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Améliorer les principes de sélection de nouveaux agents

bactériens de biocontrole contre la fusariose du blé

Résumé

Dans les années 1950, la révolution agricole a permis, via I'introduction d’intrants chimiques dans les
cultures tels que les engrais et les pesticides, un bond dans les rendements et la productivité agricole.
Elle coincide avec le point de départ d’une forte explosion démographique mondiale. Toutefois, depuis
guelques années, ces pratiques agricoles sont contestées, en particulier pour leurs effets néfastes sur
I’environnement, la biodiversité et la santé humaine.

Pour lutter contre les nuisibles des cultures, de nouvelles voies ont été explorées et en particulier la
lutte biologique (biocontrole) qui utilise des moyens naturels ou des populations d’organismes pour
réguler les populations de pathogenes. Les micro-organismes, que cela soit des champignons ou des
bactéries, capables d’interagir avec les plantes ou les communautés microbiennes du sol, sont parmi
les organismes couramment utilisés pour la protection des cultures.

Ces travaux de thése se sont intéressés a trouver des candidats bactériens d’intérét pour lutter contre
Fusarium graminearum, un pathogéne des céréales, responsable de fortes pertes de rendements.

Par une approche originale, consistant a conserver des souches non-inhibitrices de la croissance de la
souche F. graminearum FG1 in vitro dans des tests effectués in planta pour évaluer leur capacité a
protéger le blé contre la fusariose du collet, nous avons pu montrer les limites des méthodes de
sélection conventionnelles. Nous avons également exploré, par une approche combinatoire, le
potentiel de combinaisons de souches bactériennes a inhiber la croissance de F. graminearum et qui
semble représenter un vrai futur dans le monde du biocontréle. Cette approche a permis d’identifier
une souche particulierement efficace, Bacillus amyloliquefaciens M3, dont I’exploration métabolique
a permis de mettre en évidence de nouvelles molécules antifongiques potentielles de la famille des
apo-caroténoides. Enfin, nous avons également exploré les mécanismes de la mise en place d’une
résistance systémique chez le blé induite par I'inoculation d’un agent bactérien de biocontrole, la
souche modele Pseudomonas kilonensis F113. Les travaux effectués dans cette thése s’inscrivent dans
la recherche de nouvelles ressources pour limiter I'utilisation des pesticides chimiques, mais aussi dans
un besoin de mieux comprendre les interactions tripartites plante/phyto-pathogéne/bactérie(s)
bénéfique(s).

Mots clés : Fusarium graminearum, lutte biologique, blé, Bacillus, biopesticides



Improve the principles for selecting new bacterial biocontrol

agents for FHB

Abstract

In the 1950s, the agricultural revolution, through the introduction of chemical inputs into crops such
as fertilizers and pesticides, boosted yields and agricultural productivity. This matched with the starting
point of a strong global population explosion. However, in recent years, these farming practices have
been challenged, particularly for their adverse effects on the environment, biodiversity and human
health.

To combat crop pests, new avenues have been explored, in particular biological control (biocontrol)
that uses natural means or populations of organisms to regulate pathogen populations.
Microorganisms, i.e fungi or bacteria, interacting with plants or microbial communities in the soil, are
among the organisms commonly used for crop protection.

This PhD work has focused on finding bacterial candidates of interest to control Fusarium graminearum
populations, a grain pathogen, which causes high crop yield losses. By an original approach, consisting
in retaining non-inhibitory strains of the growth of the Fg1 in in-planta assays against FHB, we were
able to show the limitations of methods conventionnally used to select biocontrol agents. We have
also explored, through a combinatorial approach, the potential of combinations of bacterial strains to
inhibit the growth of F. graminearum that seems to represent a real future in the world of biocontrol.

This allow us to identify a particularly effective strain, Bacillus amyloliquefaciens JM3, whose metabolic
exploration has lead to the identification of new potential antifungal molecules of the apo-carotenoid
family. Finally, we also explored the mechanisms involved in the establishment of a systemic resistance
in wheat induced by the inoculation of a biocontrol bacterial agent, the model strain Pseudomonas
kilonensis F113. The work carried out in this thesis is part of the research works currently developped
for identifying new resources to limit the use of chemical pesticides, but also in a need to better
understanding tripartite interaction betweent plant / phytopathogens / beneficial bacterium.

Key words : Fusarium graminearum, biocontrol, wheat, Bacillus, biopesticides.
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Avant-propos

La naissance de l'agriculture constitue I'acte fondateur de la société humaine. Depuis ses débuts,
jusgu’a nos jours, I'agriculture a contribué a faconner le monde qui nous entoure, et continuera de le
faire pour les siécles a venir. Afin de comprendre la situation agricole actuelle, la premiére partie de
I'Introduction de la synthese bibliographique (Chapitres 1 et 2) décrit I'Histoire de I’Agriculture
principalement en Europe, de ses débuts jusqu’a nos jours. Il nous a paru important de comprendre
I’évolution des pratiques agricoles en Europe, ses crises et ses révolutions, afin de mieux anticiper son

avenir et éviter de reproduire des erreurs passées : un enjeu majeur pour le siecle a venir.

Les humains ont colonisé une grande partie de la Terre, et se sont multipliés pour atteindre une
population totale de plus de 7,6 milliards d’individus, a I'heure ol ces lignes sont écrites

(http://www.worldometers.info/world-population/), alors qu’ils n’étaient que d’un million aux

prémices de I’Agriculture. Ce bouleversement nous améne a l'aube d’une crise de biodiversité qui
pourrait conduire a la 6™ extinction de masse, extinction a laquelle I’Agriculture intensive pratiquée

a partir de la Révolution Verte n’est pas étrangere.

La deuxiéme partie de la synthése bibliographique s’intéresse aux conséquences écologiques de
I’Agriculture a partir du XXeme siécle, et en particulier sur les populations de pathogenes fongiques
dans les agro-systémes (Chapitres 3 et 4). En effet, I'agriculture productiviste a permis de faire face
aux problemes d’insécurité alimentaire, mais au détriment de certains services écosystémiques. Ces
services, rendus a I'Homme par la Nature, assurent en grande partie le bon fonctionnement des
écosysteémes (Chapitre 3). Parmi ces services, se trouve la régulation des nuisibles et des pathogenes
dans les agrosystemes. Or la régulation des nuisibles et des pathogenes est impactée par la baisse de
biodiversité au sein des agrosystémes, résultante d’une intensification de I’agriculture au cours de ces
deux derniers siécles. Ayant souvent moins d’agents de régulations, les populations de pathogenes
vont pouvoir proliférer dans les champs, et en particulier dans les champs de blé, I'une des premieres
céréales produites au monde (Chapitre 4). Parmi ces pathogénes, Fusarium graminearum, modeéle
d’étude utilisé dans ces travaux de thése, est un champignon capable non seulement d’impacter le
rendement du blé mais aussi de contaminer les grains par des mycotoxines. La troisieme partie de
cette synthése bibliographique s’intéresse aux méthodes qui peuvent permettre de réduire la pression
parasitaire en grandes cultures, tout en respectant I’'environnement (Chapitres 5 et 6). Les méthodes
de lutte intégrée appelées IPM (pour Integrated Pest Management) intégrent de fagon rationnelle

différents moyens de lutte en particulier biologiques mais qui peuvent aussi étre chimique (usage
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limité au strict nécessaire), physique ou cultural afin de lutter contre des nuisibles (chapitre V). Parmi
ces méthodes, I'utilisation de microorganismes dont des bactéries qui font preuve d’une grande
capacité d’adaptation et sont impliquées dans grand nombre d’interactions positives, en particulier
avec les plantes, en est une. En effet, certaines bactéries associées aux plantes sont capables d’inhiber
la croissance de phytopathogénes via la production de composés antimicrobiens (antagonisme) ou via
I'induction des réponses de défense des plantes. Ils sont souvent désignés sous les termes de
microorganismes phytoprotecteurs ou d’agents de Biocontroéle. Au sein du microbiote racinaire, ces
microorganismes participent a différentes interactions biotiques qui vont affecter leurs activités
phytobénéfiques comme discuté au sein d’une revue intitulée ‘Exploiting rhizosphere microbial
cooperation for developing sustainable agriculture strategies’, parue dans ‘Environmental Science and

Pollution Research’ en 2018 (Chapitre 6).

Actuellement, une attention grandissante est portée aussi bien dans les organismes de Recherche ou
chez les professionnels de ce secteur (e.g. semenciers, concepteurs de solutions de protection des
plantes) a I'isolement de ces microorganismes et la caractérisation de leurs mécanismes d’action afin
de développer des stratégies de lutte biologique efficaces. C'est dans ce contexte que s’est situé mon
projet de thése. Il s’agit d’'une thése CIFRE entre I'équipe ‘Rhizosphére’ du laboratoire d’Ecologie
Microbienne et la société BIOVITIS, filiale du groupe GREENTECH, qui développe, produit et
commercialise des micro-organismes et des dérivés microbiens d’intérét environnemental,
agronomique et alimentaire. L'objectif appliqué de cette these était de rechercher de nouveaux
microorganismes dans la rhizosphere du blé capables de protéger cette céréale vis-a-vis de F.
graminearum, I'agent causal des fusarioses. Lutilisation de microorganismes issus de la rhizophere du
blé avait deux objectifs : i) le contréle de I'inoculum primaire du pathogéne, présent sous forme de
spores ou de mycélium dans les sols (i.e : le maintien a un seuil de population compatible avec
I'absence de dévelopmeent d’épidémies) via des effets directs d’antogonisme et ii) une protection
globale de la plante grace a la mise en place d’une résistance systémique induite par les bactéries de
la rhizospheére. Il s’agissait donc également de préciser leurs mécanismes d’action et d’identifier des

leviers écologiques tels leurs interactions avec d’autres bactéries, pouvant affecter leur efficacité.

Au cours des travaux, c’est donc aux capacités a la fois d’antagonisme direct de ces bactéries (Chapitres
7, 8 et 9) et d’'induction d’une résistance systémique chez la plante (chapitre 10) que nous nous
sommes intéressées. Dans la premiére partie, nous avons procédé au crible d’une banque d’isolats
pour leur capacité a inhiber la croissance mycélienne et la germination des spores de F. graminearum.
Une sélection de souches les plus efficaces dans des tests in vitro a été réalisée afin de procéder a des
essais de phytoprotection en serre sur blé (chapitre 7). Dans la deuxiéme partie, nous avons dans un

premier temps voulu évaluer s’il était possible d’affecter la capacité des souches a inhiber in vitro F.
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graminearum en les combinant entre-elles. Une approche combinatoire originale a été choisie qui a
révélé qu’une souche bactérienne (Bacillus amyloliquefaciens JM3) en particulier présentait la
meilleure activité quelles que soient les combinaisons dans lesquelles elle était associée (chapitre 8).
Dans le chapitre suivant (Chapitre 9), nous avons tenté de découvrir la ou les molécules responsables
de son effet inhibiteur en utilisant des approches de profilage métabolomique par UHPLC-Q-TOF (pour
ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry) et de
fractionnement bioguidé. Dans la troisieme partie, nous nous sommes plutot intéressés a découvrir
I'induction d’une résistance systémique par Pseudomonas kilonensis F113, une souche modele,
permettant une protection du blé vis-a-vis de F. graminearum a l'aide d’une technique originale
permettant de compartimenter le systéme racinaire d’une plante en 2 partie égales, ou ‘split-root’. Ce
systeme permet d’inoculer la souche biocontréle dans le premier compartiment et le pathogéne F.
graminearum dans le second compartiment, et ainsi dissocier les effets d’antagonisme direct d’'une
part et les effets indirects via I'induction des défenses de la plante d’autre part (Chapitre 10). Enfin
pour finir, la discussion générale permettra de remettre en perspective nos travaux dans le contexte
de la lutte biologique vis-a-vis de F. graminearum. L’ utilisation des micro-organismes dans cette lutte
biologique, de ses avantages, mais aussi de ses risques seront discutés. Mais surtout, cette discussion
permettra d’ouvrir un débat plus global sur le devenir de I'agriculture de demain. L’histoire de
I'agriculture brievement retracée dans la synthése bibliographique nous a permis de prendre
conscience que les problémes liés a I'agriculture, mais aussi les solutions, ne sont pas simplement
d’ordre scientifique, mais aussi écologique, politique, économique et social et qu’il est important de

tenir compte de I'ensemble de ces dimensions lorsque I'on développe un produit.
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Synthese bibliographique

De la naissance de I'agriculture a la lutte biologique vis-a-vis

Fusarium graminearum
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Chapitre 1 - Histoire de l'agriculture : des prémices a

aujourd’hui

A. Apparition de I’Agriculture dans le monde : la premiere
révolution agricole

L’histoire de 'THomme moderne, Homo sapiens, semblerait commencer aux alentours de —300 000 ans
en Afrique, a I'époque du Paléolithique. Les Hommes sont alors essentiellement des chasseurs-
cueilleurs nomades, tributaires de I'environnement qui les entoure. Au cours de leur évolution, les

outils vont se développer et se perfectionner (Ambrose, 2001).

A partir de -16 000 ans est observé le déclin de la période glaciaire entrainant I'apparition de
nouvelles formations végétales. La période de — 16 000 a — 12 000 ans, appelée le Mésolithique, voit
le foisonnement des outils de par le monde. Chaque région colonisée par 'Homme se différencie en
fonction des outils et modes de prédation mis en place. Le début du Néolithique est marqué par
I’apparition de la pierre polie. Alors que jusqu’a présent ’'Homme s’était contenté de tailler la pierre,
il peut maintenant utiliser des objets tranchants et réutilisables. D’autres inventions vont voir le jour
et révolutionner les modes de vie des sociétés humaines : la construction d’habitats durables, la
poterie en terre cuite, et surtout I'apparition des premieres cultures et des premiers élevages (Bowles

and Choi, 2016).

Avant le Néolithique, 'Homme utilisait déja les fruits et les graines dans son alimentation. Des
lors, certaines sociétés néolithiques commencent a récolter des graines a partir de plantes sauvages,
puis a les produire en les semant. La domestication de ces plantes est donc en marche. La transition
d’une société de chasseur-cueilleur a une société pratiquant I’Agriculture a été longue et pendant tres
longtemps ces deux types de sociétés ont cohabité. Différents foyers au Néolithique ont permis la
domestication de flores et de faunes propres, localement disponibles. A partir de ces foyers,
I’agriculture s’est répandue dans toutes les zones occupées par I'Homme (Mazoyer and Roudart,
2006). Deux hypothéses sont avancées pour expliquer cette expansion géographique des sociétés
pratiquant I'agriculture : (i) une expansion par colonisation progressive de territoires occupés ou non,
ou (ii) une transmission de proche en proche des outils, des espéces domestiquées, des savoirs et
savoir-faire agricoles aux sociétés de chasseurs-cueilleurs déja en place sur un territoire. Il a fallu

environ 9000 ans pour que I’Agriculture se répande sur toute la Terre (Keroualin, 2003).

'



L’apparition de I'agriculture lors de la révolution agricole du Néolithique a permis un meilleur
contréle de la production de ressources alimentaires et ainsi une plus grande indépendance vis-a-vis
des conditions climatiques. Ces avancées ont permis la mise en place de sociétés nouvelles, devenues

sédentaires, et surtout I'apparition de civilisations organisées et hiérarchisées.

B. Evolution de I’Agriculture en Europe de -9000 ans a nos

jours

B.1 Evolution de I’Agriculture au Néolithique

L'arrivée de I'agriculture en Europe est principalement due a I’expansion du foyer proche oriental a

partir de — 9500 ans (Figure 1).
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Figure 1 - Voies de colonisation de I'Europe au cours du Néolithique.

Illustration tirée de Giligny et al, 2007.

A cette époque, I'agriculture repose sur des cultures sur abattis-brilis qui consistent a déboiser
et brller le bois afin de constituer une terre enrichie en carbone et éléments minéraux pour la culture.
Une terre ainsi constituée ne peut étre utilisable que pendant 1 a 3 années avant de voir le sol
s’appauvrir (dégradation de la fertilité, développement de I’érosion, humidité plus faible qu’en

présence de la forét qui va progressivement amener a une désertification du sol). Il faut donc

'



régulierement trouver de nouvelles terres a déboiser, ce qui a permis I'expansion de ce mode
d’agriculture de proche en proche a partir du foyer Proche Oriental. Une fois qu’un terrain déboisé
atteint sa limite de productivité, il est abandonné et mis en friche pour une durée de 5 a 50 ans afin
que la biomasse aérienne puisse se reconstituer. L'augmentation croissante de la population a cette
époque va progressivement conduire a des problémes de déforestation. Cette époque correspond
aussi au début de la domestication des animaux mais aussi des plantes d’intérét agronomique. Et c’est
au niveau du croissant fertile, actuellement le Moyen Orient (Figure 1), que sont retrouvées les
premieres plantes domestiquées, que cela soit des légumineuses (lentilles ou pois), ou des céréales
(blé amidonnier et orge).

En ce qui concerne la domestication du blé (Triticum), elle a été un élément fondateur des
premiéres civilisations humaines dans le croissant fertile. Deux principales espéces de blé, Triticum
aestivum ou blé tendre et Triticum turgidum ou blé dur, sont encore cultivées de nos jours pour des
applications différentes comme la panification et la production de pates, respectivement. Ces
différentes especes de blé ont été générées par des événements de polyploidisation intervenus suite
a des croisements entre 3 especes sauvages diploides. Ainsi le blé hexaploide (Triticum aestivum) est
issu de deux événements de polyploidisation. Il y a environ 500 000 ans, le premier événement de
polyploidisation a impliqué 2 espéces diploides (7 paires de chromosomes), Triticum urartu et Aegilops
speltoides, ce qui a conduit a I'apparition d’une nouvelle espece tétraploide (14 paires de
chromosomes), T. diccocoides (amidonnier sauvage). Cette espéce a été domestiquée puis a évolué en
T. dicoccum (amidonnier cultivé), qui est I'ancétre du blé dur, T. turgidum. Le second événement de
polyploidisation a eu lieu il y a 10 000 ans, entre I'espéce domestiquée tétraploide T. dicoccum et
I'espece sauvage diploide A. tauschii ce qui a conduit a lI'espece hexaploide (21 paires de
chromosomes), qui est connue seulement sous sa forme domestiquée, T. aestivum ou blé tendre
(Charmet, 2011). A la suite de I'expansion vers I'Europe, le cortege de plantes domestiquées s’est

étoffé avec I'ajout de I'engrain, du lin, du seigle, et du pois chiche (Zohary et al., 2012).

B.2 Evolution de I’Agriculture durant I’Antiquité

C’est dans ces conditions que la révolution agricole de I'’Antiquité pose ses bases en Europe aux
environs de -3000/-2000 ans. D’une culture sur abattis-brilis, le mode de production agricole va passer
vers des cultures attelées |égéres, avec la culture des céréales sur des terres labourables et I'utilisation
de rotation avec des jachéres. Une jachére est une terre ayant été exploitée pour la culture et qui, dans
un souci de régénération du sol, est laissée sans culture pendant une période de temps. Une terre
cultivable deviendra une jachere aprés une période de culture et une jachére pourra de nouveau étre

une terre cultivable aprés avoir suivi une période de régénération. A ce systeme terre cultivée-jachére,




d’autres terrains (qualifiés de saltus) sont exploités pour le paturage du bétail. Dans un systéme agraire
avec jachére, I'utilisation du bétail est double : (i) le travail au champ, mais aussi (ii) la fertilisation des
sols en jachére via les déjections. Mais pendant la révolution agricole de I’Antiquité, le réle du bétail
reste encore mineur, car les outils (par exemple I'araire) sont peu performants pour le travail de la

terre. Ce dernier a donc encore lieu principalement a la main (Mazoyer and Roudart, 2006).

Durant cette période, les terres abandonnées apres culture sur abattis-brilis ont été
réinvesties. De plus, les nouvelles méthodes de culture apparues pendant I’Antiquité ont permis une
sédentarisation des populations, et le développement de villages plus grands. Néanmoins, les
rendements a cette époque tournent autour de 3-4 quintaux a I'hectare, et ne permettent donc pas

encore de nourrir une population grandissante (Mazoyer and Roudart, 2006).

Le systéme agraire avec jachére et culture attelées légeres a perduré jusqu’au début du
Moyen-age, soit pendant environ 3000 ans quand il avait fallu 8000 ans pour passer d’un systeme
agraire a abattis-brulis a un systeme agraire a jachéres. L'essor de nouveaux matériaux et outils plus
perfectionnés (dont la roue) ont permis une nouvelle révolution agricole : la révolution agricole du

Moyen-age.

B.3 Evolution de I’Agriculture durant le Moyen-Age

La révolution agricole du Moyen-Age est basée sur un perfectionnement des outils, et le passage des
cultures attelées légeres aux cultures attelées lourdes. Ceci a été rendu possible grace |'utilisation du
char a roue pour l'agriculture ainsi qu’a la création d’un vrai outil de labour, la charrue, tractée par le
bétail (Mazoyer and Roudart, 2006). D’autres usages ont vu le jour : 'usage du foin, le parcage du bétail
dans un endroit clos pendant la période creuse et 'emploi du fumier. Le char a roue a permis
I’'amélioration des capacités de transport sur de longues distances. Le fumier a ainsi pu étre transporté
de I’enclos ou le bétail est parqué jusqu’aux champs, augmentant les apports de matieres organiques

dans les sols cultivés ou en jachére. Un autre outil, la faux, a permis une meilleure exploitation du foin.

Ces nouvelles techniques d’agriculture a travers I'Europe se sont démocratisées entre le IX et
Xeme sigcle et ont permis une croissance de la population sans toutefois combler pleinement les
manques de vivres. Afin d’augmenter cette production, I'exploitation des champs est augmentée en
réduisant le temps de jachére, entrainant rapidement une baisse de la productivité des sols. Les vivres
vont donc commencer a se faire rares, d’autant plus dans les populations ouvriéres et industrielles les
plus pauvres, entrainant leur malnutrition et une baisse générale de leur résistance aux maladies
(Mazoyer and Roudart, 2006). Consécutivement, la Peste va s’abattre sur I’'Europe au cours du XIVe™e

siecle, entrainant une baisse drastique de la population, y compris agricole, qui va demeurer la plus




touchée. Ceci va avoir pour conséquences d’amplifier les famines. Il est estimé que la Peste va étre
responsable, en un siecle, d’'une baisse de la population de moitié, pour atteindre des niveaux de

populations semblables au X*™¢ siécle.

Au début du XV®™e siécle, I’Europe se retrouve donc avec une population réduite de moitié,
mais aussi avec beaucoup de terres agricoles mises en jachere naturelle, faute de main d’ceuvre pour
les exploiter, ainsi que de nombreux terrains issus de la déforestation qui ont pu naturellement se
reboiser. Le regain va s’amorcer au début de ce siecle grace a un rebond démographique et

économique.

B.4 Evolution de I’Agriculture durant I'Epoque Moderne

Dés les débuts de la Renaissance, la rotation triennale agricole a été généralisée au sein de I'Europe.
Accompagnée par des progrés majeurs en navigation, 'intensification des échanges a permis de

compenser les écarts de productions agricoles entre régions.

Néanmoins, vers la fin du XVI®™e siécle, les rendements des cultures vont atteindre un plafond.
Dans quelques régions d’Europe, se développe un nouveau systéme agraire : il s’agit de la Premiére
Révolution Agricole des Temps modernes qui repose sur I'abandon de la jachéere au profit de nouvelles
cultures comme des prairies fourrageres ou des plantes sarclées fourrageres. Cette révolution ne vise
pas, dans un premier temps, a augmenter la production alimentaire par remplacement de la jachere
pour la culture de céréales, mais cherche plutot a augmenter le rendement des cultures, déja utilisées
pour la production alimentaire, via I'utilisation de fumier. Ces nouveaux systemes de cultures vont

présenter plusieurs avantages :

(i) I'utilisation du fourrage pour I’alimentation du bétail qui va donc pouvoir croitre et contribuer a un

enrichissement en matiere organique des champs de culture.

(i) le controle des phénomenes de lessivage et de dénitrification. Ces deux phénomenes peuvent étre
la cause d’une baisse de productivité des sols par des pertes de minéraux essentiels a la croissance des
plantes. Le lessivage est I'action naturelle de I'eau dans le sol qui va s’écouler en profondeur et
emporter avec elle les minéraux qui ne sont pas fixés. La dénitrification est un processus biologique
microbien, en condition anaérobie, débouchant sur une réduction du nitrate disponible dans les sols
en différentes formes d’azote dont certaines gazeuses ce qui conduit donc a une baisse de la fertilité.
Dans une jachere, les plantes sont fréquemment paturées et piétinées par le bétail empéchant un bon
enracinement des plantes. Ceci peut avoir pour conséquence d’augmenter les effets de lessivage ainsi
que la dénitrification (les sols tassés sont des sols ol I'oxygene est moins disponible, favorisant ainsi la

dénitrification).




Grace au fumier et aux engrais verts produits par ce nouveau systéme agraire, le sol est
beaucoup plus riche en matiére organique que par le passé, permettant un enrichissement en humus,
une meilleure structuration du sol et une meilleure retenue de I'eau et des minéraux fertilisants. Les
jachéres ne sont cependant pas totalement abandonnées mais leur utilisation dans ce nouveau

systéme est extrémement réduite. En un siecle, 75% des jachéres vont étre mises en culture.

Alors que le passage d’une culture attelée légere a une culture attelée lourde n’avait pas
permis une forte augmentation du rendement, les rendements céréaliers vont doubler avec le systeme
agraire sans jachére, pour atteindre en moyenne entre 8 a 12 quintaux a I’hectare (Mazoyer and
Roudart, 2006). Mais la production de céréales n’est pas la seule a profiter de cette embellie. En effet,
les productions de viandes mais aussi de lait sont aussi en hausse. Ce qui a pour conséquence directe
une augmentation de la ration calorique moyenne pour la population et un recul non négligeable des

grandes famines, qui disparaissent dés la fin du XVIII*™ siécle en Europe.

Mais cette premiére révolution agricole ne s’est pas développée de fagcon égale dans toute
I’'Europe. Dans le Sud et I'Est de I'Europe, cette révolution s’est tres peu développée, avec un fort
maintien d’un systeme agraire avec jachére. Cette révolution agricole a deux vitesses en Europe
coincide avec de grands bouleversements sociaux en Europe. En pleine Renaissance et siecle des
Lumiéres, beaucoup de pays, la France en téte, entament une révolution sociale majeure qui tente
d’instaurer le principe de la démocratie. Des lois vont étre votées et vont permettre le développement
du systeme agraire sans jachére, I'abolition du droit de ‘vaine pdture’ et de la jachére obligatoire
permettant la propriété privée des terres agricoles et leur usage exclusif par les agriculteurs, et la
redistribution des terres. L'industrie et ses nouvelles capacités vont également apporter des solutions

pour augmenter |'efficacité du systeme agraire : c’est le début de la mécanisation de I'agriculture.

B.5 Evolution de I’Agriculture durant I'Epoque Contemporaine

Le systeme agraire sans jachere, malgré sa performance notable, présente les limites d’étre trés
coliteux en temps, du fait de l'investissement en main d’ceuvre nécessaire. Avec la révolution
industrielle, de nouveaux outils ayant pour objectif de mécaniser I'agriculture ont été mis au point.
Parmi les machines développées, la plus emblématique est la moissonneuse a vapeur, qui integrera
par la suite le battage et deviendra la moissonneuse-batteuse. Cependant, I'utilisation de ces machines
n’était possible que dans les grandes exploitations agricoles. Or en Europe, le modele d’exploitation
familiale prédomine, contrairement aux régions colonisées au cours des derniers siecles comme le
Canada, I'Argentine, les Etats-Unis ou I’Australie. Du fait d’un peuplement récent et de la grande taille
des exploitations, les nouvelles machines agricoles tournent a plein régime dans ces pays pour

compenser une main d’ceuvre peu nombreuse. Une augmentation de la productivité agricole et des




surplus de production y est alors observée. Ces nouveaux pays vont envahir le marché européen de
denrées produites a des prix trés concurrentiels. Pour la premiére fois depuis le début de I'agriculture,
les différents systemes de production agricole vont entrer en concurrence via le développement du
commerce permettant I'acheminement rapide des produits. Ceci entraina des bouleversements
stratégiques de production des denrées agricoles dans certains pays européens (Mazoyer and Roudart,

2006) :

(i) Le Royaume Uni, alors a la pointe de l'agriculture, pratique le libre-échange et fait le choix de
sacrifier son agriculture au profit de son industrie. Il importe donc massivement des denrées de bases
a bas prix provenant du Nouveau Monde, basculant dans une dépendance alimentaire, et voit sa

population agricole chuter drastiquement.

(i) D’autres pays, comme le Danemark, font le choix d’investir davantage dans les denrées périssables
afin de les exporter sur le marché européen. lls deviennent alors moins assujettis a la concurrence des

pays du continent américain.

(iii) Un pays comme la France fait le choix de taxer davantage les produits de I'importation afin de

favoriser son agriculture, du fait de sa population agricole tres forte (environ 50%).

La concurrence commerciale a donc créé une crise agricole, face a laquelle chaque pays, en
fonction de ses forces et faiblesses, a répondu en favorisant certains secteurs agricoles et/ou
industriels. Parallelement, I'essor de I'usage des machines agricoles en Europe va amener a une
diminution progressive de la main d’ceuvre agricole et la disparition des petites exploitations (Zanden

J. L. Van, 2008).

Grace a 'essor de I'industrie, la Deuxieme Révolution Agricole va permettre a I’Agriculture de
devenir tres performante. Les machines a traction animale vont étre peu a peu remplacées par des
machines a moteur a explosion (Mazoyer and Roudart, 2006). Les systemes de traite vont étre
également de plus en plus automatisés. A partir des années 1950, I’évolution de ces machines va étre
rapide (augmentation de la puissance des moteurs, passage des machines de 2 a 4 roues motrices plus
efficaces dans les terrains agricoles, etc). Mais leur co(t est important. Comme lors de la premiére
révolution agricole, les agriculteurs capables de dégager des profits de leur exploitation vont pouvoir
investir dans ces machines, permettant un accroissement de leurs revenus, tandis que les petites
exploitations, pas assez compétitives, finissent par disparaitre. Alors qu’au début du XXéme siecle, la
production est trés majoritairement une poly-culture-élevage, les exploitations vont se spécialiser

pour gagner en rentabilité, au fur et a mesure de la moto-mécanisation. En paralléle de ces avancées




techniques, trois autres révolutions ont eu lieu : (i) I'utilisation d’intrants chimiques, déja utilisés par
le passé mais qui a partir de cette époque s’est généralisée, (ii) la sélection variétale des plantes afin
de sélectionner des variétés capables de fournir les meilleurs rendements dans ces nouvelles
conditions de culture, et (iii) la sélection des animaux domestiques visant a améliorer la production de

denrées utilisées par 'Homme (lait, viande, laine...).
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Long-term research plots have shown increases in wheat yield from control-
ling weeds and disease. Gains from plowing fallow fields were exceeded by
the advent of chemical herbicides and fungicides.
Figure 2 - Exemple de I’évolution des rendements de blé dans une ferme pilote du Royaume-Uni

entre 1850 et 2010.

Une stabilité autour de 2 a 3 tonnes par hectare est observée entre 1860 et 1960 avant I'apparition des pesticides
puis des cultivars modernes qui a permis un accroissement notable des rendements. L'influence des pratiques
entre une culture de blé continue (en rouge) et en rotation (en bleu) est présentée, montrant I'incidence positive
de la pratique de la rotation sur le rendement. Tiré de I'infographie « Pesticide Planet » parue dans Science (Aot

2013).

Toutes ces améliorations ont représenté la plus grande évolution en termes de productivité que
I"'Homme ait connue depuis le début de I'agriculture. Les rendements agricoles pour les céréales sont
passés d’une capacité d’environ 10 quintaux a environ 50 a 100 quintaux a I’hectare (Figure 2, pour le
cas du blé). Mais la moto-mécanisation a surtout permis d’accroitre le nombre d’hectares cultivables
par travailleur, passant de 10 hectares a environ 50 et 200 hectares (Bairoch, 1989). Cette
augmentation a eu pour conséquence une arrivée massive de produits sur le marché agricole. Mais

cette augmentation de productivité ne s’est pas faite de maniére égale dans toute I'Europe ; cette




deuxiéme révolution agricole a surtout profité aux pays qui étaient bien engagés dans la mécanisation
de I'agriculture et qui ont bénéficié de la révolution industrielle. En effet, comme vu dans la partie
précédente (B.4 Evolution de I’Agriculture durant I'Epoque Moderne), tous les pays de I'Europe ne se
sont pas engagés dans la mécanisation par faute de moyen, et cette deuxieme révolution agricole a
creusé des inégalités en termes de production et de compétitivité. Les denrées alimentaires étant en
plus grande nombre sur les marchés, leurs prix de revient ont donc baissé, diminuant ainsi les revenus
liés a I'agriculture. L'exportation de I'excédent de production a joué un réle dans la diminution des prix
et la mise en concurrence des différentes agricultures en Europe et dans le monde. Comme vu
précédemment, le marché nord-américain a envahi le marché européen avec des prix nettement plus

compétitifs, qui ont poussé certains pays a ne s’alimenter que via des importations.

Une deuxiéme crise liée a la surproduction et la répartition inégale des rendements agricoles
adoncvule jour. Atitre d’exemple, entre les agricultures des pays en voie de développement les moins
évoluées et les agricultures de pointe pratiquées dans certains pays développés, le rapport de
productivité peut étre de I'ordre de 1 a 500 alors qu’il n’était que de 1 a 10 au début du XXéme siécle.
Les agricultures des pays en voie de développement ne permettent pas de dégager assez de revenus
pour que les agriculteurs de ces pays sortent de la pauvreté. L’agriculture a donc, d’'une certaine
maniére, faconné le monde économique et social d’aujourd’hui. Mais surtout, en plus d’une crise

économique, la deuxieme révolution agricole, par ses excés dans I'utilisation des sols, a entrainé une

crise écologique sans précédent dans I'histoire de ’'Homme.




Chapitre 2 - Conséquences écologiques de l'intensification

de I'agriculture

A la sortie de la guerre, la population mondiale est de 2,5 milliards d’individus. A I'heure actuelle, la
population est estimée a plus de 7,6 milliards d’individus®. En 70 ans, la population a donc triplé. Cet
accroissement sans précédent a pu étre rendu possible grace a 'augmentation des performances liées

a I'agriculture et au progres de la médécine, mais n’a pas été sans conséquence sur les écosystemes.

La conséquence majeure de cette expansion de I'agriculture est une baisse globale de la
biodiversité dans les écosystémes terrestres et en particulier dans les écosystemes agricoles
(Jeanneret et al., 2003; Reidsma et al., 2006; Tilman, 1999). Plusieurs facteurs sont impliqués dans

cette baisse de biodiversité.

A. Fragmentation du paysage agricole

L'agriculture intensive a conduit a 'homogénéisation et la fragmentation du paysage agricole
(Jongman, 2002). En effet, les fermes se sont spécialisées dans I'agriculture ou dans I'élevage, ce qui a
conduit a des régions entieres dominées soit par des terres labourées, soit par du paturage. Comme
vu dans la partie précédente, les fermes de petites tailles n’ont souvent pas réussi a passer le cap de
la moto-mécanisation. Le nombre d’exploitations s’est donc réduit, mais pas la superficie des terres
cultivées (Harms et al., 1987) qui a elle doublé durant le siecle dernier (Houghton, 1994). Ce qui signifie
que les exploitations restantes ont grandi en taille, réduisant la diversité des agricultures trouvées dans
les paysages (Bjorklund et al., 1999). Pour agrandir leur unité de production, les fermes ont aussi
colonisé les terres non cultivées et les ont transformées en terres cultivées (Ewers et al., 2009). Cette
colonisation de nouveaux espaces a eu pour conséquence la perte d’habitats non-agricoles essentiels
a la biodiversité comme les prairies, les foréts, les lisieres de champs, et autres zones refuges. La perte
de ces habitats, en plus d’homogénéiser les paysages, a conduit a une fragmentation des écosysteémes.
La fragmentation d’un habitat correspond a son morcellement en une multitude d’habitats plus petits
et séparés par des terres modifiées par 'THomme, rendant ainsi les interconnexions entre ces habitats
plus complexes (Haddad et al., 2015). Dans le cas des systémes agricoles, la fragmentation d’un habitat
naturel peut étre a I'origine de I'extinction des petites populations isolées (Tscharntke et al., 2005) et
conduire a une baisse de la biodiversité. La baisse de diversité des oiseaux, liée a I’agriculture intensive

et la perte des terres boisées, est I'exemple le mieux documenté (Donald et al., 2006; Radford and

I http://www.worldometers.info/world-population/
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Bennett, 2007). Les insectes pollinisateurs (comme les abeilles) semblent aussi impactés par la
fragmentation des habitats (Potts et al., 2010), de méme que les amphibiens. En effet, les amphibiens
présentent la particularité de posséder deux habitats distincts, un habitat terrestre et un habitat
aquatique. La fragmentation des habitats va créer des barriéres entre ces deux types d’habitat, ce qui
va directement impacter ces populations, entrainant une baisse de leur diversité a travers le monde
(Porej et al., 2004). D’autres études ont pu montrer 'effet de I'agriculture intensive sur la disparition
d’habitats pour certains mammiferes. En Argentine, dans la région de Pampa, I'augmentation des
terres agricoles et la réduction consécutive des habitats naturels ont mené a une forte diminution des
ongulés endémiques (le cerf de Pampa, le cerf de Marsh et le guanaco) (Medan et al., 2011). Les études
portant sur les micro-mammiféres comme le campagnol ou la souris sont plus mesurées vis-a-vis des
effets négatifs de la fragmentation sur leurs populations. Si la plupart des études mettent en avant
I'importance des haies et des bosquets pour le maintien de la diversité des micro-mammiféres
(Fitzgibbon, 1997; Michel et al., 2006; Panzacchi et al., 2010; Vieira et al., 2009), certaines especes
peuvent cependant tirer profit de la proximité des terres agricoles (Silva et al., 2005). L’'intensification
de I'agriculture aurait tendance, chez les rongeurs et musaraignes, a sélectionner des espéces avec des
habitats généralistes plutét que des espéces avec des habitats spécifiques (de la Pefia et al., 2003). Les
études sur les effets de I'agriculture sur les grands mammiféres sont plus rares. Une étude menée sur
les réserves naturelles en Tanzanie, dernier refuge pour les grands mammiféeres, tend a montrer que
la taille de ses réserves influe sur leur survie (Newmark, 1996). Néanmoins, ces derniers refuges sont
aussi la conséquence de I'expansion des terres agricoles aux dépens d’habitats naturels. La principale
menace pour les grands mammiféres est la déforestation (Kinnaird et al., 2003). Aux Etats-Unis, une
étude sur les mammiféres prédateurs comme les coyotes, les renards, les ratons laveurs ou les chats
a montré qu’ils étaient capables de s’adapter a cette fragmentation grace a leur mobilité (Gehring and
Swihart, 2003), en évitant ou non les terres agricoles, qui restent pour ces derniers des terrains de
chasse peu avantageux en raison du faible nombre de zones couvertes (permettant des stratégies de

comouflage).

