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“Une raison, d jeun de science et de sagesse,
matgrit. Plaignons, a l’égal des estomacs, les
esprits qui ne mangent pas. S’il y a quelque

chose de plus poignant qu’un corps agonisant
faute de pain, c’est une ame qui meurt de la

faim de la lumicre.”

— Victor Hugo, Les Misérables, 1862
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Préambule

Cette these, qui s’integre dans le cadre de 1'obtention du grade de Docteur en
Biologie Végétale et Forestiere, a été réalisée en collaboration entre I'Institut Na-
tional pour la Recherche Agronomique (INRA) de Nancy et 'Oak Ridge National
Laboratory (ORNL) (Oak Ridge, TN, USA). Bien qu’il était prévu que les tra-
vaux de recherche de cette these soient réalisés au sein de ces deux laboratoires,
I’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit a été réalisé au laboratoire
de 'INRA en raison de probléemes administratifs ayant compromis ma venue a
I’ORNL.

Le présent manuscrit, qui rend compte de l’ensemble des travaux réalisés au
cours de cette these, est divisé en quatre parties. La premiere partie correspond
a une synthese bibliographique qui permet de placer le sujet de cette these dans
son contexte scientifique, découlant sur ses objectifs. La seconde partie expose
le développement des méthodes qui ont été nécessaires a la réalisation de cette
étude et comprend une publication de méthodologie qui est parue dans le journal
JovE. La troisieme partie contient les résultats de 1'étude. Elle commence par
une publication qui est en cours de soumission au journal ISME et qui comprend
les résultats majeurs obtenus durant cette these. Les chapitres suivants exposent
des résultats complémentaires qui permettent d’approfondir ceux présentés dans
la publication. La quatrieme partie présente les conclusions et perspectives. Les
résultats principaux y sont résumés et discutés, et des solutions sont proposées
pour répondre aux questions qu’ils soulevent. Enfin, a la fin du présent manuscrit
figurent les références bibliographiques, le glossaire et la liste des acronymes utili-
sés, ainsi que les annexes qui contiennent les détails des protocoles utilisés (hormis

ceux déja décrits dans les publications).
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Chapitre 1

Les bactéries et les champignons

dans les écosystemes du sol

1.1 Abondance et fonctions écologiques des

champignons et des bactéries du sol

Les sols se caractérisent par des propriétés physico-chimiques treés variables
(pH, granulométrie, concentration en eau et en nutriments. .. ). Pour cette raison,
dans le sol de nombreux environnements différents se cotoient, offrant une gamme
d’habitats tres variée pour les micro-organismes. Le sol constitue ainsi un des plus
grand réservoir de diversité biologique (Dance 2008). Parmi ces micro-organismes,
les champignons et les bactéries sont tres abondants. Il a par exemple été estimé
quun gramme de sol pouvait contenir jusqu’a 200m d’hyphes fongiques (Van
Der Heijden et al. 2008) et 10® & 10™ cellules bactériennes (Sikorski 2015). Ces
organismes constituent des acteurs clés des cycles du carbone et des nutriments
dans les sols, tels que 'azote et le phosphore, qui sont des éléments essentiels a
la production des molécules du vivant tels que les acides nucléiques ou les pro-
téines (Marschner et Rengel 2007). Ces micro-organismes peuvent par exemple
augmenter la disponibilité de ces éléments dans les sols via la dégradation de la
matiere organique. En effet, les bactéries et les champignons saprotrophes sont
capables de dégrader des molécules organiques complexes (eg. cellulose), qui sont
inutilisables en 1’état par les organismes supérieurs. Ainsi, via la dégradation de
cette matiere organique dite « récalcitrante », ces organismes vont produire de la

matiere organique de plus faible poids moléculaire et de la matiére inorganique !,

1. Lorsque le processus de dégradation de la matiere organique aboutit & de la matiere
inorganique on parle de « minéralisation ».

- 17 -



CHAPITRE 1. LES BACTERIES ET LES CHAMPIGNONS DANS LES
ECOSYSTEMES DU SOL

facilement assimilables par les autres organismes du sol (Bender et al. 2016). 11
a d’abord été pensé qu’au sein de ce processus de dégradation, les champignons
étaient les principaux responsables de la dégradation de la matiere la plus récal-
citrante 2, les bactéries se chargeant de la dégradation de molécules plus simples
provenant en partie de la dégradation effectuée en amont par les champignons.
Cependant il est aujourd’hui admis que les bactéries participent elles aussi acti-
vement a la dégradation de la matiere tres récalcitrante (Pérez et al. 2002 ; Bugg
et al. 2011 ; Tian et al. 2016). La capacité a dégrader la cellulose a par exemple
été montrée pour de nombreuses souches bactériennes isolées du sol appartenant
au Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria et Bacteroidetes (L6pez-Mondéjar
et al. 2016). Outre son influence sur la disponibilité des nutriments dans le sol, la
dégradation de la matiere organique par les micro-organismes du sol contribue di-
rectement a ’enrichissement de I’atmosphere en dioxyde de carbone, ce gaz étant
produit lors de la respiration microbienne (Gougoulias et al. 2014). Les bactéries
du sol vont également influencer fortement le cycle global de I'azote, entre autre via
la fixation biologique de I’azote atmosphérique qui est exclusivement réalisée par
les procaryotes. Parmi les bactéries impliquées dans ce processus on retrouve des
bactéries symbiotiques des plantes appartenant entre autres aux genres Rhizobium
et Frankia, mais également des bactéries non symbiotiques, membres des Bacillus,
Clostridium, Azobacter et Klebsiella (Hopkins et Dungait 2010). Un autre type
d’activité microbienne influencant la disponibilité des nutriments dans les sols est
la dissolution des minéraux via l'altération des roches. Encore une fois, cette acti-
vité a tout d’abord été attribuée principalement aux champignons, mais 1’on sait
aujourd’hui que les bactéries y participent activement (Uroz et al. 2011 ; Balogh-
Brunstad et al. 2008). Cette dissolution des minéraux, réalisée par exemple via
la production d’acides organiques et d’agents chélateurs (e.g sidérophore) par les
bactéries et les champignons du sols, va contribuer a enrichir le sol en éléments
minéraux essentiels® a la fertilisation. Les bactéries et les champignons du sol vont
également participer a la structuration de ce dernier en contribuant a la formation
d’agrégats de particules de sol via notamment la production d’exopolysaccharides

(Dorioz et al. 1993 ; Six et al. 2004). Ce phénomeéne participe & la séquestration

2. lignine, cellulose, hemi-cellulose. . .
3. Silicium, Aluminium, Fer, Magnésium, Calcium, Sodium, Potassium. ..

- 18 -



1.1. ABONDANCE ET FONCTIONS ECOLOGIQUES DES CHAMPIGNONS ET DES
BACTERIES DU SOL

de certains éléments dans le sol, notamment du carbone (Condron et al. 2010).
Enfin, les micro-organismes du sols vont également avoir une influence directe
sur la production végétale, positive ou négative. Ceux ayant une influence néga-
tive comprennent les pathogenes et les parasites des plantes (pour revue Talbot
2009). Ces derniers sont majoritairement des champignons® et des Qomycétes®,
mais ils comportent également certaines bactéries trés connues telles que Agro-
bacterium tumefaciens et Ralstonia solanacearum. Outre leur influence négative
directe sur la production végétale, ces organismes participent au fonctionnement
des écosystemes via la régulation des especes végétales et I'apport de matiere or-
ganique di a la mort des végétaux infectés (Dixon et Tilston 2010). Parmi les
micro-organismes influencant positivement la productivité végétale, on trouve les
bactéries et les champignons symbiotiques ® des plantes. Concernant les bactéries,
une des symbioses les plus répandues est celle réalisée par les bactéries du genre
Rhizobium, qui forment des organes symbiotiques appelés nodules avec les racines
des légumineuses, au seins desquelles les échanges nutritifs entre les partenaires
vont avoir lieux. Ces bactéries fournissent a la plante de ’azote, grace a leur ca-
pacité a fixer 'azote atmosphérique, et en retour la plante fournit aux bactéries
de la matiére carbonée (Ogle et Brown 1997). Les champignons symbiotiques des
plantes sont quant a eux appelés champignons mycorhiziens et sont extrémement
répandus puisque la grande majorité des plantes terrestres vivent en associations
symbiotiques avec ces derniers. Ce type de champignons sera décrit en détails

dans le chapitre 2.

