP analysis
For one replicate (individual plant or bulk soil sample) per treatnméiht, DNA and
cDNA were amplified using forward primer polF (Pay al. 2001) 5’-labeled with 6-FAM

and reverse primer polR. PCR reaction was carried out in 50 pl containing 1x buffer, 1 uM of
each primer (Invitrogen), 2.5 mM of MggIL.75 U of Expand High Fidelityaq polymerase
(Roche Applied Science) and 2 pl of DNA or cDNA template. An initial denaturation at 94°C
for 2 min was followed by 30 cycles of 45 s denaturation at 94°C, 30 s annealing an85°C a
30 s extension at 72°C, followed by a final extension for 5 min. PCR products were purified
using PCR purification kit (Macherey-Nagel, Hoerd, France). For T-RFLP, 500 nghf PC
product were digested usitpell (Fermentas, Villebon sur Yvette, France) 3 h at 37°C and
separated on automated sequencer ABI 3730XL (Applied Biosystems, Villebon sur Yvette,
France). The number of individual terminal restriction fragments (T-RFs) was determined
using GeneMapper v4.1 software (Applied Biosystems), with a detection limit of 50 relative

fluorescence units.

Statistics

All analyses were done a < 0.05, using R 2.10.1 software (http://www.r-
project.org). First, treatments were compared concerning numbersftdf genes and
transcripts, using ANOVA and Fisher’s LSD tests, in each soil and at each sampling.
Additionally, twoway ANOVA and Fisher’s LSD tests (P < 0.05) were performed to take
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into account past soil management at 21 days (i.e. treatment x past soil management) and
sampling time effects in cropped soil (i.e. treatment x sampling).

Second, for T-RFLP data, treatments were compared based on peak presence/absence,
using (i) principal component analysis (PCA) based on the correlation matrix and the ADE4
package of R (Thioulouset al. 1997), and (ii) clustering analysis based on Euclidean
distance and complete linkage clustering. One replicate (individual plant or bulk soil sample)
was studied per treatment. For W85 maize, all five replicates were assessed, with similar
results.

Third, Pearson correlation analysis was performed between the phylogenetic distance
between plants (Maximum Likelihood method, with the Kimura 2 parameter model, applied
on three concatenated chloroplastic sequences i.e. rpeté and the intergenic spacers
rps16-trnKand atpl-atpH Bouffaudet al. submitted) and their differences mifH numbers
(genes or transcripts), T-RFLP profiles (genes or transcripts), plant biomass (shoots or roots)
or root-associated soil (i.e. rhizosphere soil), based on the Euclidean distance.
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Results

Size of diazotroph communities

The total nitrogen-fixing bacterial community amounted to 1.0-4.6 xnifBl gene
copies per g of soil (Figure 1A), and for plant treatments it meant 1.1-11 BnifliGcopies
per g of root (Figure 1C) or 4.8-260 x®10fH copies per root system (Figure 1E). At 21 days
in cropped soil, diazotroph community size per g of soil was higher in the presence of plant
for all maize lines and for wheat (Figure 1A). This was also the case for 2 of 3 plant
genotypes at 42 days in the same soil, whereas differences were not significant at 21 days in
meadow soil.

When plant genotypes were compared at 21 days in cropped soil (Figure 1C),
diazotroph community size per g of root for two maize lines, sorghum and tomato did not
differ, whereas wheat and the two other maize lines gave higher levels. At 21 days,
differences (but not the same as in cropped soil) between plant genotypes were also found in
meadow soil, whereas these differences were not significant at 42 days in cropped soil.

Since root system development varied according to plant genotype (as well as
sampling time and past soil management for FV4) (Figure S1A), diazotroph community size
was also considered per root system. When doing so (Figure 1E), diazotroph community at 21
days in cropped soil did not differ in size for teosinte, wheat, sorghum, whereas its size was
higher for W85 and Mo17 maize and lower for tomaifH copy number was also lower for
tomato than for maize at 21 days in meadow soil, whereas differences were not significant at
42 days in cropped soil.

Overall, differences in diazotroph community size were found according to plant
genotype, sampling time or past soil management. Even though differences occurred between
plant genotypes, more closely related plant genotypes did not display a diazotroph community

closer in size.
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Figure 1 Quantification ofnifH genes and transcripts in bulk soil and rhizosphere by real-time PCR and RT-PCR, respectively. Gene copy
numbers are shown in A, C and E and transcript numbers in B, D and F. Statistical analyses were performed independently at 21 days in cropped
soil, at 21 days in meadow soil and at 42 days in cropped soil, using ANOVA and Fisher LSP 4€3185; results shown with letters a to c).

For FV4, W85, tomato and bulk soil, two-way ANOVA and Fisher LSD tésts{.05) were performed to compare treatments according to past

soil management or sampling time, and differences with the same genotype at 21 days in cropped soil are indicated by symbols * and #,
respectively.
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nifH transcript levels in diazotroph communities

The number ohifH transcripts from the nitrogen-fixing bacterial community reached
1.3-4.8 x 10 nifH cDNA copies per g of soil (Figure 1B), and for plant treatments it
corresponded to 1.4-8.9 x °10ifH cDNA copies per g of root (Figure 1D) or 5.4-910 X 10
nifH cDNA copies per root system (Figure 1F). At 21 days in cropped soil, the number of
nifH transcripts per g of soil was similar in all treatments (Figure 1B). This was also the case
in the same soil when considering the other sampling (42 days), or at 21 days in meadow soil.

When focusing on plant treatments and expressing data per g root, regardless of the
amount of rhizosphere soil (Figure S1B), there was again no difference between genotypes in
the number ohifH transcripts in cropped soil at 21 or at 42 days (Figure 1D). In meadow soil
at 21 days, however, the numbemifH transcripts per g root was higher for the two maize
lines than for tomato.