L'expansion des terres agricoles a donc augmenté le phénomene de fragmentation et de
pertes des habitats, induisant des effets souvent négatifs sur les espéces présentes dans ces habitats
naturels. Néanmoins, la réduction et la fragmentation des habitats ne sont pas les seuls responsables
de la perte de biodiversité. L'usage intensif de pesticides et d’engrais a fortement impacté les
écosysteémes. Et si la fragmentation des habitats n’a joué un réle que sur les écosystémes terrestres,

les pesticides et les engrais vont également affecter les écosystémes aquatiques.




Pesticide use by sector, U.S. Pesticide use by type, worldwide
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Weeds remain the largest concern of farmers. Yet in the United States, 20%
of pesticides are applied in nonagricultural settings, such as homes, lawns,
and gardens, where more is often used per square meter.

Figure 3 - Usage des pesticides aux Etats-Unis et répartition selon les familles de molécules concernées.
L'usage des molécules pesticides se fait principalement (80%) pour des applications en agriculture avec un marché dominé
par les solutions herbicides (40%) et insecticides (33%). Tiré de I'infographie « Pesticide Planet » parue dans Science (AoCt

B. Impact de I'usage intensif des pesticides sur la biodiversité

Les pesticides ont connu un grand essor apreés la seconde guerre mondiale. Grace a 'apport d’engrais,
et le controle des pathogénes et des nuisibles, les rendements ont considérablement augmenté. Les
Pesticides sont définis comme des produits de lutte contre les nuisibles animaux et microbiens
(insecticides et fongicides), et contre les mauvaises herbes (herbicides) (Figure 3). Cette utilisation de
produits chimiques a donc eu un impact positif sur la production agricole dans un premier temps,
permettant une amélioration de la sécurité alimentaire, et in fine de la santé humaine avec une
augmentation de la qualité de vie et de la longévité (Cooper and Dobson, 2007). Ces 20 dernieres
années, la demande en pesticides a atteint 3,5 millions de tonnes par an, représentant un marché
avoisinant les 45 milliards de dollars (Pretty and Bharucha, 2015). Les chiffres sont encore plus élevés
pour les intrants chimiques qui atteignent une consommation globale d’environ 110 millions de tonnes

par an, représentant un marché de plusieurs milliards de dollards (Liu et al., 2015) (Figure 4).




@ MORE DEMAND, MANY USES
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Pesticide sales are increasing in Asia, Latin America, and Eastern Europe. In
addition, companies often charge lower prices for older products and in poorer
markets, boosting sales. Africa uses far less pesticide than any other region.

Figure 4 - Evolution du marché « Pesticides » entre 2000 et 2012.

Les ventes de pesticides sont globalement en augmentation quel que soit la région du monde concernée, excepté en
Afrique ou les ventes restent bien moins importantes que dans le reste du monde. Tiré de I'infographie « Pesticide
Planet » parue dans Science (Aot 2013).

B.1 Les fongicides et insecticides

Néanmoins, depuis le début des années 1960, des voix s’élévent sur la dangerosité des effets
secondaires de ces produits, et en particulier, Rachel Carson dans son livre « Le printemps silencieux »
(Carson, 2002). Des études ont notamment mené a [linterdiction du DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane) aux Etats-Unis. Depuis, d’autres travaux ont montré les nombreux
effets négatifs sur le long terme de ces produits (Geiger et al., 2010; Gibbs et al., 2009). Rachel Carson
avait fait I’'hypothese que le DDT était un produit cancérigene et reprotoxique pour les oiseaux (le DDT
conduisant a un amincissement de la coquille d’ceuf, ce qui impacte négativement le succes
reproducteur des oiseaux). Une étude canadienne a pu retracer sur plusieurs décennies I'effet du DDT
et mettre en évidence que le DDT, en décimant également les populations d’insectes, avait conduit a
une baisse de biodiversité des oiseaux insectivores (Nocera et al., 2012). Les pesticides peuvent donc

affecter de facon indirecte des populations non cibles, en perturbant les relations trophiques au sein




des écosystémes. De par leur nature, les pesticides sont souvent a large spectre d’action, touchant
ainsi les populations ciblées mais aussi les populations non-ciblées. D’aprés une étude de Pimentel,
seulement 0,1% de la quantité de pesticides utilisés atteignent leur cible (Pimentel, 1995). Deux
populations sont particulierement touchées par les effets des pesticides : les insectes, en particulier
les insectes pollinisateurs, et les amphibiens. Parmi les insectes pollinisateurs les plus touchés, I'abeille
est 'une des especes les plus étudiées. Les pesticides, s’ils ne sont pas les seuls responsables de la

chute de diversité des populations d’abeilles, ils y contribuent fortement (Goulson et al., 2015).

Dans certains habitats du Royaume Uni et des Pays-Bas, la diversité et le nombres d’abeilles
a chuté de 60% (Potts et al., 2010). Les insecticides ont des effets Iétaux sur ces insectes (Doublet et
al.,, 2015), mais aussi des effets non-létaux tout aussi néfastes comme, affecter la capacité a se
reproduire, a capturer des proies, ou bien conduire a des développements morphologiques anormaux
(Ndakidemi et al., 2016). Des études, s’intéressant a I'impact de la diminution de l'utilisation des
pesticides, ont pu montrer un effet bénéfique de ces pratiques sur les populations d’invertébrés
(Frampton and Dorne, 2007). De plus, les insectes ont une place importante dans les réseaux
trophiques. Comme nous I'avons vu, leur déclin peut impacter la survie d’autres espéces dans I’habitat,
en particulier les oiseaux (Benton et al., 2002). Des effets similaires des pesticides sont observés sur
les amphibiens, induisant des comportements reproductifs anormaux (Smalling et al., 2015), une
réduction de croissance ou une augmentation de la vulnérabilité a des pathogenes (Baker et al., 2013).
Les études convergent donc toutes vers un impact négatif non négligeable de I'utilisation des

pesticides sur la biodiversité animale.

En ce qui concerne la biodiversité des communautés microbiennes dans les sols et de celles
associées aux plantes, deux types d’approches complémentaires sont utilisées pour étudier I'impact
des insecticides et fongicides : une approche sur la diversité taxinomique et une approche sur la
diversité fonctionnelle. Les nouvelles techniques de séquencage (NGS pour Next-Generation
Sequencing) ont permis d’aller plus loin dans la caractérisation des communautés impactées, en
augmentant la sensibilité des tests, par rapport aux méthodes de profilage utilisées auparavant comme
la DGGE (pour Denaturing Gradiant Gel Electrophoresis) ou la PLFA (pour Phospholipid Fatty Acid). La
principale conclusion de I'ensemble des différentes études menées sur I'impact des pesticides est qu’ils
sont responsables d’une baisse de la diversité des communautés microbiennes (Baémaga et al., 2016;
Jacobsen and Hjelmsg, 2014; Karlsson et al., 2014; Nettles et al., 2016; Sutowicz and Piotrowska-Seget,
2016; Zhang et al., 2016a). Les communautés peuvent cependant retrouver leur état d’origine
(résilience) quelques semaines apreés le traitement aux pesticides (Prior et al., 2017). Les pesticides
impactent aussi les communautés fonctionnelles et donc les activités des micro-organismes

composant ces communautés (Gardestrom et al., 2016; Martinez-Toledo et al., 1998; Riah et al., 2014;




Zhang et al., 2016b). Les pesticides semblent donc avoir un effet non négligeable sur la biodiversité

dans les écosystemes agricoles que cela soit a macro ou micro-échelle.

B.2 Les herbicides

Outre les fongicides et insecticides, les herbicides, produits dirigés contre la flore indésirable, sont
actuellement les produits les plus utilisés dans I'agriculture moderne (Boutin et al., 2014). lls sont
utilisés dans I’éradication des mauvaises herbes qui peuvent perturber la croissance des plantes
cultivées. Contrairement aux autres pesticides, les herbicides ne ciblent pas des organismes nuisant
directement aux cultures, mais plutét des organismes pouvant, de maniéere indirecte, nuire a la
croissance des plantes. Les pertes de rendement estimées dues au non-controle de ces mauvaises
herbes sont estimées a 20-40% (Oerke, 2006). Parmi les herbicides les plus utilisés a travers le monde
se trouve le glyphosate. Son role étant d’éliminer les mauvaises herbes, la biodiversité végétale devrait
étre diminuée. Néanmoins, ces effets sur les espéces non-cibles semblent relativement faibles, comme
I'indique la méta-analyse de Sullivan et Sullivan (Sullivan and Sullivan, 2003). Ces résultats semblent
corroborer ceux de Egan et al. (2014) qui suggerent que d’autres facteurs que I'application d’herbicides
sont importants pour la distribution, 'abondance et la diversité végétales présentes dans un paysage
agricole (Egan et al., 2014). Des conclusions similaires sont apportées dans la revue de Giesy et al.
(Giesy et al., 2000). Mais d’autres études pointent du doigt une baisse de la diversité des plantes
herbacées dans les cultures depuis les années 70 (Fried et al., 2009), correspondant aux années ou
I"utilisation d’herbicides s’est répandue. De plus I'étude de Hyvonen montre les effets négatifs de
I"utilisation d’herbicides sur des espéeces végétales, avec un gain de richesse et de diversité spécifique
observé lors de I'arrét de ces traitements (Hyvonen, 2007). Les avis sont donc assez divergents vis-a-
vis de I'effet de ces produits sur la biodiversité végétale. Il en est de méme concernant les effets de ces
produits sur les populations d’insectes, d’invertébrés du sol, d’oiseaux, de mammiféres et
d’amphibiens. Dans la revue de Giesy et al. (2000) ou dans celle de Sullivan et Sullivan (2003), aucun
effet direct de ces produits n’est reporté sur ces populations, mais les réductions de populations
observées, chez les insectes par exemple, seraient dues a un changement de la végétation ayant suivi
le traitement herbicide. Néanmoins quelques études et en particulier chez les amphibiens ont révélé
des effets directs négatifs des herbicides envers ces populations (Relyea, 2005), contrairement a ce qui
est mentionné dans la revue de Giesy et al. (2000). Comme précédemment, les avis sont divergents

car les causes menant a une baisse de biodiversité peuvent étre multiples et confondantes.

En ce qui concerne les communautés microbiennes, en se basant sur la revue de Giesy et al.
(2000), les herbicides, et en particulier le glyphosate n’auraient pas d’effets sur la diversité des micro-

organismes du sol ni sur leurs activités. Dennis et al ont obtenu récemment des résultats similaires




(Dennis et al., 2018). Mais de nombreuses études ont aussi montré une implication des herbicides dans
la diminution de la diversité et de I'activité des espéces microbiennes (Crouzet et al., 2016; Cycon et
al., 2013; Darine et al., 2015; Kucharski et al., 2016; Newman et al., 2016). Ces différences de résultats
peuvent étre dues a la non-standardisation des protocoles d’évaluation des effets de ces produits ou
bien au fait que les herbicides testés ne correspondent pas aux mémes molécules, amenant a des

conclusions contrastées.

Au-dela des effets potentiels sur la biodiversité, les fongicides, les insecticides et les herbicides
sont aussi souvent décriés pour leur effet sur la santé des écosystémes et humaine. De tres
nombreuses pollutions des eaux et des sols par ces produits ont été reportées ces derniéres années,
dans de nombreux pays (Ccanccapa et al., 2016; Chau et al., 2015; McKnight et al., 2015; Stone et al.,
2014; Suk et al., 2016). Au-dela de leur effet direct sur la biodiversité, se pose la question de leur
accumulation dans I'environnement et de leurs effets a long terme. En novembre 2017, I’'Union
Européenne a prolongé la licence d’utilisation du glyphosate, autorisant son utilisation pour au moins
5 ans de plus. Cette décision n’a pas faite I'unanimité au sein du parlement européen, et montre bien
le débat existant autour de ces produits, qui ne repose pas sur un unique enjeu en agronomie, mais

d’enjeux bien plus importants d’un point de vue économique, politique et sociétal.

Jusqu’a présent, nous avons vu que la biodiversité globale sur Terre était impactée par les
activités agricoles en raison de la perte ou la fragmentation des habitats et de |'utilisation d’un
ensemble de produits phytosanitaires dont les effets ne sont pas toujours trés pleinement

documentés.




Chapitre 3 - Quelles conséquences de I’agriculture sur les

services écosystémiques

A. Les services écosystémiques : qu’est-ce que c’est ?

Le concept de services écosystémiques a vu le jour au milieu des années 1960 et s’intéresse aux
services rendus a 'Homme par la nature. Le ‘Millenium Ecosystem Assesment’ (MEA ou Evaluation des
écosystemes pour le millénaire, en francais) définit les services écosystémiques comme des bénéfices
fournis a I’'Homme par les écosystémes. Les fonctions remplies par les écosystémes sont multiples et
variées et il est possible de les classer dans 4 catégories : i) des fonctions de régulation, ii) des fonctions
d’habitat, iii) des fonctions de production, et iv) des fonctions culturelles (De Groot et al., 2002; Haines-
Young and Potschin, 2010) (Figure 5). Le classement en fonctions est dépendant de 'Homme; c’est

donc une vision anthropocéne des écosystemes qui s’applique dans ce cas-la.
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Figure 5 - Représentation des fonctions rendues par les écosystémes et des valeurs
écologiques, économiques et socio-culturelles qui peuvent en étre retirées.

Illustration tirée de De Groot et al., 2002.

Une fonction de régulation est définie comme la capacité d’un écosysteme naturel ou semi
naturel de réguler des processus écologiques essentiels comme par exemple les cycles
biogéochimiques. Ces fonctions peuvent étre accomplies par différents organismes au sein de I'arbre
du vivant. La régulation de ces fonctions permet des bénéfices directs ou indirects a 'Homme,

impactant son quotidien. Une fonction d’habitat concerne la fourniture d’un habitat refuge et de




reproduction pour des espéces animales ou végétales et ayant un effet bénéfique sur leur conservation
(biologique ou génétique). La fonction de production consiste en la création de ressources aboutissant
a une augmentation de biomasse qui pourra étre utilisable par ’'Homme, aussi bien pour se nourrir,
gue pour construire ou créer. C'est une réserve d’énergie disponible et exploitable. La fonction
culturelle est sans doute la fonction la plus anthropocentrée et elle concerne le coté récréatif des
écosysteémes et le bien étre psychologique qu’ils peuvent nous apporter aussi bien vis-a-vis de notre

développement personnel que dans I’art ou la réflexion.

Ces services écosystémiques, fournissent de nombreux bénéfices a I’'Homme et semblent donc
importants a conserver. Néanmoins, la dégradation des écosystemes par I'Homme a causé une
diminution de la biodiversité d’un point de vue mondial (Butchart et al., 2010). Cette baisse de
biodiversité peut influer sur les services écosystémiques. En effet, la biodiversité est un acteur des
services écosystémiques. Si elle est impactée, il devrait en étre de méme pour les services
écosystémiques qui en dépendent. Les études dans ce sens ne manquent pas dans la littérature
(Hooper et al., 2005). Néanmoins, il est difficile d’établir un lien direct entre une hausse de biodiversité
et la qualité des services écosystémiques, estimée a l'aide de mesures sur des fonctions de
I’écosysteme telles que la productivité ou le cycle des nutriments (Haines-Young and Potschin, 2010).
Benayas et al ont étudié I'efficacité de la restauration écologique sur la biodiversité et les services
écosystémiques dans 89 travaux différents (Benayas et al., 2009). Si les données ont montré une
augmentation de ces deux parametres, respectivement de 44 et 25%, les restaurations n’ont pu
atteindre les niveaux de biodiversité et de production de services écosystémiques atteints par les
écosystéemes de référence, encore intacts. Les études concernant 'effet de la biodiversité sur les
services écosystémiques sont souvent vues du point de vue de la restauration d’un écosystéme : il est
ajouté de la diversité a un habitat et les conséquences sont mesurées. |l est rare de dégrader un habitat
pour mesurer les effets sur les services écosystémiques, donc d’avoir un point de référence qui soit

volontairement dégradé.

La biodiversité est souvent assimilée a la richesse spécifique, c’est-a-dire au nombre d’espéces
différentes. Mais la biodiversité ne concerne pas seulement la diversité d’espéces, mais aussi la
diversité génétique et fonctionnelle. Toutefois, si nous nous intéressons aux services écosystémiques
accomplis par les espéces, la richesse spécifique est un indice tout a fait approprié. Mais quand des
indices de richesse spécifique sont donnés, ils ne prennent pas en compte I'importance de chaque
espece pour chaque écosystéme. En effet, si une espéce clé de voute - une espéce jouant un role
primordial dans I'écosysteme en dépit parfois de sa faible abondance (Milles and Doak, 1993)- vient a
disparaitre d’un écosystéme, celui-ci sera trés fortement impacté. A I'inverse, si une espece ayant une

redondance fonctionnelle dans I’écosystéme, c’est-a-dire que d’autres especes accomplissent la méme




fonction au sein de I'écosysteéme, disparait, I'impact peut étre minime pour I'’écosysteme. Pour autant,
la richesse spécifique sera impactée de la méme maniére. Ce qui signifie donc que les services
écosystémiques seront impactés de facons différentes en dépit d’un nombre d’espéces présentes

identiques.

Comme nous avons pu le voir, les services remplis par les écosystemes pour I'Homme sont
nombreux. Si ces services sont reliés a la biodiversité présente dans ces écosystémes, et que les
especes composant cette biodiversité jouent un réle bien défini, il est important d’identifier les
différents acteurs d’un écosysteme et leur réle avant de prendre des mesures de préservation ou de
restauration. Intéressons-nous maintenant a un écosysteme particulier, I’écosystéme agricole et les

services écosystémiques qu’il peut rendre.

B. Les services écosystémiques dans I'agriculture

L’écosystéme agricole est un habitat aménagé par I’'Homme. Par conséquent, il n’est pas le fruit d’'une
succession écologique naturelle, et peut étre considéré comme un habitat régulierement perturbé par
I'intervention de I’'Homme, via des pratiques agriculturales comme le labour ou la rotation des cultures
ou bien l'utilisation de produits chimiques. L'écosysteme agricole peut étre considéré comme un
habitat pauvre en biodiversité en particulier depuis I'expansion de I'agriculture intensive avec la
monoculture et la diminution des habitats naturels que sont les haies ou les bosquets. Néanmoins, I
n’existe pas un écosysteme agricole mais des écosystémes agricoles, en fonction de I'espece végétale
dominante. Ces écosystemes agricoles sont destinés a fournir a I’'Homme, nourriture, fibre et énergie
(Power, 2010). Depuis le Millenium Ecosystem Assessment, les agroécosystemes, en fonction du mode
de management appliqué, ont été reconnus capables d’effectuer ces services écosystémiques (Power,
2010; Zhang et al., 2007). Les services écosystémiques rendus incluent, bien s(r la production de
ressources, mais également la diversité génétique utilisée dans les cultures et I'élevage, la formation,
la structuration et la fertilité des sols, ou le cycle des nutriments. Néanmoins, l'intensification de
I"agriculture a eu un impact négatif sur la capacité des agroécosystemes a produire des services

écosystémiques (Matson, 1997).

Parmi les différents services écosystémiques des écosystemes agricoles, nous allons nous
intéresser plus particulierement au role joué par la biodiversité dans le contréle des nuisibles et des
pathogenes qui affectent la productivité agricole. Les maladies liées a ces nuisibles ne sont pas sans
conséquence sur différents services écosystémiques d’un agroécosysteme. En plus de réduire la

productivité des systémes agricoles, diminuant donc un service écosystémique (celui de la production




de denrées pour I’'Homme), les maladies ont des effets sur la formation des sols, le cycle des nutriments
ou bien la productivité primaire. L'une des principales raisons est le non-remplacement des fonctions
effectuées par les plantes. Lorsque ces fonctions ne sont plus effectives, le fonctionnement de

I’écosystéeme est bouleversé (Cheatham et al., 2009).

Dans le cadre de I'agriculture intensive, la régulation des nuisibles et pathogénes a été peu a
peu remplacée par 'Homme par |'utilisation des pesticides. L'utilisation des pesticides dans
I’agriculture n’est pas nouvelle, et remonterait a bien des siécles avant JC, avant méme que les causes
des maladies soient connues (Russell, 2005). Mais au début du XIXéme, des scientifiques ont pu établir
une relation entre 'utilisation d’un produit chimique, le sulfate de cuivre, et la réduction de I'incidence
d’une maladie, la carie chez le blé, causée par Tilletia caries (Russell, 2005). A cette époque, 'utilisation
des pesticides est souvent empirique. Mais I'essor de I'utilisation des pesticides a connu un boom apres
la 2°™¢ guerre Mondiale, avec le développement d’une industrie chimique spécialisée dans la création
de pesticides, ou les molécules naturelles ont laissé la place a des molécules de synthése. Comme vu
précédemment, I'utilisation de ces pesticides n’est pas sans conséquence sur la biodiversité et la santé
humaine. Mais leur utilisation n’est pas non plus sans conséquence sur |’évolution des populations de

nuisibles :

(i) Premierement, I'utilisation répétée de produits chimiques peut conduire a une résistance des
nuisibles a ces produits et, a terme, a une sélection de ces populations dans la nature et dans
les agroécosystémes (Thrall et al., 2011). Ces populations résistantes vont étre capables de se
multiplier et ravager les cultures. Pour des insectes, le temps d’adaptation est estimé a une
dizaine d’années alors que pour les micro-organismes (bactéries et champignons) il est estimé
ala3ans(Tilmanetal., 2002). Pour contrer les réponses adaptatives des nuisibles, I'industrie
chimique met continuellement sur le marché de nouvelles molécules, mais des résistances
multiples apparaissent, a I'instar de ce que nous pouvons retrouver en santé humaine avec
I’émergence de pathogénes humains multi-résistants aux antibiotiques (Ferri et al., 2017)).

(i) Deuxiémement, I’action combinée de la perte/fragmentation des habitats et de 'utilisation de
produits chimiques peut conduire a I'émergence ou la réémergence de nuisibles autrefois
contrélés naturellement par des populations naturelles qui, touchées par la baisse de
biodiversité, ne peuvent plus accomplir ce réle (Thrall et al., 2011). L'introduction d’espéces
cultivées dans de nouveaux écosystémes, accompagnées de leurs populations endogénes peut

aussi favoriser I'émergence de nouveaux nuisibles (Jones, 2009).

Mais I'utilisation des pesticides n’est pas la seule responsable de I'émergence/la réémergence des

nuisibles. La baisse de biodiversité s’applique aussi aux especes qui sont cultivées. Avec I'avénement




de I'agriculture intensive et de la sélection variétale, la diversité génétique des espéces utilisées par
les agriculteurs a considérablement diminué (Tscharntke et al., 2005). Cette baisse de diversité
génétique peut influencer la résistance aux nuisibles (Hughes et al., 2008), en particulier dans le cas de

monoculture (Mundt, 2002).

Les services écosystémiques sont d’une tres grande importance pour I'Homme et son
agriculture. Parmi ces services, le controle naturel des populations de nuisibles représente une

fonction clé.




Chapitre 4 - Principales maladies fongiques du blé

A. Les principaux pathogenes fongiques du blé

Les céréales représentent la premiére denrée alimentaire produite dans le monde, ainsi que les
cultures utilisant le plus de terres agricoles. Les principales céréales produites sont le riz, le blé et le
mais. De nombreux facteurs biotiques et abiotiques sont responsables de pertes agricoles. Parmi les
facteurs abiotiques sont retrouvés des ressources limitantes dans les sols, le manque ou I'exces d’eau,
des températures non optimales pour la croissance, ou des problémes d’irradiations. Mais, 20 a 40%
des pertes de rendements sont attribuées a I’heure actuelle a des facteurs biotiques (Savary et al.,
2012). De 7 a 10% des pertes sont attribuées aux herbes invasives, de 8 a 15% sont attribuées aux
animaux nuisibles (insectes, mites, nématodes, escargots et limaces, oiseaux, mammiféres ou
rongeurs) et 11 a 13% sont attribuées a des pathogénes (champignons, bactéries, virus) (Oerke, 2006).
Parmi les 3 catégories de pathogénes, les champignons représentent les plus importants en termes de
dégats sur les cultures. Une étude, réalisée a 'aide de 495 phytopathologistes rattachés au réseau
Molecular Plant Pathology, a permis d’établir une liste de 10 champignons pathogenes les plus
dommageables, en fonction de leur importance scientifique et économique. Parmi ces 10
champignons, six sont des pathogénes des céréales dont un est une espece modele utilisée pour la
compréhension des mécanismes de virulence, Ustilago maydis (Dean et al., 2012). Parmi ces 6 six
pathogenes fongiques, 4 sont connus pour étre particulierement virulents sur le blé : Puccinia ssp.,

Blumeria graminis, Zymoseptoria tritici et Fusarium graminearum (Singh et al., 2016).

A.1 Puccinia spp.

Les Puccinia sont responsables de maladies appelées les rouilles. Chez les céréales, trois
especes sont principalement retrouvées: Puccinia graminis, provoquant une rouille noire, Puccinia
stritiformis, provoquant une rouille jaune et Puccinia triticina, provoquant une rouille brune (Dean et
al., 2012). P. triticina est la rouille la plus fréquente chez le blé (Bolton et al., 2008). Les Puccinia sont
des champignons basidiomycétes, biotrophes obligatoires, ce qui signifie qu’ils tirent leur énergie
uniquement de matiére vivante. P. triticina est reconnu comme un pathogéne important du blé,
occasionnant des pertes de rendements significatifs sur une large aire géographique (Bolton et al.,
2008). L'origine de Puccinia semble se situer dans la région de Croissant fertile au Moyen Orient et des
références de rouilles sont rapportées dans des textes romains et grecs datant de I’Antiquité (Bolton
et al., 2008). Au cours du dernier siécle, plusieurs épidémies a travers le monde ont eu lieu, que cela

soit en Europe du Nord, en Australie, aux Etats-Unis ou en Asie. Néanmoins depuis les années 1980,




trés peu d’épidémies majeures ont pu étre notées (Leonard and Szabo, 2005). Contrairement a
d’autres pathogénes des céréales, les Puccinia ne sont pas connus pour affecter la qualité des grains.
Des cultivars de blé résistants ont été décrits, comme les cultivars Malkof et Webster, qui présentent

de génes de résistance (les geénes Lr) (Bolton et al., 2008).

A.2 Blumeria graminis

Blumeria graminis, un champignon ascomycete biotrophe obligatoire, est I'agent responsable de
I'oidium chez les céréales. L'oidium se caractérise par I'apparition d’'une poudre de couleur blanche a
grisatre a la surface des feuilles et des tiges. Ces infections vont réduire les rendements en grains. Le
genre Blumeria est uniquement retrouvé chez les monocotylédones mais il existe d’autres agents de
I’oidium. Chez B. graminis, les sous-espéeces sont strictement spécialisées pour un type d’hoétes. Par
exemple, B. graminis f. sp. tritici a pour seul hote le blé alors que B. graminis f. sp. hordei a pour hbte
unique, l'orge (Wyand and Brown, 2003). L'ancétre de Blumeria n’est pas encore connu,
principalement du fait qu’il est le seul représentant des Erysiphaceae a avoir pour hote des
monocotylédones ce qui le rend éloigné génétiquement des autres espéces de cette famille. La
maniére dont I'ancétre a pu passer des dicotylédones aux monocotylédones est encore inconnue
(Takamatsu, 2013). Son aire d’origine pourrait étre le Moyen-Orient, et il est possible, actuellement,
de le retrouver partout sur la planete ou ses différents hotes sont présents. A I'heure actuelle, les
fongicides représentent la premiére force d’action contre ces pathogenes, ainsi que |'utilisation de

variétés résistantes (Dean et al., 2012).

A.3 Zymoseptoria tritici

Zymoseptoria tritici, champignon ascomycete, est responsable d'une des maladies les plus
dévastatrices chez le blé, la septoriose (Eyal, 1999). La septoriose se caractérise par des nécroses sur
les feuilles et des chancres sur les tiges. Ces nécroses vont réduire la capacité des feuilles a produire
de I'énergie en réduisant la capacité de la photosynthése (Orton et al., 2011). L’apparition de ce
pathogene est liée aux premieres domestications du blé dans la région du Croissant fertile, il y a 10 000-
12 000 ans; ce pathogene serait issu d’un pathogéne de graminées sauvages. Ce pathogéne trouve des
conditions optimales d’infection dans les climats tempérés. La dispersion de ce champignon
(principalement sous forme d’ascospores, formes sexuées du champignon) est facilitée par les pluies
et le vent, a I'automne. Si dans un premier temps, I'Europe a été particulierement touchée par ce
pathogene, des études récentes ont pu montrer que le probleme devenait mondial (Orton et al., 2011).

Le contrble de ce pathogéne s’effectue a la fois par des fongicides et des cultivars résistants. Comme




souvent, les fongicides se sont avérés inefficaces dans le temps, en particulier le groupe des fongicides
Qol (strobilurines), ou bien les triazoles (Orton et al., 2011). Des cultivars résistants ont été trouvés et
impliquent les genes appelés Stb, qui sont au nombre de 13. Malheureusement, a I’heure actuelle,
leurs mécanismes d’action ne sont pas encore connus. L'étude des structures de population de Z. tritici
révele un fort taux de reproduction asexuée, mais aussi sexuée, une taille effective de population
grande ainsi que I'existence de flux de genes importants (Orton et al., 2011). Une taille effective de
population correspond au nombre d’individus reproducteurs qui transmettent leurs genes a la
génération suivante et plus la taille effective de population est grande, plus la variabilité génétique au
sein de la population peut étre grande. Dans le cas de Z tritici, une grande taille effective de la
population est la conséquence d’une grande fréquence de reproduction sexuée (Orton et al., 2011).
Ces différentes caractéristiques sont particuliéres a Z. tritici et ne sont pas retrouvées chez les autres
pathogenes fongiques affectant les céréales, et pourraient lui conférer un grand avantage évolutif,
permettant une adaptation rapide dans des conditions changeantes ou de stress comme suite a
I'application de pesticides, ou I'interaction avec des cultivars résistants (Orton et al., 2011). Les deux
mécanismes combinés pourraient expliquer la forte dispersion de Z. tritici ainsi que sa forte incidence

sur les cultures.

B. Fusarium graminearum, |’agent causal des fusarioses

Fusarium graminearum (Fg) est un deutéromycete. Il fait partie d’'un complexe d’espéces. Un
complexe d’espéce regroupe des espéces phylogénétiquement distinctes mais qui ne peuvent étre
discriminées par des caracteres morphologiques. Historiquement, le genre Fusarium semble s’étre
diversifié aux alentours de — 91 millions d’années, pendant le Crétacé. Le complexe d’espéces de F.
graminearum n’est cependant apparu que plus récemment, il y environ 1 million d’années. Ayant
évolué plus tardivement, ces especes disposent par conséquent, a I’heure actuelle, de tous les
caractéres ancestraux des Fusarium (O’Donnell et al., 2013). Les données de biogéographie situent
I"origine du complexe d’espéces de Fusarium au niveau de I'hémispheéere sud et de I'Asie. De par le
commerce des céréales et les changements climatiques, la dispersion de Fg a pu étre facilitée en Asie,
en Amérique du Nord et en Europe, entrainant la réémergence de la fusariose sur ces continents. Les
différentes espéces au sein du complexe Fusarium semblent donc avoir évolué par spéciation
allopatrique, c’est-a-dire que deux populations, initialement interfécondes, par isolement
géographique ont donné deux especes différentes. Fg est responsable de la fusariose chez les céréales
et en particulier le blé, I'orge et le mais. En France, les especes F.graminearum, F. avenaceum et F.
poae sont les especes les plus fréquemment retrouvées sur blé tendre, blé dur ou orge (loos et al.,

2004). Cette maladie peut prendre différentes formes comme la fusariose de I'épi, maladie la plus




répandue, la fonte des semis ou bien la fusariose du collet. La fusariose des épis est provoquée par
plusieurs espéces n’appartenant pas seulement au genre Fusarium mais également au genre
Microdochium telle I'espéce Microdochium nivale (loos et al., 2004). Fg est présent sur tous les
continents ou le blé est cultivé (Wang et al.,, 2011). La fusariose a été découverte en 1884 en
Angleterre, et est considérée comme I'une des maladies les plus destructrices du monde agricole au
cours du dernier siecle. A titre d’exemple, aux Etats-Unis, entre 1998 et 2000, on estime que la
fusariose a été responsable d’une perte de 3 milliards de dollars (Nganje et al., 2001). Depuis les années
1980-1990, il est observé une réémergence de Fg, qui est principalement due aux changements
climatiques qui favorisent le développement de la maladie et qui ont pour conséquence des
fréquences d’épidémies et des intensités de maladies plus fortes (Wegulo et al., 2015). Les causes des
pertes de rendements sont multiples. Par I'infection des épis, Fg peut conduire a une stérilité des grains

induisant instantanément une baisse de rendement.

Mais ce qui distingue Fg des autres pathogénes, c’est sa capacité a produire des mycotoxines
qui vont s’accumuler dans les grains. Ces toxines vont étre responsables de maladies chez ’'Homme et
I’animal. Les principales toxines retrouvées sont les tricothécénes, la zéaralénone et les fumonisines.
Parmi les tricothécénes, les toxines les plus souvent retrouvées sont le déoxynivalénol (DON) et le
nivalénol (NIV), découvertes dans les années 1970 (Pestka, 2010). Ces toxines, appelées aussi
vomitoxin, sont responsables de vomissement chez les cochons a des doses de 19,7 ppm (partie par
million) dans de la nourriture contaminée. Elles conduisent a des troubles intestinaux chez les animaux
(Forsyth et al., 1977), mais peuvent aussi étre associées a des gastro-entérites chez I’'Homme. Ce sont
des sesquiterpénes potentiellement inhibiteurs de la biosynthése de protéines chez les eucaryotes.
Elles sont souvent détectées dans les grains a de trés hautes concentrations, variant de 2 a 93 ppm.
Ces toxines, en particulier le DON, si leurs effets sur la santé humaine restent encore tout de méme
peu documentés, ont été détectées dans la nourriture de nombreux pays. Si I'effet sur des expositions
aiglies est souvent étudié, trés peu d’études s’intéressent a une exposition chronique. Une étude sur
des cochonnets a mis en évidence des effets du DON et de la fumonisine sur la morphologie de
I'intestin avec une atrophie et une fusion des villosités intestinales, une réduction de leur taille ainsi
gu’une réduction du nombre de cellules caliciformes (cellules sécrétant du mucus) et des lymphocytes
(cellules jouant un réle dans le systeme immunitaire). Une exposition chronique a ces mycotoxines
entrainerait donc une altération de l'intestin et prédisposerait les sujets porcins a des infections par
des pathogenes entéro-gastriques (Bracarense et al., 2012). A notre connaissance, aucune étude sur

des expositions chroniques sur I’'Homme n’a été menée. A I’heure actuelle, la concentration maximale




autorisée pour le DON en Europe est de 0,5ug/g (ou 0,5ppm) de céréales, et aux Etats-Unis de 1ug/g

(ou 1 ppm) dans les produits finis (Trail, 2009).
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Figure 6 - Cycle d'infection de Fusarium graminearum.

Le cycle d’infection de Fg commence avec la présence d’hyphes fongiques dans les débris des végétaux (résidus de la culture
précédente), qui vont étre capables d’infecter les grains au moment du semis (fonte des semis) ou les racines des plantules,
puis coloniser la tige (fusariose du collet). Puis, au moment de la floraison des épis, les spores, transportés par le vent vont
étre capable d’infecter le grain, et étre responsables de la fusariose des épis et de la contamination des grains par les
mycotoxines. Tiré du site internet du Gouvernement du Saskatchewan.

Ces toxines ont aussi un role dans le cycle de vie du champignon (Figure 6). Le premier
inoculum fongique qui va infecter les céréales provient de débris végétaux contaminés par Fg. Au
début du printemps, grace a des conditions favorables, des températures qui augmentent couplées a
un taux d’humidité croissant, il va y avoir un développement et une maturation des asques, organes
renfermant les ascospores de Fg. Une fois arrivée a maturité, ces asques vont éclater et permettre aux
ascospores de se disséminer a I'aide du vent et de la pluie, mais aussi des insectes, vers les plantes
hotes (Goswami and Kistler, 2004). Par la suite, les spores vont principalement infecter les blés par
I'intermédiaire des épis. C’'est pendant la période de I'anthese, période durant laquelle la fleur est

complétement ouverte et fonctionnelle, que les céréales sont les plus vulnérables a I'infection par des




spores de Fg (Goswami and Kistler, 2004). Une fois la spore déposée sur un épi, son processus
d’infection peut commencer. Dans un premier temps, le développement des hyphes va avoir lieu sur
la surface des épis en direction de structures permettant I’'entrée du pathogene dans la plante, comme
les stomates. Une fois le pathogéne entré dans I'organisme, il va dans un premier temps avoir un mode
de vie biotrophe et continuer sa progression entre les cellules végétales. Ce n’est que par la suite que
Fg va pénétrer dans les cellules, conduisant a une mort cellulaire et des nécroses, et donc présenter
alors un mode de vie nécrotrophe. Ces deux caractéristiques font donc de Fg un pathogéne
hémibiotrophe. Un mode de vie hémibiotrophe se caractérise par une longue période d’infection sans
symptoémes apparents suivie par une forte augmentation de la biomasse fongique consécutive a un

fort épisode nécrotique (Kazan et al., 2012).

Différents mécanismes impliqués dans la virulence de Fg ont été décrits en fonction des tissus
infectés par le pathogene. Les mycotoxines ne semblent pas étre impliquées dans les premiers stades
de l'infection mais au contraire, les genes de biosynthése du DON sont activés lors de la dispersion du
pathogene des épis infectés vers les épis non infectés. Le rachis, axe central des fleurs disposées en
épi, va en effet constituer une barriere a la dispersion du pathogene. Ce dernier va activer par
conséquent la production de mycotoxines pour outrepasser cette barriére, mais les mécanismes sont
encore aujourd’hui inconnus (Kazan et al., 2012). De méme, Fg est aussi capable d’infecter le collet ou
les racines, mais une fois encore les mécanismes mis en jeu lors de l'infection ne sont, a notre
connaissance, pas encore connus. Néanmoins, chez une autre espece de Fusarium, Fusarium
culmorum, il a été démontré que les tricothécénes jouaient un réle dans la capacité du pathogene a
infecter le collet (Scherm et al., 2013). Mieux connaitre |'interaction entre un pathogéne et son héte
doit permettre de mieux identifier quels peuvent étre les moyens de lutte contre ce pathogéne et

comment on peut améliorer leur efficacité.