4. e.g Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Gaeumannomyces graminis. . .

5. e.g Phytophthora alni, Plasmopara viticola, Pythium ultimum. ..

6. Le terme symbiose signifie « vivre ensemble ». Lors de son introduction en 1866 par Anton
de Bary ce terme incluait le mutualisme, le commensalisme et le parasitisme. De nos jours,
les notions de mutualisme et de symbiose sont le plus souvent confondues, '’emploi du terme
symbiose dans ce manuscrit sous entendra donc un effet positif mutuel.
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CHAPITRE 1. LES BACTERIES ET LES CHAMPIGNONS DANS LES
ECOSYSTEMES DU SOL

1.2 Les types d’interactions existant entre les

champignons et les bactéries du sol

La diversité des bactéries et des champignons dans les sols est tres élevée,
un seul gramme de sol pouvant contenir plusieurs milliers d’especes fongiques et
bactériennes (Schulz et al. 2006). Excepté dans les sol arctiques, ou les Firmi-
cutes sont le phylum dominant, les Proteobacteria représentent le phylum le plus
abondant dans la plupart des sols (Mendes et al. 2013). Les Acidobacteria, Actino-
bacteria, Firmicutes et Bacteroidetes sont également souvent détectés en quantité
importante (Uroz et al. 2010; Roesch et al. 2007 ; Weinert et al. 2011). Les phyla
fongiques les plus abondants dans les sols sont généralement les Ascomycetes et
les Basidiomycetes (Tedersoo et al. 2014 ; Buée et al. 2009 ; Kerfahi et al. 2014).
En raison de leur diversité, et puisque qu’ils vont souvent partager leur habitat
et utiliser les mémes ressources, les bactéries et les champignons des sols vont
interagir en permanence via une multitude de types d’interactions, bénéfiques ou
néfastes (Frey-Klett et al. 2011 ; Kobayashi et Crouch 2009 ; Scherlach et al. 2013).
Parmi ces interactions on trouve des interactions indirectes, o un organisme va
avoir un effet sur un autre via la modification des propriétés physico-chimiques
du milieu, mais également des interactions directes détaillées dans cette section

et représentées en figure 1.1 .

1.2.1 Les interactions bénéfiques

Mutualisme et Commensalisme : Le mutualisme est une interaction a bé-
néfice réciproque. C’est par exemple le cas de I'interaction entre le champignon
Aspergillus niger et la bactérie Salmonella typhimurium (Balbontin et Vlamakis
2014). Lors de cette interaction, la croissance de S. typhimurium est augmentée,
probablement via 1'utilisation de métabolites fongiques, et en retour, la colonisa-
tion bactérienne des hyphes de A. niger conféere au champignon une résistance
contre un composé toxique (cycloheximide). Parmi les interactions mutualistes,
la cooopération métabolique correspond a I’association de deux organismes pour

la synthese ou la dégradation d'un composé qu’ils ne pourraient pas prendre en
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CHAPITRE 1. LES BACTERIES ET LES CHAMPIGNONS DANS LES
ECOSYSTEMES DU SOL

charge individuellement. Dans les sols, une coopération métabolique entre Steno-
trophomonas maltophilia et Penicillium janthinellum a par exemple été reportée
pour la dégradation de composés aromatiques polycycliques de hauts poids molé-
culaires (Boonchan et al. 2000). Une coopération entre des bactéries et des cham-
pignons des sols a également été reportée concernant la dissolution des minéraux
a partir des roches (Uroz et al. 2007). Le commensalisme quant & lui correspond
a une interaction a bénéfice non réciproque. Un des partenaires va tirer profit
de l'interaction sans aucun effet sur l'autre partenaire. Cependant, la réelle exis-
tence de ce type d’interaction est discutée puisque qu’il reste difficile d’affirmer
qu'un organisme vivant a proximité d’un autre puisse n’avoir aucune influence
sur ce dernier (Hastings et Gross 2012). Il est ainsi souvent considéré que les in-
teractions commensales correspondent en fait a des interactions mutualistes ou
parasites pour lesquels l'effet (positif ou négatif) sur le second partenaire n’a pas

encore été détecté.

Transport : Dans les sols certains champignons filamenteux participent au
transport de certaines bactéries. En effet, de part leur forme filamenteuse, les
champignons sont particulierement bien adaptés aux écosystemes du sol car il
peuvent ainsi parcourir de longues distances pour atteindre les éléments nutritifs,
répartis de fagcon hétérogene dans les sols. Les bactéries en revanche sont limitées
dans leur déplacement en raison de la présence de poches d’air entre les particules
du sol. Les bactéries vont donc pouvoir se déplacer le long des hyphes pour at-
teindre les zones d’intérét trophique (Wick et al. 2007 ; Pion et al. 2013b). Deux
mécanismes impliqués dans le transport des bactéries par les hyphes fongiques ont
été reportés : la présence d'une pellicule d’eau entourant les hyphes qui permet
le déplacement actif des bactéries, et la formation de biofilms bactériens sur les
hyphes en croissance qui induit un déplacement passif (Kohlmeier et al. 2005 ;
Nazir et al. 2010). Ce transport bactérien par les hyphes peut s’inscrire dans une
relation mutualiste. Il a par exemple été montré que durant la migration de la
souche bactérienne Burkholderia terrae BSO01 sur les hyphes de Lyophyllum sp.,
le champignon était plus résistant a 'action de différents antifongiques (Nazir et

al. 2014). Un cas de transport mutuel a méme été reporté dans le cas de Paeni-
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bacillus vortex, qui permet le déplacement des conidies” de Aspergillus fumigatus

et utilisent les hyphes du champignon pour se déplacer (Ingham et al. 2011).

1.2.2 Les interactions déléteres

Compétition : Cette interaction se produit lorsque des organismes exploitent
une ressource commune, en quantité limitée. Elle est fréquente entre les champi-
gnons et les bactéries du sols qui sont en compétition notamment pour le carbone,
l'azote et le fer (Frey-Klett et al. 2011). Ce type d’interaction est responsable de
I'effet antagoniste de certaines souches bactériennes utilisées pour le bio-controle
de certains pathogenes. C’est par exemple le cas de 'effet antagoniste de certaines
souches de Pseudomonas sur le champignon phytopathogene Fusarium ozxyspo-
rum, qui est fortement lié au fort pouvoir compétitif de ces bactéries vis-a-vis de

la matiere carbonée provenant des exsudats racinaires (Bolwerk et al. 2003).

Prédation : Concernant les organismes du sol, des cas de bactéries mycophages,
qui produisent les enzymes nécessaires a la dégradation des parois fongiques, ont
été reportés (De Boer et al. 2001; Chernin et al. 1995). Ces bactéries appar-
tienent principalement aux Collimonas, Myzobacteria et Paenibacilli (De Boer et
al. 2005). A l'inverse, certains champignons sont capables de lyser et consommer
des bactéries (Barron 1988) et il a méme été suggéré que les bactéries constituent
une source d’azote importante pour certains champignons saprotrophes (Barron
2003).