When integrating root system size, the numbenifif transcripts (i.e. expressed per
root system) at 21 days in cropped soil was higher for W85 and Mo17 maize than for FV4 and
FV252 maize, as well as wheat and tomato (Figure 1F). At 21 days in meadow soil, the
number ofnifH transcripts per root system was again higher for W85 maize than for tomato,
but this time also FV4 maize gave higher values than tomato. There was no difference in
cropped soil at 42 days, when tomato root system was larger.

Overall, differences imifH transcript number were mainly found when comparing
plant treatments in entire rhizospheres, but plant genotypes from the same maize group or

species did not give values more similar than genotypes from different species did.

Diversity of diazotroph communities
T-RFLP of rhizosphere and bulk soil revealed a total of 43 distinct T-RFs (from 30 bp

to full 350-bp polF/polR amplicon size), of which 21 T-RFs were found only in DNA
samples, 9 in cDNA samples and 13 in both (Figure S2). Among them, 8 T-RFs were
prevalent (i.e. evidenced at least in 5 of 17 treatments) in DNA samples, while the others were
present in 4 treatments or less. The cDNA samples showed higher profile variability
(similarity index of 0.53 £ 0.007 for DNA samples and 0.46 + 0.010 for cDNA samples, but 3
T-RFs were prevalent (i.e. found at least in 5 treatments). Only 1 T-RF (i.e. Peak 1) was
prevalent both in DNA (10 treatments) and cDNA samples (5 treatments).

Clustering of all treatment combinations based on T-RFLP data separated cDNA from

DNA samples (Figure S2). When focusing on cropped soil at 21 days, this was also the main
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trend except that W85 maize and teosinte DNA samples clustered with the cDNA samples
(Figure 2). In this situation, the two maize lines FV252 and Mo17 of the genetic group Corn
Belt Dent (but not those of group Northern Flint) clustered together both for DNA and cDNA,
and so did bulk soil, wheat and sorghum. Apart from this, treatments did not cluster similarly
for cDNA versus DNA samples, even if they belong to the same species.

When considering treatments studied in both soils and at both samplings in cropped
soil, a separation between DNA and cDNA samples was observed again (Figure 3). There was
also a trend for similar clustering of treatments across soils and samplings, especially for FV4
maize and to lesser extent bulk soil, based on cDNA or DNA analysis. Such a trend was not
found when comparing samplings or past soil management, regardless of whether cDNA or
DNA was considered. Finally, DNA and cDNA samples for W85 often clustered away from

the corresponding samples from other maize lines, across soils and samplings (Figures 2 and

3).
I I W85 cDNA
‘Wheat ¢cDNA
I I I Sorghum_cDNA
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| I FV4_cDNA
Teosinte cDNA
I I FV252 ¢cDNA
I Mol7 ¢DNA
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Figure 2 Comparison of T-RFLP profiles fonifH DNA and cDNA samples from
rhizospheres and bulk soil in cropped soil 21 days after sowing. The analysis was based on
presence/absence of T-RFs in each treatment, using Euclidean distance matrix and complete
linkage clustering.
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Figure 3 Comparison of T-RFLP profiles of W85 maize, FV4 maize, tomato and bulk soil
based omifH DNA and cDNA samples in cropped soil at 21 days (black circles) and 42 days
(white circles) after sowing, and in meadow soil at 21 days (black triangles). The analysis was
based on presence/absence of T-RFs in each treatment, using Euclidean distancednatrix an
complete linkage clustering.
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Relationship between Poaceae phylogeny and diazotroph community

For a more formal appraisal of the relationship between diazotroph community and
Poaceae phylogeny, correlation analysis was carried out between pairwise Poaceae
phylogenetic distances and Euclidean distances derived from their root-associated diazotroph
communities at 21 days in cropped soil (Figure 4). A significant correlation (r =®.80,

0.004, n = 21) was found when considenmigd gene copy number per g of root but not per g
of rhizosphere soil or per root system (Figure 4E), as waelifBistranscript number per g of
rhizosphere soil (r = 0.5% = 0.004, n = 21) but not per g of root or per root system (Figure
4D). No significant correlation was obtained when considering diazotroph community
diversity, regardless of whether data were derived from DNA or cDNA T-RFLP analysis
(Figure 4AB).

Relationship between plant development and diazotroph community

A significant correlation was found between plant phylogeny and plant development
in terms of shoot and root biomass, but not rhizosphere size (Table 1). Plant development
correlated withnifH gene copies per g of root (i.e. for shoot and root biomass), per g of
rhizosphere soil (i.e. for root biomass and rhizosphere size) or per root system (i.e. for
rhizosphere size). Plant development also correlated mifith transcript number per root
system (i.e. for root and shoot biomass and rhizosphere size). Conversely, there was no

correlation between plant development and T-RFLP profilesifdrgenes or transcripts.