Chapitre 5 - La lutte intégrée dans le controle de Fusarium

graminearum

A. Notions d’IPM (Integrated Pest Management), la lutte
intégrée contre les nuisibles

L'intensification de I'agriculture a conduit a une surconsommation de produits chimiques, que cela soit
les engrais ou les pesticides. Si I'idée de produire durablement n’est pas nouvelle (Ehi-Eromosele et
al., 2013), la prise de conscience du potentiel danger lié a I'utilisation de ces produits a conduit a
I’émergence de nouvelles méthodes, en particulier dans la lutte contre les nuisibles. De ces nouvelles
idées est née la notion de lutte intégrée vis-a-vis des nuisibles. La lutte intégrée doit permettre une
gestion plus durable des agro-écosystémes et moins polluante pour le futur, en réduisant I'utilisation
des pesticides, tout en essayant de maintenir les rendements. La lutte intégrée repose sur 5 catégories
d’actions complémentaires (Figure 7) : la prévention du risque lié aux nuisibles, le suivi des risques, la
prise de décision quant a la solution a appliquer, I'action curative et I'’évaluation du processus afin
d’améliorer chaque action (Barzman et al., 2015). Les nuisibles sont aussi bien des mauvaises herbes,
des insectes que des pathogenes. Par des actions combinées, les IPM visent a lutter non plus contre
un seul nuisible mais a agir sur plusieurs fronts pour améliorer la protection globale de la plante
cultivée. Les différentes pratiques liées a I'lPM sont tres bien décrites dans différents revues et ne
seront pas décrites avec plus de détails dans cette synthese (Barzman et al., 2015; Ehi-Eromosele et

al., 2013; Pretty, 2008; Vreysen et al., 2007).

Grace a ces différentes pratiques, I'objectif est de réduire I'incidence des nuisibles (c’est-a-dire
les maintenir a un seuil acceptable, sans chercher a les éradiquer complétement) en limitant
I'utilisation des pesticides de synthese, qui sont utilisés en ultime recours. Grace aux IPM, la nature est
remise au coeur de la lutte contre les nuisibles. Pour cela, des études approfondies sur I’écologie des
nuisibles, sur la définition d’un seuil acceptable de présence des nuisibles, sur les stratégies de lutte
sont nécessaires ainsi que la transmission du savoir acquis aux hommes de terrains mais aussi aux
décideurs en charge de la politique agricole. Si les IPM présentent des avantages importants, comme
la gestion durable des agrosystémes et la réduction des risques liés a I'agriculture pour les écosystémes
et la santé humaine, ils ne sont pas sans désavantages. En effet, les programmes IPM demandent une
grande connaissance du terrain d’application et un management de tous les instants, de l'identification
d’un probléme a I'application de la solution en passant par la prise de décision. Ceci demande un temps

de travail sur le terrain beaucoup plus important, qui est a prendre en compte, car il peut avoir des




répercussions sociales et économiques sur les exploitations. De plus, les programmes IPM peuvent
étre dépendants des conditions climatiques sous lesquelles ils sont appliqués, n’assurant pas un succes
garanti de ces pratiques (Ehi-Eromosele et al., 2013). Dans la partie suivante, nous allons voir quels
sont les applications faites de ces IPM pour lutter contre Fg, pathogéne modeéle de ces travaux de

these.

What is IPM? PREVENT

Some pest problems can be prevented by using

ted M.

Pest tlsa science-based appipach thal resistant plants, planting early, rolating crops,
combines a variety of technlques By studying their life cycles using barriers against climbing pests, sanitation,
and how pests interact with the environment, IPM professionals and sealing cracks in buildings

can manage pests with the most current methods to improve
management, lower costs, and reduce risks to people and the
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Figure 7 - Les différents pratiques de I'lPM.

L'IPM met I'accent sur la combinaison de pratiques visant a réduire I'incidence de nuisibles tout en respectant au mieux la
santé humaine et environnementale. Dans cette image, les différentes actions complémentaires d’IPM sont décrites :
prévention, suivi, prise de décision, action curative, et évaluation du processus. Ces 5 actions permettent d’améliorer le
processus conduisant a réduire I'incidence d’un nuisible, autant en efficacité qu’en temps d’action. Tiré du site internet de
the entomological Society of America (ESA).

B. Les moyens de lutte contre Fusarium graminearum

B.1 Les moyens de lutte actuels : pesticides et variétés résistantes

Les fusarioses ont une forte incidence dans le monde entier, et la raison majeure semble étre le
manque de moyens de lutte, car les méthodes actuelles sont peu efficaces. Les fongicides ont
longtemps été utilisés en application foliaire (McMullen et al., 2012). Mais depuis une vingtaine
d’années, les méthodes de traitement avec des fongicides ont évolué. Les nouveaux traitements vont
cibler I'épi, au moment de la floraison (Edwards and Godley, 2010). Néanmoins, les effets restent tout
de méme contrastés (Blandino et al., 2006; Jones, 2000; McMullen et al., 2012) car les facteurs pouvant

perturber I'efficacité de ces traitements sont multiples. Wegulo et al. ont étudié la réponse de




différents cultivars de blé d’hiver a I’application de pesticides (Wegulo et al., 2011). lls ont pu montrer
que des cultivars modérément résistants a la fusariose comme les cultivars Harry ou Truman avaient
en présence de F. graminearum une meilleure réponse aux traitements pesticides que les cultivars
sensibles comme Tomahawk ou Overley. D’apres une étude de Simpson et al., en fonction du fongicide
utilisé, les réponses du pathogene ne vont pas étre les mémes (Simpson et al., 2001). Par exemple, le
Tébuconazole (famille chimique des triazoles) va étre capable de contréler les populations de Fusarium
ainsi que les concentrations en DON mais pas I’Azoxystrobine (famille chimique des strobilurines), qui
lui va étre capable de contréler d’autres populations pathogenes responsables de la fusariose de I'épi
comme Microdochium nivale. Le moment d’application du fongicide est aussi important. La période la
plus vulnérable pour I'entrée du pathogéne dans la plante se situe au moment de l'anthése.
Néanmoins au champ, les périodes de développement des épis peuvent étre décalées dans le temps,
pouvant conduire a des difficultés vis-a-vis des périodes de traitement des cultures en fonction des

conditions climatiques (McMullen et al., 2012).

Les blés ne sont pas sans défense contre Fusarium. Il existe des variétés plus résistantes que
d’autres aux fusarioses et qui ont fait I'objet de recherches approfondies. Assez tot au 20°™ siecle,
I'importance de ces variétés a été reconnue et de nombreuses études ont été lancées pour répertorier
ces variétés (Pirgozliev et al., 2003). En 1963, Schroeder et Christensen proposent de classer ces
variétés résistantes en deux groupes : les variétés résistantes de type | qui sont capables de résister a
I'infection initiale, et les variétés résistantes de type Il qui vont étre capables de résister a la
colonisation de I'épi. Par la suite deux autres types vont étre ajoutés, le type Ill regroupant les variétés
qui vont étre capables de dégrader le DON et ainsi empécher son accumulation dans les grains, et le
type IV regroupant des variétés tolérantes a de fortes concentrations en DON (Bai and Shaner, 2004).
Le placement d’une variété dans I'une et/ou I'autre des catégories est défini par des tests en serre, ou
les modalités d’infection peuvent étre contrélées. En effet, I’évaluation en champ des résistances est
difficile a établir, car les conditions environnementales peuvent influencer I'interaction entre les blés
et le pathogene. Par exemple, la variété Sumai 3, une des variétés les plus résistantes, grace a une
résistance de type |l efficace, peut présenter des signes d’infections multiples lors de fortes pressions
parasitaires (Bai and Shaner, 2004). Dans le but de comprendre ces mécanismes de résistance, des
études sur les genes ont été réalisées. Dans un premier temps, les études se sont intéressées aux
réponses a l'infection par Fg des génes de défenses du type PR (Pathogenenis Related) en comparant
des variétés résistantes et sensibles ou bien des mutants de blé dont les génes de résistance ciblés ont
été délétés ou mutés. Dans les deux cas, les génes codant les protéines PR sont exprimés chez le blé,
6 a 12 heures aprés I'inoculation de Fg, atteignant un pic d’expression aprées 36h a 48h. Globalement,

les variétés résistantes expriment plus rapidement et plus intensément ces genes par rapport aux




variétés sensibles (Bai and Shaner, 2004). Mais malgré tout, ces réponses ne semblent pas étre les
facteurs clés de la différence de résistance a la fusariose entre les deux catégories de variétés. D’autres
enzymes impliquées dans la défense immunitaire ont fait I'objet d’études afin de déterminer leur
implication dans cette résistance comme la superoxide dismutase, la catalase, la phénylalanine
ammonium lyase, 'acide ascorbique peroxydase, ou l'acide ascorbique oxydase (Bai and Shaner,
2004). Les différentes études menées n’ont pas permis de mettre en avant un unique facteur clé
responsable de la résistance de certaines variétés, avec des résultats contrastés observés pour ces
différentes enzymes lors de l'interaction entre les différentes variétés de blés testées et Fg. La
conclusion qui ressort de ces différentes études est que la résistance du blé vis-a-vis de la fusariose

due a Fg est un phénoméne complexe.

C’est pour cela que les études se sont tournées vers |'utilisation des nouvelles technologies et
en particulier des techniques de puces a ADN permettant par des approches comparatives de mettre
en lumiéere des genes différemment exprimés entre deux conditions sur un grand nombre de génes en
méme temps. Ces analyses ont permis de mettre en avant des QTL (quantitative trait loci ou en frangais
des locus de caractéres quantitatifs). Les QTL sont des régions d’ADN qui sont associées a un caractére
quantitatif. Un caractére quantitatif est un caractere complexe dont la réponse correspond a une
variation continue, et pour lequel plusieurs génes vont intervenir pour un méme caractere. Ces génes
peuvent étre retrouvés dans tout le génome. Chez le blé, des QTL pour la résistance a fusariose ont
été retrouvés sur tous les chromosomes, excepté le chromosome 7D. Un caryotype de blé est constitué
de n x 7 chromosomes. Le blé peut étre diploide ou polyploide en fonction de I'espéce étudiée. Cette
polyploidie, correspondant au nombre de copies d’'un méme chromosome, peut varier de 4 a 6 copies.
Les blés hexaploides sont le fruit de la domestication, ils n’en existent pas a |'état sauvage. La méta-
analyse de Buerstmayr et al met en évidence trois QTLs qui sont les plus souvent retrouvés dans les
variétés résistantes, et donc représentent potentiellement des QTLs stables permettant leur utilisation
pour des croisements : le QTL Fhb1, localisé sur le chromosome 3B, le QTL Qfhs.ifa-5A, localisé sur le
chromosome 5A et le QTL Fhb2, localisé sur le chromosome 6B (Buerstmayr H. et al., 2009). Le QTL
Fhb1 est considéré comme le QTL majeur dans la résistance a la fusariose. Il explique jusqu’a 60% de
la variation phénotypique pour la résistance de type Il (Gunnaiah et al., 2012). Il semblerait que Fhb1
provienne de la variété Sumai 3 et son action semble étre liée a I'accumulation de dix transcrits
impliqués entre autre dans la biosynthese de la paroi cellulaire et dans deux grands mécanismes

généraux de défense (Jia et al., 2009; Rawat et al., 2016).

Si les connaissances sur les mécanismes de résistance sont encore peu nombreuses, cela n’a
pas empéché les agronomes de tous les pays d’identifier des variétés résistances et d’essayer de les

croiser avec des variétés présentant d’autres intéréts agronomiques. En effet, les variétés décrites




comme résistantes présentent souvent peu d’intéréts agronomiques (petit épi, longue maturité...).
Jusgu’a présent, peu de croisements ont été trés concluants, excepté pour une variété, Sumai 3, qui
comme vu précédemment, présente de tres bonne capacité de résistance vis-a-vis de la Fusariose, et
a fait 'objet de programmes de croisement en tant que parent résistant qui ont porté leur fruit (Bai
and Shaner, 2004), particulierement en Chine. Dans d’autres régions du globe, comme le Japon ou les
Etats-Unis, d’autres programmes de sélection ont été développés, sans néanmoins atteindre des
niveaux comparables de résistance et de rendement agronomique que les variétés hybridées avec
Sumai 3, ce qui explique que la plupart des blés résistants sont issus de croisements avec cette variété
(Bai and Shaner, 2004). Des croisements avec d’autres espéces proches de graminées résistantes,
comme Aegilops tauschii (ou Aegilops squarrosa) n’ont pas été non plus concluants en raison de traits
agronomiques obtenus non avantageux. Ainsi, Sumai 3 et ses dérivés restent toujours la meilleure
alternative contre la fusariose a travers le monde, en particulier contre la dispersion des symptémes
dans I'épi. A I’heure actuelle, les variétés résistantes semblent étre I'une des meilleures alternatives
pour lutter contre la fusariose. Néanmoins, d’autres méthodes peuvent étre utilisées pour réduire

I'incidence de Fg sur les cultures.
B.2 Les pratiques de lutte intégrée sur Fusarium graminearum

B.2.1 Les pratiques agriculturales

Parmi ces méthodes, les pratiques agriculturales peuvent jouer un réle non négligeable dans le
contrdle de I'inoculum de Fg initial. Comme décrit précédemment, I'inoculum primaire de Fg est
présent dans les résidus de cultures des années précédentes contaminés par Fg. Des pratiques
culturales comme le labour sont des moyens de réduire cet inoculum primaire. En effet, en enfouissant
les résidus des cultures dans le sol, le champignon va plus difficilement se multiplier. De plus, la
dissémination des spores va étre réduite car il est plus difficile a des spores de se disséminer quand
elles sont sous terre. De plus, le labour peut avoir une action mécanique sur les résidus de culture, en
les broyant et les disséminant. Ceci pourrait accélérer leur décomposition et ainsi réduire I'inoculum
primaire. Une étude réalisée par Miller et al., au Canada, a pu montrer les effets du labour sur
I'incidence de Fg sur 3 années (Miller et al., 1998). Alors que sur un champ non labouré, I'incidence de
Fg était respectivement de 79%, 55%, et 46% sur les années 1, 2 et 3, elle n’a été que de 20%, 40% et
13% dans le champ labouré. Néanmoins, il est possible de noter que malgré une réduction de
I'incidence, celle-ci reste assez variable au cours des trois ans, ce qui signifie que le labour a lui seul ne

permet pas une efficacité constante et que d’autres facteurs vont jouer sur cette incidence.




B.2.2 La rotation des cultures

La rotation des cultures semble jouer un réle non négligeable sur le contréle de I'inoculum primaire.
Des rotations avec des cultures non-céréaliéres permettent de diminuer I'incidence du pathogene au
moment de la culture de céréales (Pirgozliev et al., 2003). En effet, les cultures non-céréalieres et en
particulier les légumineuses ne sont pas connues pour étre des hotes de Fg. Ce qui signifie que pendant
cette période de rotation, I'inoculum primaire va diminuer. De plus, les débris végétaux laissés par ces
cultures ne seront pas contaminées par Fg, limitant la pression parasitaire pour les cultures suivantes,
contrairement a des rotations avec du mais qui elles seront propices au développement du pathogéne
(Dill-Macky and Jones, 2000). Néanmoins, les rotations avec les [égumineuses présentent un codt, car
ces cultures rapportent moins et sont donc encore peu utilisées. Mais elles présentent pourtant
I’avantage, en plus de diminuer I'inoculum primaire de Fg, de permettre au sol une régénération en

nutriments (nutrition azotée) et donc un sol de meilleure qualité pour les cultures suivantes.

B.2.3 L'utilisation d’engrais et la limitation de la présence de mauvaises herbes

Parmi les autres pratiques agriculturales, 'utilisation d’engrais semble avoir un impact négatif sur la
protection des cultures. Martin et al. ont observé qu’une augmentation de |'application d’azote, d'une
concentration de 70 a 170 kg N.ha* augmente I'incidence de Fg dans le champ (Martin et al., 1991).
Une étude similaire a été effectuée par Heier et al. qui ont conclu qu’une utilisation excessive de
fertilisants a base d’azote peut augmenter le niveau de mycotoxines ainsi que la sévérité de la maladie
(Heier et al., 2005). D’autres hypotheses peuvent étre avancées comme une augmentation des
ressources profitables au champignon ou bien l'influence de I'azote sur le potentiel hydrique de la
plante, rendant plus susceptibles les épis a I'infection par le pathogéne (Pirgozliev et al., 2003). Ainsi,
la gestion fine des utilisations d’engrais peut permettre de limiter I'incidence du pathogéne sur la
culture. Les mauvaises herbes peuvent constituer des hotes de Fg et donc des réservoirs. Si ces herbes
sont retrouvées dans des champs de culture, elles peuvent avoir un impact positif sur le

développement de Fg (Jenkinson and Parry, 1994).

B.2.4 l'irrigation

L'irrigation peut jouer un rdle dans la dispersion et I'incidence de Fg dans les cultures. En effet, le taux
d’humidité est un facteur clé pour le développement de Fg. En absence de chutes de pluie, I'irrigation
est le principal point de contrdle de I'eau dans le systéeme agricole. Des pratiques d’irrigation visant a
réduire le taux d’humidité a certains moments clés du cycle de culture du blé ont un impact positif sur

le controle de Fg. Ces pratiques visent principalement a éviter les événements d’irrigation pendant




I'anthése et les premiers stades de développement du grain, moment critique ou I'entrée du

champignon est favorisée (Wegulo et al., 2015).

B.2.5 L'utilisation de micro-organismes

B.2.5.1 Dans le contréle de I'inoculum primaire

Pour lutter contre le développement de Fg dans le sol et sur les débris végétaux, des bactéries ou
champignons peuvent étre utilisés. Ces micro-organismes peuvent avoir plusieurs réles : (i) accélérer
la décomposition de la matiére organique et donc limiter les supports sur lesquels les spores de Fg
peuvent se maintenir, (ii) utiliser des ressources nutritives qui ne seront plus disponibles pour Fg donc
au travers d’effets de compétition trophique, ou bien (iii) inhiber Fg via la production de composés
antagonistes qui vont directement influencer la capacité de Fg a se développer (Bujold et al., 2001;
Yuen and Schoneweis, 2007; voir p 64-65 et p113-114). Toutes ces pratiques visent a réguler I'inoculum
primaire, c’est-a-dire ce qui se passe en amont de I'infection. C'est une premiére étape non négligeable
pour réduire I'incidence de Fg sur les cultures, car plus I'inoculum primaire est limité, plus les chances
d’épidémies sont faibles. D’autres méthodes visent a réduire les chances d’infections et de dispersion

du pathogéne dans la plante ou vers les autres plantes.

B.2.5.2 Dans la lutte biologique lors d’une infection par Fusarium graminearum

De la méme maniére que les micro-organismes peuvent étre appliqués pour limiter la présence de Fg
sur les résidus de culture, ils peuvent étre utilisés en lutte biologique au cours de la culture du blé. Le
biocontrdle (ou Biological control, lutte biologique) peut donc permettre de réduire I'utilisation de
pesticides. En agriculture, le biocontrdle est souvent utilisé contre les insectes ravageurs de cultures
avec l'utilisation de parasitoides ou de prédateurs naturels. Mais depuis quelques années maintenant,
le biocontrdle s’intéresse aussi aux pathogenes microbiens des plantes. Et pour lutter contre ces
pathogenes, des micro-organismes peuvent étre utilisés, en particulier des bactéries et de
champignons. Qu'’ils soient utilisés vivants ou via I'utilisation de molécules qu’ils sécrétent, ces micro-
organismes constituent ce qu’on appelle des agents de biocontréle (Chandler et al., 2011). En effet, les
micro-organismes, bactéries ou champignons, peuvent étre capables de lutter contre les pathogénes
microbiens, grace a la production de métabolites secondaires ou des protéines (voir la revue ‘Exploiting
rhizosphere microbial cooperation for developing sustainable agriculture strategies’ au § VI), soit de
maniere directe par des effets d’antagonismes, soit par des effets indirects par la mise en place chez
la plante d’une résistance systémique induite (ISR en anglais pour Induced Systemic Resistance)
(Weller, 1988). Cette résistance, basée sur la reconnaissance de motifs bactériens de micro-organismes

non pathogenes, va permettre une élicitation des défenses dans toute la plante et pas seulement au




point d’interaction. Cette élicitation des défenses va permettre une réponse plus rapide et plus forte

au moment de l'infection par un pathogéne (Conrath et al., 2001; Van Loon et al., 1998).

Parmi ces micro-organismes, les bactéries du genre Bacillus, Pseudomonas, Lyzobacter et
Streptomyces ainsi que les champignons du genre Cryptococcus, Clonosachys, Trichoderma et
Aureobasidium ont été décrits comme de potentiels agents de biocontrdole (Pirgozliev et al., 2003;
Wegulo et al.,, 2015; Yuen and Schoneweis, 2007). Dans le cas ou ils sont utilisés pour réduire
I'incidence de Fg au niveau de sa dispersion dans les épis, ces BCA (Biological Control Agent ou agent
de biocontrole) sont appliqués directement sur les épis. Leurs effets ont aussi été montrés dans le

cadre du contréle de I'inoculum primaire en particulier pour Clonosachys (Xue et al., 2014).

Les BCA, par leurs modes d’action multiples, réduiraient les probabilités d’apparition de
résistances chez Fg, constituant ainsi un atout majeur a leur utilisation par rapport aux autres moyens
de lutte. Malheureusement, a I'heure actuelle, aucun BCA n’est enregistré et commercialisé
spécifiguement contre Fg (Yuen and Schoneweis, 2007). De plus, dans les essais au champ, les résultats
obtenus avec les BCA contre Fg ne sont pas tres concluants et ne confirment pas les espoirs dans ces
produits issus des tests en serre (Pirgozliev et al., 2003). Les raisons sont multiples. Certaines sont
semblables aux problémes rencontrés avec les pesticides : le moment de |'application des BCA doit
étre en adéquation avec le début de l'infection par Fg. D’autres raisons sont plus spécifiques de
|"utilisation de micro-organismes comme par exemple I'établissement des micro-organismes dans leur
nouvel habitat ou bien I'obtention des conditions nécessaires a la synthése des métabolites
responsables de leur activité de biocontréle. De plus, en fonction de la variété de blé utilisée, la
colonisation des BCA peut étre différente ainsi que I'amplitude de leur effet (Jochum et al., 2006).
Toutefois, des études ont pu montrer des effets positifs de |'utilisation combinée des pesticides et des

BCA, qui permettait une amélioration de la protection (Wegulo et al., 2015).

Plus globalement, I'utilisation de microorganismes phytobénéfiques afin de développer des
stratégies pour une agriculture durable et la compréhension des mécanismes de coopération que ces
derniers peuvent établir avec d’autres micro-oganismes et avec les plantes ont fait I'objet de la revue
‘Exploiting rhizosphere microbial cooperation for developing sustainable agriculture strategies’, parue

dans Environmental Science and Pollution Research en 2018 et présentée ci-apres.
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Abstract

The rhizosphere hosts a considerable microbial community. Among that community, bactena called plant growth-promoting
rhizobactena (PGPR) can promote plant growth and defense against discases using diverse distinet plant-beneficial functions.
Crop inoculation with PGPR could allow to reduce the use of pesticides and fertilizers in agrosystems. However, microbial crop
protection and growth simulation would be more efficient if cooperation between rhizosphere bactenal populations was taken
into account when developing biocontrol agents and biostimulants. Rhizospheric bactena live in multi-species biofilms formed
all along the root surface or sometimes inside the plants (i.c.. endophyte). PGPR cooperate with their host plants and also with
other microbial populations inside biofilms. These mteractions are mediated by a large diversity of microbial metabolites and
physical signals that tngger cell-cell communication and appropriate responses. A better understanding of bactenial behavior and
microbial cooperation in the rhizosphere could allow for a more successful use of bactena in sustamable agriculture. This review
presents an ecological view of microbial cooperation in agrosystems and lays the emphasis on the mam microbial metabolites
involved in microbial cooperation, plant health protection, and plant growth stimulation. Eco-fnendly moculant consortia that
will foster microbe-microbe and microbe-plant cooperation can be developed to promote crop growth and restore biodiversity
and functions lost in agrosystems.

Keywords Rhizosphere - Microbial cooperation - Microbial consortium - Microbial metabolites - Biocontrol - Sustainable
agnculture - Cell-cell communication - Quorum sensing

Introduction

In the mid-twenticth century, the green revolution ensured
food security to face the mereasing world population, but it
had negative impacts on the environment due to the intensive
use of fertilizers and pesticides m ecosystems dedicated to
agnculture and livestock. Anthropogenic impacts led to sig-
nificant changes in communities naturally present in
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ecosystems, in particular in the soil that contains diverse bac-
terial, archacal, fungal, viral, and animal communities
(Bardgett and van der Putten 2014). This soil biodiversity
contributes to many ccosystem services, such as water storage,
carbon sequestration, maintenance of the soil structure, plant
productivity, or pest and disease suppression (Barnos 2007).
Plant-associated microbial communities play a pivotal role in
plant nutrient acquisition, in nitrogen and carbon cycling (Van
Der Heipden et al. 2008), and also in helping crops tolerate
biotic and abiotic stresses (Vacheron et al. 2015). Interactions
among organisms are important for the good functioning of
agrosystems. A second green revolution is currently on its
way; it aims to maintain mproved crop yields while using
reduced levels of chemical inputs and water. In that respect,
finding altematives to the use of chemicals for plant discase
control and plant growth stimulation and developing sustain-
able agniculture strategies are pivotal issucs.

Plants are typically associated with a large diversity of mi-
croorganisms that can be defined as the plant microbiota. The
plant and its leaf. root, and endophyte microbiotamake up the
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plant holobiont (Rosenberg and Zilber-Rosenberg 2016). As
for other cukaryote hosts, microbiota are major drivers of host
evolution by contributing to their growth, behavior, and adap-
tation to the environment. Inside the rhizosphere, 1.c., the soil
zone under the influence of plant roots, some root microbiota
microorganisms, called plant growth-promoting rhizobactena
(PGPR), promote plant growth by improving plant nutntion
(via siderophore production, phosphate solubilization, or ni-
trogen fixation), by modulating plant hormonal pathways (via
auxin production, deamination of l-ammocyclopropane-1-
carboxylate). or by protecting plants against pathogens and
parasites (Vacheron et al. 2013). In the latter case. PGPR are
called biocontrol agents and can also protect plant heath by
cliciting induced systemic resistance (ISR) (Thomashow
2016). In addition, they can also interact with other plant ben-
eficial rhizosphere microorganisms by improving the estab-
lishment of symbiosis between Rhizobium and Fabaceae
and between mycorrhizal fungi and plants. Rhizobia and my-
corrhizal fungi respectively supply nitrogen and phosphate to
the host plants. In the latter case. PGPR are defined as
mycorrhiza-helper bactena (MHB) (Deveau and Labbé 2016).

In the rhizosphere, microorganisms benefit from 20% to
50% of photosynthetic carbon (Haichar et al. 2014) directly
transferred by plant roots or released through mycorrhizal hy-
phal naworks (Kaiser et al. 2015). In exchange for C mput
into the hyphosphere, mycorrhizal fungi retrieve iron, nitro-
gen, or phosphate resources from the soil surrounding plant
roots (Finlay and Clemmensen 2017). If organisms difler in
their nutnient needs, they will be unlikely to compete: as a
consequence, cooperative interactions may be favored be-
tween partners, particularly within multi-species biofilms
formed all along the plant root surface (Burdman et al. 2000;
Couillerot et al. 2011).

Microorganisms indeed commonly live in biofilms formed
in contact with surfaces or at the level of interfaces. A huge
number of articles have demonstrated that cells inside biofilms
are in a diflerent physiological state than when they evolve as
single planktonic cells (Prigent-Combaret et al. 1999;
Nakamura et al. 2016; Reyes-Pérez ct al. 2016). Cells are
embedded inside an extracellular matrix that they collectively
produced (Prigent-Combaret et al. 2000; Prigent-Combaret
ct al. 2012; Flemming et al. 2016). Sessile cdls are usually
(a) over-expressing genes involved in sessile biofilm lifestyle,
such as exopolysacchandes and fimbnae, and (b) repressing
the expression of genes involved m motile lifestyle, such as
those encoding flagellae and chemotaxis components (Drogue
ctal. 2014). The close contact of cells inside these heteroge-
ncous three-dimensional structures s conducive to exchanges
of (a) nutrients and waste, (b) molecular communication sig-
nals (including quorum sensing (QS) molecules, antibiotics,
cyclo-lipopeptides, and volatile organic compounds among
others), (¢) genetic material, and (d) physical signals
(Flemming et al. 2007, 2016; Prindle ct al. 2015; Humphries
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et al. 2017). The rapid spread of signaling molecules among
cells within biofilms facilitates biotic mteractions among the
different microbial components (Nadell et al. 2016). Gradients
of nutnients, dioxygen, or metabolites established within these
three-dimensional structures can lead to differential gene ex-
pression in the cells of the different biofilm pants. Clusters of
cells performing the same function may be formed in biofilms.,
In this way, the labor achieved by the overall biofilm micro-
biota 1s divided between distinet microbial cell clusters
(Wamick and Kolter 2000; West and Cooper 2016). Social
relationships among cells in a biofilm can be compared to
the functioning of social insects living in colonies. Social phe-
notypes play a major role in the spatial structuning of
microbiota (Nadell et al. 2016). Indeed, microbial cells that
produce public goods, i.c., compounds that are energetically
costly to produce but pivotal for all cells, will typically have
the best effects on their closest neighbors (Kreft 2004). From
an evolutionary viewpoint, cooperative interactions might be
promoted in biofilms and plant microbiota between cells pro-
ducing public goods (e.g., extracellular enzymes, secondary
metabolites like indole or antimicrobial compounds,
siderophores, exopolymers, such as cellulose) and cells that
do not produce them.

In this review, we address (a) the ecological significance of
cooperative interactions between bactenial populations i the
rhizosphere, (b) the role of cell-cell chemical and physical
communication in root microbiota functioning, and (¢) wheth-
er better knowledge of these issues can help design new strat-
egies to better stimulate plant growth and protect plants
against discases and to develop novel relevant biocontrol
products or biostimulants.

Social behavior in microbial communities

Inall ecosystems, species coexist and maintain different inter-
actions with one another. While social behaviors are widely
known to play amajor role for macro-organism fitness. only in
the last decade has growing attention been paid to social be-
haviors in the microbial world (Crespi 2001). Social behaviors
are indeed widespread n microbial life and mvolved in differ-
ent types of biotic interactions (Damore and Gore 2012). They
contribute to colonization of ecological niches by microorgan-
isms, host infection, and invasion by parasites and pathogens,
resistance to invaders, and cooperation.

Ecological significance of microbial cooperation

Coopenation involves at least two partners, i.¢., a donor and a
recipient that interact with cach other. the interaction causing
beneficial eflects on the recipient, and positive or negative
cffects on the donor (West ct al. 2006). Two types of cooper-
ation can be differentiated (Fig 1): (a) mutal benefits, with




Environ Sci Pollut Res

Plant roots L
51
DIVISION OF g =]
LABOUR o { >
= I i
COOPERATION
INTERDEPENDENCY

o,

e | Microblal cooperation for
NON QS ] = motility, blofilm formation, [ Qs ]
‘ 4 {-\ H antiblotic production
] >, s
Multispecies biofilm on e 1 g [

I)}\ antibioties
\__ A {ooel:

Interkingdom interaction

= blocontrol and phytostimulation

Fig. 1 Coopenation in the rhizosphere microbial community and wle in
host protection against disease and host growth stimulation. It appears
that microbial plant protection cannot ensue from one multifunction
biocontrol bacterial strain but may result from multi-function microbial
consortia. The rhizosphere microbial community is a combimation of
several interacting bacterial populations (represented in yellow, green,
blue, and red). Cooperation implies different mechanisms, such as
mutualism (mutual benefits, with positive effects on both the donor and
the recipient) and altruism (one donor produces “public goods™ for the

positive eflects on both the donor and the recipient, and (b)
altruistic relationships, with positive effects on the recipient
and negative effects on the donor (West et al. 2007a).

From an evolutionary viewpoint, cooperation mvolving
mutual benefits 18 much more stable because this behavior
promotes the fimess of both partners thanks to direct benelits
for both the donor and the recipient. The mechanisms
allowing for mutual benefits are divided into two groups:
non-enforced cooperation (Lemmar and Hammerstein 2010)
and enforced cooperation (West et al. 2007b). As regards
enforced cooperation, different mechanisms are involved, like
reward, reciprocity, or punishment. These mechanisms are
well-described among social insects (Ratnieks and
Wenseleers 2008) but less so among microorganisms.

Symbiotic interactions between arbuscular mycorrhizal
fungi and plants can involve reciprocal rewarding. Plants
can detect the best fungal partners and reward them with more
carbohydrates that benefit the fungi. In response, mycorrhizal
fungi will increase nutrient transfer to plant roots (Kiers et al.
2011). Mutual rewarding permits convergence toward an evo-
lutionary stable interaction between the two partners thanks to
bidirectional control of the relationships. Mycorrhizal fungi

Public goods
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community that will not necessanly benefit to it). These interactions
control microbial behavior and may result in host plant prokedion and
growth stimulation. Cooperation mechanisms involve many microbial
compounds that act in bacterium/bacterium and plant/bacterium
interactions. They can modulate bacterial behavior inside communities
(biofilm formation, antibiotic production, motility ...) and can mediate
inter-kingdom effects on host plants (e.g. increase ISR, promote plant
growth)

(MF) can also cooperate with bacteria on a reciprocity basis,
particularly with bactenia able to solubilize phosphorus. The
carbon released by MF can allow phosphate-solubilizing bac-
tena (PSB) to grow at their close proximity, leading to in-
creased phosphorus availability to MF as a consequence of
PSB population increase in the hyphosphere. When MF-
inaccessible phosphorus is not limiting in the environment,
PSB can strongly enhance MF hyphal growth, and thereby
allow for beneficial reciprocity between the microbial partners
(Zhang ct al. 2016). Punishment can be involved in plant-
microbe interactions. One powerful example is the relation-
ship between non-fixing rhizobia and legumes (Denison
2000). If rhizobia happen to cheat by reducing the level of
dinitrogen they fix in nodules, the plant will “punish™ them:
it will reduce their finess by reducing the resources available
to rhizobia from non-fixing nodules (Kiers et al. 2003).

In the case of altruism. the donor will ensure a service that
is costly to sdf-produce and will benefit to recipients that do
not produce it (Fig. 1). Some altruistic behaviors have been
described in mult-cellular bacterial communities, especially
in biofilms, like production of exopolysaccharides and cell-
cell signaling molecules that can be considered as public
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goods and are determining factors in biofilm formation (Kreft
2004). How can a behavior that does not lead to direct benefits
to the donor be conserved by natural selection? To understand
this feature, it is important to remember that microorganisms
do not usually grow mdependently from one another in most
environments: they evolve in biofilms that offer advantages to
microbial populations, e.g.. increased protection against abi-
otic stress and improved access to nutrients. Altruistic behav-
1ors will ultimately lead to increased biofilm formation, a pos-
iive feature for both the donor and the recipient; that is why
altruism might be compatible with natural selection.
Programmed cell death is another example of altruistic behav-
ior. Cell death can lead to the release of nutrients to the restof
the bactenial community. Under stressful conditions, bactenia
control cell death of part of the population using toxin-anti-
toxin systems. Under non-stressful conditions, toxins and an-
titoxins bind to each other and inhibit the activity of toxins on
their cellular targets, while under stress conditions, antitoxins
are degraded and allow toxins to bind to their cellular targets
(Allocati et al. 2015).

Division of labor in cooperative microbial
communities

Division of labor 1s a common process in cooperative socic-
tics, such as those formed by social animals (anthills, bee-
hives, etc.) and humans. Itsplits complex tasks within a com-
munity to make them simpler to perform by individuals or part
of the community. and more efficiently at the whole commu-
nity level (Fig. 1). In these types of organizations, individuals
perform functions that are beneficial to the whole community.
In microbial populations, division of labor may exist as ob-
served for macro-organisms., Selection and evolution of coop-
crative relationships might be considered accordingly at the
population or community levels, and not at the individual
level as proposed by Nowak (2006). Nitnfication is one ex-
ample of division of labor in soils. It occurs in two stages: (a)
nitritation corresponds to oxidation of ammonia or ammoni-
um into nitntes and (b) nitratation corresponds to oxidation of
nitrites into nitrates. These two essential steps in the nitrogen
cycle are carnied out by different microorganisms: (a) by
ammonia-oxidizing bactena (AOB) (e.g.. nitrosobacteria)
and ammonia-oxidizing archea (AOA) for nitnitation and (b)
by nitrite-oxidizing bacteria (NOB) (e.g.. mtrobactena) for
nitratation (Ward 2013). Spliting the accomplishment of a
functional process pemnits a better process rate, while com-
pleting a whole process provides for a better process yield
(Costa ct al. 2006). Nitrification was long thought to be nec-
essarily performed by two types of functional groups, AOB
and NOB, with the conclusion that natural selection had fa-
vored better nitrification rates than better yield. However, it
recently tumed out that certain bactenal populations are capa-
ble of accomplishing the full nitnfication cycle (Santoro
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2016). This new discovery raises important evolution and
ecological questions.

Division of labor in a microbial community scems to be
based on functional specialization of populations engaged
in cooperative interactions. Vacheron et al. (2016) screened
a collection of around 700 Pseudomonas rhizosphere iso-
lates recruited by maize for the presence/absence of 18
plant-beneficial functions contributing to plant nutrition,
hormone, and antimicrobial compound production.
Bacteria were shown to belong to seven distinet fluorescent
Pseudomonas subgroups, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mandelii, Pseudomonas jessenii,
Pseudomonas koreensis, Pseudomonas corrugata,
Pseudomonas chlororaphis, and Pseudomonas protegens.
They harbored a mean of 3.6 plant-beneficial functions, and
no more than 9 functions. Therefore plants seem to favor the
recruitment of bactena with a limited number of functions in
their rhizosphere. We can hypothesize that, a bacterium with
few functions will be more productive for these given func-
tions than a bactennum with many functions that would be
less efficient in performing cach of them. In addition, the
distribution of plant-beneficial functions was studied
among the seven fluorescent Pseudomonas sub-groups.
For most of these functions, distribution was heterogencous
among subgroups: for instance, 2,4-diacetylphloroglucinol
(DAPG) production was most prevalent in P. protegens and
I -aminocyclopropane- l-carboxylate (ACC) deaminase
production was most prevalent in P. corrugata. This result
suggests that Pseudomonas subgroups specialized in
performing distinet functions. Bactenal specialization may
strengthen cooperation between bacterial populations
evolving in a same niche.