Antibiose : L’antibiose correspond a une interaction biologique dans laquelle
un organisme subit l'effet délétere d’un composé produit par un autre organisme.
Ce type d’interaction est tres présent dans les sols, et joue un role important dans
la sélection des organismes des différents écosysteémes de ce compartiment. Il a par
exemple été montré que certaines especes de champignons agaricoides produisent

des antibiotiques capable d’inhiber la croissance des bactéries a Gram positif,

7. Spore assurant la multiplication asexuée des champignons et qui ne possede pas de mobilité
autonome.
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permettant la sélection des bactéries & Gram négatif dont les Pseudomonas (De
Boer et al. 2005). Une observation similaire a été faite concernant le champignon
Coprinopsis cinerea (Essig et al. 2014). L’antibiose est un mécanisme souvent im-
pliqué dans l'antagonisme de souches bactériennes utilisées pour le bio-controle
des pathogenes, comme par exemple les souches Bacillus cereus UW85 et P. fluo-
rescens CHAO qui produisent de multiples antibiotiques inhibant la croissance de

plusieurs champignons pathogenes (Raaijmakers et al. 2002).

De nombreux types d’interactions existent donc entre les champignons et les
bactéries du sol, et il est important de noter que ces interactions ne sont ni exclu-
sives, ni statiques, puisque les interactions entre ces organismes peuvent se cumuler

et varier selon les conditions du milieu ou I’état physiologique des participants.

1.3 Interactions physiques entre champignons et

bactéries

Dans la majorité des cas, les interactions exposées précédemment nécessitent
un certain degré de proximité spatiale entre les partenaires, qui dépendra sou-
vent du pouvoir de diffusion des molécules impliquées. Dans certains cas, comme
celui de la prédation ou du transport, une interaction physique peut méme étre
requise. Méme lorsqu’elle n’est pas nécessaire, l'interaction physique entre deux
organismes peut amplifier leur interaction moléculaire car les molécules impliquées
se retrouvent en concentration plus importante aux environs de leur producteur.
On peut distinguer trois types d’interactions physiques entre les champignons et
les bactéries : le simple attachement des bactéries sur les hyphes, la formation de
biofilms bactériens autour des hyphes et la colonisation intracellulaire des hyphes.

Nous allons ici nous intéresser plus particulierement au cas des biofilms.

1.3.1 Généralités sur les biofilms bactériens

Les biofilms constituent le « mode de vie » dominant des bactéries, puisqu’il a

été estimé que plus de 99 % de la biomasse bactérienne terrestre est sous forme de
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CHAPITRE 1. LES BACTERIES ET LES CHAMPIGNONS DANS LES
ECOSYSTEMES DU SOL

biofilms (Donlan 2002). Ils correspondent a des agrégats de cellules bactériennes
attachés a une surface solide ou situés a une interface, et insérés au sein d’une ma-
trice polymérique hydratée comprenant principalement des exopolysaccharides,
des protéines, des lipides et de 'ADN extracellulaire (Flemming et Wingender
2010). La dominance de ce « mode de vie » peut s’expliquer par les nombreux avan-
tages qu’il confere : résistance contre les antibiotiques et autres composés toxiques
(Koechler et al. 2015) ; résistance contre la prédation (Nadell et al. 2015) ; résis-
tance contre la dessiccation (Tiretgen et al. 2007) ; organisation en communauté

fonctionnelle (Jefferson 2004).

La formation d’un biofilm sur une surface est un processus dynamique com-

prenant les étapes clés suivantes (fig. 1.2).

1. Une étape d’adhésion tout d’abord réversible médiée par des interactions
faibles . Puis, une adhésion irréversible qui s’établit notamment via des

structures bactériennes (e.g. pili, flagelles) et des exopolysaccharides.

2. Une étape de formation de micro-colonies via la croissance des bactéries

attachées et I'agrégation de bactéries planctoniques.

3. Une étape de formation de macro-colonies lors de laquelle les bactéries syn-

thétisent une matrice extracellulaire.
4. Une étape de maturation durant laquelle le biofilm s’épaissi et se structure.

5. Une étape de dispersion peut se produire, généralement lorsque les sources
de nutriments deviennent limitées, permettant la colonisation de nouvelles

surfaces.

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la formation de biofilms varient
beaucoup en fonction des especes bactériennes (Dufour et al. 2012). Toutefois
deux systemes de signalisation semblent impliqués dans la formation de biofilms de
nombreuses especes bactériennes telles que P. aeruginosa, P. putida, Xanthomonas
campestris ou encore Burkholderia cenocepacia (Fazli et al. 2014 ; Srivastava et
Waters 2012). Cela concerne le di-GMPc?, qui régule le passage de 1'état mobile

a 'état sessile via la stimulation de la production d’adhésines et 'inhibition de

8. Forces de van der Waals, forces électrostatiques et interactions stériques.
9. Diguanosine-5’-monophosphate cyclique, second messager bactérien.
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la formation de flagelles (Hengge 2009), et le « quorum sensing » ', qui régule la
production de lectine et d’ADN extracellulaire (Fazli et al. 2014) et influence le
taux de di-GMPc (Srivastava et Waters 2012).

1.3.2 Les biofilms bactériens sur les hyphes des champi-

gnons du sol

Dans le domaine médical, la formation de biofilms bactériens sur hyphes fon-
giques a été bien étudiée, notamment en ce qui concerne l'interaction entre les
pathogenes de 'Homme que sont Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans.
Un lien a ainsi été montré entre la formation de biofilms par P. aeruginosa sur les
hyphes de C. albicans et 'effet antagoniste de cette bactérie sur ce champignon
(Hogan et Kolter 2002). De plus une certaine spécificité de I'interaction physique
a été montrée. En effet, alors que P. aeruginosa est capable de s’attacher et de
former des biofilms sur ce champignon lorsqu’il est sous sa forme filamenteuse,
elle en est incapable lorsque qu'il est sous forme de levure (Hogan et Kolter 2002).
De facon intéressante, une souche de Staphylococcus epidermidis est par contre ca-
pable de former des biofilms sur les deux formes de C. albicans (Adam et al. 2002).
Bien que les résultats obtenus dans le domaine médical soulignent I'importance
de la formation de biofilms dans certaines interactions moléculaires entre cham-
pignons et bactéries, moins d’études ont porté sur cet aspect en ce qui concerne

les bactéries et les champignons des sols.

Dans les sols, les hyphes fongiques constituent des surfaces biotiques particu-
lierement favorables a la formation de biofilms, notamment en raison de la pré-
sence d’exsudats fongiques carbonés (Burmolle et al. 2012). Associés aux hyphes
fongiques, ces biofilms bactériens peuvent s’inscrire dans une relation mutualiste
avec le partenaire fongique en accélérant les processus de dissolution des minéraux
(Balogh-Brunstad et al. 2008) ou ceux de la dégradation de polluants (Sarand et
al. 1998), ou en protégeant les hyphes contre des composés antifongiques (Nazir