Table 1 Correlation between pairwise distance in shoot, root or rhizosphere dry weight and
Poaceae phylogenetic distance or Euclidean distancéfifbgenes or transcripts.
Dry weight (g per plant)

Shoots Roots Rhizosphere soil

Poaceae phylogeny <0.001 0.003 0.662
nifH gene number

Per g of rhizosphere soil 0.054 0.021 0.024

Per g of root 0.012 0.005 0.745

Per root system 0.101 0.489 0.004
nifH transcript number

Per g of rhizosphere soil 0.068 0.058 0.415

Per g of root 0.627 0.733 0.232

Per root system 0.007 0.014 <0.001

The probability level (in bold whel < 0.05) are indicated.
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Figure 4 Pairwise comparisons of plant phylogenetic distance between Poaceae (X axis) with
the corresponding distance between their root-associated diazotroph communities .(Y axis)
nifH DNA data are shown to the left andH cDNA data to the right, and they correspond to
results of T-RFLP (A and B), quantitative PCR or RT-PCR expressed per g of soil 0J,and

per g of root (E and F) or per root system (G and H). Distances were calculated two by two,
using Kimura 2 parameter model for plant phylogeny and Euclidean distance for diazotrophic
community. The Pearson correlation coefficient and its probability level (Rhe8.05) are
indicated.
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Discussion

In this study, the impact of plant evolutionary history on root-associated diazotroph
community sizenifH transcript number and genetic diversity was studied using molecular
approaches based on establishi#d primers (Polyet al. 2001; Martenssoat al. 2009). Co-
evolution has been well studied between symbiotic nitrogen-fixing bacteria and their
eukaryotic hosts (Parker & Spoerke 1998), leading sometimes to differentiated structures
maximizing mutual benefits, like nodules (Provorov & Vorobyov 2009). However, in soil a
large range of free-living microorganisms interact with plant roots, providing here also mutual
benefits (Lugtenberg & Kamilova 2009; Raaijmaketsal. 2009). Although no partner
differentiation takes place, it makes sense that during evolution, modifications of root
phenotypic properties facilitating BNF and thereby the supply of available nitrogen to the
plant could have been selected.

On the one hand, many plant-beneficial free-living bacteria can benefit plants, but with
contrasted efficacy according to plant species or varieties (Matralz2010; Meyeret al.

2010). On the other, Poaceae evolutionary history is a factor influencing root selection of soil
bacteria and thus total rhizobacterial community composition (Bouféaual. submitted).

This concerns in particular some genera containing nitrogen-fixing strain®,déwbacillus

or Rhodospirillum Even though a significant correlation was found in Bouffatidal.
(submitted) between total rhizobacterial community composition and the phylogeny of the
same Poaceae genotypes used in this study, no correlation was found here when considering
diazotroph community diversity (Figure 4). One such correlation was foundnifidhgene

copy number and another witlifH transcript number, but their relevance is probably limited
because (i) the former was significant whefH gene copy number was expressed per g of

root but not per g of rhizosphere soil and the latter whi#H transcript number was
expressed per g of rhizosphere soil but not per g of root, (i) none of the two was significant
when these community parameters were expressed per root system, which represents best the
nitrogen fixation potential for plant individuals, and (iii) the two correlation coefficients were

of modest level (< 0.60). On this basis, it can be concluded that Poaceae evolution did not
influence significantly thenifH community size, the quantity afifH transcripts or genetic
diversity of root-associated nitrogen-fixing communities.nif$l bacteria are prevalent and

expressnifH in bulk soil, it means that presence of the plant is not required for their
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establishment and functioning (Figure 1), thereby limiting the potential impact of plant
features on the diazotroph community.

Although Poaceae evolution was not a significant factor, an impact of plant genotype
was yet found on diazotroph community size, expression or diversity. This impact was rather
moderate in magnitude, in accordance with previous studies. Indeed, differences of one log
for DNA or cDNA copy number were usually found between samples from different areas or
management practices (Foster al. 2009; Martenssoret al. 2009; Bannertet al. 2011;
Dandieet al. 2011; Orret al. 2011). This could suggest that a basal level of diazotrophic
community size and expression always occurs, and that they are not extensively affected by
environmental factors. The same quantitiesitil genes and of transcripts were found for the
two maize lines from Corn Belt Dent group, unlike for the two maize lines from Northern
Flint group. This is reminiscent of findings on the taxonomic composition of the total
rhizobacterial community (Bouffauet al. submitted), and suggests that nitrogen fixers could
represent a significant part of the whole community. Differences were found according to
plant genotype, but there was no apparent pattern when considering genotypic groups defined
within the maize species or across different plant species. However, significant correlations
were found between plant development parametersndhd gene or transcript numbers,
suggesting that plant development is a more important factor than plant evolutionary history.

In contrast, the diversity of diazotroph communities fluctuated according to plant
genotypes (Figure 2), past soil management practice and sampling time plant (Figure 3).
Previous molecular assessments described modification of diazotroph community structure
due to presence of plant (Wartiainen al. 2008; Monteiroet al. 2011), plant genotype
(Coelhoet al. 2009; Wuet al.2009; Monteircet al.2011), plant growth stage (Monteiebal.

2011), or soil management (Wartiaineh al. 2008; Hsu & Buckley 2009; Banneet al.
2011). This was shown even when no difference in community size was found (Martensson

al. 2009), implying a shift in diazotrophic community populations.

150



Partie exp. 3 : Influence de [’histoire évolutive des céréales sur les bactéries diazotrophes

A
% # # #
25
a
S 2
]
=
2
£
15
=
-
=
20
|3
s 1
e
<
<
=3
=
& 05
o
&
2 4+ w = W E e - o e - s
E 2 £ : ¢ 2z 2 2 :E 0z E 2
i £ 2 = £ % 3 % E = & E = £
= =2 = = £ = =
lﬁ NF CBD & F = __NF il __NF =
Cropped21 d Meadow 21 d Cropped42d
B
30 = # # B
=
H a
EZS'
-
£
=
<5 a
-
=
2
v
=
2,15
=
@
z
£ 1
3 b
=
E a a .
* b b b b a
be
¢ b
0
o
g =+ 9w Bon 5 g - n e - o g
= > 2 5 = 1 P, = = s, * =
T2 =72 3% 3% B = ¢ E 2
L= NF cBb & 2 & T NF = NF &
Cropped 21 d Meadow 21 d Cropped42 d
C
8 - ® % # B H
7
=
EB
=
-
g s
7]
£
=
K
K]
e
w3
=
2
g 2
=
- a
a A
1 be ab a .
: be c e
o
~
g o+ ow o= 05 E s - 0 2 -+ 0 s
E - 2 = 2 2 5 z T %z T 2z
i B z 72 E P Z G E = £ E = 3
L E NF CBD & z & __NF = NF =
Cropped 21 d Meadow 21 d Cropped42d