This feature echoes with the Black Queen hypothesis
(Mormris et al. 2012). This theory conceptualizes how
sclection can lead to dependence in microbial communitics
(Fig. 1). It started from the observation that, in
co-cvolutionary biotic interactions, such as mutualistic
symbiosis, deletion of redundant functions n genomes is
often observed, more particularly in endosymbionts. In
bactena, loss of genomic material is often associated with
loss of functions. The theory indeed states that the func-
tions lost by certam microbial populations n the commu-
nity will be performed by other microbial populations in
their vicinity, and these functions will be beneficial to
them. Genome reduction is at the basis of this hypothesis:
reduced genome size means fewer functions and specialization
of tasks achieved by bacterial populations.

Coupling metatranscriptomics and metaprotcomics to
metagenomics may help to better understand how labor is
divided between microbial populations in the rhizosphere,
how populations cooperate with one another and with plants,
and more widely the way microbes function within the niche
(Smith 2001; Tanouch: et al. 2012; Wang et al. 2013).
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Chemical and non-chemical signaling
involved in the control of microbial

cooperation, phytostimulation,
and biocontrol

Many cooperative interactions take place in concert in the
rhizosphere, 1.c., both among microbial populations and be-
tween microbial populations and plants, and the sum of all of
their impacts determmes overall plant growth and health.
Microbial interactions are mediated by a great diversity of
metabolites. An estimated 17% to 42% of predicted ORFs in
microbial genomes could be dedicated to their biosynthesis
(Phelan et al. 2012). The rhizosphere 1s a zone with a huge
diversity of molecules, such as cyclic lipopeptides,
siderophores, quorum sensing molecules, and antibiotics
(Keohane ct al. 2015). Some of these compounds contribute
not only to biocontrol eflects but also to plant health protec-
tion (Venturi and Keel 2016). Some others are involved in
microbial cooperation and contribute to inter-kingdom inter-
actions (for mstance between bactena and plants, fungi, or
nematodes) (Fig. 1) (Audram et al. 2015).

The following section focusses on molecules involved in
microbial cooperation in the rhizosphere that directly or indi-
rectly influence plant protection against discases and plant
growth stmulation by the root microbiota. Cell communica-
tion involves mediators that induce signaling pathways and
appropriate responses in the microbial or cukaryotic
recipients.

Quorum sensing

Quorum sensing (QS) 1s the most common communication
system in the bactenal world. It prevails in both Gram-
negative and Gram-positive bacteria, and even in Archea.
QS allows bactena to monitor their density and to coordinate
the expression of genes involved in basic bactenal functions,
such as cell division or mobility. It can also regulate functions
allowing bactena to adapt to a given environment, like lumi-
nescence, virulence, production of extracellular enzymes and
antibiotics, or biofilm formation (Elias and Banm 2012). This
process is mediated by different small molecules and auto-
inducers, such as N-acyl-homoserine lactones (AHLs), small
peptides, furan denvatives (auto-inducer system type 11, Al-2),
quinolones, butyrolactones, or unsaturated fatty acids
(Table 1) (LaSarre and Federle, 2013).

One major QS mediator type: AHL

In Gram-negative bactena like Proteobacteria, QS is common-
ly mediated by AHLs. QS systems are classically composed of
a LuxI-family synthasc that synthesizes the AHL signal. Then,
AHL interacts at quorum concentrations with a cognate LuxR-
family transcription factor and affects target gene expression
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(Ventuni and Fuqua 2013). AHLs are small molecules synthe-
sized from S-adenosylmethionine; they differ among species
according to the length of their acyl chamn, the number of acyl
groups, and the number of hydroxyl functions (Pierson 2000).
Many soil and rhizosphere bacteria from the species
P. chlororaphis, Pseudomonas putida, Pseudomonas
syringae, and the genera Bwrkholderia, Serratia, Erwinia,
and Ralstonia are known to use QS to control functions in-
volved in rhizosphere survival and plant health protection or
growth stimulation (Venturi and Keel 2016). AHLs are
ennched m the rhizosphere, reflecting the high cell density
and intensity of communication events occurnng among mi-
croorganisms (Rosier et al. 2016).

AHLs are important for intra- and interspecies communi-
cation in the rhizosphere and also play a major role in biocon-
trol. They have an effect on biocontrol activities through the
regulation of antibiotic production in Pseudomonas rhizo-
sphere strains. For instance, phenazine antibiotics in
Pseudomonas aureofaciens 30-84 and in P. chlororaphis
PCL1391 are synthesized under the positive control of the
LuxR-type regulator PhzR, which is activated by N-
hexanoyl-homosenine lactone (HHL) (Haas and Keel 2003).
AHLs may also have inter-kingdom action. Some are recog-
nized by plant receptors and can modify plant gene expres-
sion. Medicago truncatula responds to AHL exposure by sig-
nificantly changing the content of over 150 proteins
(Mathesius et al, 2003). One third of the proteins differentially
regulated mn response to AHL treatment depends on AHL
structure, especially on the lipid chain length. In addition,
AHLs produced by PGPR can induce plant systemic resis-
tance agamst pathogens, promote plant growth. and stimulate
root system development (Venturi and Fuqua 201 3; Hartmann
and Rothballer 2017). For example, C10-HSL affects primary
root growth, lateral root formation, and root hair development
(Ortiz-castro et al., 2008). AHLs from the rhizosphere strains
Serratia liguefaciens and P. putida also increase systemic re-
sistance of tomato plants against the pathogen fungus
Alternaria alternata by inducing salicylhic-acid-dependent de-
fense genes (Lareen ct al. 2016; Schuhegger ct al. 2006).
Bacterial AHLs also have an impact on certain fungi. For
example, Pseudomonas aeruginosa 3-0x0-C12 homosenine
lactone inhibited Candida albicans filamentous growth
(Hogan et al. 2004). However, up to now, the effect of QS
on mycorrhizal fungi has been poorly documented (Frey-Klett
ctal. 2011). Given the importance of QS in the rhizosphere, it
would be innovative to better evaluate the role of AHLs on the
control of root microbiota population networks and on plant
stimulation and biocontrol in agro-systems,

Other QS mediators

Other compounds than AHLs can be involved in QS. For ex-
ample, recent studies identified aryl-HSLs, a-pyrones, and
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Table1 Example of microbial compounds implicated in biocontrol and microbial cooperation
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dialkylresorcinols as chemical messengers from Proteobactena,
with similar mechanisms of action as AHLs. These compounds
were evidenced in Bradyrhizobium, Photorhabdus
luminescens, and Photorhabdus asymbiotica, respectively
(Brameyer ct al. 2015).

Another class of QS molecules in Gram-negative bactena
are diffusible fatty acids (DSF) produced by rhizosphere spe-
cics, like Burkolderia sp. and Stenotrophomonas maltophila
(Ventuni and Ked 2016). S. maltophila can produce antifungal
compounds like maltophilin (Jakobi et al. 1996). DSF-
dependent QS in 8 maltophila regulates properties that can
contribute to biocontrol, such as the ability to compete for
nutrients and ecological niches (i.c., eflicient root coloniza-
tion, iron chelation). However, the way maltophilin produc-
tion 1s regulated in S. maltophila is stll unknown (Alavi et al.
2013). Nevertheless, some bacterial strains belonging to
Burkolderia sp. and S. maltophila are opportunistic patho-
gens. Therefore, they cannot be used as biocontrol agents untl
proof’is made that the selected strains belong to different clus-
ters of strams from those of human pathogens.

The auto-inducer Al-2 is another mediator that mediates
interspecics communication ( Waters and Bassler 2005). Al-
2 synthasc is present in genomes of both Gram-negativeand
Gram-positive species. Interspecies quorum sensing involv-
ing the Al-2 system not only is limited to interactions
among bacteria but also occurs between bacteria and fungi
(Elias and Banin 2012). Further rescarch will have to be
performed to determine whether interactions mediated by
Al-2 could impact the biocontrol and phytostimulation
properties of thizobacteria.

Quorum quenching

QS plays key roles in cooperative interactions within the root
microbiota and in regulating PGPR effects, especially in bio-
control, but itis also involved in the control of virulence gene
expression in many bacterial pathogens. For example, viru-
lence of the economically consequential plant pathogen
Pectobacterium atrosepticum is modulated by QS AHLs
(Faure et al. 2009). Inhibiting plant pathogen QS, also named
quorum quenching (QQ). is a biocontrol strategy that recently
emerged as powerful for sustainable agriculture development
(Faure et al. 2009).

The QQ strategy involves various compounds with differ-
ent mechanisms of action (Table 1). Enzymes like lactonases,
reductases, oxidases, or amidases degrade or modify AHL
chemical functions and thereby prevent QS. QS inhibitors
(QS1) arec molecules that can interfere with auto-inducer syn-
thesis independently of direct modifications of their structures.
They can have an antagonistic effect on auto-inducer receptors
or can inhibit the transduction of auto-inducer signals
(Hirakawa and Tomita 2013). These molecules may have a
low environmental impact on agrosystems as compared to

chemical pesticides currently used in crop cultures
(Grandelément et al. 2016). QSis are produced by bactena,
fungi, oranimals, but the main source of natural QSis ishigher
plants. Thar chemical structures are diverse: up to now, no
direct correlation has been established baween QSimolecular
structure and their targets in QS pathways (Grandclément
ctal 2016).

Numerous bacteria present in the root microbiota can pro-
duce QSis or degrade/modify AHLs. For example, genera like
Bacillus, Delftia, Rhodococcus, Pseudomonas. and
Ochrobactrin can degrade Pectobacterium QS molecules.
Rhodococcus envthropolis has recently been proposed as a bio-
control agent against Pectobacterium. R. enthropolis does not
inhibit pathogen growth, but it efficiently prevents
Pectobacterium QS signals from accumulating, thereby limit-
ing its virulence (Barbey et al. 2013; Dessaux et al. 2016).
Morcover., biodegradable products, such as y-caprolactone
and y-heptanolactone, may be used to merease growth and root
colonization of R. envthropolis populations in order to protect
potato plants against Pectobacterium (Cirou et al. 2007). Host
plants can also produce enzymes like lactonase to degrade QS
mediators from pathogenic strains. Studies using transgenic
potato and tobacco plants expressing the Bacillus lactonase
synthase gene (aiiA) showed enhanced resistance to
Pectobacterium carotovorum infection (Dong ct al. 2001).

The efficiency of a given QSi molecule depends on the
pathogen. As aconsequence, the efliciency of QSis as biocon-
trol molecules has to be studied and charactenzed for cach of
the targeted pathogens (Grandelément et al. 2016). As QS
communication is widespread in root microbiota bacteria
and regulates directly or indirectly many diverse plant benefi-
cial functions in PGPR, QQ may also have a negative impact
on the positive effects of biocontrol driven by the root micro-
biota. Hence, clicitation of ISR by Serratia marcescens de-
creased in genetically modified plants that expressed the
Bacillus lactonase gene aiiA (Ryu ct al. 2013).

To conclude, QQ can be a powerful biocontrol strategy, but
more studies are needed to identify its impact on the cooper-
ative interactions between microbial populations within the
root microbiota and plants in the ficld.

Signaling compounds that do not belong to the QS
system

Antibiotic production in the rhizosphere

Antibiotics can be defined as a chemically heterogeneous
group of small organic molecules of microbial ongin that have
deletenious eflects on the growth or on the metabolic activities
of other microorganisms (Thomashow ct al. 1997). However,
this definition gradually shified over time: even if antibiotics
may inhibit microbial growth or be implied in competiive
interactions or in defense against predators (Jousset and
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Bonkowski 2010; Keohane et al. 2015), they could be in-
volved in intercellular signaling within microbial communi-

tics (Combes-Meynet et al. 2011). Similarly to a majonty of

biological metabolites, their actvity s dose-dependent. At
high concentrations, they can be a weapon against other bac-
teria, while at sub-lethal concentrations, they can have diverse
otherroles (1.¢., control of biofilm formation, motility, biosyn-
thetic pathways) in the bacterial world (Raaiymakers and
Mazzola, 2012; Combes-Meynet et al. 2011; Couillerot et al.
2009). They also have inter-kingdom signaling effects on
plants or ectomycorrhizal fungi and thereby can play a role
in promoting plant growth (Brazelton et al. 2008; Jousset and
Bonkowski 2010; Riedlinger et al. 2006).

Rhizobacterial strains can produce a great diversity of an-
tibiotics (Table 1). This property is fundamental for their bio-
control potential. For example, PGPR belonging to the fluo-
rescent Pseudomonas group can produce antimicrobial com-
pounds, such as 2.4-diacetylphloroglucinol. phenazin,
pyrrolnitrin, or pyoluteorin (Vacheron ct al. 2016; Haas and
Keel 2003). Other rhizosphere genera like Streptomyces or
Bacillus also produce a wide range of antimicrobial com-
pounds involved in their biocontrol properties (Traxler and
Kolter 2015; Solanki et al. 2015).

Antibiotic production is influenced by microbial interactions
(Rosier et al. 2016). Some anubiotics have a broad spectrum
and allow bactena to defend themselves against predators like
bacterivorous nematodes and protozoa (Brazelton ct al. 2008;
Jousset and Bonkowski 2010). The presence of bacterivorous
cukaryotes may enhance bactenal antibiotic production, which
1s energy-consuming and has to be adjusted according to the
predation risk (Jousset and Bonkowski 2010). For example, the
model predator Acanthamoeba castellanii induces antibiotic
production by the biocontrol strin P. fluorescens Q2-87
(Jousset and Bonkowski 2010). The hypothesis formulated by
Jousset et al. n 2010 is that bacteria perceive predators by
sensing chemical compounds they excrete and respond to them
by enhancing their antibiotic production.

2,4-Diacetyl phloroglucinol

2.4-Diacetylphloroglucinol (DAPG) is one of the most
intriguing compounds synthesized by Pseudomonas. At high
concentrations, this phenolic compound has a large spectrum
of antimicrobial properties against bacteria, fungi, and
helminths (Couillerot et al. 2009). However, at low concen-
trations, it also has signaling propertics and allows coopera-
tion between PGPR in the rhizosphere, leading to synergetic
growth promotion eflfects on plants. At low concentrations,
DAPG acts as a cell-cell communication signal that simulates
auxmn production in Azespirillum and m tum wheat growth
(Combes-Mcynet ct al. 2011). Moreover, it can have inter-
kingdom signaling activity on plants by regulating the auxin
biosynthesis pathway and altering root architecture (Brazelton
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et al. 2008). Modulation of auxin production can hence have
an impact on symbiosis between plants and ectomycorrhizal
fungi (Deveau and Labbé 2016). On the other hand, auxin
modulates the gene expression of phiA involved in the
DAPG biosynthesis pathway and induces DAPG production
by P protegens strain CHAO (de Werma ctal. 2011). Antibiotic
biosynthesis could be regulated by the presence of other anti-
biotics or thizosphere mediators. For example. DAPG synthe-
sis in CHAO is repressed by metabolites, such as salicylate or
pyolutenne (Schnider-Keel et al. 2000).

Regulation of rhizobactenal antibiotic production by pred-
ators like A. castellanii could play an impontant role in bio-
control strategies. DAPG production was indeed strongly in-
duced in the presence of amocba supematant, and DAPG ap-
peared as a powerful toxin against amocba (Jousset et al.
2010). However, increased DAPG concentrations may also
play a role in biocontrol because they have an antagonistic
effect on plant pathogens and can protect plants agamst them.
Therefore, microbial interactions between A. castellanii and
P. fluorescens might increase the biocontrol potential of
PGPR. To conclude, the presence of amoceba in the soil can
favor Pseudomonas biocontrol potential and rhizospheric bac-
tenal cooperation (Jousset et al. 2010; Jousset and Bonkowski
2010; Weidner et al. 2016).

Phenazines

The phenazine molecular family gathers metabolites shar-
ing a phenazine nucleus. It includes a large diversity of
compounds whose activity and specificity difler according
to the nature and position of substituents on the heterocy-
clic ring (Mavrodi et al. 2006). They are produced by a
wide varniety of bacterial genera, especially soil bacteria
like Pseudomonas or Streptomyces (Zhang ct al. 2015).
Phenazines are important biocontrol molecules produced
by rhizosphere bacteria, thanks to their antimicrobial ac-
tivity agamst a large spectrum of microorganisms (Price-
Whelan et al. 2006).

Phenazines produced by Pseudomonas spp. are much sim-
pler than Streptomyces phenaznes, with only carboxy- and
hydroxy-substituted derivatives. They exhibit strong antifun-
gal activity (Mavrodi et al. 2006). For example, phenazine-1-
carboxamide (PCA) produced by P. chlororaphis PCL1391
controls tomato foot and root rot caused by Fusarium
oxysporum [. sp. radices-lvcopersici (Chin-A-Woeng ct al.
2000). PCA 1s also active in vitro against Gaeumannomyces
graminis and several other wheat root pathogens at concentra-
tions as low as 1 ug/ml (Thomashow and Weller 1988).
Morcover. phenazines are mvolved in induction of ISR in
tomato and bean against Botrvtis cinerea (Chin-A-Woeng
ctal 1998).

Phenazine metabolites are key mediators of biocontrol, by
both inhibiting plant pathogens and increasing plant defense
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agamst pathogens. However., phenazine compounds are also
involved in signaling mechanisms in bactenal communitics
and can regulate many phenotypes and functions in bacteria,
like the size of bacterial colonies, biofilm formaton, or iron
chelaton (Raaiymakers and Mazzola 2012; Keohane et al.,
2015). For example, altering the ratio of phenazine denvatives
PCA and 2-OH-PCA produced by P chlororaphis aflects bio-
film formation at different steps: (a) during initial attachment,
(b) at the mature biofilm stage, and (¢) at the biofilm dispersal
stage (Maddula et al. 2008).

Lipopeptides

Lipopeptides (LPs) are composed of a lipid tail linked to a
short linear or cyclic oligopeptide; in the latter case, com-
pounds are called cyclic LPs (Raaijymakers et al. 2010).
Their structure confers to them amphipathic and
biosurfactant properties (Table 1). They are produced by
non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) from fungi
and bacteria, including rhizosphere biocontrol strains
from the Bacillus, Streptomyces. and Pseudomonas gen-
era. Their large structural diversity is due to differences in
the length and composition of their fatty acid tails, as well
as in their peptide ring structure (Berry et al. 2010;
Raaijmakers et al. 2006). These compounds share differ-
ent biological functions. such as (a) motility, (b) attach-
ment to surfaces, (¢) antagonism, and (d) parasitism
(Raaiymakers et al. 2010).

LPs from Pseudomonas and Bacillus PGPR are the most
extensively studied, and a wide diversity of compounds has
been reported (Ongena and Jacques 2008). They play a role in
motility, biofilm formation, and biocontrol activity (Dcbois
ctal. 2008; De Bruiyn et al. 2007, 2008; Kuiper et al., 2004).
Root colonization and biofilm formaton are indeed the first
key steps permitting the efficient expression of biocontrol
properties (Burdman et al. 2000).

Compounds like massetolide A or amphasin from
Pseudomonas and surfactin from Bacillus are involved in bac-
terial cell aggregation and cell movement coordmation during
swarming (Raaijmakers et al. 2006; Debois ctal. 2008). Other
Pseudomonas LPs like arthofactin and putisolvin are also m-
volved in biofilm formation and maturation (Roongsawang
et al. 2003; Kuiper et al. 2004). The surfactant properties of
putisolvin [ and Il influence the biofilm structure of the pro-
ducing strains, but also their capacity to break down biofilms
formed by other populations (Kuiper et al. 2004).

LPs also play a dircet role in biocontrol owing to
their antimicrobial properties. The biocontrol properties
of Bacillus sp. against P. syringae in Arabidopsis sp.
roots depends on surfactin concentrations (Bais et al.
2004). Protection of tomato by P fluorescens against
Phytophthora infestans is correlated with massetolide A
production (Tran ¢t al. 2007).

Volatile organic compounds (VOCs)

Volatile organic compounds (VOCs) are mostly small mole-
cules with low molecular mass and high vapor pressure
(Table 1). They belong to different chemical families, such
as alkenes, alcohols, benzenoids, aldehydes, ketones, or ter-
penes (Audrain et al. 2015). Most microbial VOCs are con-
sidered as side products of primary and secondary metabolites
and are sull poorly studied (Venun and Keel, 2016; Schmadt
etal 2015).

Volatile compounds are known to be involved m inter-
kingdom interactions with plants, animals, or fungi. and they
arc essential for long-distance mteractions in microbial com-
munitics (Audrain et al. 2015). Some of these volatile metab-
olites can act as signals and mfluence microbial behavior in
biofilm formation, virulence, and stress tolerance. For exam-
ple, nitric oxide (NO) at low concentrations can induce bio-
film dispersal in a large number of bacterial species, like
P. aeruginosa. S. marcesens, or Bacillus licheniformis
(Barraud ¢t al. 2009). However, NO also induces biofilm pro-
duction in a few species, such as in Azospirillum brasilense
(D1 Palma et al. 2013). This compound also plays a funda-
mental role in cukaryotic organisms. Scvenal studies have re-
ported its implication in plant growth (leaf expansion and root
growth) and in the activation of plant defense responses
(Dumer and Klessig 1999).

Certain volatile metabolites belong to the indole family
(Blom etal. 2011). These compounds are signaling molecules
involved in bacterial behavior and physiology, and
hostbacterum mteractions (Lee and Lee 2010; Lee et al
2015). For example. ndole modulates anubiotic resistance in
Escherichia coli, P. putida, or P aeruginosa, promotes biofilm
formation in Agrobacterium tumefaciens and Burkholderia
unamae strains, or on the contrary, inhibits biofilm formation
in Acinetobacter baumannii or oleivorans strains (Lee et al.
2015). Indole-denved compounds also interfere with QS in a
few rhizosphere specics like P chlororaphis or S. marcesens
(Hidalgo-Romano et al. 2014). In addition to their role in
PGPR biofilm formation. they have an impact on plant growth
and plant defense (Lee et al. 2015). Indole promotes root de-
velopment in Arabidopsis thaliana by mterfenng with the
auxin signaling machinery (Bailly et al. 2014). Morcover.
plant auxins are indole denvatives: this reflects the determin-
ing role of indole in plant development (Lee and Lee. 2010).
Indole and its derivatives have a large array of actions in the
plant rhizosphere, so more studies are needed to get a better
knowledge of theirrole in bactenal cooperation, plant protec-
tion, and plant growth.

Acctoin and 2.3-butancdiol are other important volatile
compounds produced by PGPR. For example, their produc-
tion by Bacillus subtilis in the A. thaliana rhizosphere pro-
motes ISR and helps protect the host plant against
P. carotovorum (Ryu 2004). It is also important to note that
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2.3-butanediol increases phenazine production in
P aeruginosa (Venkataraman ¢t al. 2014). In light of this, it
would be nteresting to determine if this compound can in-
crease phenazne production in PGPR. These two compounds
were detected in PGPR strains that triggered plant growth
promotion through VOC production, and exogenous applica-
tion of 2,3-butanediol resulted in a dose-dependent stimula-
tion of plant growth (Ryu et al. 2003).

Other VOCs are implied in biocontrol owing to their anti-
microbial properties agamst fungi and bactena. For example,
P, fluorescens and Serratia plvmuthica produce antimicrobial
volatile compounds, like dimethyl disulfide. methanediol. and
methanethiol acetate, which have a bacteriostatic effect on
A. tumefaciens and Agrobacterium vitis, two broad-spectrum
plant pathogens (Schmidt et al. 2015). The role and wide
diversity of VOCs were recently highlighted in discase-
suppressive soils (Cordovez et al. 2015). Most of them were
produced by Actinobactena belonging to the Streptomyees
genus. They inhibited Ralstonia solani growth and promoted
plant shoot and root biomass (Cordovez et al. 2015). Some
VOCs modulate Brachypodium distachyon (L.) Beauv bio-
mass production and root system architecture, but their chem-
ical structures have not been identified yet (Delaplace et al.
2015).

Non-chemical signaling communication

Besides the involvement of chemical communication in biotic
interactions among microbial populations, other forms of mi-
crobial communication were recently discovered thanks to
advances in nanotechnologies. This was the case for physical
communication, which long went unsuspected in the microbi-
al world. Physical communication is less affected by diflusion
constraints than chemical communication and thereby may be
propagated through a large number of different media, includ-
ing the rhizosphere. This communication type can afford
faster and greater signal transfer in large-scale spaces than
chemical communication. In bactena, three types of physical
signals have been deseribed: (a) electrical signals, (b) electro-
magnetic and acoustic wave signals, and (c¢) physical contact.

As far as clectrical signals are concerned. particular pili
synthesized by Geobacter sulfurreducens. called nanowires,
allow for extracellular electron transfer (Reguera et al. 2005).
In B. subtilis, an clectrical signal can be propagated under the
form of potassium waves overa long distance through a bac-
terial community biofilm (Prindle et al. 2015). This type of
communication system shares some similarity with the ner-
vous system of animals by allowing information to spread to
different cells over long distances.

Bacteria can also communicate via acoustic waves (Norris
and Hyland 1997). For example, Bacillus carboniphilus cells
emit acoustic waves between 8 and 43 kHz (Matsuhashi et al.
1998). These acoustic waves are implied in favoning colony
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formation under stress conditions (1.¢., under non-permissive
conditions of KCL concentrations and temperature). Different
E. coli sains can emit strain-specific acoustic waves (Cox
2014). In an onginal way, Sarvaiya and Kothan (2015) eval-
uated the effect of classical Indian music (with frequencies
between 38 and 689 Hz) on growth and secondary metabolite
and antibiotic production of several bacteria meluding human
pathogens, such as S. marcescens, Staphylococeus aureus, or
Streptococcus pyogenes. Positive effects of sound waves were
observed on the growth of several strains, and changes in
production of pigmented metabolites and greater sensitivity
to antibiotics were also recorded. Yet, the precise mechanisms
involved in acoustic wave communication are unknown. We
can hypothesize that vibrations are sensed by bacterial
mechanosensitive ion channels, which in mm tnigger adequate
responses in the organism exposed to such signals. Thanks to
the development of nanotechnologics, new research programs
will investigate this unforeseen kind of communication that
could play an unsuspected role in microbial cooperation in the
rhizosphere.

Tactile communication is another type of physical commu-
nication (Dubey and Ben-Yehuda, 2011). B. subtilis synthe-
sizes nanotubes that directly connect two cells to cach other.
These nanotubes render the direct transfer of cytoplasmic
compounds between cells possible, as well as of non-
conjugative plasmids. They are involved in both intra- and
interspecific communication, and may contribute to coopera-
tive interactions in the rhizosphere, with potential positive
impacts on plant heath and growth.

Various communication systems have been descnbed as
involved in the biotic cooperative interactions between
micro- and macro-organisms in the rhizosphere and the
hyphosphere. It is obvious that progress should be accelerated
to apply existing knowledge about microbial communication
under controlled conditions to agro-systems and to the design
of new strategies and methods for sustainable cropping.

Toward the commercial use of microbial
consortia for biostimulation and biocontrol
purposes

A few microbial consortia are tested in the field, and some of
them are available on the market, The majonty of these con-
sortia are mostly based on the addition of microbial plant-
beneficial functions. Cooperation has been empirically
exploited in some inoculants, but in most cases. without
studying the ways microbial components in a consortium co-
operate with one another and with the plant. In addition, it
must be taking into account that specific responses to consor-
tia might be observed according to plant genotypes and to soil
charactenstics as those factors are affecting biostimulation and
biocontrol effects of rhizospheric cooperative microorganisms
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(Vacheron et al. 2013). This is probably due to the complexity
of these interactions and the difficulty to mvestigate them in
soil agro-systems.

From greenhouse to field applications of microbial
consortia

As carly as 1995, Belimov and colleagues inoculated barey
with several bactena. They used three different bactenal gen-
era: Azospirillum, Arthrobacter, and Agrobacterium.
Azospirillum and Arthrobacter strains were used as nitrogen
fixers. while the Agrobacterium strain was used as a
phosphate-solubilizing bacterium (Belimov et al. 1995),
These three bacteria were moculated as dual mixed cultures
of Azospirillum-Arthrobacter or Azospirillum-Agrobacteriim,
or as smgle cultures, on up to three barley vaneties, in green-
house expeniments and in the field. Inoculation with a consor-
tium allowed a better nutrient supply to the plants than single
inoculations. In particular, plant mineral nitrogen uptake and
phosphate uptake increased. Furthermore, in an acidic soil, the
ability of Azospirillum to establish in the soil wasimproved by
the presence of Arthrobacter and Agrobacterium through un-
known mechanisms, However, improved viability of
Azospirillum, a well-known plant growth stimulator, could
explain the beneficial effects of the bactenal mixtures on the
plants. Similar studies were conducted by Wu and collabora-
tors on maize grown in non-sterile soil in greenhouse (Wu
et al. 2005). They evaluated the effects of moculation of my-
corrhizal fungi (Glomus mosseae or Glomus intraradices) in
the presence of diflerent bactena with specific characteristics:
an N-lixer (Azotobacter chroococcum), a P-solubilizer
(Bacillus megaterium), or a K-solubihizer (Bacillus
mucilaginosus). As in Belimov's study, inoculation of the mi-
crobial consortium promoted maize growth, both at high and
low fertilization levels. It was partly due to greater bioavail-
ability in nitrogen, phosphorus, and potassium for the maize
plants as a result of microorganism inoculation. In addition,
the consortium improved the soil chemical characteristics (i.c.,
organic matter and total nitrogen contents). The authors also
showed that the mycorrhizal fungi had a higher capacity to
infect maize roots in the presence of bactenia. However, high
mycormhizal infection levels of maize negatively impacted
phosphate- and potassium-solubilizing bactena, for reasons
unexplamed in that study. Singh and Kapoor used a consor-
tium of two phosphate-solubilizing bacteria (Bacillus
circulans and Cladosporium herbarum) and a mycorrhizal
fungus (Glomus sp.88) to inoculate wheat in a phosphate-
and nitrogen-poor sandy soil in a greenhouse assay (Singh
and Kapoor 1999). They compared the plant-beneficial effects
of single microorganisms and mixtures of microorganisms,
Inoculation with the three microorganisms together best in-
creased grain and straw yields as compared to non-
mnoculated wheat or single-inoculated wheat. This increase

in growth was correlated with the increase in phosphorus
and nitrogen contents m different plant parts (gram, straw,
total plant). In addition, the authors studied the culturable
bactenal and fungal populations able to solubilize phosphate.
While introduction of B. circulans positively impacted the
phosphate-solubilizing bactenial populations but did not im-
pact fungal populations, inoculation of C. herbarum positive-
ly impacted fungal populations. Glomus mnoculation had a
rather low impact on both bactenal and fungal phosphate-
solubilizmg populations. When the three micro-organisms
were co-inoculated, both bactenal and fungal populations n-
creased. This correlated to enhanced wheat yields, as well as
enhanced phosphorus and nitrogen contents, and established a
Iink between increased nutrient uptake tnggered by soil bac-
tenal and fungal plant-beneficial populations on the one hand,
and enhanced plant growth on the other hand. Several studies
support that bioavailability of essential clements to the plant
such as nitrogen, phosphorus, or potassium is improved by
crop moculation with microbial consortia (Zaidi et al. 2004;
Rudresh ct al. 2005; Kim ct al. 2010).

Consortia can also help plants better tolerate abiotic stress-
es (Nadeem ctal. 2013). Wang et al. (2012) studied the effects
of inoculation of a consortium on cucumber plants under
drought stress. The Bacillus—Serratia consortium made the
plants tolerant to drought by protecting cell integnty, main-
taining photosynthetic efliciency, and increasing the activity
of certain anti-oxidases to prevent reactive oxygen species
(ROS) induced by drought stress from accumulating. Other
mechanisms have been described as involved in drought re-
sistance; they are reviewed in Vurukonda et al. (2016).

Consortia are also involved in plant tolerance to salt
stress. The effects of four consortia based on halotolerant
bactenia belonging w five genera (Enterobacter, Serratia,
Microbacterium, Pseudomonas, and Achromobacter) were
tested on wheat under two different salt concentrations in a
climatic growth chamber. Most of the consortia, and espe-
cially those contaming endophytic bactena, increased the
emergence, growth, and biomass of wheat plants as well
as the activity of superoxide dismutase, which is involved
in oxidative stress reduction (Barra et al. 2016). Several
plant hormones are produced by PGPR, or their concentra-
tions inside plants are regulated by PGPR, such as auxin
(Lambrecht et al. 2000), ethylene (Glick et al. 2007), or
gibberellins (Bottini et al. 2004). These molecules are in-
volved in plant growth stimulation (Dodd et al. 2010;
Egamberdieva 2013) and tolerance to abiotic stress (Calvo
et al. 2014). They might also participate to the positive ef-
fects of certain microbial consortia on plants, in addition to
improving plant nutrition or alleviating the effects of abiotic
stress. However, we still need to increase our knowledge of
the mechanisms of action triggered by whole consortia on
plants, and how these mechanisms are regulated among
consortium partners over time.
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Two excdlent reviews provide an overview of works car-
ried out on consortia used for biocontrol purposes (Pérez-
Montaiio et al. 2014; Sarma et al. 2015). Most of the studies
evaluated the effectiveness of bactenal consortia in protecting
host plants against pathogens by quantifying plant growth
(biomass and yield) as well as disease symptoms. Most studies
report that consortia performed better than individual strains.
Both direct antagonistic effects on pathogens and induction of
plant systemic resistance (priming effect) have been de-
scribed. Using a combination of strains with distinct biocon-
trol traits can ensure that at least one trait will be eflicient in
the field (Lucas et al. 2009; Sarma et al. 2015).

Most of the studies using consortia for biostimulation or
biocontrol purposes were camied out under controlled condi-
tions. However, ficld evaluation was also performed in several
cases, and the better performance of consortia versus individ-
uals was confirmed (Snnivasan and Mathivanan 2009; Kumar
et al. 2011; Sharma et al. 2012). Unfortunately, the mecha-
nisms leading to the beneficial eflects observed with consortia
in the ficld are mostly unknown. However, it is possible to
suggest that the observed effects ensue from the mechanisms
highlighted under controlled conditions. Nevertheless, a few
studies showed negative interactions between consortium
members in the field (Larsen etal. 2009), or contrasted results
between greenhouse trials and field trials (Smyth et al. 2011).
Morcover, the impact of consortium mtroduction into an agro-
system has rarely been studied (Sharma et al. 2012). Their
cfiects on the microbial community, i.c.. on microbial struc-
ture, diversity, and activity. as well as on the macro-organisms
present in the soil, remain to be investigated. Their introduc-
tion can be experienced as a soil disturbance and unbalance
the ccosystem that may no longer function optimally
(Bardgett and van der Putten 2014). With the advent of -
omics methods, means are now available to understand in
which directions the plant microbiome that plays a pivotal role
in plant growth and health is evolving (Van Der Heijden et al.
2008; Berendsen ct al. 2012; Berg et al. 2014). The use of
consortia can be an innovative way to explore how the plant
microbiome works, and decipher how biotic interaction net-
works in rhizosphere might shift in response to consortium
inoculation.

Regulatory viewpoint

From a European regulation viewpoint, the introduction
of new products on the market, including microorganisms,
thoroughly differs from biostimulation and biocontrol,
even more so if applications of microbial consortia are
intended. We will not consider the particular case of the
USA in the present paper because authorization of new
biostimulant products differs among states, as no common
law exists at the federal level.
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Biostimulation

The biostimulation field currently suffers from non-
hammonized regulation in Europe, with different possibilities
to access the market depending of the country (i.¢.. declarative
system, authonzation with evaluated product, simple notifica-
tion, and mutual recognition). Biostimulant products are con-
sidered as a whole, and their authonzation is not always relat-
ed to their efficiency which is evaluated only in few countries
like France or Belgum (Le Mire et al. 2016). The global
efficiency criterion is preferred, considering the balance be-
tween positive and negative effects, and the economical eval-
uation of the product.' Thus, biostimulant products are char-
actenzed by “what they do more than by what they are” (du
Jardin 2012). A project of European harmomization s current-
ly on its way: it should be implemented m 2018 m order to
increase the level of quality of these products and accelerate
their commercial development.

These products and their components must prove a cer-
tain innocuousness and non-toxicity toward animals,
plants, and the environment, supported by studies or the
existing scientific literature. Authorized products are often
isolated from the soil and present profiles with low envi-
ronmental risks. Considenng this, the use of microbial
consortia for biostimulation purposes appears to be limit-
less, and several products using associations of microor-
ganisms are already available for sale on the basis of their
independent and/or complementary potential.

Biocontrol

Registration of microorganisms for biocontrol purposes fol-
lows exactly the same procedure as other conventional pesti-
cides. Each strain of a consortium must be considered as an
independent active substance and be subjected to a strict eval-
uation by the authorities in order to be included in Annex I of
the European Commission Regulation 540/2011. Once ap-
proval has been granted, companies can propose the products
to the countries where they want to market them. Each country
will then approve or reject the product according to its own
critenia. It is now obvious that in the case of consortia, this
form of approval does not take into account the possible in-
teractions between the active substances characterized sepa-
rately. This question has been addressed for decades
(Thompson 1996). However. the diversity of new molecules
and products that permanently reach the market clearly limits
the possibility of an exhaustive viewpoint of this issue. In the
case of microorganisms, the only products authonized for plant
protection and containing several organisms contain strains
charactenized for their individual biocontrol activity. To our
knowledge. there is presently no biocontrol product sold

! htps://'www .eppo.int/.
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worldwide containing a microorganism consortium as an ac-
tive substance. Would-be pioneers in this field will have to
deal with the cumrent regulatory constraints and push for the
evolution of their restrictive frame in order to defend a unique
property only found within a microbial consortium and not
expressed by separate microorganisms.