et al. 2010). II a par exemple été montré que la biodégradation de polyéthylenes

10. Systéme permettant aux bactéries de percevoir leur densité via la sécrétion et la perception
d’auto-inducteurs.
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par une souche bactérienne de Bacillus mycoides et par une souche fongique de
Penicillium frequentans, était augmentée lorsque ces deux organismes étaient as-
sociés sous forme de biofilms (Seneviratne et al. 2006). A l'inverse, ces biofilms
peuvent s’inscrire dans une relation délétere via par exemple la production de
molécules toxiques. Ainsi, de la méme facon que ce qui avait été observé pour
P. aeruginosa et C. albicans, il semble que I'effet antagoniste de deux souches de
Pseudomonas utilisées pour le bio-controle du champignon pytopathogene Fusa-
rium oxysporum, soit lié a la formation de biofilms de ces bactéries sur les hyphes
fongiques (Bolwerk et al. 2003). Il reste toutefois difficile d’étudier I'occurrence de
ces phénomenes dans les sols car les manipulations nécessaires pour extraire les
hyphes du sol sont susceptibles de décrocher les biofilms présents sur ces derniers.
Pour cette raison la formation de biofilms bactériens sur les hyphes des champi-
gnons des sols a principalement été étudiée in vitro, le plus souvent dans un milieu
liquide. Les résultats obtenus in vitro ont montré que beaucoup de bactéries sont
capables de former des biofilms sur les hyphes de nombreux champignons (Hogan
et al. 2007 ; Lee et al. 2013; Pliego et al. 2008 ; Balbontin et Vlamakis 2014).
De plus, une étude a montré que la formation de biofilms bactériens pouvait étre
influencée par 1’état physiologique des hyphes puisque plusieurs especes bacté-
riennes ont montré des taux de formation de biofilms différents entre des hyphes
vivants et des hyphes morts de Glomus intraradices (Toljander et al. 2006). En-
fin certains champignons semblent inhiber la formation de biofilms de certaines
bactéries (Peres De Carvalho et al. 2015).



Chapitre 2

Cas particuliers de la symbiose

mycorhizienne

2.1 Les champignons mycorhiziens

2.1.1 Définition

Au sein de la rhizospheére!, les champignons mycorhiziens forment avec les
racines des plantes des organes symbiotiques appelés mycorhizes. Le terme my-
corhize a été introduit par Albert Bernhard Frank en 1885, et provient des mots
grecs « mycos » qui veut dire champignon et « rhiza » qui veut dire racine.
Ce terme décrit une interaction symbiotique mutualiste dans laquelle la plante,
qui est autotrophe 2, fournit au champignon, qui est hétérotrophe?, de la matiere
carbonée sous forme de sucre. En retour, le champignon fournit a la plante des
minéraux et de I'eau (Smith et Read 2008). Cette symbiose est la plus répandue
et la plus ancienne des symbioses impliquant des plantes et des champignons et
a probablement contribué a la colonisation du monde terrestre par les plantes
(Brundrett 2002 ; Kohler et al. 2015). A ce jour, plus de 90 % des plantes ter-
restres sont en symbiose avec des champignons mycorhiziens (Wang et Qiu 2006),
ces derniers ont donc une forte influence sur les écosystemes (Cardon et Whitbeck
2007). Ces champignons appartiennent a deux groupes majeurs, les endomycorhi-

ziens qui pénetrent a l'intérieur des cellules des racines et les ectomycorhiziens

1. Zone du sol a proximité immédiate des racines des plantes qui est sous l'influence de ces
dernieres.

2. Organisme capable de générer sa propre matiére organique a partir d’éléments minéraux
grace a l’énergie lumineuse.

3. Organisme incapable de synthétiser lui-méme sa matiére organique et qui recourt donc a
des sources exogenes.
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\ET CELY P
fongique ST o Réseau de

Cellule
racinaire

Figure 2.1 — Mycorhize formée par 'ECM Cenococcum geophilum avec le Peuplier.
Cette image correspond a une coupe transversale d’une mycorhize et a été obtenue par pro-
jection 2D de coupes optiques obtenues par microscopie confocale au grossissement 40X.
Les hyphes fongiques sont marqués au WGA 488 (en vert). Les cellules de la racine sont
marquées & l'iodure de propidium (rouge) et présentent également de 1’auto-fluorescence
(bleu) qui est utilisée pour une meilleur visualisation, les cellules apparaissent donc en
violet.
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(ECM), qui pénetrent uniquement entre les cellules des racines. Seul le cas des
ECM sera développé dans ce chapitre. Les ECM dominent les écosytemes forestiers
(Read 1991) et incluent plus de 7000 espéces appartenant aux Basidiomycetes et
aux Ascomycetes. Ils s’associent en symbiose avec plus de 8000 especes végétales,
principalement des arbres, incluant les Pinacea, Fagacea, Cistaceae et Dipterocar-

paceae (Taylor et Alexander 2005).

L’interaction entre les ECM et les racines des plantes implique la mise en
place d'un « dialogue » moléculaire entre les deux partenaires et la régulation de
I'expression de nombreux genes chez ces derniers (Lagrange et al. 2001; Plett
et Martin 2012; Le Quéré et al. 2005; Sebastiana et al. 2014). Ces modula-
tions conduisent a la morphogenése de I'organe symbiotique mixte, la mycorhize
(fig. 2.1). Tout d’abord, les hyphes fongiques forment un « manteau » entourant
les racines courtes de la plante, puis les hyphes pénetrent progressivement I'espace
apoplastique des cellules racinaires (Taylor et Alexander 2005), pour former une
structure appelée « réseau de Hartig » (Blasius et al. 1986). C’est a partir de
ce dernier que se feront alors les échanges trophiques et la communication entre
I'ECM et la plante (Peterson et Massicotte 2004).

En raison de la sécrétion de sucre par les hyphes fongiques, tels que le trehalose,
le N-acetyl glucosamine et le mannitol (Martin et al. 1984), la mycorhizosphere®
est fortement colonisée par de nombreuses especes bactériennes (Uroz et al. 2007 ;
Burke et al. 2008 ; Deveau et al. 2016b). Les communautés bactériennes présentes
dans la mycorhizosphere different de celles présentes dans le sol nu, un enrichis-
sement de certaines especes ou groupes fonctionnels ayant été observé. Il a par
exemple été montré que ’ectomycorhizosphere de Scleroderma citrinum associé
au chéne (Quercus petraea) était enrichie en bactéries capables d’hydrolyser le
glucopyranoside et la chitine (Uroz et al. 2013), ainsi qu’en bactéries ayant une
forte activité de dissolution des minéraux telles que les Burkholderia (Calvaruso
et al. 2010).

4. Espace correspondant a la zone extracellulaire formée par les parois pectocellulosiques et
les zones vides entre les cellules végétales.

5. Zone au voisinage direct des racines mycorhizées et qui est donc a la fois sous I'influence
des racines végétales et de celle des hyphes des champignons mycorhiziens.
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2.1.2 Role écologique des ECM

Les ECM influencent les écosystemes forestiers de multiples fagons (pour revue
voir Koide et al. (2014)). Ils vont par exemple promouvoir la croissance des arbres

via :

— Une augmentation de la surface d’absorption des nutriments et de 1’eau du
sol grace au mycelium extramatriciel qui fait office « d’extension racinaire »
(Rousseau et al. 1994 ; Bucking et al. 2012).

— Une protection vis-a-vis de certains phytopathogenes (Mohan et al. 2015;
Branzanti et al. 1999).

— Une augmentation de la disponibilité des nutriments dans les sols, particu-
lierement en ce qui concerne 'azote et le phosphore, via la dégradation de
la matiere organique et la dissolution des minéraux des roches (Phillips et
al. 2013 ; Smith et Read 2008 ; Landeweert et al. 2001).

De plus, les ECM vont également influencer la composition des communautés
bactériennes (Burke et al. 2006), la structure des sols (Zheng et al. 2014), et
servent de sources nutritives pour les invertébrés (Setala 1995). Enfin, les ECM
ont également un intérét économique direct puisque beaucoup d’entre eux sont
comestibles (e.g Cantharellus cibarius, Boletus edulis), dont certains avec une
valeur marchande tres élevée (e.g. Tuber melanosporum). De plus, les ECM ont
également une importance économique dans le monde sylvicole via le processus de
mycorhization contrdlée, utilisé dans les pépinieres pour améliorer la production
des plants (Le Tacon et Bouchard 1986).