Figure S1 Root (A), rhizosphere soil (B) and shoot (C) dry weight per plant. Statistical
analyses were performed independently at 21 days in cropped soil, at 21 days in meadow soil
and at 42 days in cropped soil, using ANOVA and Fisher LSD tBsts0(05; results shown

with letters a to c). For FV4, W85, tomato and bulk soil, two-way ANOVA and Fisher LSD
tests P < 0.05) were performed to compare treatments according to past soil management or
sampling time, and differences with the same genotype at 21 days in cropped soil are
indicated by symbols * and #, respectively.
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Données supplémentaires : Cinétique de la taille de la communauté des

microorganismes fixateursd’azote

L’étude de I'impact de I’histoire évolutive des Poaceae sur la communauté
fonctionnelle des bactéries fixatrices d’azote nous a permis de mettre en évidence un impact
de I’espéce végétale et de la variété sur la taille de la communauté diazotrophe, a un temps
donné, soit 21 jours aprés semis des graines. Lors de cette étude, nous avons également
déterminé que le temps de croissance des plantes, pour deux génotypes de mais et la tomate,
pouvait impacter la taille de cette communauté. Il a été démontré que la quantité et la
composition des exsudats racinaires varient dans le temps, de la germination a la maturation,
et ceci de facon cultivar-dépendant (Aulakh al. 2001). Or, les exsudats racinaires
influencent fortement la communauté bactérienne du sol @aik 2006). Nous avons donc
déterminé si la taille @la communauté des microorganismes fixateurs d’azote variait de
facon importante au cours du temps, en se plagant a des temps précoces de I’interaction
(premieres heures) et en poussant I’étude jusqu’a une interaction plus longuement établie
entre la plante et les microorganismes du sol (42 jours aprés semis).

Pour atteindre cet objectif, nous avons effectué une cinétique de la taille de la
communauté diazotrophe dans la rhizosphére de deux lignées de mais, utilisées dans
I’expérience précédente, et appartenant a deux groupes génétiques distincts : FV252 (groupe
Corn Belt Dent) et W85 (groupe Northern Flint). Les lignées de mais ont étéeplamteerre
dans du sol de La-Cote-Saiitrdré, et I’échantillonnage a été effectué a 9 temps différents :

TO, 5 heures, 1 jour, 6 jours, 14 jours, 21 jours, 28 jours, 35 jours et 42 jours apres semis des
graines. L’échantillonnage de la rhizosphere, I’extraction des acides nucléiques et la
quantification de la taille de la communauté par PCR quantitative ont été effectués comme
décrit dans I’expérience précédente. Les résultats obtenus a chaque temps d’échantillonnage

ont été comparés entre les deux lignées a I’aide d’un test t de Student (P < 0,05).

Les résultats nous montrent que les différences de taille de la communauté diazotrophe
dans la rhizosphére au cours du temps sont faibles, inférieures a un log, pour les deux lignées
de mais étudiées (Figure 5). Toutefois, une Iégére hausse (presque un demi log) de la taille de
la communauté est observée de TO a 6 jogrguiclaisse penser qu’une interaction bénéfique
entre les bactéries fixatrices d’azote et les plantes pourrait avoir lieu dans les phases précoces
de I’interaction. Ceci concorde avec les données de Jacoud et collaborateurs (1999), qui

avaient mis en évidence wffet sur le développement racinaire du mais résultant d’une
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interaction précoce (stades initiaux de la germination) de la bactérie R@&®dRirillum
également fixatrice de 1’azote atmosphérique. La taille de la communauté diazotrophe était

plus fible a 14 jours, pour augmenter de nouveau, de plus d’un demi-log, entre 14 et 42

jours. Cette dynamique pourrait étre liée a un changement de mode de croissance du mais. En
effet, le mais passe d’un mode de croissance hétérotrophe (basée sur les réserves nutritives de

la graine) a une croissance autotrophe (basée sur la photosynthése) lorsque quelques feuilles
sont déja présentes (Greaves 1996), ce qui correspond environ a notre point de mesure
effectué 14 jours aprés semis. Entre ces deux modes de croissance, la plante se trouve dans
une étape de transition pendant laquelle elle utilise les dernieres réserves de la graine et
commence la photosynthése (Greaves 1996), et limite peut étre donc sa production d’exsudats
racinaires, ce pourrait étre la raison de la baisse de la taille de la communauté des bactéries
fixatrices dans la rhizosphere.

Nous avons également pu déterminer que les deux lignées pures de mais ont une taille
de communauté de microorganismes rhizosphériques diazotrophes comparable, sauf a 1 jour
(Figure 5, qui correspond a une phase d’imbibition de la graine. Il pourrait donc y avoir un
effet de la variété de plante aux premiers temps de 1’interaction entre la plante et les bactéries
du sol, et notamment sur les bactéries phytobénéfigivas,un grand nombre fixe 1’azote
atmosphérique (Saharan et Nehra 2011).