Conclusion

The massive use of pesticides and fertilizers has had adverse
ccological impacts on soils and their productivity (Jacobsen
and Hjelmso 2014). Plant and soil microbial communities
appear to have been particularly impacted by the use of chem-
ical inputs that was correlated to a loss of biodiversity in
agrosystems (Johnsen et al. 2001; Singh et al. 2015; Nettles
ctal. 2016). In addition, mono-cropping has also considerably
reduced field plant genetic diversity, leading to negative ef-
fects on the control of pathogen populations (Kennedy et al.
2002): once pathogens are established, they can invade ficlds
where low genetic diversity of plant resistance prevails as a
result of monoculre. In the Yuanyang region of China, the
spread of the rice blast fungus (Magnaporthe orvzae) was
studied n nce agrosystems. The association of two rice vari-
cties grown at the same time in the field provided better pro-
tection of rice against the discase as a whole (Liao et al. 2016).
M. oryzae populations were controlled thanks to the different
defense mechanisms from cach of the nce varieties, allowing
for a better control of fungal virulence and spread.
Biodiversity losses can cause loss of organisms ensuring spe-
cific roles in agrosystems (Jacobsen and Hjelmso 2014), lead-
ing to their dysfunctioning and de facto reduction of their
productivity. In response to the 50% reduction of chemical
pesticide use by 2025 in France (Ecophyto I1 plan), more
rescarch efforts are needed to produce efficient
microorganism- or natural substance-based pest control prod-
ucts. In recent years, biostimulants and biocontrol products
have been the focus of main rescarch development.
However, up to now, these products have often been com-
posed of only one microorganism. However, as emphasized
in this review, microorganisms arc rarely alone in natural en-
vironments, live in communities, and develop many coopera-
tion strategies with other microbial populations. Considenng
consortia of microorganisms for the devdopment of new plant
protection products therefore appears as a relevant issue.
Some phammaceutical or agri-food industries have already tak-
en into account this capacity of micro-organisms to cooperate
and to be more eflicient when living m concert (Supaphol
et al. 2006: Brenner et al. 2008; Chaucheyras-Durand and
Durand 2010; Sabra et al. 2010; Smith 2011; Shong ct al.
2012). These consortia can be used to partly restore the soil
biodiversity and therefore potentially lost functions within
agrosystems. Such restoration may allow weakened

agrosystems to function properly again. Since the discovery
of the detnmental effects of intensive agriculture, new, more
environment-fnendly and ecologically balanced methods of
integrated crop production and pest control have been re-
quired (Cardinale et al. 2003; Bianchi et al. 2006; Crowder
and Jabbour 2014). Exploiting rhizosphere microbial cooper-
ation can participate in overcoming this challenge.
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Ce qUu’il faut retenir de la partie

L’agriculture a suivi un long processus d’évolution, entrecoupé de révolutions qui ont
permis différentes avancées. La derniére révolution en date, ayant introduit I'utilisation
d’intrants chimiques et la sélection variétale, a permis un accroissement de la
production agricole et une explosion démographique dans le monde en moins d’un

siecle.

Cette intensification de I'agriculture n’est pas sans conséquence sur I’environnement, et
en particulier sur la biodiversité. La fragmentation des paysages ainsi que la toxicité de
certains produits chimiques utilisés sont deux des principaux facteurs expliquant la

baisse de biodiversité globale.

Pour lutter contre les pathogénes de plantes et réduire I'utilisation de pesticides, des
méthodes alternatives sont explorées, en particulier la lutte biologique, dont les

biopesticides font partie. Ces méthodes sont regroupées sous le terme IPM.

Parmi les pathogenes des céréales, en particulier chez le blé, Fg représente un acteur
majeur, a la fois par son incidence, sa production des mycotoxines et les moyens de lutte

a son égard encore relativement limités.

Les bactéries représentent un avenir prometteur dans la lutte biologique grace a leur
capacité d’antagonisme et d’induction d’une résistance systémique chez le blé. Une
meilleure compréhension des interactions au niveau d’un sol entre les différents
protagonistes de la lutte (plante, micro-organismes, macro-organismes) sont la clé pour

espérer le succes des biopesticides.




Partie 1

La sélection des souches a fort potentiel de biocontréle contre

Fusarium graminearum, pathogene du blé

(Publication en cours de soumission a Plos One)
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Abstract

Biological control is a great hope for reducing the use of pesticides, which are harmful to the
environment and human health. Among the products used in biological control are biopesticides.
Biopesticides are microorganisms or molecules produced by microorganisms that will be able to
interact with either a plant or the pathogen of this plant to reduce the growth of the pathogen and
limit its impact on the growth of the host plant. The genera Bacillus, Pseudomonas and Trichoderma
are the most common genera found in biopesticide products. When new products are developed, the
search for new strains is mostly based on the screening of strains able to inhibit in vitro a pathogen of
interest via antagonistic effects. Strains with no in vitro effect are discarded and not tested in planta.
Is the selection of bacterial agents according to their antagonism effects the best way to get effective
biocontrol products? In other words, is promoting the antagonistic potential of strains more effective
than selecting strains on the basis of their ability to induce plant protection despite low in vitro
inhibitory effect? To answer these questions, we used wheat and its pathogen Fusarium graminearum
as a study model. The results obtained allow us to highlight strains which do not have inhibition
phenotypes in vitro but good efficacy in planta. Thus, developing a biopesticide against F. graminearum

must be mainly based on the direct screening of strains for their protective activity on wheat plants




against Fusarium Head Blight, rather than on their in vitro antagonistic effects on F. graminearum

growth.

Introduction

Since the Green revolution, the way of crop production has changed. This revolution allowed the
mechanization of agriculture but also the first use of chemicals compounds designed by humans to
improve health and productivity of plants. By improving the quality and the yield of plant productions,
and controlling agricultural pests, chemicals fertilizers and pesticides brought beneficial effects to the
society among other social benefits (Aktar et al., 2009; Cooper and Dobson, 2007). All these benefits
allowed the worldwide population to expend. But since 1963 and the book ‘Silent spring’ (Carson,
2002), the negative impacts of pesticides on the human health, wildlife and environment were
extensively reported (Kohler and Triebskorn, 2013). These negative impacts can occur at different
levels from individual to communities, affecting the whole ecosystem balance. As a main reason of this
effect, less than 0,1% of the pesticides used for pest control reach accurately their targets (Pimentel,
1995; Shao and Zhang, 2017), leading the rest of the active substances to the ecosystems. Methods
were developed to evaluate the impact of pesticides on the environment, and they allowed to show
that pesticide applications must be reduced to limit human health, environmental contamination and
reduced soil fertility (Levitan et al., 1995; van der Werf, 1996). Simultaneously, new biological ways of
production were developed to control pests in agriculture, among a global strategy called Integrated
Pest Management (IPM). One mechanism involved in IPM strategies consists to the use of natural
predators, competitors or pathogens of pest targets, known as biological control agents (BCA). These
methods are grouped under the biocontrol strategies. The principle of biocontrol is to maintain the
pest targeted to a threshold below the limit responsible of negative impacts on the plant. Indeed, some
microorganisms from soils have been shown to have beneficial effects on plant growth and health (Avis
et al., 2008). The mechanisms involved are quite diverse, ranging from production of antimicrobials to

increasing the bioavailability and assimilation of essential nutrients such as nitrogen or phosphorus




(Vacheron et al., 2013). In the hope of finding highly active biocontrol bacteria, the number of studies
reporting screening of bacterial libraries against pests have grown exponentially.

In this study we chose to work on the Wheat-Fusarium graminearum (Fg) pathosystem. Fg is a well-
known pathogen of cereals and particularly wheat, capable of inducing four types of diseases:
damping-off, root-rot, crown-rot, and fusariosis of the ear. The latter is a main threat in wheat
production because the pathogen is capable to secrete mycotoxins making grains unsuitable for
consumption. Because of its life cycle, the Fg chemical control solutions are not very effective (D’'mello
etal., 1998; Mesterhazy et al., 2003; Milus and Parsons, 1994). In the literature, some bacterial genera,
such as Bacillus or Pseudomonas are often found as bacteria used for biocontrol of Fg in the wheat
(Dal Bello et al., 2002; Nourozian et al., 2006; Pan et al., 2015; Schisler et al., 2002; Zhao et al., 2014).
More rarely, other genera like Stenotrophomas (Dal Bello et al.,, 2002), Acinetobacter and
Chryseobacterium (Khan and Doohan, 2009), Streptomyces and BreviBacillus (Palazzini et al., 2007) are
explored. These bacteria are often derived from either the rhizosphere soil of wheat, or from ears or
grains, especially in the case of targeting endophytes (Pan et al., 2015). The isolations, made from soil
or plant samples, are carried out on selective (Nourozian et al., 2006) or generalist media (Moussa et
al., 2013; Palazzini et al., 2007). The methods of selection of these bacteria are often rely on the ability
of the strains to inhibit the growth of the Fg fungus in vitro. These bacteria are then tested in planta in
a greenhouse, or directly in the field, on large or small scales (Khan and Doohan, 2009; Schisler et al.,
2002). In all the studies, screening steps allow to eliminate bacteria that do not show antagonistic
effects on Fg, either by the inhibition of growth or the reduction of the mycotoxin concentration. But
moving from laboratory to field trials is often leading to bad performances and inconsitent results.
Thus, literature confirms that screening is essentially made firstly on in vitro inhibition assays against
a plant pathogen of interest and that secondly, only the best bacteria are selected for plant protection
assays. But, does selecting the best bacteria in vitro guarantee success in planta? In order to answer

|II

this question, we performed in this work a “classical” selection of bacterial strains made from in vitro

tests against Fg, in order to classify the bacteria from our library in different categories of in vitro




activities. A wide selection of candidates harboring both high and low in vitro activities was then tested
in a greenhouse disposal to confirm the first screening step. A particular focus was made to keep some
bacterial genera that were not found in the literature, in order to test in planta their potential

porotective activity against F. graminearum.

Material and Methods

Constitution of the bacterial strain library

In order to access to a wide diversity of bacterial strains, the library was built from 4 different wheat-
growing soils from 4 locations in France, i.e. La Cote Saint André (LCSA, silty loam luvisol, Isére, France)
(El Zemrany et al., 2006), the Limagne basin near Clermont-Ferrand (clay-rich soil vertisol, Clermont-
Ferrand, France) (Joly et al., 2015), Trellins (45°43'42.1"N 4°01'34.6"E) and Yzeure-sur-Creuse
(46°48'39.8"N 0°49'47.2"E). For each sampling site, 5 g of rhizosphere soils were mixed with 10ml of a
0,8% (w/v) NaCl solution. Serial dilutions of soil suspensions were carried out until a dilution of 10
and 100 plL of each suspension were spread on 1/10-diluted TSA (Tryptone Soya Agar, Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) Petri plates as described by Bachate et al. 2009 (Bachate et al., 2009). After 48h
of incubation at 28°C, isolated colonies were transferred on new TSA Petri plates and purified at least
two additional times. Pure isolates were then grown in TSB (Tryptone Soya Broth, Carl Roth, Karlsruhe,

Germany) for 24h at 28°C and then aliquoted and stored at -80°C in glycerol (at 40%).

Strains taxonomic characterization

Isolates from the whole library were taxonomically characterized based on the sequencing of their
housekeeping 16SrRNA encoding rrs gene. Genomic DNA from all bacteria was extracted using the
NucleoSpin Microbial DNA kit (Ref - 740235.50, Macherey-Nagel, Germany). The rrs gene was amplified
with primers pA/pH (Edwards et al., 1989) and sequenced. The sequences were aligned with Muscle
(Edgar, 2004). Phylogenetic tree was inferred using Jalview and the Neighbor-Joining method using

PAM250. The tree was represented using iTOL (Letunic and Bork, 2016) .




In vitro screening of the efficacy of bacterial strains to inhibit the growth of

Fusarium graminearum

The Fusarium strain (Fusarium graminearum Fg1) used throughout experimentations was provided by
Dr. Thierry Langin (GDEC Unit, National Institute of Agronomic Research of Clermont-Ferrand, France).
This strain isolated from naturally infected cereal grains and maintained in the MycSA collection (INRA,
Villenave-d’Ornon, France) is known to be aggressive in terms of disease symptom expression on

wheat.

Growth inhibition assay on solid medium

Dual culture protocols were implemented to assess the potential effect of bacterial antagonism on Fg1
mycelium growth on solid medium. All experiments were carried out in triplicates. First, each bacteria
was deposited 2 cm apart from the center of PDA (Potato Dextrose Agar, Conda Pronadisa, Madrid,
Spain) plates as a 2 cm-long line, from 24h grown TSB cultures. After incubation at 28°C for 24h, a
6mm-diameter agar with mycelium from the leading edge of a 5 day-old culture of Fg1 grown on PDA
was placed on the center of the plate. For positive control, PDA plates were inoculated only with the
pathogen. The plates were then placed at 28°C in the dark for 5 days before the measurement of an
inhibition index according to Shi et al. with some modifications (Shi et al., 2014). The efficacy of
pathogen growth inhibition was calculated according to 2 measurements carried out on the same
plate: the radius of fungal growth towards the site of bacterial growth (bacterial side, BS), and the
radius between the center of the plate and the limit of fungal growth towards the site free of bacteria
(FS). The inhibition index was build according to the formula: Index | = BS/FS.

Then, to compare results from all tested strains, a SEm index (Strain Efficiency against Mycelium) was

calculated as follows:

Index SEm (%) = 100 — (-t LSS0 ¢ 1)

Index I control




The SEm Index therefore represents the ability of a strain to inhibit the fungal growth in vitro compared
to a control without bacteria. The | Index of the positive fungal control (i.e. without bacterial strain) is
equal to 1. When SEm is lower than O for a given strain, the number is replaced by 0, and the strain is

considered as a non-inhibitory strain

Growth inhibition assay on liquid media

Supernatants of bacteria were used to assess their antagonism potential on Fgl spore germination
and/or mycelium growth in broth, in a microplate assay. All experiments were carried out in triplicates.
Fgl spores were prepared as described by Florence Cambon (personal communication, see M&M
Chapter 10). The supernatant of each bacteria was prepared from a 1-day old TSB culture,
centrifugated at 4500 rpm during 10 min and filtered at 0.2um. For each treatment, 100 uL of
supernatant, 100 puL of PDB (Potato Dextrose Broth, Conda Pronadisa) and 50uL of Fgl1 spore
suspension at 10% spores/mL were added per microplate wells. As positive controls, 100uL of TSB were
used to replace the bacterial supernatants. As negative controls 50uL of PDB were used to replace the
Fg1 spore suspension. After 5 days of culture at 28 °C, microplates were analyzed using an Infinite
M200 Pro microplate reader (TECAN, Switzerland). The turbidimetry (that increases whith mycelial
growth) was measured at 492 nm in each well (Bell et al., 2013).

In order to compare the OD results from the different selected strains, a SEs index (Strain Efficiency

against Spore) was calculated as follows:

OD strain

Index SEs (%) = 100 — ( x 100)

OD control
In the experiment, the OD of the fungal positive control is equal to 1.7. If the SEs index was lower than
0, the number is replaced by 0 and the strain is considered as a non-inhibitory strain. The higher the
SEs index is, the more the strain is able to inhibit F. graminearum spore germination and/or mycelium

growth from germinated spore.




Wheat protection assay

The plant protection assays against Fg1 were carried out in a greenhouse (INRA GDEC, Clermont-
Ferrand) for a panel of 13 selected strains based on their in vitro efficacy against Fg1 and 2 model
biocontrol PGPR strains, Pseudomonas kilonensis F113 and Bacillus amyloliquefaciens AB42 (provided
by the company BIOVITIS). For each condition, 50 seeds of wheat Sumai variety were distributed in 10
pots (12 x 10 x 10 cm) filled with 250 g of compost and 5 plants per pot. For each in vivo assay, bacteria
were prepared from 24h grown TSB cultures at an optical density at 600 nm (ODeoonm) of 1 (i.e. 10%
cells/mL) in sterile water. Bacteria were inoculated on each seed (107 cells/seed) with 100uL of
prepared cultures. After 3 days, Fg1 spores (10° spores/seed) were added. Plants were watered every
3 days in order to keep a moisture close to 40% of WHC. After 45 days of culture, the experiment was
stopped and the plants harvested. Different measurements were performed : (i) the chlorophyll rate
of each wheat plant consisting of three measures performed on the last formed leave using a SPAD
502 plus device (Minolta Camera Co., Osaka, Japan); (ii) the size (expressed in cm) of each wheat plant;
(iii) the dry weight per pot of aerial parts; (iv) the disease symptoms on each wheat collar using a
notation index ranging from 0 (no symptoms) to 3 (high symptoms); (v) the number of ears and the
number of flowered ears for each plant; (vi) dry weight of ear of each plant. For disease symptoms, the
notation index was recorded as follow: 0 = no necrosis observed, 1= necrosis observed on one sheet,
2= necrosis observed one two sheets and 3= necrosis observed on the whole collar.

In addition, two different controls were also performed: (i) as a positive control, wheat was inoculated

with only the pathogen spore suspension, and (ii) as a negative control, uninoculated wheat was used.
Statistical analyses
All statistical analyses were performed using R software. PCA analyses were performed to compared

plant growth parameters and symptoms between treatments. Comparison of means was made using

a Kruskal-Wallis test (P<0.05).




Results

Composition of the wheat-rhizosphere bacteria library

Two hundred and three cultivable strains were isolated from the 4 soils by dilution-spreading. Two
reference biocontrol strains were added: P. kilonensis F113 and B. amyloquefaciens AB42 known to
have antagonistic effects on fungi (Ben Abdeljalil and Vallance, 2016). These 205 strains are distributed
among 34 different bacterial genera presented in Figure 1. The most represented genera are
Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus and Chryseobacterium with respectively 52, 34, 16 and 14
strains per genus. The genera belong to 6 bacterial families, distributed as follows: 32.68% of
Gammaproteobacteria, 25.85% of Bacilli, 14.63% of Actinobacteria, 10.24% of Flavobacteria, 9.27% of
Betaproteobacteria, 4.39% of Alphaproteobacteria, and 2.93% of Sphingobacteria. The sampling effort
was not similar between the soils with, from the highest to the lowest: Clermont 97 strains, LCSA 66
strains, Trellins 27 strains and Yzeures-sur-Creuse 13 strains isolated. Accordingly, a greatest diversity
of bacterial genera was obtained from isolates of Clermont soil with 25 different genera, followed by
LCSA soil with 14 genera, then Trellins and Yzeures-sur-Creuse soils with 9 genera (Figure S1). The
smaller sampling in the two latter soils were mainly used to increase the global diversity of the library,
with the addition of new bacterial genera (Figure 1): Acidovorax, Escherichia, Lelliottia, and SoliBacillus.
Some genera with multiple representatives were present in only one particular soil: Flavobacterium (n
= 6), Lysobacter (n = 6), Stenotrophomonas (n = 3), and Burkholderia (n = 2) in the Clermont soil, and
Agrobacterium (n = 2) in the soil of LCSA. Only two genera, Bacillus and Arthrobacter are found in the
4 soils, and 3 genera are found in 3 soils: Chryseobacterium, Rhizobium (but with only one

representative in each soil) and Variovorax.
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Fg1 mycelial growth inhibition on solid medium

All isolates (205) were screened for their ability to inhibit the mycelial growth of F. graminearum Fg1
on Petri dishes. The SEm Index of each bacteria was reported on the phylogenetic tree based on the
comparison of the rrs gene (Figure 2). The tree was rooted with the rrs of the archaebacteria
Thaumarchaeota archaeon NAOA2. Arbitrarily, a 50% SEm index threshold was chosen to consider a
strain as an inhibitory potential strain. A total of 61 strains obtained a SEm index greater than or equal
to 50%.

The distribution of the SEm index is heterogeneous among the bacterial genera, and none of the genus
contained only effective inhibitory strains. Seventeen most abundant genera (i.e. genera with more
than 3 representatives per genus in the library) were present in the library. While for some genera,
such as Clavibacter, Rhizobium or Pseudoxanthomas, the SEm index varied little, for other genera, such
as Bacillus, Pseudomonas, Chryseobacterium, there was a great heterogeneity regarding their fungal
inhibition ability (Figure S2). For example, the genus Bacillus shared an average SEm index of about
20% but half of the strains had an SEm index of less than 10%. This means that some strains had a
strong in vitro inhibitory capacity. However, at the genus level, the overall capacity of the genus was
quite limited. In addition, the genus Bacillus contained the strain with the highest SEm index (strain 3).
Some genus (Rhizobium) showed a result of 100% (n = 3) of bacteria with SEm index > 50. The SEm
index of Achromobacter strains (n = 5) was of 0%. In the most represented genera, Pseudomonas (n =
52) and Staphylococcus (n = 16), 55% of the strains share a SEm index higher than 50%.

The influence of the soil origin of strains on their ability to have a strong SEm index was then analyzed
(Figure S3). When focusing on the genus Bacillus, the strains present in the LCSA soil have SEm indexes
much higher than the Bacillus strains present in the other soils (about 60% in LCSA, and below 20% for
the soil of Clermont and below 10% for the soils of Trellins and Yzeures-sur-Creuse). Results for the
genus Chryseobacterium are opposite: the strains isolated from the Clermont soil are much more
efficient, with an average SEm index of about 75% than strains isolated from soils of LCSA (average

SEm index of 30%), and Yzeures-sur-Creuse (average SEm index of 45%). For the Rhizobium genus, the




strains have an average SEm index of about 60% regardless of their soil origin. Overall, the strains
isolated from the LCSA soil seem to be more effective in the inhibition of the fungus than those isolated
from the 3 other soils. Indeed, for the genera Bacillus, Pseudomonas, Paracoccus and Staphylococcus,
the average SEm index are more important in LCSA soil than in the other soils. The Clermont soil
contains strains from 8 different genera with SEm indexes of at least 60% whereas this is only the case
for 4 genera in the soil of LCSA, 2 genera in the soil of Trellins, and 1 genus in the soil of Yzeures-sur-

Creuse.

Tree scale: 1

Family
B Betaprotecbacteria
. Gammaprotecbacteria
B Ashaproteabacteria
B Actinobacteria

B Becili

B Favobacteria

I sphingobacteria

® Efficient selected bacteria .

© Non-efficient selected bacteria

Figure 2 - Mycelium growth inhibition activity (SEm index) for the 205 bacterial isolates of the library according
to their rrs taxonomical affiliation.

The phylogenetic tree was inferred with Jalview using the Neighbor-Joining method and SEm indexes were associated to the
tree using iTOL. Black bars indicate SEm index. The red solid circle indicates efficient bacteria, while empty red circle indicates
non-efficient bacteria that were selected for the spore germination inhibition test.




Fg1 spore germination and mycelial growth inhibition in liquid medium

From the different results obtained during solid-state inhibition tests, 33 very effective strains showing
a SEm index higher than 50% from 14 different genera were selected (i.e. Chryseobacterium (n=1),
Pedobacter (n=2), Arthrobacter (n=1), Rhodococcus (n=1), Microbacterium (n=1), Bacillus (n=3),
Staphylococcus (n=5), Rhizobium (n=2), Agrobacterium (n=1), Stenotrophomonas (n=1), Lelliottia (n=1),
Escherichia (n=1), Pseudomonas (n=12) and Variovorax (n=1)). In addition, we also selected 14 little or
no-inhibitory strains of 8 common genera (i.e. Chryseobacterium (n=1), Pedobacter (n=1), Arthrobacter
(n=1), Microbacterium (n=2), Bacillus (n=2), Staphylococcus (n=2), Stenotrophomonas (n=1), and
Pseudomonas (n=4)) in order to avoid the mis-selection of relevant candidates expressing distinct

mechanism of action on F. graminearum.

A total of 45 strains from the library and 2 reference strains were selected for this evaluation; they
were divided into 14 different genera (Figure 3). As the bacterial mechanisms involved for the
inhibition of spore germination may differ from those involved in the inhibition of mycelial growth, our
broad strain selection may allow us to select new potential effective strains unrevealed via the solid-
state inhibition assay. Two genera shared the highest average SEs indexes of about 50%: Bacillus and
Staphylococcus. They included the two most effective spore germination inhibiting bacteria, strains
IM3 (Bacillus with a SEs of 94%) and JM161A (Staphylococcus with a SEs of 91%). However, a great
variability level of the SEs index was observed in these two genera, with data ranging from 94% to 8%
for Bacillus, and from 91% to 25% for Staphylococcus. In other genera, except Arthrobacter and
Variovorax, for which average SEs were respectively equal to 14% and 10%, the average SEs was
around 25%. Seven strains out of 47 have a SEm higher than 50% (5 Staphylococcus and 2 Bacillus).

For the 47 strains, the results of their SEm and SEs indexes were combined (Figure 4) and grouped into
four distinct classes: class 1 contains strains with SEm and SEs indexes higher than 50%, classes 2 and
3 contain respectively strains with a SEm higher than 50% and a SEs lower than 50% and vice-versa,

and class 4 SEm and SEs indexes lower than 50%. Fourteen strains belonging to each of this class (1




strain in class 1 among 5, 8 in class 2 among 28, 1 in class 2 among 2 and 4 in class 4 among 12) were
then selected for the in vivo pot assays based on their Fg1 inhibition activities and taxonomic affiliation.
These 14 strains belong to 7 distinct genera: Pseudomonas (n=5; strains JIM131, JM154D, JM42B, JM62,
F113), Bacillus (n=3; strains AB42, JM79, JM3), Staphylococcus (n=1; strain JIM134), Microbacterium
(n=1; strain JM147B), Arthrobacter (n=2; strains JM152, IM154C), Agrobacterium (n=1; strain JM20),

and Variovorax (n=1; strain JIM182).
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Wheat protection assay

After 45 days of culture, 6 different plant parameters were recorded on wheat and analyzed together
using PCA analysis (Figure 5A and 5B).

Significant differences were observed between the negative (NC) and the positive (PC) control with
percentages of the first axis reaching 61.2 % and the second axis, 17.4%. This means that the pathogen
inoculation modified different measured plant parameters and significantly affected the physiology of
wheat. The distribution of the data is explained by two main groups of factors: plant growth
parameters on one hand (i.e. size and weight of wheat strands, chlorophyll content, number and
weight of wheat ears) and the intensity of disease symptoms (collar rot) on the other hand (Figure 5A).
The data were divided into 4 groups (Figure 5B). The first group is composed of strains JM79 and JM3,
which are close to the negative control (NC; non-inoculated plants), showing a similar growth as
healthy plants (same position on axis 1 on PCA and non-significant difference of means for all growth
traits) and reduced disease symptoms (Table 1). The second group is composed of strains JIM134,
JM154C, IMAB42, JM1478B, JM154D, IMF113, JM182, IM42B and JM20. These strains share common
data for growth parameters (axis 1) that are lower than the NC but significantly higher than the positive
control (PC; inoculated with the pathogen) (Figure 5B, Table 1). For this cluster of strains, weak disease
symptoms were observed. A third group was composed of strains JM131 and JM152 (Figure 5B Table
1). These strains exhibited growth parameters as high as those shared by the NC but with disease
symptoms as high as the PC. The last group included the strain JM62. Unlike the previous groups, these
strains presented reduced growth (i.e. similar growth parameters than PC) but weak disease

symptoms.
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Table 1. Statistical comparison of wheat growth and symptom traits between inoculation treatments.

PCA groups Strains Genus Chlorophyll Dry weight Ear number Ear weight Strand Size Symptoms
NC NC - ab® ab ab a a g
Group 1 JMT9 Bacillus a ab abed a ab ef
JM3 Bacillus a a ab ab a bed
JM134 Staphylococcus abcde abc ab abc bcde cde
JM154C Arthrobacter abcd abc bede abcd abc ef
AB42 Bacillus efg bede abc ab cdef def
JM147B Microbacterium abcde bcde abcd abcd bede fg
Group 2 JM154D Pseudomonas cdefg be bede abcd abcd ef
PkF113 Pseudomonas gh abc cdef abcd abcd def
JM42B Pseudomonas fgh def efg de def def
JM182 Variovorax bedef cdef defg bcde abcd def
JM20 Agrobacterium defg cdef efg cde def fg
JM131 Pseudomonas abcde abc ab a abc abc
Group 3
JM152 Arthrobacter abc bed a abc abc ab
Group 4 JME2 Pseudomonas h f g e f ef
PC PC - h ef fg [ ef a

NC: negative control (un-inoculated wheat plants). PC: positive control (wheat plants inoculated with Fg1 only).
% Statistical differences between strains for each tested PBF are indicated with letters a to c. (ANOVA and Tukey’s
HSD test, P < 0.05)

Discussion

F. graminearum is a telluric fungus, particularly present in contaminated plant debris, and attacking
cereals. In our study, given our interest for protecting wheat against F. graminearum, our library was
focused on bacteria growing in the rhizosphere of wheat.

The bacterial genera most commonly found in plant protection studies are the genera Pseudomonas,
and Bacillus. In our study, a more global approach was implemented based on the isolation of
culturable bacteria on a generalist agar 1/10-diluted TSA medium, without targeting any distinct genus.
Some un-culturable bacteria present in the rhizosphere could of course not be targeted by this
protocol, knowing that less than 1% of soil bacteria are known as culturable. Given that un-culturable
bacteria can hardly be exploited to develop biocontrol agents, this protocol bias may be acceptable.

Another bias in selecting soil bacteria is also linked to the fact that most abundant strains in the starting




sample are more likely to be isolated, as well as the most competitive strains on 1/10-diluted TSA
media. Obviously, a small part of the biodiversity present in our starting samples was explored.
However, our strain library held 34 different bacterial genera, and the genera found in our study are
consistent with previous studies performed on the rhizosphere of wheat (Germida et al., 1998; Yin et
al., 2013).

In particular, Bacillus and Pseudomonas were the two most abundant genera found in the library
(Figure 1). This result is consistent with literature data as these genera grow easily and are abundant
in rhizosphere soils (Janssen, 2006; Joshi and Bhatt, 2011). More surprisingly, the genus Staphylococcus
is the 3 most represented genus. Staphylococcus is well documented in the literature, but in the
domain of human health, where Staphylococcus aureus is known as one species involved in severe
nosocomial diseases. Given the fact that Staphylococcus strains are well-known as human commensal
or pathogens, sparse information regarding the abundance of Staphylococcus populations in soil (Joshi
and Bhatt, 2011) and their use for agriculture purposes is available. However, several studies have
shown that some Staphylococcus strains can harbor plant growth promoting properties such as IAA or
siderophore production and Zn solubilization (Verma et al., 2016). The beneficial effects of certain
Staphylococcus in agriculture, particularly on wheat, with significantly improved plant dry and wet
biomasses, root length and shoot length were also reported (Sagar et al.,, 2012). The genus
Staphylococcus was thus kept in our strain library to study its potential effect against F. graminearum
Fgl.

The strains were then selected according to their ability to inhibit the mycelial growth of the fungus
on agar plate and the germination of F. graminearum spore and mycelial growth in liquid medium.
Both assays were performed in order to select strains that can inhibit Fg1 along different steps of its
life cycle. Indeed the pathogen can be found in soils either as mycelium or spores in plant debris
(Goswami and Kistler, 2004).

Agar assays were commonly implemented for identifying bacteria potentially usable as biocontrol

agents (Paulitz et al., 1992). Given the timeless and effectiveness of their implementation, dual plate




assays are suitable as a first screening step. Using dual-culture growth inhibition assays on plate with
selecting a threshold SEm index higher than 50%, 61 strains of the library, belonging to 14 different
genera, were considered as potential interesting biocontrol strains. These 61 strains account for 30%
of efficient strains against Fg found in the library, a percent in line with different studies (Adhikari et
al., 2001; Paulitz et al., 1992; Sadfi et al., 2001; Tjamos et al., 2004), that found between 10 and 50%
of efficient bacterial strains against fungal pathogens in library.

We have therefore been able to highlight the diversity of bacterial genera with fungal antagonistic
capacity in vitro, validating our approach without a priori. For spore inhibition microplate assays, we
kept 33 interesting strains with SEm index higher than 50%, including the top 30. The originality of our
approach was to select, in addition, strains that had not presented promising results on the dual
culture plate test. Among the 14 latter strains, the SEm index ranges from 0% to 48%. This choice
allowed us to highlight strains which were not effective in the growth inhibition test but which proved
to be effective to inhibit spore germination and mycelium growth in liquid medium. Some strains like
JM 134 or JM156 show better inhibition activity on spore germination than on mycelium growth on
solid medium. These results highlight that different antagonism mechanisms exist in bacteria to
achieve the inhibition of mycelium and spore germination. It confirms that less studied antagonist
effect targeting spore germination might be a promising way to discover new mechanisms and
molecules involved in Fg inhibition. Indeed, the original microplate experiment developed in the
present work allows to highlight the potential role of secondary metabolites released by strains in
culture supernatant in inhibiting germination of fungal pathogen spores. On the selection of 47
bacteria tested in microplate, 7 strains obtained a SEs greater than 50%. These strains belong only to
2 genera: Bacillus and Staphylococcus. The secondary metabolites of Bacillus are well described with
several classes of lipopeptides known to inhibit various plant pathogens (Ongena and Jacques, 2008).
Due to the lack of studies on the Staphylococcus genus for biocontrol purposes, few metabolites are

known in the plant-Staphylococcus interaction. Some studies have already explore the




phytostimulation effects of the Staphylococcus genus (Sagar et al., 2012), but to our knowledge, no
study had reported any plant protection potential.

For wheat protection assays, strains were selected to maximize the diversity of the strains at the
taxonomic level and the diversity of their mechanisms of actions in the different tests performed in
vitro, with the inclusion of strains with weak in vitro activities.

The in planta tests in greenhouse have shown interesting results, confirming that the strains expressing
the best activities in vitro are not always the strains showing the best results in vivo as recently
reported by Comby et al. (2017). Indeed, the strain JM79 gave the best results in both plant growth
stimulation and plant protection, but very limited antagonistic activity in vitro.

While most plant protection studies aim to select bacteria with high fungal antagonistic potential in
vitro, our study highlights that it is not a sine qua non condition for achieving effective plant protection
against the fungal pathogen in the rhizosphere. Indeed, other mechanisms than the ability to inhibit
the growth of the pathogen can contribute in planta to a better resistance of the plant to the disease.
First, some bacteria are able to elicit plant induced systemic resistance (ISR) (Conrath et al., 2001; Van
Loon et al., 1998). Fluorescent Pseudomonas and of Bacillus PGPR are well known as able to induce ISR
responses by producing secondary metabolites like 2,4-diacetlyphloroglucinol or volatile organic
compound as a way to protect plant, including wheat (Choudhary et al., 2008; Conrath, 2009; lavicoli
et al., 2003). Through the induction of a still not-well described hormonal regulation network, PGPR
bacteria can elicit faster responses of plant defense mechanisms during a pathogen attack (Chagas et
al., 2017). This faster defense response will lead to a better resistance of the plant against its aggressor.
In addition, some bacteria are known to play roles in geochemical cycles and thus allow the
bioavailability of essential elements to plant, such as nitrogen, phosphorus, potassium, but also iron
and other rare but essential mineral elements (Khan, 2005). When a plant is not suffering from
nutrition limitation, it can express its development program fast, allowing its best resistance to
pathogen attack, especially at key steps like seed germination and seedling growth (Mengiste et al.

2003). In addition, PGPR can also play a role in resistance to abiotic stress, such as drought, tolerance




to salt, heavy metal (Dimkpa et al., 2009). Abiotic stresses can make the plant more fragile to pathogen
attack because biotic and abiotic stresses simultaneously induce various plant responses that can have
negative impacts on the growth (Ramegowda and Senthil-Kumar, 2015). Nevertheless, some studies
highlight the positive effect of some abiotic stress in resistance to biotic stress through elicitation of
joint metabolic pathways (Achuo et al., 2006; Fraire-Veldzquez et al., 2011; Mithofer et al., 2004). The
complexity of soil interactions between prokaryote and eukaryote organisms makes selection of
effective strains difficult and tricky. These considerations underline the importance to broaden studied
models and scales of studies. Combining bacteria with different modes of actions in inoculant consortia
might be an interesting way to circumvent the difficulty of finding strains with good efficacy whatever
the tested soils, crops and agrosystems.

In the literature, the immune system of plants is rather well described (Conrath, 2009; Pieterse et al.,
2012). In recent years, it has been suggested that the plant microbiome itself contributes to plant
health, particularly through the modulation of ISR responses, the direct inhibition of pathogen growth
in the rhizosphere such as occurring in disease-suppressive soils (Berendsen et al., 2012).

In our study, the bacterial selection made highlighted how strains can exhibit various ways to achieve
plant protection. Interesting antagonist interactions in vitro may not always lead to successful
protection in planta.

The debate around the efficiency of selection method is not new and similar conclusions were given
twenty years ago : in vitro selection does not guarantee in planta success because there are a lot of
biotic interactions in soil and with the plant that can lead to biocontrol agent failure (Knudsen et al.,

1997; Pliego et al., 2011).




Conclusion

In recent years, various studies demonstrated harmful side effects of conventional pesticides. Whether
for environmental pollution or public health problems, it is now accepted that the use of these
substances must be reduced. The use of microorganisms as biological control agents represents
therefore a credible alternative to support this transition. But their selection represents a big challenge
to overcome. By conventional methods targeting cultivable microorganisms, we have demonstrated
that the association of different screening protocols allowed to refine the selection of potential
biocontrol agents. In planta selection seems to be the best way to select biocontrol agents, because it
takes into account different mechanisms of plant protection against biotic and abiotic stress occurring
in nature. Omics methods can also permit to imagine new way of selecting biocontrol agents by
focusing on the community scale and better understanding the interactions and mechanisms put in
place between the plant and its microbiota in soil. And, as it is already performed in medicine, it could
be considered to inoculate not a single strain, but a consortium of strains, recreating a microbiota that

may have been altered over time by the use of fertilizers and pesticides.
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Ce gu’il faut retenir de la partie

Cette partie a consisté a sélectionner des bactéries de la rhizosphere du blé en
vue de produire un biopesticide permettant de lutter contre Fg chez le blé.

Notre méthode de sélection est originale, car nous avons choisi de garder des
bactéries peu ou pas inhibitrices in vitro pour les tester in planta car il existe deux
maniéres de protéger une plante : soit par de I'antagonisme soit par 'activation
des défenses de la plante.

Ce choix a éré payant car la bactérie la plus efficace in planta est une bactérie
présentant peu d’effet d’inhibition in vitro (JIM79).

Les mécanismes ayant conduit a la protection du blé vont faire I'objet d’'une
exploration plus approfondie afin de connaitre la part de I'antagonisme et de
I'induction d’une résistance systémique dans la protection.

Les différentes bactéries testées et efficaces in planta pourraient rentrer dans la
composition d’un consortium en vue d’améliorer la protection du blé.
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Figure S 3 - Inhibition index SEm (%) depending of the bacterial genera
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Partie 2

Du consortium a la caractérisation de métabolites impliqués

dans I'antagonisme contre Fusarium graminearum




La premiére partie de cette these s’est donc attelée a sélectionner des bactéries pouvant étre utilisées
comme potentiels agents de biocontréle. Nous avons pu remarquer, dans notre étude précédente
(Partie 1), que les bactéries ayant de forts effets inhibiteurs in vitro n’étaient pas obligatoirement les
plus efficaces in planta. Dans cette partie, nous avons voulu explorer les capacités de coopération
entre bactéries. Comme vu dans la revue (cf Chapitre 6), ces coopérations au sein de la rhizosphére
sont multiples et les différentes bactéries engagées dans ces coopérations peuvent accomplir des
fonctions différentes menant au bon fonctionnement de I'écosystéme. Partant de ce constat, nous
avons choisi d’explorer, dans cette partie, la capacité d’'une communauté synthétique a inhiber Fg, en

utilisant les bactéries sélectionnées dans la Partie 1.