2.2 Les bactéries auxiliaires de la mycorhization

Au début des années 90, Duponnois et Garbaye (1991) ont observé un effet
positif de certaines bactéries du sol sur la mycorhization de certains ECM, ils ont
donc introduit le concept de Bactéries Auxiliaires de la Mycorhization (BAM).
Cet effet a par la suite été confirmé par de nombreuses études (Dunstan et al.

1998 ; Founoune et al. 2002; Aspray et al. 2006). Ces bactéries appartiennent &
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de nombreuses especes appartenant aux Protéobactérie, Firmicutes et Actinomy-
cetes. L'effet de ces bactéries ne semble pas étre spécifique d’especes végétales
particulieres (Garbaye 1994 ; Duponnois et Plenchette 2003). L’effet de certaines
BAM semble par contre étre spécifique a des ECM particuliers (Duponnois et
Garbaye 1991), tandis que d’autres sont capables de promouvoir la mycorhization
de différents ECM (Duponnois et Plenchette 2003 ; Aspray et al. 2006).

Bien que les mécanismes impliqués dans les effets auxiliaires de ces bacté-
ries sont encore mal connus, certains commencent a étre élucidés. Le mécanisme
le plus souvent reporté est la stimulation de la croissance radiale du mycelium
pré-symbiotique (Riedlinger et al. 2006; Deveau et al. 2007). Parmi les autres
mécanismes reportés, on trouve un effet sur le taux de ramification du mycelium
(Deveau et al. 2007) ; une augmentation de la germination des spores fongiques °
(Xavier et Germida 2003 ; Hildebrandt et al. 2006) ; un effet sur la formation des
racines latérale des plantes (Bending et al. 2002 ; Schrey et al. 2005) ; la suppres-
sion des défenses immunitaires de la plante (Lehr et al. 2007); la détoxification
du sol (Brulé et al. 2001; Toljander et al. 2006) et enfin, un effet antagoniste
contre certains pathogenes (Maier et al. 2004 ; Riedlinger et al. 2006). Les compo-
santes moléculaires de ces effets sont pour la plupart inconnues puisqu’a ce jour
les seuls métabolites bactériens identifiés comme étant impliqués dans les effets
auxiliaires des BAM sont la thiamine” et 1'auxofurane®. L’auxofurane produit
par la BAM Streptomyces sp. AcH 505 stimule la croissance de 'ECM Amanita
muscaria (Riedlinger et al. 2006), et la thiamine produite par la BAM Pseudo-
monas fluorescens BBc6 stimule la croissance de 'ECM L. bicolor (Deveau et al.
2010). Enfin, une influence des BAM sur 'expression de certains genes fongiques
a été montrée pour Streptomyces sp. AcH 505, Brevibacillus reuszeri MPt17 et P.
fluorescens BBc6, respectivement sur les ECM A. muscaria, Pisolithus tinctorius
and L. bicolor (Schrey et al. 2005 ; Zhou et al. 2014 ; Deveau et al. 2007).

Le nombre important d’études portant sur l'effet des BAM sur les ECM a donc

permis d’élucider certains des mécanismes impliqués dans 'effet auxiliaire de ces

6. Jusque la uniquement reporté pour les endomycorhiziens.

7. La thiamine, également appelée vitamine B1, est une vitamine essentielle, précurseur méta-
bolique de la thiamine pyrophosphate (TPP), qui est une coenzyme de certaines décarboxylases.

8. L’auxofurane est une molécule de signalisation proche de I’auxine.
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CHAPITRE 2. CAS PARTICULIERS DE LA SYMBIOSE MYCORHIZIENNE

bactéries, en revanche 'effet des ECM sur les BAM a tres peu été étudié. Il semble
pourtant nécessaire d’examiner également cet aspect puisqu’il est probable que
I'interaction entre ces organismes repose sur un bénéfice mutuel. Dans ce sens, il
a d’ailleurs été montré que certains ECM pouvaient améliorer la croissance (Kurth
et al. 2013) et la survie des BAM dans le sol (Frey-Klett et al. 1997 ; Deveau et
al. 2010). Enfin, alors que de nombreux cas de biofilms bactériens formés sur des
hyphes de champignons mycorhiziens ont été reportés (Toljander et al. 2006 ; Peres
De Carvalho et al. 2015 ; Balogh-Brunstad et al. 2008), la formation de biofilms

par des BAM sur ces champignons n’a pas été étudiée.

2.3 Pseudomonas fluorescens BBc6 et Laccaria

bicolor S238N

Un des couples ECM/BAM les plus étudiés est le couple Laccaria bicolor
S238N/ Pseudomonas fluorescens BBc6, qui sont les organismes de référence de
la présente these. L. bicolor S238N est un basidiomycete ectomycorhizien, qui a
été isolé & partir d'un carpophore situé sous Tsuga mertensiana®. Son génome a
été séquencé par Martin et al. (2008). P. fluorescens BBc6 est une bactérie a Gram
négatif de type bacille, qui a été isolée d'un carpophore de L. bicolor, et dont la
séquence génomique fut obtenue par Deveau et al. (2014a). De précédentes études
nous ont permis d’élaborer un modele théorique de leur interaction (fig. 2.2).
Dans ce modele, la production de métabolites par L. bicolor constitue la premiere
étape de l'interaction, induisant un chimiotactisme de la bactérie. Pour I'heure,
le seul métabolite identifié est le tréhalose, un disaccharide accumulé au niveau
des hyphes de L. bicolor (Frey-Klett 1996 ; Deveau et al. 2010). Cependant, il est
trés probable que d’autres molécules soient impliquées dans ces mécanismes, dont
I'identification nécessitera de plus amples recherches. BBc6 étant capable d'utili-
ser le tréhalose comme source de carbone, il est également suggéré que la sécrétion
de ce sucre par L. bicolor favorise la croissance de la bactérie (Deveau et al. 2010).

La seconde étape de ce modele est la formation par BBc6 de structures similaires

9. Conifere d’Amérique du Nord appartenant & la famille des Pinaceae, également appelé
Pruche subalpine
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2.3. Pseudomonas fluorescens BBC6 ET Laccaria bicolor S238N

a des biofilms sur les hyphes de L. bicolor!'® (Frey-Klett et al. 2007), couplée a
la sécrétion de thiamine par la bactérie et probablement d’autres molécules non
identifiées a ce jour. Ceci a pour effet d’augmenter la survie du champignon dans
le sol ainsi que la croissance radiale et le nombre de ramifications du mycélium
(Brulé et al. 2001 ; Deveau et al. 2007, 2010). Ces effets sont associés a une modifi-
cation du transcriptome fongique (Deveau et al. 2007, 2014b). Il est ainsi suggéré
qu’en augmentant la croissance du mycelium et son taux de survie dans le sol,
la probabilité de rencontre avec des racines végétales est elle aussi augmentée,

favorisant la mycorhization.