En conclusion, les temps trés précoces de croissance des plantes doivent étre a
privilégier pour I’étude de I’interaction entre les plantes et les bactéries du sol fixatrices de
I’azote atmosphérique. Nous pouvons supposer que des différences plus marquées existent
peutétre au niveau de 1’expression et/ou de la diversité de cette communauté, mais 1’analyse
de I’expression du géne nifH n’a pas pu étre réalisée, en raison d’une importante dégradation
des ARN. Il serait donc intéressant de refaire cette expérience afin de suivre I’expression du
génenifH dans le temps, mais également afin d’étudier la diversité de la communauté des
bactéries exprimant ce gene. Il serait également riéged&ffectuer un plus grand nombre
d’échantillonnages au moment de la transition entre les modes de croissances hétérotrophe et
autotrophe, afin de confirmer I’impact du mode de croissance sur le recrutement des bactéries

fixatrices d’azote.
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Figure 5: Résultats de la cinétique de taille de la communauté bactérienne rhizosphérique
analysée par PCR quantitative. Les résultats sont exprimés en nombre de copiesndti géne

par gramme de sol sec, et pour chaque temps d’échantillonnage, la moyenne et 1’erreur

standard sont représentées. Des analyses statistiques entre les deux lignées de mais ont été
effectuées a chaque temps d’échantillonnage a 1’aide d’un test t de Student. La différence

statistique entre lignéeP & 0,05) est représentée par une étoile rouge.
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Discussion générale et perspectives

L’écologie des h6tes eucaryotes est fortement influencée par les interactions avec leurs
partenairesmicrobiens, et I’interaction prolongée entre les organismes eucaryotes et
procaryotes a conduit a des coévolutions (van Rhijn et Vanderleyden 1995 ; Futuyama et
Agrawal 2009 ; Rabergt al. 2009 ; Mougi et lwasa 2011). Il a également été mis en évidence
que le génotype de I’hote eucaryote conditionne le recrutement des communautés
microbiennes associées, comme les mammiféres et leur communauté intestinale. Ainsi, les
plantes stimulent par la libération de rhizodép6ts au niveau de leurs racines différentes
populations microbiennes a partir de la communauté totale du sol (= effet rhizosphere ; Curl
et Truelove 1986 ; Bowen et Rovira 1999 ; Joeteal. 2004 cités dans Hisinget al. 2005).

Cette communauté rhizosphérique, en retour, conditionne le développement du végétal. Dans
un contexte agronomique, I’impact des especes ou variétés de plantes sur la structure des
communautés microbiennes associées est d’ailleurs étudié depuis plusieurs années (Siciliano

et al. 1998 ; Knauttet al. 2005 ; van Overbeek and Elsas 2008 ; &tral. 2010 ; Inceoglet

al. 2010). Pour autant, on ne sait généralement pas pourquoi tel génotype de plante
sélectionne tel type de microorganisme, et la connaissance des profils métaboliques des
rhizodépdbts de différentes lignées ne permet pas, la plupart du temps, de prédire quels
microorganismes seront sélectionnés ni la composition de la communauté microbienne
rhizosphérique (Dennist al. 2010). Dans le cas des micrganismes saprophytes, c’est sans

doute parce que ces mécanismes de sélection par la plante sont complexes, impliquant
différentes propriétés du systéme racinaire. Il s’agit de traits susceptibles d’étre modifiés au

cours de I’évolution des plantes, ce qui a motivé ce travail de these.

En effet, I’évolution des plantes depuis environ 500 millions d’années (Gensel 2008) a
entrainé un grand nombre de modifications génétiques, des phénomeénes de divergence, et au
final de grandes variations phénotypiques entre les especes végétales, voire entresgénotype
distincts au sein des especes. Certaines de ces modifications phénotypiques concernent
clairement des facteurs d’interaction avec les microorganismes du sol, comme la structure du
systéme racinaire ou le profil d’exsudation des racines (Czarnota et al. 2003 ; Baiset al.

2006 ; da Rochat al. 2009), mais d’autres moins explicites jouent peut-étre aussi un réle
important dans ces interactions. Les interactions durables entre les bactéries du sol et les
racines des plantes ont pu aboutir a des phénomenes de coévolution dans le sol d’origine de la

plante. Toutefois, touteles plantes n’ont pas évolué dans un sol européen (mais originaire
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d’Amérique, le sorgho d’Afrique, le blé¢ de Mésopotamie) et le sol que nous avons utilisé est

donc plutét neutre vis-ais de 1’évolution passée de ces especes, méme si le blé
(anciennement) et le mais (ces dernieres décennies) sont largement de@sdrhistorique

cultural du site. Dans cette these, le choix de conditions controlées (température, humidité)
permettait de comparer directement les capacités des plantes a recruter les bactéries dans un
sol donnéNous avons donc analysé I’influence de 1’évolution passée des plantes et non une
coévolution entre les plantes et les bactéries du sol. Nous pouvons penser que des plantes
proches phylogénétiquement ont des propriétés phénotypiques proches et donc une
communauté bactérienne rhizosphérique plus semblable que des variétés ou especes éloignées
phylogénétiquement. Cette hypothése correspond a I’idée d’un « signal phylogénétique »,

c’est a dire a une relation entre les distances phylogeués ct le degré de similarité d’un

trait phénotypique (Gilbert et Webb 2007 ; Letyal. 2008 ; Losos 2008). Les conséquences

de I’évolution des plantes peuvent étre considérées aux niveaux de la composition de la
communauté microbienne rhizosphérique et de son fonctionnement, et chaque niveau est

discuté séparément.