Nous avons donc dans un premier temps réalisé des tests in vitro a partir de combinaisons de
8 bactéries avec toutes les combinaisons possibles (c’est-a-dire via une approche combinatoire) afin
de déterminer si des associations particulieres permettaient une synergie ou au contraire si
I'interaction entre certaines bactéries pouvait altérer les capacités d’inhibition de la germination des
spores de Fg. Dans un deuxiéme temps, nous avons choisi de faire un focus sur deux bactéries proches
phylogénétiguement mais n’ayant pas les mémes activités biologiques par des approches de

génomique comparative et de métabolomique.




Chapitre 8 — Exploration du potentiel inhibiteur des

consortiums

Introduction

Dans l'agriculture, I'utilisation de consortium n’est pas nouvelle. Historiquement, |'association de
micro-organismes a été étudiée pour la dépollution des sols. En effet, de nombreuses études se sont
intéressées a la dégradation des pesticides et des engrais dans les sols. Par exemple, une équipe de
recherche aux Etats Unis, menée par de Souza, a mis en évidence la dégradation de I'atrazine dans les
sols grace a un consortium composés de 4 bactéries ou plus, dont principalement Pseudomonas sp.
CN1 et de Clavibacter michiganese ATZ1 (Souza et al., 1998). Ces deux bactéries sont capables de
dégrader I'atrazine grace a I'utilisation par Pseudomonas des produits de dégradation obtenus par
Clavibacter. La dégradation de I'atrazine leur permet de 'utiliser comme source de carbone et d’azote.
Ils ont pu montrer que la dégradation était plus importante en présence des deux bactéries qu’avec la
seule présence de Clavibacter. De plus, le consortium est capable de dégrader un plus grand nombre
d’atrazines différentes qu’attendu. Des études similaires ont été faites sur d’autres composés comme
le diazinon (Cycon et al., 2009), le methyl parathion et le chloryrifos (Pino and Pefiuela, 2011), ou le p-
nitrophénol, composé de base de nombreux fongicides (Qureshi and Purohit, 2002). Les consortiums
bactériens ont aussi été impliqués dans la dépollution de sols contaminés a des métaux lourds (Khan,
2005; Kozdrdj and van Elsas, 2000; Valls and de Lorenzo, 2002). Mais les consortiums bactériens, au-
dela de la dépollution peuvent étre utilisés pour la production d’énergie a partir des déchets liés a
I'agriculture ou la transformation de produits issus de I'agriculture. Par exemple, dans la production
de biofuels, ol a partir de déchets issus de I'industrie de la pomme de terre, et en combinaison avec
des microalgues, des consortiums sont capables de produire du méthane (Hernandez et al., 2013).
Exemple plus étonnant, I'utilisation de consortiums pour traiter les déchets issus de I'industrie de la
biere afin de créer du biohyrdrogene, une source d’énergie qui pourrait a terme aider a remplacer les

énergies fossiles.

Les consortiums bactériens peuvent aussi étre utilisés directement au champ en tant qu’accélérateur
de la dégradation des résidus de culture, comme par exemple avec les résidus de canne a sucre (Beary
et al., 2002). Toutefois, peu d’études s’intéressent a la dégradation in situ des résidus de cultures, les
études étant davantage portées sur |'utilisation de ces résidus pour la production de bioénergie ou

pour leur recyclage (Singh et al., 2012).




Depuis quelques années, la recherche explore le potentiel de ces consortiums a étre utilisé comme de
potentiel agent de lutte biologique. Alors qu’au départ, les recherches se sont beaucoup développées
autour de l'utilisation d’une bactérie comme moyen de lutte, avec les avancées des moyens techniques
et des compréhensions sur les interactions, I'utilisation des consortiums, semble, sur le papier,
présenter de nombreux avantages. En effet, |'utilisation de consortiums pourrait : i) augmenter le
potentiel de chaque acteur, par des effets de synergies, pour renforcer I'action souhaitée, ii) permettre
une double action de protection des cultures, grace a des bactéries agissant soit par antagonisme, soit
par induction d’une résistance systémique, iii) permettre un plus grand nombre de mécanismes de
contrdle de s’exprimer en méme temps, avec pour objectif de réduire I'apparition de résistance, iv)
permettre a un plus grand nombre de fonctions de s’exprimer, et par conséquent d’avoir une approche
de traitement moins ciblée sur un pathogene mais sur plusieurs, mais aussi plus uniquement sur de la
phytostimulation ou de la phytoprotection, mais sur les deux simultanément, et v) d’augmenter les
probabilités d’installation d’'une bactérie issue d’un consortium, car la grande diversité des sols est un
frein au succés de l'installation d’une bactérie de fagon universelle dans chacun de ces sols. A I’heure
actuelle, comme décrit dans la revue (cf. chapitre 6), les résultats obtenus a partir de I'utilisation de

consortiums restent mitigés, en particulier chez les céréales (Besset-Manzoni et al., 2018).

L'approche basée sur les consortiums peut permettre de créer des communautés artificielles, se
rapprochant d’un microbiote naturel, et ainsi de mieux comprendre les interactions entre les différents
partenaires, en augmentant la complexité du systeme au fur et a mesure. Une meilleure
compréhension des interactions devrait, a terme, permettre d’optimiser 'utilisation de consortiums
au champ, dans I’espoir d’obtenir des résultats concluants. Le but de cette étude a été triple : i) trouver,
a partir de I'association de 8 bactéries, la combinaison la plus efficace pour inhiber la germination des
spores de Fg, ii) déterminer si I'ajout de bactéries ayant des fonctions différentes n’altére pas
I’efficacité de la protection in vivo, et iii) déterminer si, dans les associations présentant des résultats
intéressants, I'association permet une synergie entre les acteurs ou si les résultats de I'association
obtenus ne sont que l'addition de I'effet de chaque acteur. Nous avons pour cela sélectionné les
bactéries présentant les résultats les plus intéressants lors de I’expérience menée a Clermont-Ferrand

sur les tests in planta.

Matériel et Méthodes

(
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Souches bactériennes utilisées

A partir des tests in planta, 8 bactéries ont été sélectionnées : Bacillus JM79, Staphylococcus JM134,
Bacillus amyloquefaciens AB42, Pseudomonas JM131, Bacillus amyloquefaciens JM3, Microbacterium
IM147B, Pseudomonas IM154D, et Pseudomonas kilonensis F113, souche modeéle du laboratoire. Elles

sont conservées dans du glycérol a - 80°C.
Préparation des combinaisons

A partir des 8 bactéries, toutes les combinaisons possibles, c’est-a-dire seules ou en mélange de 2 a §,
ont été réalisées (255 combinaisons au total). Chaque souche a été cultivée dans du TSB (Trypton Soy
Broth) a 28°C dans 100mL de culture a 180 rpm (rotation par minute). Aprés 24-48h de culture, les
cultures ont été ajustées a une densité optique (DO) a 600nm de 1 dans un volume de 70mL. Pour
chaque combinaison, 500uL de culture de chaque bactérie présente dans la combinaison ont été

ajoutés a 4,5mL de TSB. Les cultures ont été incubées 48h a 28°C sous agitation (180rpm).
Préparation des surnageants

Apres 48h de culture, 1,8mL de chaque culture ont été prélevés et transférés dans un tube Eppendorf
de 2mL pour une centrifugation de 5 min a 13 000 rpm. Le surnageant a été prélevé a l'aide d’une
seringue et filtré a I'aide d’un filtre 0,2um. Le surnageant a été utilisé directement pour les tests
réalisés en microplaque, d’inhibition de la germination des spores de Fg. Une mesure de DO a 600nm

est effectuée pour chaque combinaison avant prélevement du surnageant.
Test sur la capacité des combinaisons a inhiber la germination des spores

Pour chaque combinaison, 100 pL du surnageant ont été déposés dans un puits d’'une plaque 96 puits.
Dans chacun de ces puits ont été rajoutés 100 uL de milieu PDB nécessaire a la germination des spores
de Fg, ainsi que 50pL d’une suspension de spores a 10* spores/mL de Fusarium graminearum. Des
témoins négatifs en absence de champignon (avec 150uL de milieu PDB et 100uL de TSB) et des
témoins positifs contenant seulement le champignon (avec 100uL de PDB et de TSB et 50uL de la
suspension de spores) ont été réalisés. La microplaque a ensuite été incubée a 28°C pendant 4 jours a
I’obscurité puis la prise de la DO a 492nm a été effectuée a I'aide d’un spectrofluorimétre Infinite 200
(TECAN, Suisse). Pour chaque combinaison, 3 réplicats ont été effectués. L'expérience a été répétée 3

fois dans le temps.

Résultats
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Effet sur la croissance des différentes combinaisons

Les 255 combinaisons sont réparties comme tel: 8 combinaisons comprenant une bactérie, 28
combinaisons avec 2 bactéries, 56 combinaisons avec 3 bactéries, 76 combinaisons avec 4 bactéries,
56 combinaisons avec 5 bactéries, 28 combinaisons avec 6 bactéries, 8 combinaisons avec 7 bactéries
et 1 combinaison avec 8 bactéries. Chaque bactérie est présente dans 128 combinaisons différentes.
D’un point de vue de la croissance, dans chaque combinaison, le nombre de bactéries ne semble pas
impacter la croissance globale des communautés artificielles (Figure 1a). Par contre, cette croissance
est légérement affectée quand les souches AB42 et JM3 se retrouvent dans les combinaisons (Figure

1b).
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Figure 1 - Croissance bactérienne moyenne, estimée par mesure de la densité optique a 600nm, des cultures
des différentes combinaisons.
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En a, les données représentent la moyenne des valeurs obtenues dans les cultures en fonction du nombre de bactéries dans
les combinaisons, et en b, en fonction des souches testées. Les barres d’erreurs correspondent aux écart-types.

Effet sur I'inhibition de la germination des spores de Fg et la croissance
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Sur I'ensemble des combinaisons, les combinaisons de 3 et de 4 bactéries semblent présenter les
meilleurs résultats d’inhibition (données non montrées). En ce qui concerne les différences entre
souches bactériennes, la présence de JIM3 et dans une moindre mesure de AB42, permettent d’obtenir
les meilleures activités d’inhibition, avec respectivement des DO495nm moyenne atteignant 0,738 et
1,021 comparativement a 2,028 pour le témoin Fg en absence de bactéries. Néanmoins, la variabilité
entre souches dans les combinaisons est importante. Afin d’explorer les capacités de chacune des
souches a inhiber la germination des spores dans les combinaisons testées, 8 classes d’inhibitions ont
été créées : classe | (DO4g5nm<0,250), classe Il (0,250<D0495,m<0,500), classe Il (0,500<D0495,m<0,750),
classe IV (0,750<D0495nm<1), classe V (1<D0s95nm<1,250), classe VI (1,250<D0495nm<1,500), classe VII
(1,500<D0455nm<1,750) et la classe VIII (DO4ssnm>1,750). Dans chaque classe, pour chaque bactérie, est
calculé le nombre de fois (occurrence en %) auquel elle est retrouvée (Figure 2). Ceci permet de voir la
répartition de chaque bactérie au sein des différentes classes. Plus une bactérie est retrouvée dans les
4 premieres classes, plus son effet d’inhibition est fort. Cette analyse montre que 80% des
combinaisons contenant JM3 se retrouvent dans ces 4 premieres classes, contre seulement 30% de
combinaisons pour F113. Pour les souches AB42, JM134, IM79, JM131, JM154D et JM147B, ce
pourcentage est respectivement d’environ 60%, 50%, 49%, 46%, 45%, et 44%. Sur I'ensemble des

résultats analysés, les souches JM3 et AB42 semblent plus souvent retrouvées dans les combinaisons

F113 I ———
JM154D I —
JM1478B I
M3 I
JM131 I ——
AB42 D |
I ——

B

IM134

Souches bactériennes

IM79

I T T T T T T T T T 1
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m<0,250 m=0,250-0,500 m™0,500-0,750 ®0,750-1 wm1-1,250 = 1,250-1,500 wm1,500-1,750 m>1,750

Figure 2 — Répartition, en termes d’activité d’inhibition de la germination de Fg, des diféfrentes combinaisons

testées selon les souches étudiées.

La répartition (%, calculé pour chaque souche en fonction du nombre de combinaisons dans la classe par rapport au nombre
total de combinaisons par souche) est exprimée en fonction de la DO4s2nm Obtenue lors des tests en microplaque. Huit classes

de DO ont été définies (de <0,250 a >1,750 avec 0,250 entre chaque intervalle).

efficaces, alors que F113 semble étre la souche la moins efficace.
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Une analyse similaire a été effectuée sur le nombre de bactéries par combinaisons (Figure 3).
Toutefois, le nombre de combinaisons n’est pas le méme pour chaque groupe, contrairement a
I'analyse sur les souches. L'interprétation des résultats reste donc délicate. Dans les combinaisons par

4 ou 5 bactéries, environ 60% présentent une DO inférieure a 1 (classes | a IV).
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Figure 3 - Répartition des combinaisons, en termes d’activité d’inhibition de la germination de Fg, en fonction
du nombre de souches par combinaison

Les répartitions (%, calculé pour chaque type de combinaison (par 1, 2, a 8 souches) en fonction du nombre de combinaisons
présentes dans la classe par rapport au nombre total de combinaisons du type considéré) sont exprimées en fonction de la
DO492nm Obtenue lors des tests en microplaque. Huit classes de DO ont été définies (de <0,250 a >1,750 avec 0,250 entre chaque
intervalle).

Afin de mieux explorer les résultats obtenus, nous nous sommes concentrés sur les 20% des meilleures
et des moins bonnes combinaisons, respectivement désignées Combi + et Combi -, et représentant 51
combinaisons pour chacune de ces classes (Tableau S1). Pour les Combi +, une moyenne de DOsgznm de
0,379+0,103 a été obtenue alors que pour les Combi -, elle est de 1,907 £ 0,09. Sur les 51 combinaisons
Combi + et les 51 Combi -, 'occurrence (exprimée en %) du nombre total de bactéries dans ces 102
combinaisons ainsi que le nombre de fois (exprimé en %) ou chaque bactérie est retrouvée dans ces

combinaisons ont été calculés et comparés a des valeurs théoriques (Figures 4a et 4b).

Pour le nombre de bactéries par combinaison, les valeurs d’occurrence théoriques sont de 3,14% pour
1 et 7 bactéries, de 10,98% pour 2 et 6 bactéries, de 21,96%, pour 3 et 5 bactéries, de 27,45% pour 4

et de 0,39% pour 8 bactéries. La valeur théorique de présence d’une bactérie dans une combinaison
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est de 50%. Au regard des résultats obtenus, les combinaisons avec 3 bactéries sont plus retrouvées
qgu’attendues dans les Combi + alors qu’elles sont moins retrouvées qu’attendues pour les
combinaisons avec 5 et 6 bactéries, ce qui laisse suggérer que les combinaisons avec 3 bactéries
seraient plus propices a I'inhibition de la germination des spores. Parallélement, les combinaisons par
4 sont moins retrouvées qu’attendues dans les Combi -, laissant penser qu’elles pourraient présenter
plus d’activité d’inhibition de la germination qu’attendue. Au contraire, dans les Combi -, les

combinaisons par 5 et 6 bactéries sont plus retrouvées qu’attendues, donc moins propices a

I'inhibition.
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Figure 4 - Représentation des 20% des meilleures combinaisons (Combi +) et des 20% des moins bonnes
combinaisons (Combi -) en fonction du nombre de bactéries au sein des combinaisons et selon les souches.

En a) sont représentées les fréquences de combi+ ou - en fonction du nombre de souches par combinaisons et en b) selon

les souches étudiées. Les résultats sont exprimés en % et correspondent a des fréquences (ou occurences). lls sont comparés
a des fréquences théoriques.

Au niveau de la répartition des souches, IM3 est la bactérie qui de nouveau apparait la plus active. En
effet, dans les Combi +, elle est présente dans 100% des 51 combinaisons, et seulement dans 7,8% des
51 combinaisons Combi -. Cette souche semble donc étre la principale souche inhibitrice de la

germination des spores. Au contraire, la souche F113 n’est présente que dans 3,9% des Combi + alors
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gu’elle est présente dans 82,4% des Combi -. En ce qui concerne les autres souches bactériennes,
JM134 et JM 147B sont plus retrouvées qu’attendues dans les Combi - avec respectivement 62,7 et
80,4% de présence alors qu’AB42 y est moins retrouvée qu’attendue, avec 27,5% de présence. Ces
résultats confirment que les souches JIM3 et AB42 sont les souches qui présenteraient le plus d’effet

sur la germination des spores.

Pour détecter si des associations préférentielles entre souches bactériennes sont retrouvées parmi les
combinaisons efficaces ou inefficaces vis-a-vis de l'inhibition de la germination des spores, une table
permettant de visualiser I'association des souches a été réalisée (Tableau 1) pour la comparaison des
Combi + et des Combi -. Pour calculer le taux d’association entre deux souches, le nombre de fois ou
les souches sont présentes ensemble dans une combinaison est divisé par le nombre de fois ou les
souches sont retrouvées (ensemble et/ou séparément) dans les 51 combinaisons Combi+ ou dans les
51 combinaisons Combi- (Ex : JM79 et JM134 sont retrouvées 37 fois dans les 51 combinaisons et sont
associées 10 fois, d’oU un taux d’association de 0,27). Plus le taux d’association est élevé, plus les
souches sont associées entre elles dans les Combi + ou les Combi -. Les résultats montrent que les
bactéries sont préférentiellement associées a IM3 dans les Combi + et a F113 dans les Combi -. Il peut
étre noté que la deuxieme association la plus souvent retrouvée dans les Combi + est JIM134-JM147B
alors que I'association IM154D-JM147B est plus souvent retrouvée dans les Combi -, suivie de JM134-

JIM1478B.

Tableau 1 - Taux d’association entre 2 souches dans les Combi + et dans les Combi —.
Les résultats pour les Combi + sont les cellules surlignées en vert, et ceux pour les Combi — sont surlignées en rouge.

AB42 JM131 JM3 JM147B JM154D F113
0,265 0,431 0,270 0,314 0,000
0,490 0,441 0,324 0,038
0,306 0,314 0,091

0,343 0,250 0,043
0,510 0,471 0,039
1M1478 0,351

Dans I'objectif de mieux caractériser ces associations, une table de probabilité d’association entre les
souches a été construit (tableaux 2a et 2b) pour les Combi + et les Combi -. Chacun de ces tableaux se
lit en ligne ce qui signifie que la probabilité affichée correspond a la probabilité de trouver la souche
indiquée en colonne, en fonction de la souche indiquée en ligne (Ex : 0,4 est la probabilité de trouver
la souche JM79 quand la souche JM134 est présente dans la combinaison). Dans les Combi +, la
probabilité de trouver n’‘importe quelle souche associée a JM3 est de 1, signifiant qu’elle est présente

dans toutes les combinaisons alors que les probabilités d’étre associée a F113 sont inférieures a 0,1.
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Dans les Combi -, 3 souches ont une probabilité importante d’étre associée aux autres : F113, IM147B
et JM134. Ce sont les souches qui sont le plus retrouvées dans les combinaisons Combi -. Au contraire,
les souches JM3 et AB42 présentent des probabilités plus faibles d’étre associées a d’autres bactéries

dans les Combi -.

Tableau 2 - Probabilité d’association entre les souches dans les Combi + et les Combi —.

Les probabilités d’association sont présentées en a, pour les Combi + et en b pour les Combi -.Le gradient de couleur utilisé
correspond aux probabilités d’association de deux souches dans une combinaison, avec des couleurs allant du rouge (pour
une probabilité d’association faible) au vert foncé (pour une probabilité d’association forte). Le gradient de probabilité est
établide 0,2 en0,2.

' [ Combi + IM79 JM134 | AB42 | JMI31 M3 IM1478B | JM154D F113
d IM79 0,45 0,41 0,41 0,45 0,50
L 1
IM134 0,40 0,40 0,44 0,60 0,48
AB42 0,41 0,45 0,36 0,50 0,50
IM131 0,41 0,50 0,36 0,55 0,41
I3 0,43 0,49 0,43 0,43 0,51 0,47
1M147B 0,38 0,58 0,42 0,46 0,50
JM154D 0,46 0,50 0,46 0,38 0,54
F113 0,50 " 050 0,50 0,50
1
b Combi - IM79 JM134 | AB&2 | IMI31 M3 JM1478 | IM154D F113
IM79 0,61 0,35 0,48 0,78 0,57
IM134 0,44 031 0,47 0,75 0,53
AB42 0,53 0,67 0,53 0,60
JM131 0,46 0,63 033 0,58 075
v | oso  [NEGOMM o2 0,25 075
JM1478 0,44 0,59 0,34 0,49 0,59 0,76
IM154D 0,48 0,63 0,33 0,52
F113 0,51 0,66 0,34 0,44 0,54
Discussion

De I'ensemble de ces résultats il apparait que : i) la souche JM3 semble importante dans I'activité
d’inhibition de la germination des spores et/ou de la croissance mycélienne en milieu liquide, ii) au
contraire, la souche F113 semble tres peu efficace dans cette inhibition et iii) il n’existerait pas
d’association préférentielle d’autres bactéries avec JM3 qui favoriserait fortement I'inhibition de la
germination des spores. Ces travaux constituent une étude préliminaire sur ['utilisation de
combinaisons de bactéries dans la lutte contre Fusarium graminearum. A notre connaissance, aucun
travail de ce type n’a encore été publié. L'utilisation de 8 bactéries n’est pas commune. La plupart des

études sur les effets de consortium n’utilisent rarement plus de 3 acteurs (Sarma et al., 2015).

Al’heure actuelle, ces travaux ont permis de mettre en avant une souche relativement efficace in vitro,
gu’elle soit seule, ou en combinaison, la souche Bacillus amyloliquefaciens JM3. Cette souche, qu’elle
soit ou non associée a d’autres souches, conserve un fort effet inhibiteur de la germination des spores.

De plus, en regardant les résultats bruts, il existe 10 combinaisons plus efficaces que la souche JM3
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seule qui sont IM134-AB42-IM3, JM79-JM134-JM3, IM134-IM3, AB42-JM3, JM79-AB42-JM3, JM79-
JM3, IM3-JM147B, AB42-JM3-JM147B, JM79-JIM134-BaAB42-JM3 et JM131-JM3. Les 6 premiéres
combinaisons ne font intervenir que 4 souches différentes : IM79, JM134, AB42 et JM3. L’association
de ses souches pourrait donc étre une voie intéressante a explorer vis-a-vis de la mise au point d’un
inoculant sur le marché des produits du biocontréle. Dans un premier temps, nous souhaiterions tester
ces consortiums in planta afin de vérifier leur capacité a protéger le blé dans des conditions
environementales plus complexes. Avant d’envisager un produit, il sera nécessaire de comprendre les
possibles interactions entre les différentes souches présentes dans le consortium ainsi que les
interactions que ce consortium peut établir avec la plante conduisant a la protection vis-a-vis d’un

pathogene ou bien d’un stress abiotique.

Parallelement a ces travaux, nous avons également comparé sur milieux gélosés I'inhibition de la
croissance de Fg entre des surnageants de combinaisons ‘reconstitués’ (c’est-a-dire en ajoutant des
volumes égaux des surnageants de chaque souche cultivée seule) et des surnageants issus de cultures
des souches cultivées en combinaisons (données non présentées). Ce travail a été réalisé pour les 10
combinaisons les plus efficaces indiquées ci-dessus. L’activité fut identique entre les surnageants issus
des cultures des souches combinées entre elles et les surnageants reconstitués a partir des cultures
des souches séparément. Ceci suggére que |'activité d’inhibition n’est pas le fruit d’'une synergie entre
souches bactériennes mais résulterait davantage de I'addition des métabolites produits par chaque
souche. Des effets synergiques ont été retrouvés chez des Pseudomonas fluorescents capables de
produire des phénazines dans un sol dit résistant, montrant I'importance des consortiums, pour
controler l'infection par Fusarium (Mazurier et al., 2009). Chez I’hydre, un cnidaire, la restauration de
son microbiote a permis la restauration de sa protection vis-a-vis d’un Fusarium in vitro. Quand les
bactéries sont ajoutées une a une sur un hydre axénique, elles ne permettent pas une protection
efficace, démontrant I'importance de mettre ensemble les différents acteurs (Fraune et al., 2015).
Dans notre cas, des analyses complémentaires de type profilage métabolique seraient nécessaires
pour comparer la composition métabolique de ces 2 types de surnageants (ceux issus des cultures en
combinaisons vs. ceux issus de la combinaison des surnageants) et étayer notre hypothese sur les
effets d’inhibition de Fg qui pourraient davantage étre le fruit d’'une additivé que d’une synergie au
sein des consortiums. Toutefois, comme vu dans le chapitre précédent, une activité in vitro d’un
potentiel agent de biocontrdle ne garantit pas une activité in planta. Néanmoins, il est intéressant de
noter que parmi les souches en combinaisons avec JM3 dans les combinaisons efficaces, les souches
JIM79 et IM134 ont été retrouvées. Ces deux souches étaient des souches qui présentaient des
résultats in planta de protection et de stimulation de croissance du blé significatifs. Ces travaux

devront étre poursuivis avec une évaluation in planta de 'activité de protection du blé vis-a-vis de la
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fusariose, afin d’étudier la capacité des combinaisons a protéger efficacement le blé contre Fusarium
graminearum. Une étude similaire, impliquant un autre pathogéne sur la tomate, Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici, a été menée avec 'utilisation d’un consortium de 5 bactéries, chacune étant recrutée
pour assurer une fonction différente, que cela soit de la phytoprotection ou de la phytostimulation
(Kannan Vijayaragahavan and Sureendar Raman, 2008). Les résultats obtenus sont intéressants, méme
s’il aurait été important d’effectuer les mémes expériences en effectuant toutes les différentes
combinaisons de ces 5 souches possibles, afin d’évaluer la contribution de chaque bactérie dans les
effets sur la plante. Il aurait aussi été intéressant d’aller jusqu’a une évaluation du rendement de
culture des plants de tomates pour comparer les effets sur la fitness de la plante inoculée par les
différents consortiums. Dans le cadre de notre travail sur la protection du blé contre Fg, il serait
nécessaire de réussir a tester nos différentes combinaisons dans des essais in planta, ou I'effet

synergique pourrait étre plus important que dans de simples tests in vitro.

Il serait aussi intéressant de mettre au point des outils qui rendraient possibles le suivi des populations
de chaque souche en interactions avec le blé, par la réalisation de PCR en temps réel sur des genes
spécifiques de chaque souche s’ils existent ou suite au marquage de ces souches avec des marqueurs
spécifiques. L'objectif de ces travaux serait de rechercher des associations capables de favoriser la
survie du plus grand nombre de souches du consortium inoculé et de potentialiser I’effet de protection
du blé. Il serait également intéressant de permettre des associations plurifonctionnelles, apportant a
la fois des effets d’antagonisme direct sur les microorganismes phytopathogénes et a la plante
différentes fonctions essentielles comme I'apport de nutriments ou la capacité a retenir I'eau. Pour
étudier ces associations plurifonctionnelles, nous disposons des génomes des différentes souches, et
il serait intéressant de regarder, quelles sont les différentes fonctions prédites codées dans ces
génomes. Grace a ces associations plurifonctionnelles, il est possible d’imaginer des cocktails
bactériens capables de lutter contre plusieurs pathogenes, car a I’heure actuelle, la lutte biologique
contre des nuisibles est souvent centrée sur un seul organisme. De plus, grace a la mise en place par
certaines souches de possibles effets ISR (Induced Systemic Resistance), il est possible d’envisager une

lutte préventive.

Néanmoins, ces approches comportent plusieurs freins. Si les études in vitro fonctionnent souvent
bien, les essais en champs avec I'utilisation de bactéries en lutte biologique restent souvent des échecs,
car les sols sont des écosystemes complexes et variés (Smyth et al., 2011). Le succés d’un essai au
champ réside dans la capacité des souches utilisées a s’installer dans la communauté microbienne déja
présente. Malheureusement, a I’heure actuelle, nous ne sommes pas capables de prédire le succes

d’installation d’une population dans un sol. Lutilisation de plusieurs souches dans un méme
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consortium peut permettre d’augmenter la probabilité qu'une des souches présentes dans ce
consortium soit capable de s’installer dans le sol traité. Aujourd’hui, les communautés artificielles
représentent un réel enjeu en agronomie, et au-dela de l'utilisation en tant qu’agent de lutte
biologique, elles représentent un formidable outil pour nous permettre d’appréhender la complexité

des interactions existant au sein des communautés microbiennes dans le sol.

Dans la partie suivante, nous nous sommes intéressés a deux souches, JIM3 et AB42, présentant une
différence d’activité vis-a-vis de la germination des spores et/ou de la croissance mycélienne en milieu
liqguide de Fg in vitro. Ces deux souches présentent la particularité d’appartenir au méme genre et donc
d’étre proche d’un point de vue taxonomique. Nous avons cherché a évaluer, par des approches de
génomique et de métabolomique, quelles sont les différences d’éléments génétiques et métaboliques
présentés par ces deux souches taxonomiquement proches, mais qui ne présentent pas les mémes

caractéristiques phénotypiques vis-a-vis de F. graminearum.

Ce qu’il faut retenir de la partie

& Réalisation de tests d’inhibition de la germination des spores de Fg a partir de

combinaisons de 8 souches ce qui fait un total de 255 combinaisons testées.
& JM3 est la bactérie la plus efficace, méme en combinaison, et F113 semble étre la bactérie
la moins efficace. De plus, au-dela de 4 bactéries dans les combinaisons, I'efficacité

décline.

& Les consortiums sont un véritable enjeu pour I'avenir des produits des biocontréle.
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Données supplémentaires

Tableau S 1 Listes de combinaisons retenues dans les Combi+ et les Combi — avec les souches associées.
Ce tableau a servi a la détermination des taux d’association entre 2 souches (tableau 1) ainsi qu’au calcul des probabilités

d’association des souches retrouvées dans les Combi+ et les Combi- (tableeau 2).

Combi + a7 | mize |misep| s 131 ] Combi -
JMI34-AB42-IM3 JM134-)M3-)M1478-1MIM1540- F113
JMTS-IM134-IM3 JM134-AB42-IM131-IM154D-F113

JM134- VB IM131-IM1478-IM154D-F113

AB42-IM3 JM79-M131-F113

IM7-ABA2-IM3 JM79-IM134- JM3- IM1478- IM154D-F113
INTS-IM3 IM1478
JM3-IM147B IM79-JM134-1 M131-M1478-1 M154D
AB42-IM3IM147B F113
JM7S-IM134-AB4Z-IM3 JM78-JM134-IM131-IM3- IM1478- IM154D-F113
JM131-IMB JM134.-JM131-1M1478
IM3 JM134-IM131-F113
AB42-]M131-IM1478-IM154D-F 113

JM134-JM3-IM1478
IMB31-JM3-IM1478
JM3-JMI54D
JM73-IM3-IM1478
JM7S-IM134-IM3-IM154D
JM134-IM3-IM154D
ABAZJM3-IM1478-IM1S4D
JM73-IM134-JM3- IM14T8

JM7S-AB42-IM131-IM1478-F113
JM79-IM1478-IM154D-F113
JM7S-1M134-AB42-IM1478-F113
JM131-JM1478
JM75-1M131-JM1478-JM154D-F 113
IM1478-IM154D
JM79-ABA2-IM1478-IM154D-F113
JM79-)M134-1M131-F113

JMTS-IM131-IM3
JM134-IM131-INB JM1478-IM154D-F113
JMT7SIMI31-JM3- IM14TB IM79-AB42-IM14TB-F113
AB42-IM3-IMI54D IM7S-F113
JM134-JM154D-F113

JM78-IM134 ) MB-IM1478-IM154D
IM134-IM131-JM3-IM1478- IM154D
IM73-ABAZ-INB-IM14T8
IM73-IM3-IMI54D
IM3-IMI1478-IM154D
JM73-IM134-AB42-IM3- IM1478-JM154D-

IM134-IM3-]M1478-JM154D

JMI34-IMI31-JM3-IMIS4D
ABA2-IM131-JM3

IM134-JM131-IM1478-IM154D
JM134-AB42-IM1478-F113
IM78-AB42-IM131-IM1478-IM154D-F113
IM134-IM1478
IMI31-IM1478-F113
IM131-IM1478-IM154D
JMI134-ABA2-JM131-IM1478-IMIS4D-F113
JMI134-JM131-JMB-IM1478-F113
IM7E-IM134-AB42-IMI31-IMIATE-IMIS4D-F113

JM79-IM3-IM1478-IM154D
JM78-IM134-ABL2-JIM131-NB-IM1478-IM154D IM134-IM1478-IM154D
IM73-IM134-AB42- MI31-IM3-JM147B IMTRIM134-JM154D-F113
JM134-IMI31-IM3-IM147B IM78-IM134-JM131-IM1478-F113
IM79-IM131-JM3-IM154D IMT9-IMI34-F113
JM134-AB42-IM3-IM14TB-IM154D JM134-AB42- IM1478-IM154D-F 113
ABAZIMI3L-IM3-IMI4TB IM134-IM147B-M1540-F113
IM1478-F113

IM134-AB42-IM3- IM1478
JM78-ABA2-IM131-IM3
IMI34ABAZ-IM3-JMI54D
ABA2-IM3-F113
JMT7S-ABAZ-IM131-JM3-IM147B-IM1S4D
IMI3-AB42-IMIZ1-IM3-IM147B
JM134-ABA2-JM131-ING-IM1478-IMIS4D-F 113
AB42-JM131-IMB-IM147E-IM154D
IM73-ABAZ-IM3-JM1476-JM154D
JM131-IM3-IM154D
JM79-1M134-IM131-IM3-IM1478
JM73-IMI34-IMI31-IM3-IM154D

JM78-JM1478-F113
IMT7S-IM134-AB42-IM1478-IM154D-F113
IM79-IM134-JM131-IM1478-JM154D-F113
IM134-F113
IM78-IM134-IM1478-F113
JMI134-JM131-JM1478-F113
JM134-IM131-)M1478-IM154D-F113
JNTS-IM134- IM1478- IM154D-F 113
1M78-1M134- AB42-IM131-IM1478- F113
IMI34-AB42-IM131-IM1478-F113
IMI134-JM1478-F113
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Deciphering the antifungal activity of the Bacillus
amyloliquefaciens strain JM3 by coupling comparative
genomics and metabolomics approaches
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Abstract

Pesticides are one of the first defense weapons against pathogens and pests. But, in recent years, there
has been increased global awareness about the dangers of using chemical inputs in agriculture,
particularly pesticides. To reduce the use and impact of pesticides, alternative methods are explored,
and in particular the use of microorganisms as a pest control agent. Microorganisms are known to
produce antifungal metabolites, especially those belonging to the genus Bacillus. Indeed, this genus is
known to produce a broad spectrum of antimicrobial molecules, such as lipopeptides (surfactins,
fengycins ...). During our study, we were interested in two strains of Bacillus amyloquefaciens, JM3 and
AB42. These two strains have the particularity of having different inhibition phenotypes with respect
to the germination of Fusarium graminearum spores. To understand why and how two
phylogenetically close strains expressed a different inhibition phenotype, metabolomics and genomics

approaches were combined to compare the 2 B. amyloliquefaciens strains.

A differential production of metabolites belonging to the apo-carotenoid family were observed

between the 2 strains. Using a bioguided fractionation of the culture supernantant of JM3, it was
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evidence that the fractions containing the apo-carotenoids correspond to the fractions that share the
inhibition activity on the germination of Fg spores. However, further secondary metabolite purification
and chemical characterization studies have yet to be done to confirm the antifungal function of apo-
carotenoids. If these studies are conclusive, this would be, to our knowledge, the first time that an
antifungal activity would be associated to Bacillus apocarotenoids, and this would open the field to

new potential methods to control fungi, both in agriculture and in human health.

Introduction

Crop production is affected by many fungal soil-borne pathogens that cause severe diseases (Katan et
al. 2017). Chemical pesticides are efficient but their use is now questioned due to their potential
negative impacts on ecosystems and human health. In the rhizosphere of crops, plant-protective
bacteria from several species can protect the plant against those pathogens (Raaijmakers et al., 2009).
These biocontrol agents occupy an important place in the control of plant pathogen populations.
Indeed, these microorganisms are able to compete directly or indirectly with plant pathogens to
reduce their incidence and thus may reduce the risk of crop diseases. Direct antagonism implies a close
contact between the biocontrol agent and the pathogen and functions like predation, hyperparasitism
or the synthesis of antimicrobial compounds or lytic enzymes (Pal and McSpadden Gardener, 2006).
Indirect antagonism involves either competition for an ecological niche or for nutrients such as iron,

or induction of resistance in the host plant (Pal and McSpadden Gardener, 2006).

Direct antagonism through the synthesis of secondary metabolites with antifungal properties
is the most commonly referenced work in the literature (Tyc et al. 2017). They are either volatile or
soluble compounds. Assays to evaluate the antimicrobial activity of microbial strains are often simple
to implement in vitro, by means of a direct confrontation or co-culture between the potential
biocontrol agent and the pathogen on agar Petri plates. These methods have been used for a very long
time and have already allowed to isolate and characterize many pathogen-antagonistic bacteria
(Weller, 1988). Among the most commonly found genera is the genus Bacillus. The genus Bacillus is a
well-represented genus in agricultural soils, so it is very interesting to look at its potential as a
biocontrol agent (Kumar et al., 2011; McSpadden Gardener, 2004). Many studies involving the use of
Bacillus as a biocontrol agent can be found in the literature (Arguelles-Arias et al., 2009; Jacobsen et
al., 2004; Leifert C. et al., 2008; Santoyo et al., 2012). Regarding the biocontrol of Fusarium, studies are
not lacking, whether in cotton (Chen et al., 1995), maize (Cavaglieri et al., 2005), banana (Wang et al.,

2013), cucumber (Li et al., 2012) or even lentils (Akhtar et al., 2010).
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The biocontrol of Fusarium graminearum (Fg) by Bacillus is also well documented in the
literature (Khan et al., 2001; Palazzini et al., 2007; Schisler et al., 2002). Bacillus strains have several
advantages enabling them to be very good candidates as biocontrols agents. Firstly, Bacillus strais are
able to sporulate. Spores allow bacterial survival in an unfavorable environment, and in the case of
inoculant preparation, spores might be preserved during long term. Secondly, Bacillus are known to
produce a large number of secondary metabolites, and in particular cyclolipopeptides (Ongena and
Jacques, 2008). These cyclic lipopeptides are excellent antimicrobials such as bacillomycin, fengycin,
surfactin, iturin, mycosubtilin or zwittermicin A (Arguelles-Arias et al., 2009; Leclére et al., 2005; Pal
and McSpadden Gardener, 2006). Some of them like surfactin and fengycin are also able to induce
plant systemic resistance (Ongena and Jacques, 2008). In addition, Bacillus strains are also able to

produce enzymes such as chitinase that breaks down the cell wall of fungi (Zhao et al., 2014).