10. Phénomene observé in vitro
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Chapitre 3

Objectifs de la these et démarche

expérimentale

Bien qu’'une association physique entre des bactéries du sol et des hyphes de
champignons mycorhiziens a souvent été reportée (Balogh-Brunstad et al. 2008 ;
Nurmiaho-Lassila et al. 1997 ; Peres De Carvalho et al. 2015; Scheublin et al.
2010), aucune étude n’a a ce jour été réalisée concernant linteraction physique
entre des BAM et leurs ECM associés. Pourtant, il a été montré que 'interaction
physique entre certains champignons et certaines bactéries pouvait étre impli-
quée dans leurs interactions moléculaires (cf. chapitre 1). L’étude de I'interaction
physique entre BAM et ECM pourrait donc permettre une meilleure compréhen-
sion des mécanismes impliqués dans l'effet auxiliaire de ces BAM. L’objectif de
cette theése était donc d’enrichir les connaissances concernant l'interaction entre
les BAM et les ECM en se focalisant sur leurs interactions physiques. Puisqu’il
a été montré en amont de cette these que la BAM BBc6 formait des structures
similaires a des biofilms sur les hyphes de P'ECM L. bicolor (Frey-Klett et al.
2007) pendant leur interaction in wvitro, ces organismes ont été utilisés comme

organismes de référence pour cette étude. Les objectifs étaient les suivants :

1. Caractérisation des « biofilms » formés par BBc6 sur les hyphes de L. bicolor
(cinétique de formation, présence d’une matrice, localisation sur la colonie
fongique).

2. Etude de la spécificité de V'interaction physique entre L. bicolor et BBc6 via

I'utilisation d’autres souches bactériennes et fongiques.

3. Etude de la possibilité d’un lien entre effet auxiliaire et formation de bio-
films via l’analyse de la formation de biofilms sur surface abiotique par des

mutants de BBc6 ayant perdu leur effet auxiliaire.



CHAPITRE 3. OBJECTIFS DE LA THESE ET DEMARCHE EXPERIMENTALE

La microscopie confocale permettant I'analyse tridimensionnelle de biofilms
hydratés, cette méthode a été choisie pour la réalisation des objectifs 1 et 2.
Cependant, bien que cette technique soit facilement applicable pour I'analyse de
biofilms sur des surfaces abiotiques, son application est plus délicate pour ’analyse
de biofilms formés sur des colonies fongiques en raison de I’épaisseur du réseau
d’hyphes. La premiere étape de cette theése a donc été 1’élaboration de protocoles
pour l'analyse qualitative et quantitative de biofilms bactériens formés sur des

colonies fongiques, présentée en partie II de ce manuscrit.

Remarque : Pour cette étude deux souches différentes de P. fluorescence BBc6
ont été utilisées : 1) La souche BBc6R8 qui correspond a un mutant spontané
résistant & la rifampicine de la souche d’origine BBc6, 2) la souche BBc6-gfp
qui correspond a une version de la souche d’origine transformée pour produire
de la GFP. L’ensemble des analyses par microscopie a été réalisé avec la souche
BBc6-gfp, tandis que les autres types d’analyses ont été réalisés avec la souches
BBc6RS.



Deuxieme partie

Méthodologies
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Chapitre 4

Développement d’une méthode
d’analyse qualitative de la
formation de biofilms bactériens
sur hyphes fongiques par

microscopie confocale

4.1 Introduction

En permettant ’analyse tridimensionnelle de biofilms hydratés, la microscopie
confocale a révolutionné I'étude des biofilms depuis les années 90. De nos jours,
le développement d’une large gamme de marqueurs fluorescents spécifiques rend
cette méthode encore plus attractive. Cependant, si elle a été largement appliquée
a I’étude de biofilms formés sur des surfaces abiotiques, cette méthode peut étre
délicate a appliquer sur des biofilms formés sur des champignons filamenteux tel
que L. bicolor. En effet, pour se développer ces champignons forment des réseaux
d’hyphes épais, or les échantillons épais sont proscrits en microscopie confocale car
cela limiterait la pénétration du laser. Afin d’étudier la formation de biofilms par
BBc6 sur les hyphes de L. bicolor il a donc fallu développer une méthode. Celle-ci
a donné lieu a une publication parue dans le journal JoVE qui est présentée dans
ce chapitre. Une vidéo détaillée du protocole est également visible sur le site du

journal !.

1. http://www.jove.com/video/54771
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Abstract

Bacterial biofilms frequently form on fungal surfaces and can be involved in
numerous bacterial-fungal interaction processes, such as metabolic cooperation,
competition, or predation. The study of biofilms is important in many biological
fields, including environmental science, food production, and medicine. However,
few studies have focused on such bacterial biofilms, partially due to the difficulty
of investigating them. Most of the methods for qualitative and quantitative bio-
film analyses described in the literature are only suitable for biofilms forming on
abiotic surfaces or on homogeneous and thin biotic surfaces, such as a monolayer

of epithelial cells.

While laser scanning confocal microscopy (LSCM) is often used to analyze in

situ and in vivo biofilms, this technology becomes very challenging when applied to
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bacterial biofilms on fungal hyphae, due to the thickness and the three dimensions

of the hyphal networks. To overcome this shortcoming, we developed a protocol
combining microscopy with a method to limit the accumulation of hyphal layers
in fungal colonies. Using this method, we were able to investigate the development
of bacterial biofilms on fungal hyphae at multiple scales using both LSCM and
scanning electron microscopy (SEM). This report describes the protocol, including

microorganism cultures, bacterial biofilm formation conditions, biofilm staining,
and LSCM and SEM visualizations.

4.2.1 Video Link

The video component of this article can be found at http://www. jove.com/
video/54771/

4.2.2 Introduction

Fungi and bacteria have many opportunities to interact with each other be-
cause they cohabit in most terrestrial environments. Due to their diversity and
their ubiquity, these interactions are important in many biological fields, inclu-
ding biotechnology, agriculture, food processing, and medicine’2. Molecular in-
teractions require a certain degree of proximity to allow exchanges between the
partners, and in some cases, a physical association of the partners is necessary for
a functional interaction®. A common physical association between bacteria and
fungi is the formation of bacterial biofilms on fungal surfaces*. This direct contact
between bacterial cells and fungal hyphae permits intimate interactions that are
involved in various biological processes. For example, in medicine, the study of bio-
film formation of Pseudomonas aeruginosa on the opportunistic fungal pathogen
Candida albicans could provide insights into the link between biofilm formation
and virulence®. In agriculture, studies suggest that plant-growth-promoting rhizo-
bacteria and biocontrol bacteria have an increased efficiency when associated with
a fungus in a mixed biofilm. For example, Bradyrhizobium elkanii have enhanced

N,-fixing activity when associated with Pleurotus ostreatus in a mixed biofilm®.
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Finally, in bioremediation, bacterial-fungal mixed biofilms have been used for the

remediation of polluted sites”®.

LSCM is particularly suitable to study biofilms since it allows for a three-
dimensional observation of living hydrated biofilms with minimum pretreatments,
thereby maintaining biofilm structure and organization. Thus, biofilm analysis by
LSCM is very informative, especially to determine the time course of the biofilm
formation and the detection of characteristic stages®!?, from the adhesion step to
the development of a mature biofilm. It is also particularly adapted to visualize

11,12 13,14

the biofilm structure and matrix or to quantify the biofilm size

Although this method is suitable to study biofilms on abiotic or thin biotic
surfaces, studying bacterial biofilm on a fungal filamentous colony is still very
challenging. Indeed, most filamentous fungi build thick, complex, tridimensional
networks in culture. Even if thick objects can be imaged by confocal microscopy,
the attenuation of the laser penetration and the fluorescence emission often de-
crease the quality of the final images over a depth of 50 pm'®. Moreover, because
fungal colonies are not rigid, it is difficult to handle the microorganisms without
disturbing the biofilms. Due to the thickness of the samples, the few microscopic
analyses of bacterial biofilms on fungal hyphae are usually only performed on a
small part of the fungal colony, therefore containing only few hyphae!6-18. All this
limits our ability to describe biofilm distribution on the fungal colony and thus
can bring biases into the analysis in case of the heterogenic distribution of the

biofilm within the fungal colony.