Influence de 1’histoire évolutive sur la diversité bactérienne rhizosphérique

Dans ce travail, il a été mis en évidence que les différences phénotypiques existant
entre différents génotypes de plantes influencent la composition de la communauté
bactérienne du sol, que 1’on compare différentes lignées ou especes de poacées (Parties
expérimentales 1 et 2). En nous intéressant a 1’histoire évolutive des poacées (évolution sur 65
millions d’années; Abrouk et al. 2010) une corrélation a été trouvée en comparant les
distances phylogénétiqgues et la communauté bactérienne rhizosphérique associée (Partie
expérimentale 2). De méme, la composition de la communauté bactérienne rhizosphérique
totaledépend des cinq groupes génétiques de mais (Partie expérimentale 1), et I’historique de
la formation de ces groupes depuis la domestication de cette plante il y a 10000 ans (Dobley
2004 ; Camus-Kulandaivelet al. 2006) se retrouve au niveau des phénomeénes de sélection
rhizosphériques. Par exemple, le groupe génétique Stiff Stalk issu du croisement entre les
groupes Corn Belt Dent et Northern Flint, posséde une communauté bactérienne intermédiaire
a ces deux groupes. Par contre, aucune corrélation entre les distances génétiques exntre lignée
de mais et la composition de la communauté bactérienne associée n’a été observée. Dans nos
conditions expérimentales, le niveau du groupe génétique a I’intérieur de 1’espece n’était pas

pertinent pour la mise en évident®ane corrélation entre 1’histoire évolutive des plantes et

161



Discussion générale et perspectives

leur influence sur la communauté bactérienne totale. Pour ce faire, un seuil minimum de
diversité végétale est peut-étre nécessaire, impliquant des phénomenes de diversification
couvrant une pésie beaucoup plus longue qu’une dizaine de milliers d’années.

Toutefois, il est possible que les méthodes de calcul des distances entre plantes aient
un réle dans cette limite. En effet, les distances génétiques entre lignées de mais ont été
obtenues par I’analyse de 67 marqueurs microsatellites présents chez le mais (Partie
expérimentale 1 ; Camus-Kulandaivetal. 2006), alors que des distances phylogénétiques
résultant I’étude de séquences d’ADN chloroplastique ont été utilisées comme marqueurs de
I’histoire évolutive des poacées (Partie expérimentale 2). Les marqueurs microsatellites
peuvent avoir un role dans les différences phénotypiques résultant de la domestication chez le
mais (Vigourouxet al. 2002), mais les distances génétiques basées sur des marqueurs
microsatellites ne refletent pas totalement les différences phénotypiques existantes selon le
niveau de développement de la plante (Cagjuad. 2006 ; Maccaferret al. 2007). Dans notre
étude, les distances génétiques entre deux lignées d’un méme groupe génétique ne sont pas
toujours inférieures a celles entre lignées de groupes différents. Cette méthode de calcul de
distance est utile pour lghylogénie infraspécifique d’un grand nombre d’espéces végétales
(Figliuolo et Perrino 2004), mais n’a pas permis dans le cas du mais de mettre en évidence
I’influence de I’histoire évolutive sur les communautés bactériennes associées.

Par contre, les distances phylogénétiques basées sur des séquences d’ADN
chloroplastique sont utilisées de facon courante pour la phylogénie végétale a un niveau plus
large, comme ceux de la famille ou de la sous-famille (S#tak 2007 ; Hodget al. 2010;
Petersoret al. 2010). Ce type de distance a permis de mettre en relation la phylogénie des
poacées et les différences de recrutement de la communauté bactérienne rhizosphérique
(Partie expérimentale 2).1les ne sont toutefois pas utilisables dans le cas d’une étude
infraspécifique de la diversité du mais, du fait de la trop grande conservation des séquences
(99 a 100% d’homologie).

L’histoire évolutive végétale a une influence sur un certain nombre de taxons
bactériens particuliers, comme nous avons pu le voir dans les parties expérimentales 1 et 2.
Or, certaines fonctions bactériennes sont communes a des genres bactériens tres divers,
comme la fixation de 1’azote par les rhizobiacées, les actinobactéries et d’autres types de
bactéries du sol. En analysant les fonctions communes aux bactéries influencéesgse |
évolutive végétale, nous pourrions peut étre mieux comprendre les processus biologiques mis
en place dans la rhizosphere. Le principal taxon mis en évidence dans la partie expérimentale
1 est celui des espec&urkholderiadu complexecepacia bien connu pour les souches
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pathogenes opportunistes de I’Homme (Coenye et Vandamme 2003). Ce complexe contient
également des espéces retrouvées de facon récurrente dans la nature, et notamment dans la
rhizosphere (Dalmastat al. 1999 ; Balandreaat al. 2001 ; Vanlaeret al. 2008 ; Castro-
Gonzalezet al. 2011), dont certaines ont un effet phytobénéfique (Parke et Gurian-Sherman
2001). De méme, 1’évolution des poacées a fagonné la capacité des lignées a recruter les
especes du genvszospirillum qui sont bien connues pour leur réle PGPR des céréales (EI
Zemranyet al. 2006; Fuentes-Ramirez et Caballero-Mellado 2006 ; Bashan et de-Bashan
2010). Le niveau de colonisation racinaire par ces especes bactériennes dépdidantde
végétale étudiéecelarevient a dire que les bactéries du sol n’ont pas la méme capacité de
colonisation des différentes espéces de plante. Ces capacités de colonisation sont peut-étre
une composante de la niche écologique de ces bactéries du sol, les processus évolutifs ayant
alors conduit a des affinités différentes et peut-étre un certain niveau de spécificité représenté
ici par les différentes especes de plantes (Losos 2009). Cela conduit peut-étée dmsssi

effets phytobénéfiques différenkdon 1’espece végétale considérée.