In the present study, we were therefore interested in characterizing the biocontrol activity of
two Bacillus amyloquefaciens strains, JM3 and AB42, at a molecular level. These 2 strains were both
able to inhibit the mycelial growth of F. graminearum Fg1 on Petri plates but only one, JM3, was able
to suppress the germination of Fg spore and/or its mycelial growth in liquid medium. However, both
strains were able to protect the growth of wheat against Fg, with more or less effectiveness. Metabolic
profiling and bioguided fractionation approaches were thus implemented to compare their secondary
metabolism and characterize which compounds might be involved in their biocontrol activity against
Fg. With this approach, we aimed to understand what are the metabolic differences between two
strains that are taxonomically close to each other, but which do not express the same Fg growth
inhibition activities. We also wanted to ask the question whether secondary metabolism profiling and
bioguided fractionation can optimize the selection of best bacterial candidates as biocontrol agents

against fungal pathogens.
Materials and Methods

Biological materials

Two Bacillus amyloliquefaciens strains were used in this study: B. amyloquefaciens AB42 and JM3. They
were conserved at -80°C in glycerol. Fusarium graminearum Fg1 spores were prepared as described
by Florence Cambon et al (personal communication, see M&M Chapter 10) and conserved at -80°C in

water.

DNA extraction
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DNA extraction was done from overnight cultures of AB42 and JM3 using the NucleoSpin Microbial
DNA kit (Ref — 740235.50, Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Genomic DNAs were sequenced at Mr
DNA (Shallowater; USA). Genome sequencing was performed using MiSeq Illumina technology
generating 2x300 bp paired-end library. Sequences were trimmed and used for de novo assembling
with using the NGen DNA assembly software by DNAStar, Inc. The genome annotation was done with
the online MicroScope platform (Vallenet et al. 2017). The final draft assemblies contain 28 contigs for
JM3 and 32 contigs for AB42. The maximum length of the contigs were 1.13 Mbp bp for JM3 and 1.42
Mbp for AB42. The total genome length was of 4.16 Mbp for JIM3 and 3.90 Mbp for AB42, and average
GC contents are of 45.93 % for JM3 and 46.54 % for AB42. Specific and common Coding DNA sequences
(CDS) between JM3 and AB42 were identified using the MicroScope gene families (MICFAM)
parameters 80% amino acid identity on 80% alignment coverage, computed with the SiLiX software
(Miele et al., 2011). AntiSMASH was used for the prediction of potential secondary metabolites
produced by JIM3 and AB42 (Weber et al. 2015).

Chemical extraction of culture supernatants of JM3 and AB42

Two different types of chemical extraction were performed on Bacillus strains’ culture supernatants.
The first one was realized on 20mL of culture supernatant in glass tubes and the second one, on 500mL
of culture supernatant in a separating funnel. For the first extraction, 20mL of TSB (Tryptone Soya
Broth) were inoculated with 1mL of JIM3 or AB42 overnight culture (ODgoo=1) and incubated for 24h at
28°C. For the second extraction (for fractionation studies), 500mL of TSB were inoculated with 2mL of
overnight culture (ODeg=1) of JM3 and incubated for 48 to 72h at 28°C. Before the chemical
extractions, cultures were centrifuged at 4500rpm during 10 min. The supernatants were recovered
and extracted with ethyl acetate (GPR Rectapur VWR), in the proportion 1:1 (v/v). In each case, two
consecutive extractions were performed. For the 20mL extraction, separation was obtained by
centrifugation after vigorously shaking the tubes to mix supernatants with ethyl acetate. For the 500mL
extraction, separation was obtained by decantation after softly shaking the separating funnel to mix
the JM3 supernatant with ethyl acetate. Ethyl acetate was evaporated at 45°C on a rotary evaporator
(RE 111 Rotavapor, Biichi, Rungis, France). The remaining liquid was then dried with a Centrivap

Concentrator (Labconco, USA). Extracts were then solubilized in methanol 100%.

UHPLC-Q-TOF analysis
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Supernatant extracts and bioactive fractions were analysed on an UHPLC Agilent 1290 coupled to an
Accurate-Mass Q-TOF 6530 spectrometer (Agilent Technologies). Liquid chromatography was carried
out using a Poroshell 120 EC-C18 column (2.7um particle size, 100mm x 3mm, Agilent technologies) at
40°C and with injection of 3 pL of sample at a concentration of 10 mg/mL. UHPLC analyses were
performed with a flow rate of 0.7 mL/min using formic acid 0.4% (v/v) in ultrapure water (solvent A)
and acetonitrile (solvent B). The separation was achieved as follow: 90/10 (A/B) from 0 to 0.5 min,
decreasing to 64/36 (A/B) from 0.5 to 4.5 min, decreasing to 0/100 (A/B) from 4.5 to 8.5 min, and then
remaining to 0/100 (A/B) from 8.5 to 10.5 min. It is then followed by a return to the start condition in
0.5 min and equilibration for 3 min. Mass analyses were obtained with the ion source ESI Agilent Jet
Stream Technology in positive mode, with nebulizer gas (Nitrogen) at a flow of 10L/min and 40psig
pressure. The capillary tension was 3000 Volts and gave ionisation energy of 100 V. Chromatograms
were explored at 280 nm with the Mass Hunter Qualitative Analysis B.07.00 software (Agilent

Technologies).
JM3 culture supernatant fractionation studies

Cell-free supernatant of JM3 was extracted with ethyl acetate from 500mL of culture. The extract was
dried and 144 mg of dry extract was obtained. This 144 mg of dry extract was submitted to semi
preparative HPLC on a HP 1100 system. The extract was dissolved in methanol (v= 3.6 mL) at a
concentration of 40 mg/mL and injected (36 injections of 100uL in total). The column used was a
Macherey Nagel VP C18 Nucleodur Sphinx RP (5 um particle size, 250 mm x 10mm; Macherey-Nagel).
HPCL analyses were performed at 40°C with a flow rate of 3.4 mL using formic acid 0.4% (v/v) in
ultrapure water (Solvent A) and acetonitrile (Solvent B) (VWR, Problabo Hipersolv Chromanorm). The
gradient was 90/10 (A/B) to start, 60/40 (A/B) from 0 to 4 min, 54/46 (A/B) from 4 to 11 min, and 0/100
(A/B) from 11min to 16min. The 0/100 (A/B) ratio was kept during 4 min, before returning to the start
condition in 1 min and equilibrating for 6 min. 7 HPLC fractions were collected (from F1 to F7), with F1
being collected from 3 min to 7 min, F2 from 7 to 10 min, F3 from 10 to 12 min, F4 from 12 to 14 min,
F5 from 14 to 16 min, F6 from 16 to 18 min and F7 from 18 to 20 min. Each fraction was dried with a

Centrivap Concentrator (Labconco, USA).
Biological activity of extracts or fractions against Fusarium graminearum

Two assays were performed to evaluate the biological activity against F. graminearum of culture
supernatants of JM3 and AB42, of their total extracts and/or of the JM3 HPLC-fractioned extracts, in
in vitro conditions. One assay was made to evaluate the ability of total or fractioned extracts to inhibit

the mycelial growth of Fgl, and the second one was performed to test their ability to inhibit the

(
| 116

'



germination of Fgl spores. The first assay was performed on PDA agar plates. Supernatants or
methanol-solubilized extracts (10uL) were placed 2 centimeters apart from the center of the plate. A
6mm-diameter agar plug with mycelium from the leading edge of 5 day-old culture of Fg1 grown on
PDA was placed on the center of the plate, and incubated in the dark for 5 days at 28°C. The second
assay was performed in microtiter-plates as described in Besset-Manzoni et al. (chapter VII) with the
following adjustments. Indeed, in order to avoid the inhibition of spore germination by high methanol
concentrations, methanol extracts (10uL) were diluted in PDB (Potatoes Dextrose Broth, to a final
volume of 100 pL) before introducing them in the wells of the micro-titer plate. Then 100 pL of PDB
(Potato Dextrose Broth, Conda Pronadisa) and 50uL of Fg1 spore suspension at 10* spores/mL were
added. After 5 days of culture at 28 °C, the turbidimetry was measured at 492 nm in each well using
an Infinite M200 Pro microplate reader (TECAN, Switzerland). For each test, three replicates were

made.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed with R software. The retention times of each peak in the
chromatograms (at 280nm) were aligned and their relative intensity recorded in a matrix. Relative
intensity values of compounds were compared between JM3 and AB42 using the Kruskal-Wallis test (P

< 0.05).
Results

Comparison of secondary metabolic profiles of JM3 and AB42

The UHPLC secondary metabolic profiles of JM3 and AB42 were quite similar. However, for retention
times between 5 and 7 min, some differences were observed (Figure 5). Indeed, from 5 to 6.3 min
metabolites were more intensely produced by JM3 than by AB42, while the opposite was observed for
compounds present from 6.3 to 7 minutes on the chromatograms obtained with the UHPLC method.
To compare the JM3 and AB42 profiles, area under the curve were integrated for each peak. In
addition, compounds from the culture medium TSB, were removed from the analysis as common to all
profiles. We thus obtained a total of 145 compounds. Among these 145 compounds, 58 were found to
be differently expressed between JM3 and AB42 and 37 of them had retention times between 5 and 7
min. Among these 37 compounds, 18 were significantly more produced by AB42, and 19 by JM3 (Table
S1).
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Bio-guided fractionation studies to isolate compounds with antagonist activity

against F. graminearum

In order to identify if some of the discriminant compounds can be responsible for the spore
germination inhibition activity recorded in JM3 and not in AB42, a bioguided fractionation approach
was developed on the culture supernatant of the JM3 strain. Seven different fractions were collected
by semi-preparative HPLC, with the aim to individualize the larger peaks observed in the UPLC-Q-TOF
method within different fractions. Especially, three fractions were collected that correspond to
molecules with retention times between the 5 and 7 minutes on the chromatogram of the UPLC-Q-
TOF method : F3 for collecting molecules with retention times between 5 and 6 min, F4 between 6 and
6.4 min and F5 between 6.4 and 7 min (Figure 6). While in the first two fractions (F1-F2) as well as the
last fraction (F7), no peaks were found in common between several fractions, some compounds can
be found, at different concentrations, inside several fractions, F3, F4, F5 and/or F6 (Figure 6). After the
fractionation process, 58.4 mg of material were recovered out of the 144 mg of the starting extract,

resulting in a fractionation yield of about 41%.

Biological tests were carried out with all the 7 fractions on both the inhibition of F. graminearum
mycelial growth on agar medium and spore germination in liquid medium. On agar plate, 4 fractions,
F3, F4, F5 and F6 showed an inhibition activity against Fg. A lower inhibition activity of F3 when
compared to the 3 other fractions was however observed. Fungal growth was strongly reduced all
around the plug inoculum in presence of the F6 fraction (Figure 7). In liquid medium, the same 4
fractions showed an inhibition activity against Fg, However, F3, F4 and F5 have a similar activity against

Fg while the activity of F6 is lower (Figure 8).
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Figure 7 - In vitro evaluation of the Fg mycelial growth inhibition activity of each fraction.

For each fraction, methanolic extracts (10uL at 7mg/mL) were deposited on both sides of a Fg fungal plug on a PDA Petri plate.
Photographs were taken after 3 days of culture.
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Figure 8 - In vitro evaluation of the Fg spore germination inhibition activity of each fraction.

For each fraction, methanolic extracts (10uL at 7mg/mL) were added to 10* spores/mL of Fg in PDB liquid medium in microplate.
After 5 days of incubation at 28°C, the turbidimetry was measured at 492 nm. Different letters reflect significant differences
between spore germination inhibition activities of the fractions (Kruskal-Wallis test (P < 0.05).

Chemical characterization of secondary metabolites from bioactive fractions

The active fractions F3, F4, F5 contain molecules differently produced between JM3 and AB42. UV and
MS spectra allowed us to characterize 6 of these differentially produced molecules between JM3 and
AB42 (Table 3, Figure 9). Compounds C95, C98, C103 and C105 were more produced by JM3 than AB42,
and C107 and C115 by AB42 than JM3. Compounds C95 and C103 might be isomers with molar mass
of 742 g.mol™* and compounds C98 and C105 might correspond both to 2 co-eluted compounds with
M of 742 g.moltand 744 g.mol. Co-eluted compounds C98 and C105 may differ of 2 hydrogens and
plausibly of one double bound. Compounds C107 and C115 have molar mass of 582 and 580 g.mol*

respectively, and plausibly differ of one double bound. Thus, it seems that there are 4 isomers with a
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mass of 742 g.mol? (C95, co-eluted C98 compound, C103, co-eluted C105 compound) and 2 with a
mass of 744g.mol™ (co-eluted C98 and C105 compounds).
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Figure 9 - UV spectrum and ESI-MS (positive and negative) for each compound of interest.

In addition MS fragmentation of compounds C95, C98, C103 and C105 leads to the release of a
fragment of 162 which corresponds to a hexose. It appears that compounds C95, C103 and co-eluted
compounds C98 and C105 might derive from compound C115 and co-eluted compound C98 and C105
might derive from compound C107. All these compounds have UV spectra that share common spectral
characteristics: for C95, C103 and C115, common spectral peaks are 286/288 nm-346/348 nm-
364/365/366 nm-384/386 nm; for C98 and C105 common spectral peaks are 290/292 nm-326nm-
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344nm-362nm-384nm. For C107 the spectral peaks are 280nm-296nm-310nm-324nm (Figure 9). All
together theses information suggest these 6 compounds might belong to the same chemical family
that might be close to apo-carotenoids compounds. Moreover, C105 and C107 might be aglycon

derivatives while C95, C98, C103 and C105 might be glycosylated compounds.

Table 3 - MS spectral data for the 6 main compounds differentially produced by JM3 and AB42

Compound number UV (nm) MS + MS - Si:ﬁ::éi] {{::rc;:Jo_ Rem?:;?r:;time
C95 286-348-365-386 743 741 5 6,037
cos 290-326-344-362-384 743-745 741-743 co 6,091
Cc103 288-348-366-386 743 741 s 6,193
C105 274-292-326-344-362-384 743-745 741-743 co 6,23
c107 280-296-310-324 583 581 S 6,304
C115 288-346-364-384 581 579 5 6,665

Comparison of JM3 and AB42 draft genomes

Draft genome sizes of JM3 and AB42 are of 4.16 Mbp and 3.90 Mbp, respectively, and contain 4301
and 3834 CDS (Coding DNA Sequence) or CDS fragments (Table S2) that are overall similarity
distributed between JM3 and AB42 among the different COG classe (Table 4). When we compared the
CDS from JM3 to that of AB42, 757 out of 4301 (17.60%) were found specific to JM3 (Figure 10). In

AB42, 305 CDS out of 3834 (7.96%) were found specific to this strain.

Table 4 - Comparison of CDS numbers from JM3 and AB42 according to their COG classes

M3 AB42
Process COG class ID and description Number of CDS to::l‘::fbs Nm::;:r of % of total CDS
D: Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 53 1.232% 49 1.2780%
M: Cell wall/membrane/envelope biogenesis 192 4.464 % 181 4.7209%
N: Cell motility 61 1.418% 59 1.5389%
Cellular Processes 0: Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 110 2.557% 107 2.7908%
and signalling  T: Signal transduction mechanisms 163 3.790 % 163 4.2514%
U: Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 52 1.209% 53 1.3824%
V:Defense mechanisms 64 1.488 % 60 1.5649%
W:Extracellular structures 1 0.023 % 0 0%
B:Chromatin structure and dynamics 1 0.023% 1 0.0261%
Information storage J:Translation, ribosomal structure and biogenesis 170 3.953% 166 4.3297%
and processing  K:Transcription 325 7.556% 328 8.5550%
L:Replication, recombination and repair 171 3.976% 154 4.0167 %
C:Energy production and conversion 186 4.325% 180 4.6948%
E:Amino acid transport and metabolism 389 9.044 % 386 10.0678 %
F:MNucleotide transport and metabolism a0 2.092 % 80 2.0866%
G:Carbohydrate transport and metabolism 298 6.929 % 284 7.4074%
Metabolism .
H:Coenzyme transport and metabolism 120 3.023% 127 3.3125%
I:Lipid transport and metabolism 132 3.069 % 127 3.3125%
P:norganic ion transport and metabolism 246 5.720% 239 6.2337%
Q:Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 154 3.581% 134 3.4950%
R:General function prediction only 532 12.369% 509 13.2760%
Poorly characterized .
S:Function unknown 318 7.394 % 300 7.8247 %
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Among the CDS and CDS fragments specific to JM3, 71.6% correspond to proteins of unknown
functions or hypothetical proteins (Table S3). The second main class of JM3-specific proteins are
enzymes (11.89%) and CDS of extra-chromosomal origin, in particular from phages (4.76%). The
content of CDS from phage origin is even higher (14.40%) as some of them belong to other classes, i.e.
enzymes, membrane proteins, regulators or proteins of unknown functions. Among specific genes,
some are involved in the biosynthesis of the secondary metabolite Ericin_A (cluster 15, Table 5) with
biosynthesis genes spaBCS, its transport spaT, srtF, eriE/spaE and the gene labelled JM3_v1 60153,
regulation of its biosynthesis, with the regulator spaR, and the sensor histidine kinase spak, and the

putative eril/spal (signal).
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Figure 10 — Comparison of the proportions of total CDS in core-genome and in the variable genome
between JM3 and AB42.

In addition, another NRPS (JM3_v1_30002) corresponding to cluster 7 is also specific to the JM3
genome. Fifteen other clusters involved in the biosynthesis of secondary metabolites were found in
the JM3 genome, but are not specific of JIM3 (Table 5). They are involved in the potential biosynthesis
of macrolactin (cluster 3), bacillaene (clusters 1 and 4), iturin (cluster 5), difficidin-like compounds
(clusters 6 and 9), bacilysin (cluster 8), balhimycin-like compound (cluster 10), fengycin precursor
compound (cluster 12), surfactin (cluster 14), siderophore (cluster 16), and terpenes (clusters 2 and
11). For two other clusters (clusters 13 and 17), no potential secondary metabolites were associated
to the set of genes present in these clusters. The farP and sghC main relevant genes found in cluster2
and 11 are also present in the genome of AB42, and might be involved in the production of the aglycon

compounds C105 and C107.
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Discussion

In biological control, interest is often focused on few bacterial genera, such as Bacillus or
Pseudomonas, which are the best-documented genera with fungal biocontrol activity in the literature
(Weller, 1988). In our study, we are interested in two B. amyloquefaciens strains, JM3 and AB42 that
are phylogenetically close to each other, but have different antifungal activities on F. graminearum
Fg1inin vitro conditions. IM3 is able to strongly inhibit the spore germination of Fg (it belongs to class
Il of Fg inhibitors, see chapter VIIIA), whereas AB42 is rather classified as a weak inhibitor of spore
germination of Fg (it belongs to class V of Fg inhibitors, see chapter VIIIA). However, inhibition of

mycelial growth is similar between the two strains.

In order to understand the difference of activity in the spore germination of these two closely related
B. amyloliquefaciens strains, a comparative approach was chosen, both at the level of the metabolites
produced by JM3 and AB42 in pure culture and of their genomes. Firstly, it was necessary to choose
the metabolite extraction method. Following various tests, a liquid-liquid extraction using ethyl acetate
was chosen, because it allowed to obtain the best diversity of compounds in the extracts (data not
show). We focused on the metabolites that were found in the bacterial culture supernatant. These
metabolites can be produced by strains either from an endogenous bacterial production or from the

catabolism of compounds of the starting culture medium.

Compounds present on the chromatograms obtained for JM3 and AB42 seem similar and seem to
differ only in their relative quantity, in particular in the fractions F4 and F5 where the inhibition activity
of Fg mycelial growth and spore germination was found in in vitro conditions. To determine whether
the molecules of interest found in these fractions were not solely due to the metabolism of compounds
present in the medium, different types of culture media were used and compounds extracted from the
corresponding culture supernatants (data not shown). The preliminary results obtained seem to
indicate that the molecules of interest are produced whatever the different media used (15 in total).

These molecules are thus produced endogenously by JM3 and AB42.

Despite various attempts, we were not able to find other growth conditions in which the molecules of
interest are more highly produced. Indeed, studies have already shown the importance of the culture
medium in the production of biocontrol molecules by rhizobacteria, as is the case of 2,4-
diacetylphloroglucinol in fluorescent Pseudomonas (Shanahan et al.,, 1992a). Interestingly, in our
culture conditions which do not involve the presence of the pathogen, strain JM3 is capable of
producing the antifungal molecule(s). This characteristic could suggest that the compounds of interest

might have another role than a sole Fg growth inhibition function.
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The 6 molecules studied, present in fraction F4 and F5, and involved in the inhibition of Fg seem to
belong to the apocarotenoid family. The C107 and C115 molecules appear to be the basic molecules
to which sugars are grafted to give compounds C95, C98, C103 and C105. In order to confirm this first
hypothesis, an enzymatic digestion using a glycosylase would be necessary. If our hypothesis is correct,
it could make it possible to increase the quantity of C107 and C115 molecules, and thus to be able to
perform MNR on molecules allowing a more complete chemical identification of these molecules. In
parallel, tests of in vitro activities would be carried out to characterize the biological effects of the
purified molecules on Fg. It would be interesting to test the molecules of interest in planta in order to
evaluate their ability to protect wheat against Fusarium diseases and to induce a systemic resistance.
Indeed, in Bacillus, molecules such as fengycins and surfactins are known for their antimicrobial activity
(Falardeau et al., 2013), but also to be elicitors of the ISR (Ongena et al., 2007). Both the JM3 and AB42
strains might be able to elicit ISR in wheat, as AntiSMASH prediction suggest they harbor the gene

clusters involved in the biosynthseis of surfactin and fengycin (Table 5).

An apocarotenoid is a chemical compound that differs from a carotenoid by loss of a fragment at one
or at the other extremity of the carbon chain. They are often derived from the oxidation of carotenoids
by a family of enzymes called CDD (Carotenoid Cleavage Dioxigenase) (Walter et al., 2010). In plants,
apocarotenoids play important roles, both in plant development and in the perception of stress (Hou
et al., 2016). In bacteria, their role is less described in the literature but they are known to be involved
in pigmentation, photoprotection, photosynthesis but also cell-to-cell communication (Sui et al., 2013)
or as antioxidants by neutralizing free oxygen radicals (Vachali et al., 2012). Kim et al recently
discovered a dozen of apocarotenoids synthesized in E. coli capable of scavenging free radicals (Kim et
al., 2016). Some studies have shown the production of apocarotenoids in Bacillus that are involved in

photoprotection (Khaneja et al., 2010; Perez-Fons et al., 2011).

There are few studies about the role and the production of apocarotenoids as antifungal compounds,
except in the case of plant apocarotenoids (Sung et al., 2007). But this is the first time, to our
knowledge, that apocarotenoids of Bacillus are shown as being potentially involved in the growth
inhibition of a fungus in vitro. But, no mechanism of action can be yet advanced. In our study, it seems
that the addition of a sugar on the core molecules enhances their antifungal activity, because the AB42
strain produces only a very few amount of molecules in a glycosylated form unlike JM3. This could
explain the difference of activity we observed between the 2 strains. To confirm this hypothesis, a
bioguided fractionation of AB42 culture supernatant and the evaluation of the activity of the different
fractions would be firstly performed, and secondly we will try to purify the different molecules by
finding optimal conditions for their production, and test them individually in order to evaluate their

biological activity.
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Conclusion

The 6 relevant molecules differently produced by JM3 and AB42 have to be purified to allow their
chemical characterization and thus verify wheter they are or not apocarotenoids. Once we are able to
purify them, studies for evaluating their biological activities in vitro and in planta will be possible and
will allow a better understanding of the role and functioning of these molecules. If the antifungal
activity is validated, these works open the door to a new function for Bacillus apocarotenoids. In the
search for new molecules active against pathogens of whether humans or plants, this advance could

lead to new ways of treating diseases.

Ce gqu’il faut retenir de la partie

& Cette partie a cibler la capacité des souches a inhiber la germination des spores et la
croissance mycélienne de Fg. La sélection des souches utilisées a été effectuée a partir
des tests in planta de la partie précédente.

& L'utilisation des combinaisons de bactéries a permis de faire ressortir une souche tres
efficace in vitro : IM3.

& Les combinaisons semblent représenter un avenir en ce qui concerne le développement
de biopesticides car 'accumulation de fonctions bénéfiques pour la plante au sein d’un
consortium pourrait étre la clé du succes d’un tel produit. Des essais in planta et au
champ seront nécessaires pour confirmer les bénéfices apportés par des consortiums.

& Par une approche comparative, en particulier sur les profils métaboliques, entre deux
souches génétiquement proches, JM3 et AB42, une fonction antifongique aurait été
découverte pour des apo-caroténoides bactériens. Mais, les résultats seront a
confirmer par approche RMN couplée a des tests d’activités.
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Table S 2 - Fifty eight secondary metabolites differently produced by strains JM3 and AB42

Compound identification Relative area (%)*
Compound N° Reter(‘r:?:)ﬁme M3 AB42
C12 0.862 Ob 0.353 a
C17 1.058 0.967b 1.275a
Cc23 1.5 0.149b 0.18a
C24 1.562 0.154b 0.176a
C43 2.874 0.171a 0.101b
C45 2.967 0.038 a Ob
C50 3.2 Ob 0.239a
C54 3.462 0.269a 0.248b
C57 3.711 0.144a 0.122b
cel 3.964 0.716 b 0.784 a
Ce4 4,137 0.24a 0.207b
C65 4.33 0.048b 0.416a
C70 4.688 0.037b 0.078 a
C72 4.855 0.028b 0.072a
C74 5.01 0.102b 0.313a
C75 5.102 Ob 0.25a
C76 5.178 0.707a 0.332b
c77 5.246 0.228b 0.318a
C78 5.34 0.098b 0.268 a
C79 5.417 0.379a Ob
C80 5.483 0.093 a Ob
C81 5.528 0.127a 0.015b
C82 5.573 0.162a 0.054b
C83 5.604 0.146a 0.083b
C85 5.661 4344a 1.205b
C86 5.687 0.566 a Ob
C88 5.802 0.024b 0.297 a
Ca0 5.876 1.784 a Ob
ca1 5.862 Ob 0.113a
C92 5.903 Ob 0.182 a
Co3 5.962 0.059b 0.208 a
Co4 5.999 0.072 a Ob
C95 6.037 15.605a 1.108 b
C98 6.091 9.442a 0.879b
Cc101 6.136 0.493a 0.076b
C102 6.159 0.326a Ob
C103 6.193 4.023a 0.399b
C105 6.23 3.482a 0.636b
C106 6.267 0.255a Ob
ci107 6.304 0.288b 2.288a
C108 6.357 0.349a 0.081b
Cl11 6.444 16.943 b 28.525a
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C112 6.536 6.097b 8.39a

C113 6.575 0.609b 3.613a
C115 6.665 4.244b 6.941a
C117 6.745 1.855b 3.879a
C118 6.769 0.762b 2.771a
C120 6.838 0.125b 0.56a
Ci121 6.88 0.091b 1.726a
C123 6.959 0.126 a Ob

C124 6.997 Ob 0.047 a
C128 7.141 3411b 6.351a
C129 7.242 Ob 0.093 a
C130 7.311 0.05b 0.106a
C131 7.357 0.13b 0.298a
C132 7.415 0.1b 0.219a
C133 7.454 0.426b 0.988a
C139 7.876 0.02b 0.05a

$Compounds were detected by UPLC-Q-TOF at UV 280nm. Relative area were calculated by dividing the peak
area of one compound to the sum of areas from all detected compounds. Different letters indicate difference of

relative area between strain JM3 and AB42 on the chromatogram (Kruskal-Wallis, P<0.05).
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Table S 3 - Genomic objects of JIM3 and AB42

Genomic objects AB42 M3
Number of Genomic Objects (CDS, fCDS, rRNA, tRNA, miscRNA) 3996 4473
Number of CDS and fCDS 3834 4301
Number of misc_RNA 79 84
Number of rRNA (16s_rRNA/23s_rRNA/5s_rRNA) 3(1/1/1)  4(1/1/2)
Number of tmRNA 1 1
Number of tRNA 79 83

(
| 135

'



Table S 4 - Genes specific to JM3 and absent in AB42

(with >80% amino acids identity and 80% alignment coverage)

Label Gene Product

Transporter

JM3_v1 50040 bifL ABC transporter (ATP-binding protein) biofilm
formation

JM3_v1 30263 ABC transporter ATP-binding protein

JM3_v1 50041 ABC transporter permease

JM3_v1 50026 ATP binding protein of ABC transporter

JM3 v1 30187 atpl ATP synthase (subunit i)

JM3_v1 30057 tagH ATP-binding teichoic acid precursor transporter
component

JM3_v1 30460 bcrA Bacitracin transport ATP-binding protein BcrA

JM3_v1 50042 Multidrug ABC transporter

JM3 vl 60261 mdtP Multidrug-efflux transporter

JM3_v1 30462 mrsE MrsE (Antibiotic transport system permease
protein)

JM3_v1 30461 mrsG MrsG (ABC-2 family transporter protein)

JM3_v1_40340 putative Glutamine ABC transporter ATP-binding
protein

JM3_v1 50159 nasA putative nitrate transporter

JM3_v1 50385 ydeK putative permease

JM3_v1 20640 putative permease MDR type

JM3_v1 30560 ycbK putative tryptophan or indole exporter

JM3_v1 70112 mneS secondary Mn(lIl) exporter, promiscuous

JM3 v1 10005 Sodium:proton antiporter (fragment)
putative aminoacid related metabolite efflux

JM3_v1 10215 yisU transporter

JM3_v1 30264 yhcl Antibiotic transport system permease protein

JM3_v1 60145 spaT Subtilin transport ATP-binding protein SpaT

JM3_ vl 60151 SrtF Lantibiotic transport ATP-binding protein SrtF

JM3_v1 60152 eriE putative SpaE (transmembrane transport)

JM3_v1 60153
Lantibiotic protection ABC transporter permease

JM3_v1 50027 ABC transporter, permease protein

Factor

JM3_v1 30110 rtbe antitoxin factor of the RttD-RttE toxin-antitoxin
system

JM3_v1 10912 rttMm antitoxin inhibiting Rnase RttL

JM3_v1 40555 rttM antitoxin inhibiting Rnase RttL

JM3_v1 40239 hupN HU-related DNA-binding protein; phage SPbeta

JM3_v1 20664 ytjA membrane protein insertion efficiency factor

JM3_v1_ 60392 comX competence pheromone precursor (pheromone
peptide aa 46->55, geranyl-modified)

JM3_v1_40500 yoyD putative exported protein

JM3_v1 30587 yyzM putative nucleic acid binding protein

JM3_v1 40341 yorV putative nucleic acid binding protein; phage SPbeta
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JM3_v1_10513

ykzQ

putative peptidoglycan binding protein

JM3_v1 40248 spbT toxin; phage SPbeta
JM3_v1 30416; IM3_v1_ DNA-binding protein
70032
Regulator
JM3_v1_50329 phrl ICEBs1 mobile element: secreted regulator of the
activity of phosphatase Rapl
JM3_v1 20216 MerR family transcriptional regulator
JM3_v1 30051 IytB modifier of major autolysin amidase LytC
JM3_v1 20639 nrsk NrsE (DNA binding transcription factor activity)
JM3_v1_50386 ydel
JM3_v1_ 10216 yisV
putative PLP-dependent transcriptional regulator
JM3_v1 40475 yosT putative transcription modulator; phage SPbeta
JM3_v1 40267;)JM3_v1 4026 yopB putative transcriptional regulator, lambda
8 repressor-like; phage SPbeta
JM3_v1 40294 yopS putative transcriptional regulator, lambda
repressor-like; phage SPbeta
JM3_v1_40394 yotlL
putative transcriptional regulator; phage SPbeta
JM3_v1 70021 yqaF putative transcriptional regulator; skin element
JM3_v1 40451 phrkK secreted regulator of the activity of phosphatase
RapK
sknR skin element; transcriptional repressor of yqaF-
JM3_v1 70020 yqgaN operon (Xre family)
link two-component response regulator [LinJ]
JM3_v1 50038 (linearmycin resistance, biofilm formation)
JM3_v1 20224 yrkP two-component response regulator [YrkQ]
JM3_v1 30459 yvrH two-component sensor histidine kinase YvrG [cell
wall processes and sublancin production and
immunity (YvrG)]
JM3_v1 30407 licT transcriptional antiterminator (BglG family)
JM3_v1 50340 cdnl transcriptional regulator for repair and outgrowth
of heat damaged spores
JM3 vl 60254 yusT transcriptional regulator of unknown specificity
(LysR family)
JM3 vl 10454 Transcriptional regulator Yeil (fragment)
JM3_v1 60154 spaR Transcriptional regulatory protein SpaR
JM3_v1_ 40284 aimR
Arbitrium peptide sensor regulator; phage SPbeta
Receptor
JM3_v1 50037 Sensor histidine kinase
JM3_v1 60155 spak Sensor histidine kinase SpaK
JM3_v1 60393 comP two-component sensor histidine kinase
JM3_v1 20223 yrkQ two-component sensor histidine kinase [YrkP]
JM3 v1 30458 mrsK MrsK2 (Sensor Histidine kinase)
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Cellular process

JM3_v1 40443 ypqP YpgP (sporulation capsular polysaccharide
biosynthesis enzyme C-terminal end)

JM3_v1 40467 yodU YodU (spore capsular polysaccharide biosynthesis
enzyme)

JM3_v1 70307 sspK small acid-soluble spore protein

JM3_v1 70090 Abi family protein

JM3 _v1 10512 ykvP spore protein (HGT island)

JM3_v1 10891 ymaG inner spore coat protein; cell wall associated
protein

Enzymes

JM3_v1 50164 bglC aryl-phospho-beta-d-glucosidase

JM3_v1 50331 Aspartate phosphatase

JM3_v1 50156 nasC
assimilatory nitrate reductase (catalytic subunit)

JM3_v1 50157 nasB assimilatory nitrate reductase (electron transfer
subunit NasB)

JM3_v1 40459 ATP-dependent DNA ligase (fragment)

JM3_v1 30059 tagF CDP-glycerol:polyglycerol phosphate glycero-
phosphotransferase (poly(glycerol phosphate)
polymerase)

JM3_v1 30428 wapA cell wall-associated tRNA nuclease precursor;
intercellular growth inhibitor

JM3_v1 10994 Choline esterase

JM3_v1 40375 folA Dihydrofolate reductase

JM3_v1 20429 hsdM DNA methylase M

JM3_v1 40335 DNA polymerase

JM3_v1 20304; JM3_v1_ Dutpase

70045

JM3_v1 30066 IytD exported N-acetylglucosaminidase (major
autolysin) (CWBP90)

JM3_v1 10225 cypC fatty acid beta-hydroxylating cytochrome P450

JM3 v1 30350 relQ fragment of (p)ppGpp synthetase (part 1)

JM3 v1 10678 thiQ fragment of N-formyl-4-amino-5-aminomethyl-2-
methylpyrimidine deformylase (part 2)

JM3_v1 50261 nudT fragment of putative NTP pyrophosphohydrolase
(part 1)

JM3 vl 60311;)M3_v1 6031 yqgbD fragment of putative nucleic acid-binding protein;

2 skin element

JM3_v1 30060;JM3_v1 3006 tagE fragment of UDP-glucose:polyglycerol phosphate

1 alpha-glucosyltransferase

JM3_v1 30325 galk Galactokinase

IM3_v1_40450
JM3_v1_40215
JM3_v1_70117

GCN5-like N-acetyltransferase
Glycerophosphodiester phosphodiesterase
GNAT family acetyltransferase
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JM3_v1_20209
JM3_v1_50044
JM3_v1_30001
JM3_v1_10330

IM3_v1_60256

JM3_v1_50373

JM3_v1_50328

JM3_v1_60391

IM3_v1_40194
JM3_v1_50047
IM3_v1_60286
JM3_v1_20275
JM3_v1_40201
JM3_v1_30050

JM3_v1_10511

IM3_v1_60428
JM3_v1_60001

IM3_v1_40328
IM3_v1_70281
JM3_v1_20288

JM3_v1_50045;JM3_v1_5004

6
JM3_v1_50185
JM3_v1_20215

JM3_v1_30567

JM3_v1_70031

JM3_v1_50363
IM3_v1_40212
JM3_v1_40382

IM3_v1_20228
JM3_v1_70030

JM3_v1_40338

JM3_v1_10983
IM3_v1_70017
IM3_v1_40219

yusQ
thiD

rapl

comQ

uvrX

IytG

IytC

nrnB

bsdD
pgoN

yyaT
yqakK

yrkC
yomM
yotB

yrkN
yqal

yorR

yjmD
yqaB
yomS

GNAT family N-acetyltransferase (fragment)
Gramicidin dehydrogenase

Gramicidin S synthase 2 (fragment)

Hit (histidine triad motif)-like protein involved in
cell-cycle regulation

hydratase of unknown specificity (tautomerase
superfamily)
Hydroxymethylpyrimidine/phosphomethylpyrimidi
ne kinase

ICEBs1 mobile element: response regulator
aspartate phosphatase

isoprenyl transferase (pre-ComX modification)
lesion bypass phage DNA polymerase; phage
SPbeta

Malonyl-CoA transacylase
Methyltransferase
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (major
autolysin)

NADPH-dependent 7-cyano-7-deazaguanine
reductase (fragment)

NADPH-dependent FMN reductase
Non-ribosomal peptide synthetase PstA (fragment)

Oligoribonuclease NrnB
Peptidase G2

Peptidase U35

Peptide synthetase

phenolic acid decarboxylase subunit
promiscuous glyoxal/methylglyoxal reductase

putative acetyltransferase (polyamine degradation)

putative DNA recombination protein; skin element
putative enzyme; cupin family

putative integrase; phage SPbeta

putative metallo-dependent hydrolase; phage
SPbeta

putative N-acetyltransferase
putative nuclease; skin element

putative nucleotide kinase or triphosphate
hydrolase; phage SPbeta

putative oxidoreductase

putative peptidase; skin element

putative phage-related lytic exoenzyme; phage
SPbeta
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JM3_v1 20213 ygeA putative racemase

JM3_v1 60339 yjcK putative ribosomal-protein-alanine N-
acetyltransferase

JM3_v1 40290 yopP putative SPBc2 prophage-derived
integrase/recombinase, phage integrase, phage
SPbeta

JM3 vl 10514 putative sporulation-specific glycosylase

JM3_v1_40318 yogW
putative stress-associated peptidase; putative
general secretion pathway protein; phage SPbeta

JM3_v1 40323 yorA putative uronase; phage SPbeta

JM3_v1 40184 Recombinase

JM3_v1 40332 Replicative DNA helicase

JM3_v1 20426; IM3_v1_ Resolvase domain (fragment)