To overcome such difficulties, we report a method for the growth and the ana-
lysis of bacterial biofilm on fungal hyphae. This method was applied to study
the biofilm formation in Pseudomonas fluorescens BBc6 on the hyphae of the
ectomycorrhizal basidiomycete Laccaria bicolor S238N. These two forest-soil mi-
croorganisms were previously described to form mixed biofilm-like structure!2°,
This method can easily be further adapted to other filamentous fungal /bacterial
systems. The method presented here is based on the combination of a fungal
culture method, allowing for the growth of very thin fungal colonies, with LSCM

and SEM imaging. This permitted us to obtain micro- (um range) and meso- (mm

range) scale views of the interaction between the two microorganisms, allowing for
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the qualitative characterization of the biofilm. We also showed that the samples

can be observed with SEM, permitting structural analysis of the biofilm at the

nano-scale level (nm range).

4.2.3 Protocol

1. Preparation of bacterial and fungal cultures

1. Preparation of fungal cultures

1. Prepare cellophane membranes with the same diameter as the Petri
dishes and boil them in EDTA (1gL™! in deionized water) for 30 min.

Rinse the sheets with deionized water and autoclave them twice.

2. Prepare a fungal pre-culture by inoculating fungal agar plugs on the ap-
propriate agar medium covered with an EDTA pre-treated cellophane
membrane. Incubate it at the optimal growth temperature to obtain

colonies approximately 1 cm in diameter.

1. For L. bicolor S238N, incubate at 25°C for 5 days on Pachlewski
P5 agar medium, made of 0.5g of diNH, tartrate, 1 g of KHyPO,,
0.5g of MgSOy-7H,0, 5g of Maltose D+, 20g of Glucose D+,
1mL of 10% Thiamine-HCl, 1mL of 1/10 diluted micronutrient
solution (6 gL~ ferrous sulfate; 0.27 ¢ L™! molybdenum trioxyde;
8.45¢gL~! boric acid ; 5 g L™ manganese sulfate ; 5g L™! cupric sul-
fate; 2.27 g L~! zinc sulfate) made up to 1L with deionized water ;
and 20 g of agar; pH 5.5.

3. From the fungal pre-culture, inoculate a new agar plate covered with
the EDTA pre-treated cellophane membrane containing a low-carbon
agar medium to promote the radial expansion of the colonies.

1. To inoculate the Petri dish, gently scratch the external area (where
cells have the same physiological state) of a fungal colony from the
pre-culture with a scalpel and transfer the hyphae to the new agar
plate.

2. Incubate at the optimal growth temperature until the new colo-

nies are approximately 1cm in diameter. For L. bicolor S238N,
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incubate them at 25°C for 5 days on P20 agar medium (0.25g of
diNH, tartrate; 0.5g of KHyPOy; 0.25g of MgSO4-7H20; 1g of
Glucose D+ 0.5 mL of 10% Thiamine-HC1; 0.5 mL of 1/10 diluted
micronutrient solution (cf 1.1.2.1), made up to 1L with deionized

water ; and 20 g of agar; pH 5.5).

Note : Due to the pre-culture on cellophane, the second culture
will not contain agar media in the central plugs. The agar plugs
should be removed for further analysis of the biofilms, since these
plugs introduce agar and nutrients that can create biases in the
analysis. This step concerns only fungal species that are kept and
propagated on agar plates, and it is not necessary for fungi that

are propagated from spores or frozen stocks.

2. Preparation of bacterial cultures

1. Use a sterile loop to collect 2 to 3 individual bacterial colonies from
a culture on the appropriate agar medium and inoculate 25 mL of li-
quid Luria-Bertani (LB) medium (or any other appropriate medium,
depending on the strain used). For P. fluorescens BBc6, incubate an

overnight culture at 28 °C with gentle shaking (~150 rpm).

Note : Using a strain tagged with fluorescent protein, such as GFP,
is preferable, because this avoids performing a double-staining (fungus
and bacteria) prior to microscopic observations. The timing, the stirring
speed, and the temperature of the incubation depend on the strain used,

the goal being to obtain a culture in late exponential growth.

2. Preparation of N in vitro biofilm of bacteria on the fungal colony

1.

Centrifuge the bacterial culture at 5000 g for 3 min and suspend the pellet
in 25 mL of sterile 0.1 M potassium phosphate buffer (25gL~! KH,PO, and
2.78 g L7t K,HPOy, pH 5.8). Repeat this step once and adjust the final

bacterial concentration to 109 cells/mL with the same buffer.
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2. Fill a 6-well microplate with 5mL of the bacterial suspension (or sterile

0.1 M potassium phosphate buffer for the negative control).

3. Cut the cellophane membrane of the fungal culture with a sterile razor blade
to obtain squares of cellophane with a single fungal colony on each mem-
brane. Carefully remove the cellophane squares containing hyphae from the
solid medium using forceps and transfer the square of cellophane containing

hyphae to a well of the microplate containing the bacterial suspension.

4. Gently shake the microplate while the fungal colonies are still attached to the
cellophane ; then, remove the cellophane sheets, leaving the fungal colonies

in the plate.

5. Incubate the microplate with gentle agitation (~60 rpm) at a temperature

adapted to the studied microorganisms.

Note : The time of incubation depends on the speed of establishment of
the biofilm and the stage to be analyzed. For P. fluorescens BBc6/ L. bicolor,
incubate at 20 °C for 30 min to get early-stage biofilms and up to 16 h to get

mature biofilms.

3. Laser Scanning Confocal Microscopy analysis of the biofilm formation

1. Sample preparation

1. To remove planktonic bacteria and bacteria electrostatically-attached
to the hyphae, rinse the fungus by transferring it to a new 6-well mi-
croplate filled with 5 mL of a strong salt solution (NaCl, 17gL~1)17;
gently shake for 1 min.

2. Transfer the fungus to a new 6-well microplate containing 5mL of
sterile 0.1 M potassium phosphate buffer, gently shake for 2 min, and

transfer the fungus to fresh potassium phosphate buffer.

3. Cut the part of the fungal colony to be imaged with a scalpel while
keeping it in the potassium phosphate buffer, such that the obtained

section contains about half of the fungal colony.
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4. To stain the sample, transfer it to a Petri dish filled with sterile water

containing an appropriate fluorescent dye (depending on the aim of the

analysis), and incubate it in the dark.

1. To visualize the fungal network, use, for example, Congo Red
(0.1% final concentration, 5min of incubation), wheat germ ag-
glutin (WGA) lectin conjugated to Alexa Fluor 633 (10 pugmL™!
final concentration, 10 min of incubation), or FUN 1 (10 uM final

concentration, 10 min of incubation).

2. If using a non-fluorescent-tagged bacterium, counterstain the bac-
terial cells with a DN A-specific fluorescent probe among the nume-
rous cell-permeant DNA dyes commercially available. For example,

use DAPT (0.25 pg mL ™! final concentration, 10 min of incubation).
3. To visualize the matrix proteins, use a protein stain®!.

5. After staining, rinse the sample by transferring it to a Petri dish lid
containing 10 mL of sterile 0.1 M potassium phosphate and gently shake

for 1 min.

6. Half submerge a slide in the Petri dish lid and delicately bring the cut
section to float above the slide. Then, slowly remove the slide from the

buffer solution, allowing the sample to gently settle on the slide.

Note : For this step, it is very important to proceed gently to avoid

biofilm disturbance.

7. Finally, add 10 pL of anti-fading mounting medium to the sample and

cover it with a glass coverslip.

Note : Once the slide is prepared, the microscopic analysis must
be performed as soon as possible (within at most 30 min) to avoid

modification in the biofilm structure.
2. Confocal microscopic analysis

1. Examine the slides under a confocal laser microscope with a 10x or 40x

objective lens coupled to imaging software.
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Note : Here, a multi-beam scanning confocal microscope equipped
with 405-, 488-, and 561-nm excitation lasers, a GaAsp PMT detector,
and 10x 0.3 NA and 40x 1.2 NA objectives was used.