Dans ce travail, les temps d’échantillonnage ont permis de caractériser les bactéries
rhizosphériques lors des premiéres phases de développement de la plante, au plus tard a 42
jours apres le semis. Il est possible que nos résultats soient caractéristiques des communautés
bactériennes pionnieres. Sachant que la structure génétique de la communauté bactérienne
rhizosphérique change avec la phénologie du mais (Baetiain2009), il serait intéressant
comme perspective de vérifier si les résultats obtenus a des stades de développement plus
tardifs seraient similaires ou pas. Nous avons comparé deux temps d’échantillonnage dans
I’une des expériences, mais avec trop peu de génotypes végétaux pour pouvoir répondre a
cette question.

Enfin, nous pouves nous interroger sur le role du type de sol dans 1’analyse des
communautés bactériennes, nos plantes ayant été cultivées dans un sol européen. Le type de
sol est un facteur important dans 1’analyse des communautés bactériennes rhizosphériques
(Marschneret al. 2001 ; Wielancet al. 2001 ; Ndouret al. 2008 ; Berg et Smalla 2009). En
effet, la composition du sotekture, structure, etc.), le mode d’usage des terres (terre arable,
prairie, etc.) et la composition du couvert végétal ont une influence sur la fertilité du sol, la
biodisponibilité des nutriments, etc. et par conseéquent sur la composition de la communauté
bactérienne (Boyer et Groffman 1996 ; Fierer et Jackson 2006). Toutefois, des résultats
analogues ayant été observés pour deux lignées de mais et la tomate en comparant les sols
sous culture et sous prairiéqiktorique cultural du sol ne semble pas avoir influencé de fagon
majeure les processus de colonisation rhizosphérique des especes bactériennes. En termes de
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perspective,liserait intéressant d’effectuer aussi ce type de comparaison avec des sols plus
contrastés que les deux sols utilisés.

Ce travail de thesaous a permis de donner une vision globale de I’'impact de
I’histoire évolutive, en comparant la phylogénie végétale (basée sur des séquEndeN) et
les communautés bactériennes rhizosphériques associées, sans que nous comprenions les
mécanismesgui en sont a I’origine. Or, nous savons que les métabolites (nutriments carbonés,
signaux, toxinesexsudeés par les plantes influencent la relation du végétal avec les bactéries
du sol (Baiset al. 2006 ; Haichaet al. 2008 ; Denniset al. 2010). En ce qui concerne les
perspectives| serait intéressant d’analyser les résultantes de 1’évolution au niveau des profils
d’exsudations des poacées et de les comparer aux données de communautés bactériennes
rhizosphériques. Ceci permettrait peut-étre de formuler des hypotheses quant aux traits
végétaux qui pourraient permettre deeaeliévolution passé des plantes a leur capacité de

recrutement de leur communauté bactérienne rhizosphérique.

Influence de [I’histoire évolutive sur les communautés bactériennes

phytobénéfiques

Les plantes sont en interaction avec une communauté microbienne tellurique tres
diversifiée, dont certaines especes vont avoir un effet bénéfique sur la plante, comme cela a
été démontré pour les bactéries PGPR (Lugtenberg et Kamilova 2009 ; Raaijetaliers
2009). De plus, les différents génotypes de plante ne recrutent pas les mémes communautés
bactériennes dans leur rhizosphére,’l@stbire évolutive des poacées joue un rble dans ce
recrutement (Partie expérimentale 2). Nous nous sommes donc demandé si les bactéries en
interaction forte avec les plantes comme les bactéries PGPR sont plus particulierement
influencées par 1’histoire évolutive des poacées. Les bactéries PGPR sont trés diverses, mais
un groupe fonctionnel est largement retrouvé parmi les différents taxons, celui des bactéries
fixatrices de I’azote atmosphérique (Herridgeet al.2008).

L’analyse des résultats de quantification de la communauté diazotrophe nous a montre
de faibles différences entre les especes végétales au niveagudetité¢ d’alleles nifH et du
nombre de transcrits du gen®autres études ont mis en évidence des variations de taille de
cette communauté ne dépassant guere le log, méme en comparant des échantillons tres
dissemblables (Fostet al. 2009 ; Martenssoat al. 2009 ; Bannerét al. 2011; Dandieet al.

2011 ; Orret al. 2011). Par ailleurs, la composition de la communauté diazotrophe varie de

fagcon importante entre les différentes especes ou variétés de plante. Une diversification
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maximale des communautés semble étre observée dans la nature, surtout en prenant en
compte des niveaux taxonomiques hauts comme les clades (Rabosky 2009). Toutefois, des
modifications de la structure des communautés continuent de s’opérer, a travers 1’apparition

d’especes ayant un phénotype adapté a 1’écosystéme par des phénomenes de spéciation, et
d’extinction d’autres espéces n’ayant plus un phénotype adapté aux conditions
environnementales (Stegehal. 2009 ; Rosindelt al. 2010).

I1 est possible que la communauté bactérienne fixatrice d’azote dans son ensemble ne
soit pas influencée par I’histoire évolutive végétale, mais seulement certaines populations
particuliéres, comme le laisse supposer la corrélation trouvée entre 1’évolution des plantes et
le recrutement de bactéries du genre diazotréptespirillum (Partie expérimentale 2). Ce
groupe fonctionnel est particuliérement large, regroupe un nodiesjeeces appartenant a
des classes ou des divisions phylogénétiques différentes (Izquierdo et Nusslein 2006). Or, une
espece particuliére de bactéries fixatrices d’azote peut étre influencée par les conditions
biotiques ou abiotiques (Engelhatial. 2000 ; Perriret al. 2006 ; Leon-Barriost al. 2009;
Castro-Gonzaleet al. 2011). Nous pouvons donc penser que 1’étude plus fine de certaines
populations particuliéresous permettrait de mettre en évidence une influence de 1’évolution
des plantes sur plusieysspulations fixatrices d’azote (Zak et al. 2006).