1. Perform imaging using parameters adapted to the type of data
requested and to the time constrains. Use laser excitation/ emission
wavelengths according to the stain used and to the manufacturer’s
recommendations. Use a combination of tile scan and the Z-stack
functions to obtain global 3D views of the fungal colony and the
biofilms.

Note : Images on Figure 4.3 were acquired using the following
parameters : 8-bit/pixel, averaging = 2, pixel dwell = 1.58 pis, tiles
scan of 5x5 images with online stitching (10% coverage, threshold
= 0.7); Z-step = 2 pm.

2. For 3D data visualization, use one of the many free or commercial

softwares (these offer many options for 3D rendering).

1. For example, to display Z-stack data as 2D maximum intensity
projections, subtract the bright-field channel, adjust the brightness
and contrast, and merge channels to create a composite image. If
they are present, eliminate slices without signal at the Z-stack ex-
tremities. Then, perform a 2D maximum-intensity projection and
convert the result into RGB color. Use the "Z project" function in
the ImageJ software?? to obtain the images presented here by 2D

maximum intensity projections.

4. Electron microscopy analysis

1. Prepare the samples as described for LSCM, except in step 3.1.2, transfer
the biofilms to sterile water instead of potassium phosphate buffer after the
rinse steps. This avoids the formation of salt crystals during the dehydration

step, which would perturb SEM imaging.

2. Transfer the biofilms to a sample holder and remove excess water ; only allow

a small pellicle of water to cover the sample.
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3. Transfer the sample to the chamber of a variable-pressure scanning electron
microscope (VP-SEM); freeze it to —50°C on a Peltier cooling stage ; and
allow it to slowly freeze-dry, directly in the SEM chamber, with 100 Pa of

variable pressure set for 15 h.

4. After completion of the freeze-drying, retrieve the sample and transfer it into
a high-vacuum film deposition system. Coat the sample with 2nm of plati-

num (quartz measurement) under argon plasma (2.5 x 1072 mbar, 35mA).

5. Observe the coated sample with an SEM equipped with a field emission gun
(FEG) using the high resolution "in lens' detector and an electronic high
tension of 1kV.

4.2.4 Representative Results

The overall schematic procedure of fungal culture and biofilm preparation are
given in Figure 4.1. The culture method allowed us to obtain fungal colonies 20
to 50 pm thick containing a few layers of hyphae, allowing micro- and meso-scale
analyses of hydrated living biofilm using LSCM. The application of the method
permitted the acquisition of high-quality images of P. fluorescens BBc6 biofilms
on L. bicolor hyphae along the formation of the biofilm (Figures 4.2-4.4).

The meso-scale analysis of the biofilms demonstrated the heterogenic distri-
bution of the biofilm of P. fluorescens BBc6 on the hyphae of L. bicolor S238N
(Figures 4.2 and 4.3). Meso-scale analysis also allowed for the tracking of the bio-
film formation over time (Figure 4.3) from the early steps, in which only some
bacteria were attached to hyphae (Figure 4.3a), to the formation of a thick, ma-
ture biofilm (Figure 4.3b). The high resolution of the meso-scale images allowed us
to perform micro-scale analysis on the same images in order to obtain the colony

architectures (Figure 4.3c-d).

The micro-scale analysis combined with the specific labeling enabled us to go a
step further in biofilm characterization. Here, SYPRO Ruby??, which labels most
classes of proteins, was applied to the samples (Figure 4.4) and shows the presence

of proteins in the matrix.
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Finally, further details of the biofilm structure were obtained by SEM imaging
of the same sample after dehydration and coating (Figure 4.5). SEM imaging

provided access to the nanoscale level, thus giving access to the matrix structure.

Figure 4.2 — BBc6 biofilms repartition on the fungal colony.
The sample was imaged after 18 h of interaction at 10x magnification. The image was
obtained via 2D maximum intensity projection of 3D confocal microscopy images. The
grey grid on the figure depicts the mosaic positions. L. bicolor hyphae are stained with
Congo Red (red) ; bacteria are GFP-tagged (green).



jove

Figure 4.3 — Early and late stages of BBc6 biofilm formation on L. bicolor hyphae.
This image was obtained via 2D maximum intensity projection of 3D confocal microscopy
images. Imaging was performed at 40x magnification. a) Biofilms repartition after 2 h of
interaction. b) Biofilm repartition after 14 h of interaction. ¢) Enlargement of the white
rectangle in a). d) Enlargement of the white rectangle in b). Fungal hyphae are stained
with Congo Red (red) and bacteria are GFP-tagged (green).



Figure 4.4 — Matrix staining of BBc6 biofilm on L. bicolor hyphae.
a) Biofilms after 16 h of interaction. b) Enlargement of the white rectangle in a). Imaging
was performed at 40x magnification, and these images were obtained via 2D maximum
intensity projection of 3D confocal microscopy images. Bacteria are GFP-tagged (green),
fungus is stained with Funl (dark green), and proteins are stained with S. Ruby (red).
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Figure 4.5 — SEM imaging of BBc6 biofilms on L. bicolor hyphae.
SEM Imaging was performed at 2360X, EHT : 1kV. Before imaging, the sample was
slowly freeze-dried in the SEM chamber and coated with platinum. Green arrows point
to bacterial biofilms and yellow arrows point to fungal hyphae.



jove

4.2.5 Discussion

Bacterial biofilms are retrieved in many environments and have been studied
since the 1950s, leading to the development of a number of methods to analyze
them?*. Classical methods to quantify and monitor biofilms include micro-titer
assays and, the most widely-used method, crystal violet (CV) staining. These
methods are fast, low cost, and easy to handle? and are particularly useful to
quantify total biofilm biomass or to perform viability and matrix quantification
assays. On an other hand, "omics" methods are also useful in biofilm studies,
allowing for quantitative and functional analyses of biofilms?%27. Despite the ad-
vantages of micro-titer plate and "omics" methods, several essential features of
biofilms cannot be captured with these techniques, hindering a complete unders-
tanding of this process. Such features include matrix structures, bacterial colony
architectures, cell/cell interactions, and colonization patterns, which are key data
for understanding both the functioning of biofilms and the dynamics of their for-
mation. Despite the capacity of microscopy to capture these features, microscopy
analysis of bacterial biofilms on filamentous fungi are still scarce. This is mainly
due to the growth of filamentous fungi, which often forms colonies of thick, com-
plex, tridimensional networks. Formation of bacterial biofilms on fungi is common
in diverse environments and is significantly involved in various fields? (e.g., medi-
cine, agriculture, and environment) ; hence, it is critical to develop new methods
to facilitate their investigation. To this end, we combined a method to generate
very thin fungal colonies with microscopic imaging of the bacterial biofilms. In
addition, we proposed a set of microscopy tools to qualitatively analyze those
biofilms. The success of the method relies upon the ability to produce very thin
hyphal colonies and to apply the appropriate dyes. These points are discussed

below.

Due to the complex structures of the biofilms, understanding their function
requires a multi-scale approach?®?. Distribution patterns of the biofilms, bacte-
rial colony architecture, and matrix structure and composition are analyzed at
different scales (i.e., meso-scale and micro-scale). Moreover, nanoscale resolution

allows access to the cell/cell physical interactions and the nano-structure of the
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matrix. Thus, the developed method easily enables a multi-scale analysis of the

bacterial biofilms formed on the fungal colony.

In most studies, LSCM analyses of biofilms are limited to the micro-scale, the
meso-scale usually being perfor