Comme perspective, afin de tester si certaines populations appartenant a la
communauté fonctionnelle des batie fixatrices d’azote sont influencées par 1’histoire
évolutive des poacées, des expériences d’inoculation de bactéries phytobénéfiques pourraient
étre effectuées. Ceci permettrait de mettre en évidence des différences (i) de colonisation des
souches, {) de potentiel de fixation de I’azote entre les génotypes de plantes, ou (iii) d’effet
sur la croissance des plantes. Certaines souches connues pour leur fixation de I’azote sont déja
utilisées comme biofertilisant notamment du mais, comme par exeAguspirillum
largement utilisée au Mexique (Fuentes-Ramirez et Caballero-Mellado ZD®Genre est
également influencgar 1’histoire évolutive des poacées, comme nous 1’avons montré dans la
partie expérimentale 2. De plus, des outils de suivi des souches bactériennes sont disponibles
dans le laboratoire (Couilleret al. 2010 a et b), et une influence de la souche bactérienne et
du cultivar utilisé a déja été mise en évidence (Wadkat. 2011).

D’ici a 2030, la population humaine devrait atteindre 8,3 milliards de personnes, un
milliard de tonnes de céréales supplémentaires seront nécessaires, et il est prévu que 70% de
la hausse de production agricole soit obtenue en augmentant les rendements, selon la FAO
(United Nations Food and Agriculture Organization ; www.fao)or@ utilisation de
microorganismes bénéfiques tels qu’Azospirillumpour augmenter les rendements agricoles et
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limiter les apports d’intrants notamment azotés est un concept en plein développement
(Vessey 2003; Den Herdet al. 2010; Singhet al. 2011). Néanmoins, ces microorganismes
n’ont pas toujours ’effet escompté lorsqu’ils sont inoculés en champ. L’effet phytobénéfique
potentiel apporté par I’inoculation de souches aidant a la croissance des plantes n’est
guelqueois pas visible du fait d’une mauvaise colonisation de la souche sur la plante héte,
d’un maintien limité dans le temps de la souche dans le sol, ou d’inhibition par des
microorganismes indigenes en compétition avec la souche inoculée (Corh@hn2010).
Malgré la compétitivité et le potentiel de compétence saprophytique des souches de
microorganismes phytobénéfiques, le facteur variété peut étre un frein a leur établissement
dans la rhizosphére et leur efficacité. Ainsi, 1’inoculation de souches phytobénéfiques
améliore la croissance végétale et/ou le rendement de maniere différente selon le cultivar chez
les plantes de grandes cultures telles que le pois @iaf 1993), le riz (Sasaldt al. 2010),
le mais (Garcia de Salomone et Débereiner 1996) ou le blé (Bhattarai et Hess 1993¢etKhalid
al. 2004).

Les différentes espéces de plantes tout comme les différentes variétés d’'une méme
espece de plante ne réagissent pas de manicre similaire a 1’inoculation de bactéries
phytobénéfiques. Il est donc nécessaire d’utiliser des combinaisons de souches bactériennes /
variétés compatibles pour une inoculation efficace. Pour cela, il est nécessaire de mieux
comprendre I’influence de 1’évolution des plantes, des especes et variétés en résultant, sur des
groupes fonctionnels phytobénéfiques. L’évolution des plantes doit étre prise en compte
comme facteur de la spécificité d’interaction entre microorganismes et héte eucaryote.

Enfin, les résultats obtenus pour le groupe fonctionnel des bactéries fixatrices d’azote
ne préjugent pas du comportement des autres groupes fonctionnels microbiens. Il serait donc
intéressant, en termes de perspectieetester si 1’histoire évolutive des poacées peut avoir
une influence sur des autres groupes fonctionnels, liésyda de 1’azote (nitrification,
dénitrification etc.), a des activitts PGPR({C désaminase, production d’antimicrobiens,
etc.), etc. Il est possible que ces autres groupes fonctionnels répondent de maniére différente a
I’influence de 1’évolution des plantes, en modifiant la taille de la communauté de ces groupes
ou leur expression. Nos résultats préliminaires obtenus dans le cas des bactéries a activité
ACC désaminase vont dans ce sens (données non montrées dans ce manuscrit de thése). Dans
ce contexte, une perspective de ce travail serait de considérer simultanément plusieurs types
de groupes fonctionnels microbiens, bactériens et fongiques, pour une vision plus globale
d’écologie fonctionnelle. Les nouvelles techniques de séquengage haut-débit maintenant
disponibles devraient permettre d’atteindre ce type d’objectif.
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Conclusion

En conclusion, nous avons mis en évidence dans ce travéits que 1’histoire
évolutive des plantes, en ’occurence celle du mais et des poacées, a une influence sur la
communauté bactérienne rhizosphérique. Une corrélation directe entre la phylogénie des
poacées et la composition de la communauté bactérienne rhizosphérique totale a été mis en
évidence, mais de tels résultats n’ont pas été obtenus concernant la communauté fonctionnelle
des bactéries diazotrophes, en termes de taille et également de diversité. Il apparait ainsi que
I’évolution des plantes étudiées se concrétise au niveau des processus de sélection des
bactéries en ce qui concerne les propriétés taxonomiques, mais pas fonctionnelles, de ces
dernieresll est toutefois nécessaire d’approfondir ce domaine de recherche, qui a montré par
le passé que la coévolution entre procaryotes et eucaryotes avait abouti a des relations étroites
entre les deux types de partenaires.
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