20427

JM3_v1 40452 rapk response regulator aspartate phosphatase

JM3_v1 50269 rapH Response regulator aspartate phosphatase H

JM3_v1 40196 rapl Response regulator aspartate phosphatase |

JM3_v1_ 10322 Ribonuclease YobL (fragment)

JM3_v1_50372;JM3_v1_ SAM-dependent methyltransferase

50408

JM3_v1 20290; JM3_v1_ Terminase

20291

JM3_v1 60005 Thioesterase

JM3_v1 50371 Thymidylate synthase

JM3 v1 40374 thyA thymidylate synthase A (phage origin)

JM3_v1 60255; JIM3_v1_ 3-ketoacyl-ACP reductase (or fragment)

30004

JM3_v1_50353 Cupin

JM3_v1_ 20430 Type | restriction enzyme, R subunit

JM3_v1 40265 Acetyltransferase

JM3_v1 50374 Uncharacterized 45.4 kDa protein in thiaminase |
5'region

JM3_v1 70016 Int
DNA integration/recombination/inversion protein

JM3_v1 30005 Carbonyl reductase (NADPH) (fragment)

Extra-chromosomal origin

JM3_v1 70089 blyA bacteriophage SPbeta N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidase

JM3_v1 40317 yoqV DNA ligase-like protein; bacteriophage SPbeta

pghZ
IM3_v1_40322 gamma-polyglutamate hydrolase; phage SPbeta
JM3_v1 40208 cwlP lytic transglycosylase; SPbeta phage protein

JM3_v1_70070
JM3_v1_20283
JM3_v1_40199

Phage gp6-like head-tail connector protein
Phage head-tail adapter protein
Phage holing

140

'



JIM3_v1_70074

Phage maijor tail protein

JM3_v1 70088 xhiB phage PBSX; holin
JM3_v1_10376 xpdC
phage PBSX; manganese-containing peroxidase
JM3_v1 20212 Phage portal protein
JM3_v1 70022 Phage protein
JM3_v1 70060 Phage related protein
JM3_v1 20280 Phage tail protein
JM3_v1 20276 Phage tail protein
JM3_v1 20214 Phage-like element PBSX protein
JM3_v1 20289 Phage portal protein
JM3_v1 40206 yomG putative DNA wielding protein; SPbeta phage
JM3_v1 10857; IM3_v1_ Putative phage integrase (fragment)
10858
JM3_v1_10356 yjzl putative phage protein
JM3_v1_40186 ynaB putative phage protein; defective phage region
JM3_v1 40446 ynaB putative phage protein; defective phage region
JM3_v1 10909 ynzG putative phage protein; defective phage region
JM3_v1 50028 ybdN putative phage protein; prophage region 1
JM3_v1 50029 ybdO putative phage protein; prophage region 1
JM3_v1 40393 putative nucleic acid binding protein; phage SPbeta
(fragment)
JM3_v1 20277 putative phage tail tape measure protein TMP
JM3_v1 20274; IM3_v1_ yobO putative phage-related pre-neck appendage
40202 protein; defective prophage 6
JM3_v1 20284 putative Uncharacterized phage protein ( DNA
packaging)
JM3_v1 40466 sprB
recombination directionality factor; phage SPbeta
JM3_v1 40444 SprA serine-type phage integrase; phage SPbeta
JM3_v1 40362 nrdiB SPbeta phage subunit of ribonucleoside
diphosphate reductase
JM3_v1 40367 yosR SPBc2 prophage-derived thioredoxin-like protein
YosR
JM3_v1 40185 nukF calcium-dependent DNA nuclease, lipoprotein;
phage SPbeta
Lipoprotein
JM3_v1 30052 IytA membrane bound lipoprotein
JM3_v1 60150 eril
putative Spal (signal) Producer-immunity system
Structure
JM3 v1 20123 romGA ribosomal protein L33
JM3 v1 70216 G5 domain-containing protein (fragment)
JM3 v1 30024 Hag flagellin protein
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Biosynthesis of Secondary metabolites

JM3_v1 60147;)M3_v1 6014 spaS Lantibiotic subtilin

9

JM3_v1 60144 spaB Subtilin biosynthesis protein SpaB

JM3_ vl 60146 spaC Subtilin biosynthesis protein SpaC

JM3_v1 30002 Amino acid adenylation domain-containing protein
(NRPS)

Membrane component

JM3_v1 50043 Membrane protein

JM3_v1 20008 Membrane protein (fragment)

JM3_v1 10178 MepB family protein

JM3_v1 20226 yrkO putative integral inner membrane protein

JM3_v1 40454; IM3_v1_ yoqO putative membrane protein; phage SPbeta

40311

JM3_v1 20222 psiE phosphate starvation inducible protein

Proteins of unknown functions, hypothetical proteins 542
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Partie 3

Etude de la mise en place de I'ISR chez le blé a I'aide de la bactérie

modele Pseudomonas kilonensis F113
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Chapitre 10 — L’interaction blé — Fg — F113 du point de vue

de l'induction d’une résistance systémique

Introduction

Face a un organisme pathogene, les plantes arborent des défenses constitutives telles les parois
cellulaires, la cuticule, des substances antibiotiques préformées (par exemple des poches d’huile
essentielle ou des tannins) ou une forte acidité. Elles peuvent aussi induire I'expression de génes de
défense. Cette induction peut étre localisée au site d’infection. On parle alors d’acquisition de
résistance locale (LAR pour Local Acquired Resistance) ou systémique, dans des zones de la plante
éloignées du site de stimulation initial. Il existe de deux types de résistance systémique (c’est-a-dire
généralisée a la plante entiere), la SAR (pour Systemic Acquired Resistance) (Durrant and Dong, 2004;
Métraux et al., 2002) et I'ISR (pour Induced Systemic Resistance) (Bakker et al., 2007; lavicoli et al.,
2003; Pieterse and van Loon, 1999). La SAR est une résistance développée par les plantes a la suite
d'une premiére interaction avec un pathogene, et qui permet une meilleure résistance de la plante
lors d'une infection ultérieure par cet organisme mais aussi par d'autres. L'ISR est induite par des
micro-organismes non-pathogénes et consiste a I’élicitation chez la plante d'une réponse lui
permettant une meilleure capacité a mobiliser ses mécanismes de défense inductibles face a une
confrontation ultérieure avec un organisme pathogéne, que cela soit par un phénomene de "priming",
pour lequel on ne note pas d’expression des genes de défense tant qu’il n’y a pas d’attaque par un
pathogene (Bakker et al., 2007; Pieterse et al., 2014), ou par un phénomene induisant I'expression de
certains génes de défense sans qu'il n'y ait développement de symptomes visuels chez la plante
(Okubara et al., 2010). Ces réponses systémiques exercent un réle de sentinelle permettant une

réponse de défense plus rapide et plus forte de la plante a I'attaque ultérieure d’un pathogéne.

Les effets « priming » conduisant a I'ISR ne sont pas toujours simples a étudier avec des systemes
classiques car ils n‘induisent pas chez la plante de bouleversements profonds. De plus, avec les
méthodes de culture traditionnelles, il est difficile de séparer les effets locaux des effets systémiques,
aussi bien pour la plante que pour la bactérie d’intérét. Pour répondre a cette problématique, il a été
mis au point un systéme split-root, permettant de diviser le systéme racinaire en deux parties. Cet
outil, non destructeur dans le cas des plantes monocotylédones, nous a permis d’explorer les capacités
de phytoprotection du blé par Pseudomonas kilonensis F113 lors d’une infection par Fusarium
graminearum. 1l a aussi été étudié I'implication d’une molécule antimicrobienne, le DAPG (2-4

DiAcétylPhloroGlucinol), produit par F113, dans cette phytoprotection. Le DAPG a fait |'objet de
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nombreuses études et se révele étre une molécule multifonctionnelle (Cronin et al., 1997; Jousset and
Bonkowski, 2010; Lanteigne et al., 2012; Velusamy et al., 2006), et semble méme étre impliquée dans
la mise en place de I'ISR chez Arabidopsis thaliana (lavicoli et al., 2003). Nous avons voulu donc

explorer I'action de cette molécule multifacette au sein du systeme tripartite blé-Fg-F113.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu caractériser la réponse moléculaire du blé et du pathogéne
lors de cette interaction tripartite, afin de mieux comprendre les mécanismes pouvant aboutir a une
phytoprotection. Dans une derniere expérience, nous avons testé |’hypothése d’une possible
communication racine-racine permettant une induction d’une résistance systémique apres élicitation
par F113, a I'aide d’un dispositif de triple-split-root. Toutes ces expériences visent a mieux comprendre
I'interaction tripartite blé-Fg-F113 et les répercussions qui peuvent en découler dans le sol. Le choix
d’utiliser F113 dans ces expériences provient d’'un commencement de ses travaux ultérieurement au
début de la these, ainsi que la mise a disposition d’outils génétiques sur cette souche permettant
d’investiguer le réle du DAPG dans l'induction d’une résistance systémique au-dela de son effet

antimicrobien.
Matériel et Méthodes

Effet de phytoprotection de Pseudomonas kilonensis F113 via des effets

antagonistes et d’induction de résistance systémique et implication du DAPG

Culture des souches de F. graminearum et de Pseudomonas

F. graminearum Fg1 est cultivé, pendant 6 a 9 jours, a température ambiante, sur milieu PDA (Potato
Dextrose Agar, Conda) en déposant, au centre de la boite de Petri, un disque d'agar (de 6 mm de
diametre) contenant l'inoculum fongique. Les souches bactériennes Pseudomonas protegens CHAQ
(lavicoli et al., 2003) et P. kilonensis F113 (Shanahan et al., 1992b) ainsi que le mutant DAPG  F113G22
(F113 phiD::kan, (Shanahan et al., 1992b)) sont cultivés sur milieu gélosé King’s B (Conda) ou dans du
milieu King’s B liquide sous agitation (140rpm), a 28°C, pendant 24h pour les tests d'inhibition, ou 36h

pour les inoculations sur plante.
Production des spores de F. graminearum

Une préculture de F. graminearum est effectuée dans un erlenmeyer de 250mL contenant 50mL de
milieu liquide MBB (Mung Bean Broth) auxquels sont ajoutés 10 disques mycéliens de 6mm de
diameétre de F. graminearum (cultivé sur milieu PDA depuis 6 a 9 jours). L'incubation est réalisée sous
agitation (180rpm) a température ambiante pendant 5 a 6 jours. Pour la culture, 5mL de préculture

sont prélevés puis ajoutés a 45mL de milieu MBB (dans un erlenmeyer de 250ml). La culture est
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incubée a température ambiante, sous agitation (180rpm), pendant 6 a 12 jours. Les spores sont
obtenues suite a la filtration de la culture a I'aide d’un filtre stérile de type Myracloth (VWR) (20x20cm),
apres avoir préalablement agité fortement les erlenmeyers avant de verser leur contenu sur le filtre
(afin de libérer les spores qui pourraient étre contenues dans le mycélium). Le filtrat est réparti dans
des tubes Falcon de 50mL, afin d'étre centrifugé une premiere fois a 4700rpm pendant 5min. Le
surnageant est éliminé délicatement, et le culot contenant les spores est repris dans 5mL d'eau stérile.
Une deuxieme centrifugation est effectuée, dans les mémes conditions. Le surnageant est éliminé. Le
culot de spores contenu dans un tube Falcon est repris dans 25mL d'eau stérile. Cette suspension est
ensuite utilisée pour reprendre les culots de spores contenus dans les autres tubes (permettant ainsi
de concentrer la suspension de spores). La titration de la suspension de spores est effectuée a l'aide

d'une cellule de Thomas.
Développement d’un systéme ‘split-root’ de culture du blé en conditions non-stériles

Des pots (de hauteur 12cm) ont été fabriqués a partir de tubes carrés en PVC (35 x 35mm, longueur
25m) de la marque Alfer. Des bouchons en PVC (35 x 35mm), percés de 3 trous, ont été apposés a une
extrémité des pots. Les pots ont été associés deux par deux, a I'aide de ruban adhésif. Dans le reste de
cet article, un pot ainsi constitué de 2 compartiments est désigné sous le terme de pot ‘split-root’. La
décontamination des pots et leur stérilisation sont effectuées par trempage dans une solution de Javel
a 1.9% (m/m) de chlore actif, pendant 2h et par un traitement aux ultraviolets (20min),

respectivement.

Des graines pré-germées de blé (cultivar Récital) sont déposées dans du terreau de semis
(Favorit®) et mises a germer dans une chambre climatique, avec un cycle jour/nuit de 16h/8h a une
température respectivement de 20°C et 18°C. Quand les plantules ont atteint une hauteur d'environ
3-4cm, elles ont été délicatement prélevées, en veillant a ne pas endommager leurs racines. Le
systeme racinaire est alors réparti, de facon égale, dans chacun des 2 compartiments d’un pot ‘split-
root’, préalablement remplis au 4/5°™ avec du terreau de semis. Un complément de terreau est
ensuite apporté (la masse finale de terreau par pot est comprise entre 80 et 120g) puis les plantules
sont arrosées avec 15mL d’eau dans chaque compartiment. Les blés sont incubés dans une chambre
climatique, dans des conditions identiques a celles précédemment citées. Un arrosage (10mL d’eau
/pot) est effectué quotidiennement. Un apport d'engrais chimique (Nature&Progress) de 10mL, en
respectant les recommandations du fabricant, a été effectué une fois par semaine, en remplacement

de I'arrosage.

Aprés 4 jours d’incubation, les premiéres inoculations de microorganismes ont été réalisées. Les

traitements sont : i) un témoin négatif (i.e. témoin plante), ou aucun des micro-organismes n'a été
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inoculé, ii) un témoin positif (i.e. témoin pathogéne) ol le champignon F. graminearum a été introduit
a proximité des racines dans un compartiment du systéme, iii) un traitement ‘ISR’ ol P. kilonensis F113
ou son mutant F113G22 est introduit dans un 1*" compartiment, 3 jours avant l'introduction de F.
graminearum dans le 28™¢ compartiment, iv) un traitement ‘antagonisme’ ot F113 (ou son mutant

F113G22) et F. graminearum sont introduits simultanément dans le méme compartiment.

Neuf réplicats ont été effectués pour chacun des 7 traitements (témoin plante, témoin pathogene,
ISR F113 'sans priming", ISR F113, ISR F113G22, antagonisme F113 et antagonisme F113G22) et ont

été disposés en bloc (Figure 1) aléatoire complet.

Par compartiment, les racines sont inoculées avec 5.108 Unités Formant Colonies (UFC) de F113 (ou

F113G22) et 2.10° spores de F. graminearum.

Figure 1 - Dispositif expérimentale : représentation d'un bloc de traitement

Au bout de 30 jours de culture, les symptomes sont évalués a I'aide d’une grille (Tableau 1) et les
racines présentes dans chaque compartiment des pots ’split-roots’ ainsi que le collet sont prélevés.
Les racines ont été secouées vigoureusement afin d’éliminer le sol adhérant. Les échantillons de
racines ont ensuite été lyophilisés pendant 24 a 36h. Aprés lyophilisation, les racines ont été de

nouveau secouées pour ne garder que le sol intimement lié a ces dernieres. Tous les échantillons (sol
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et collet) ont été broyés dans I'azote liquide a I'aide d'un pilon. Tous les instruments utilisés lors de cet
échantillonnage (scalpels, pilons) ont été nettoyés a l'alcool entre chaque échantillon. Les échantillons

ont ensuite été conservés a -20°C.

Tableau 1 - Evaluation de l'intensité des nécroses

Note Intensité des nécroses
0 Aucune nécrose
1 1 nécrose <1 cm
2 1cm < 1 nécrose < 2 cm
3 1 nécrose >2 cm
4 2 nécroses <1cm
5 1cm < 2 nécroses <2 cm
6 2 nécroses >2 cm
7 3 nécroses <1cm
8 1cm < 3 nécroses < 2 cm
9 3 nécroses > 2 cm
10 4 nécroses et +<1cm
11 1cm < 4 nécroses et + <2 cm
12 4 nécroses et + > 2 cm

Extraction et quantification d’ADN a partir des racines et du sol adhérent ou des collets

L'ADN a été extrait a partir de 100mg de matiere séche de racines et de sol adhérant aux racines ou de
tissus végétaux (collet) a I'aide du kit ‘FastDNA Spin Kit for Soil’ (MP Biomedicals, OH, USA) en suivant

les recommandations du fournisseur. Les ADN ont été élués dans 60uL d’eau stérile, et stockés a -20°C.

T™ PicoGreen dsDNA Reagent

La quantification des ADN a été réalisée a I'aide du kit Quant-i
(Molecular Probes, OR, USA) en suivant les recommandations du fournisseur. Le picogreen est un
colorant qui émet une fluorescence a Aem=535nm lorsque qu'il est lié a I'ADN et excité a Aex=485nm.
Une gamme étalon (allant de 6,25pg/uL a 0.2ng/uL d’ADN) a été réalisée avec un standard d’ADN a
100pg/mL fourni dans le kit. La lecture de la fluorescence a été réalisée a I'aide d’un spectrofluorimétre

Infinite® 200 Pro (TECAN, Suisse).
Mise au point de la qPCR

Les quantifications des populations de P. kilonensis F113 (ou de son mutant F113G22) et de F.
graminearum ont été réalisées par gPCR sur un LightCycler 480 (Roche Applied Sciences, Indianapolis,
IN, USA). Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 20uL contenant : 10uL de SYBR Green

| Master mix (Roche Applied Sciences), 1 puL de chacune des deux amorces (a une concentration de
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10nM), 6 pL d’H,0 et 2 puL d'ADN a une concentration de 2,5ng/uL. Les amorces (table 2) pour la
quantification de P. fluorescens F113 ou de son mutant F113GG22 ont été décrites par Von Felten et
collaborateurs (Von Felten et al., 2010), et les amorces (tableau 2) pour Fg nous ont été fournies par
I'UMR INRA GDEC de Clermont-Ferrand et ciblent la région intergénique (IGS) 18S-28S de F.
graminearum. Le programme de qPCR suivant (identique pour les deux paires d'amorces) a été utilisé :
une premiére étape d'activation de 10min a 95°C, suivie d'une étape d'amplification composée de 40
cycles de 15s de dénaturation a 95°C, suivie de 30s d'hybridation a 60°C, puis de 30s d'élongation a
72°C. La courbe de fusion a été obtenue en dénaturant progressivement les produits amplifiés par

incrémentation de la température de 0.11°C/s jusqu'a 98°C.

Les données ont été collectées a I'aide du logiciel du LightCycler 480. La gamme étalon pour la
quantification de la souche F113 a été préparée a partir d'un échantillon d’ADN génomique a 0,5.107
copies/uL, et dilué en série de maniére décimale jusqu'a 0,5.10° copies/uL. Pour la quantification de F.
graminearum, la gamme étalon a été préparée a partir d’'un échantillon d’ADN d'IGS 185-28S amplifié
et validé par séquencage a 0,5.10° copies/uL, et dilué en série de maniére décimale jusqu'a 0,5.10?
copies/uL. Six traitements (témoin plante, témoin pathogéne, ISR F113, ISR F113G22, antagonisme

F113, antagonisme F113G22) ont été analysées (5 répétitions/traitement).

Tableau 2 - Amorces utilisées pour le suivi des populations de F113 et de Fg

Taille du
. . Nom des . ) o TC i
Micro-organisme Séquence (5’-3’) ’ — fragment Références
amorces d’hybridation
(pb)
F113_1 for CAAGAAAGGTGAGCCGAGAC (Von Felten
P. F - - !
fluorescens F113 111371 rev  CGACAACCAGCACTTGAGAA 60 108 2010)
E eraminearum FglIGS_for GTTGATGGGTAAAAGTGTG 60 467 Communication
-8 FgIGS_rev CTCTCATATACCCTCCG personnelle

Etude de I'implication des genes de défense dans la phytoprotection du blé par

F113

Mise en place du dispositif expérimental

Sans germination préalable, 3 graines ont été déposées dans un pot, préalablement rempli avec du
terreau (Favorit’), avant d’étre inoculées ou non par la souche P. kilonensis F113 et ou le pathogéne
Fg. Les traitements sont les suivants : i) un témoin négatif (i.e témoin plante) ne contenant ni bactérie,
ni champignon, ii) un témoin positif (i.e témoin pathogene) contenant uniquement F. graminearum,
iii) un témoin bactérie, ne contenant que F113, et iv) un traitement ol F113 et Fg sont co-inoculés.

Pour chaque traitement, des plantes sont prélevées a 4 temps différents : 4jpi (jour post-infection),
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7jpi, 9jpi, et 14jpi. Pour chaque temps, 3 réplicats par traitement sont réalisés. Pour chaque pot
concerné, les graines sont inoculées avec 100uL d’une suspension a 10’ UFC.mL?* de F113 et par 100uL
d’une suspension a 10* spores.mL? de F. graminearum. Uinfection par Fg intervient 3 jours aprés
I'inoculation de la bactérie. Pour les 3 premiers temps de prélevements (4jpi, 7jpi et 9jpi), les parties
aériennes des 3 plantes par pot ont été rassemblées. Pour le dernier temps de préléevement (14jpi), le
collet (sur une zone de 3cm de longueur) est prélevé pour chaque plante d’un pot. Des que le

prélevement est effectué, les plantes ont été conservées dans |'azote liquide.
Extraction des ARN et obtention des ADNc

L’ARN a été extrait a partir de ces différents prélevements a I'aide du kit NucleoSpin® RNA Plant (RNA
isolation from plant) (Ref 740949.50 ,Macherey Nagel, Allemagne) en suivant les recommandations du
fournisseur. Les ARN ont été élués dans 60 pL d’eau stérile. A partir de ces échantillons, les ADN

potentiellement restants ont été éliminés a 'aide d’un kit TURBO DNA-free ™

(Thermo Fischer
Scientifique), en suivant les recommandations du fournisseur. Pour chaque tube, 50uL de surnageant,
contenant les ARN, ont été prélevés et conservés a - 20°C. Pour vérifier que les ARN ne contenaient
pas d’ADN, une PCR 185 a été effectuée sur les échantillons (Primer forward

CCATCCCTCCGTAGTTAGCTTCT and reverse : CCTGTCGGCCAAGGCTATATAC).

Pour obtenir des ADNc a partir des ARNSs, le kit SuperScript ®IIl First-Strand Synthesis System for
RT_PCR (Thermo Fischer Scientifique) a été utilisé en choisissant des amorces aléatoires (mélange
d’hexanucléotides). Pour la dénaturation, 8 uL d’ARN (1ng/uL) ont été utilisés, 1uL de mélange
d’hexanucléotides (50 ng/uL) et 1uL de mélange de dNTP a 10 mM. Le mélange réactionnel contenait
par échantillon : 2 uL de 10x RT Buffer, 4 uL de MgCI2 8 25 mM, 2 uLDTTa 0,1 M, 1 uL de RNase OUT™
(40 U/uL) et 1 uL de SuperScript ® 11 RT (200 U/uL). Les ADNc obtenus ont été conservés a -20°C.

Quantification des génes de défense du blé

La quantification des génes de défense a été réalisée par gPCR sur un LightCycler 480 (Roche Applied
Sciences, Indianapolis, IN, USA). Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 20uL
contenant : 10uL de SYBR Green | Master mix (Roche Applied Sciences), 1 uL de chacune des deux
amorces (a une concentration de 10nM), 6 puL d’eau et 2 uL d'ADNc. Les amorces (tableau 3) ont été

fournies par I’équipe de T. Langin du GDEC de I'INRA de Clermont-Ferrand.
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Tableau 3 - Listes des amorces utilisés pour I’étude des génes de défense

Géne Amorces Sequence amorce Longueur d’amplicon (en pb) Reference
paLp  PALFwd-2 GGTTCATGGCAACGAACACCTTGT 100 Beccarri et al., 2011
PAL Rev-2 AGGAGCTTGGAACGGAGTACTTGA
PR-2 PR2 Fwd CTCGACATCGGTAACGACCAG 500 Desmond et al 2005
PR2 Rev GCGGCGATGTACTTGATGTTC
pr.1o PRIO Fwd TTAAACCAGCACGAGAAACATCAG - Desmond et al 2005
PR10 Rev ATCCTCCCTCGATTATTCTCACG
PRA PR4 Fwd CGAGGATCGTGGACCAGTG 900 Beccari et al 2011
PR4 Rev GTCGACGAACTGGTAGTTGACG
PRS Fwd-2 ACAGCTACGCCAAGGACGAC
PR-S " bps Rev-2 CGCGTCCTAATCTAAGGGCAG 450 Desmond et al 2005

Le programme de qPCR suivant (identique pour toutes les amorces) a été utilisé : une premiéere étape
d'activation de 10min a 95°C, suivie d'une étape d'amplification composée de 45 cycles de 15s de
dénaturation a 94°C, suivie de 10s d'hybridation a 60°C, puis de 20s d'élongation a 72°C. La courbe de
fusion a été obtenue en dénaturant progressivement les produits amplifiés par incrémentation de la
température de 0.11°C/s jusqu'a 97°C. Les résultats sont exprimés en calculant le rapport d’induction

en suivant les formules suivantes :

ACt géne X~ Ct gene X de défense™ Ct gene 18S
AACt géne X = ACt géne X/traitement microbien — ACt geéne de défense / plante non-inoculée
Rapport d’induction gene x = 2728Ct8%ne X

Pour chaque temps, trois réplicats biologiques ont été réalisés. Les résultats de facteurs d’induction

sont exprimés sous la forme de moyenne +erreur standard.
Exploration du potentiel de communication entre racine de blé

Pour cette expérience, 4 pots cubiques (12x12x12cm) ont été agrafés ensemble, les uns a la suite des
autres. Comme précédemment, les graines ont été mises a germer dans du terreau (Favorit®) pendant
4-5 jours avant de pouvoir les récupérer afin de diviser le systeme racinaire en deux parties égales.
Dans chaque réplicat, 3 plantes (notées A, B, C sur la Figure 2) ont été disposées, comme
précédemment décrit, dans les pots pour ‘split-root’. Pour chaque traitement, 5 réplicats biologiques

ont été effectués (Figure 3).
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Figure 2 - Schéma du dispositif expérimental.

@ Souche PGPR
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Les rectangles bleus représentent les pots, les ronds rouges représentent Fg et les ronds bleus représentent F113.

Aprés 4 jours d’incubation, la souche F113 est inoculée. Les traitements sont: i) un témoin négatif (i.e.
témoin plante sans inoculation microbienne), ii) un témoin positif (i.e témoin pathogene), ol Fg est
inoculé dans les pots 2, 3 et 4, et iii) une condition ISR, ou la souche F113 est inoculée dans le 1°" pot
tandis que Fg est inoculé dans les 3 pots suivants. L'inoculation de Fg a lieu 3 jours apres celle de la
souche F113. Pour chaque réplicat concerné, les plantes sont inoculées au niveau des racines avec
100pL d’une suspension a 10’ UFC.mL™* de F113 et par 100uL d’une suspension de 10*spores.mL? de
Fg. Apres 3 semaines de culture dans une chambre climatique (avec un cycle de 16h de lumiere a 20°C

et 8h d’obscurité a 18°C avec 60% d’hygrométrie), I'évolution des symptdmes a été notée sur 3

Figure 3 - Dispositif expérimentale au bout de 2 semaines de culture

semaines, a raison d’un relevé par semaine.

Analyses statistiques
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La normalité des données est testée a |'aide d'un test de Shapiro. L'homoscédasticité des variances est
déterminée a l'aide d’un test de Bartlett. Si la normalité et I'homoscédasticité des données sont
vérifiées, les données ont été analysées par une ANOVA (ANalysis Of VAriance) et un test a postériori
de Tukey. Sil'une des deux conditions n'est pas vérifiée, les données ont été analysées par un test non-
paramétrique de Kruskal-Wallis, associé a un test a posteriori de Wilcoxon. Les comparaisons deux a
deux de traitements en test non paramétrique ont été réalisées a I'aide d'un test de Mann-Whitney.

L'ensemble des tests a été réalisé a I'aide du logiciel R.

Résultats

Effet de phytoprotection de F113 via des effets antagonistes et d’induction de

résistance systémique et implication du DAPG

Symptomes de maladie causés par F. graminearum et biomasse foliaire du blé

L'analyse des symptomes de fusariose du collet a été réalisée grace a une grille que nous avons établie,
adaptée aux nécroses du collet. Notre échelle comporte 12 échelons, ou 0 représente une plante sans
nécrose et 12, une plante comportant au moins 4 tiges ayant des nécroses de plus de 2cm. Les témoins
négatifs plantes ne présentent pas de nécroses, ce qui indique que le terreau utilisé ne comporte pas
de phytopathogenes capables d’induire des nécroses au niveau du collet. Dans les témoins positifs

pathogenes, une intensité de maladie égale ou supérieure a 11 a été observée.
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Les résultats présentés en Figure 4 montrent que pour I'ensemble des traitements F113 et
F113G22, les plantes présentent significativement moins de nécroses que le traitement témoin avec
le pathogene seul (P<0,05). Les traitements ISR et antagonisme avec F113 et F113G22 ne sont pas
significativement différents entre eux (P>0,05). Néanmoins, alors que les traitements antagonisme
avec F113 et F113G22 semblent identiques, l'intensité des nécroses pour le traitement ISR avec F113
semble plus faible (réduction de 24%) que pour le traitement ISR avec F113G322. Au niveau de la
biomasse foliaire, aucune différence significative n'a pu étre détectée entre les différents traitements

(Données non montrées).
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Figure 4 - Résultats de I'intensité des symptomes au niveau du collet en fonction des différents
traitements.
Des lettres différentes traduisent une différence d’intensité de symptémes significative (Wilcoxon, n=9,
P<0,05).

Dynamique des populations microbiennes de P. kilonensis F113, de son mutant F113G22, et de F.

graminearum

Les couples d'amorces utilisées dans cette étude pour quantifier par qPCR les populations de P.
kilonensis et F. graminearum ont permis la quantification, avec une efficacité supérieure a 80% et un
taux d'erreur inférieur a 5%, de 10% a 10® copies de I'IGS 185-28S pour F. graminearum et de 10? & 10’
copies d'un fragment d’ADN spécifique de la souche F113 et de son mutant F113G22. Les courbes de
fusions ont montré la présence d'un seul pic, relevant une bonne spécificité d'amplification. Les
populations microbiennes ont été exprimées par gramme de matiére seche (que cela soit pour le collet
ou pour les racines et le sol adhérant) et analysées au sein de 3 compartiments différents du systeme
‘split-root’ : les 2 compartiments racinaires dans lesquels les populations ont ou n'ont pas été inoculées
et le compartiment collet. Un biais ayant été observé vis-a-vis du nombre de racines présentes de facon

aléatoire dans les différents compartiments (résultat non montré), les résultats n’ont pas pu étre
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exprimés en niveaux de populations totales par compartiment racinaire. Pour le champignon
F.graminearum, les résultats de qPCR sont exprimés en nombre de copies d’ADN de I'IGS 185-28S/g
matiére séche et pour les populations bactériennes en nombre de cellules/g de matiére séche. Dans
les témoins plantes, les niveaux des populations de P. kilonensis et F. graminearum quantifiés par qPCR
sont inférieurs aux seuils de détection. Ces seuils sont de 10° cellules/g de matiére séche pour P.

kilonensis F113 ou F113G22 et 10° copies d'IGS 185-28S/g de matiére séche pour F. graminearum.

Au niveau du collet, aucune différence significative de colonisation par F. graminearum entre les
différents traitements ou F. graminearum est présent n’a été observée (Figure 5). Au contraire, il y a
une différence significative de colonisation par P. kilonensis entre le traitement antagonisme avec
F113G22 et les traitements ISR avec F113, et antagonisme avec F113 (P<0,05). Le traitement ISR avec
F113G22 n'est par contre pas significativement différent des traitements antagonisme avec F113 et
F113G22 ainsi que ISR avec F113 (Figure 6). Pour tous les traitements, les niveaux de population de P.
kilonensis F113 (et de son mutant) sont, au niveau du collet, au-dessus de 5.10° cellules/g de matiére
séche, un résultat non-attendu, F113 étant davantage connu pour coloniser efficacement la

rhizospheére des plantes.

(
| 155

'



10 4

b
b b b
b
g -
8
7
a
Temoin Pl Temoin Fg Anta F113 [ISRF113 Anta ISR
F113G22 F113G22

Population de Fg (log nb de
copies d'IGS 185-285/g de collet
sec)

Figure 5 - Quantification par qPCR de la population de F. graminearum présente dans le collet dans les
différents traitements.
Deux lettres différentes signifient une différence significative de colonisation au niveau du collet, pour les différents
traitements étudiés (Wilcoxon, n=5, P<0,05).
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Figure 6 - Quantification par qPCR des populations de Pseudomonas kilonensis F113 ou F113G22 au niveau du
collet du blé.

Les histogrammes en vert signifient que les traitements ont été inoculés avec F113 et les histogrammes en bleu que les
traitements ont été inoculés avec F113G22. Des lettres différentes signifient une différence significative de colonisation au niveau
du collet entre les différents traitements étudiés (Wilcoxon, n=5, P<0,05).

Au niveau des compartiments racinaires, l'intérét s'est porté sur plusieurs points : (i) le niveau de
colonisation des micro-organismes entre les deux compartiments racinaires pour un méme
traitement ; (ii) les niveaux de populations des micro-organismes quand ils sont introduits dans un
méme compartiment ; (iii) le niveau de colonisation de F. graminearum dans les compartiments o il

n'a pas été introduit en présence de P. fluorescens F113 et F113G22.

Dans chaque traitement ou Fg a été introduit, les populations fongiques retrouvées sont d’environ 10°
copies d’ADN par gramme de racine-sol adhérent (Figure 7). Il est donc possible de dire que le
champignon a été capable de s’installer au niveau de la rhizosphere. Mais il est a noter que Fg a été
aussi retrouvé dans les compartiments ou il n’a pas été inoculé, toutefois dans des quantités plus
faibles de I'ordre de 108 copies d’ADN par gramme de racine-sol adhérent. Dans le témoin négatif, le
champignon se situe en dessous du seuil de détection (<10° copies d’ADN par gramme de sol-racine
adhérent). Pour les populations de P. kilonensis (F113 ou F113G22), des observations similaires sont
réalisées (Figure 8). Ces résultats montrent que F113, F113G22 et Fg sont tous capables de coloniser

le compartiment ouU ils n'ont pas été introduits a partir des racines.

(
| 156

'



10 4 |_|
$ o . 1
I * %
S a - | | a
e [ |
@ 9 A
-
a0
S
@
a
Q
vd
3 g 8 1
£
4
i=]
=,
3 | |
c
9
k]
3
g 6
= e | e | ®2| 8| n 8 [ m 2| o | e |« &
159 58 o
& = a
%
Témoin Pl Témoin Fg Anta F113 ISR F113 Anta F113G22 | ISR F113G22

Figure 7 - Quantification des populations de F. graminearum au niveau des racines du blé dans les différents
traitements.

Pour chaque traitement, les populations sont quantifiées dans chaque compartiment racinaire. @ signifie qu’aucune
inoculation n’a été faite. Fg signifie que F. graminearum a été inoculé dans le compartiment considéré. F113 ou F113G22
signifie que la souche F113 ou son mutant F113G22 a été inoculé dans ce compartiment. Les étoiles signifient une différence
significative de colonisation entre les deux compartiments d’'un méme traitement. Une méme lettre signifie qu’il n’y a pas de
différence de colonisation racinaire de F. graminearum quand il est seul dans un compartiment ou en présence de P.
fluorescens F113 ou de son mutant F113G22 (Wilcoxon, n=5, P<0,05).
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Figure 8 - Quantification des populations de F113 ou F113G22 au niveau des racines du blé dans les différents
traitements.

Les histogrammes en vert signifient que les plantes ont été inoculées avec F113 et les histogrammes en bleu que les plantes
ont été inoculées avec F113G22. Pour chaque traitement, les populations sont quantifiées dans chaque compartiment
racinaire du systéme ‘split-root’. @ signifie qu’aucune inoculation n’a été faite. Fg signifie que F. graminearum a été inoculé
dans ce compartiment. F113 ou F113G22 signifie que F113 ou son mutant F113G22 3 été inoculé dans le compartiment. Les
étoiles signifient une différence significative de colonisation entre les deux compartiments d’'un méme traitement. Une lettre
différente signifie une différence entre les traitements Anta F113 et Anta F113G22 dans un méme compartiment comparé
(Wilcoxon, n=5, P<0,05).
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En comparant le compartiment ol Fg a été introduit dans le témoin positif avec les
compartiments ou Fg et F113 (ou F113G22) ont été introduits dans le méme compartiment, c’est-a-
dire dans les traitements Antagonisme avec F113 (ou avec F113G22), il est observé que F113 ou
F113G22 n'inhibent pas significativement la population de Fg (P=0.82). Lorsque I'on compare les
niveaux de colonisation racinaire de Fg dans les compartiments olu ce dernier n'a pas été introduit
(pour les traitements : témoin positif Fg, ISR avec F113 et ISR avec F113G22), aucune différence
significative n’est également observée (P=0,20). Ce résultat indique que F113 ou F113G22 n'a pas
d'effet sur la colonisation des racines de blé par Fg a distance du site de d’introduction initiale du
pathogene dans les pots ‘split-root’. Il est possible d’en déduire que le DAPG, en tant que molécule
antimicrobienne ne semble pas étre impliquer dans I'inhibition de Fg in planta, en particulier au niveau

racine.

Etude de I'implication des génes de défenses dans la phytoprotection du blé par

F113

Dans cette expérience préliminaire, I'expression de 5 genes de défenses du blé a été analysée : PR-2,
PR-5, PAL-2, PR-10, PR-4. PR-2 code pour une B-glucanase qui est une enzyme hydrolytique dégradant
les B-glucanes de la paroi fongique, ceci permettant la libération d’éliciteur associé a la mise en place
de la SAR. PR-5 code pour une protéine thaumatin-like qui aurait un effet dans I'inhibition fongique
par création de lésions dans les hyphes. PAL-2 code pour la premiére enzyme impliquée dans la voie
des phénylpropanoides, voie permettant la synthese de la lignine mais surtout de I'acide salicylique,
une hormone clef impliquée en particulier dans le déclenchement de la SAR. PR-10 code pour une
protéine ribonucléase-like et est souvent associé a une réponse au stress, pour autant son mode
d’action reste encore inconnu. Et PR-4 code pour une chitinase, capable de dégrader la paroi fongique.
En paralléle, le suivi de la transcription des génes de virulence du champignon était prévu, mais aucun

transcrit fongique n’a pu étre détecté.

Les résultats sont exprimés en fonction de leur facteur d’induction par rapport a la condition témoin
plante ne contenant ni bactérie, ni pathogene (Tableau 4). Les résultats obtenus présentent une trés
grande variabilité, rendant leur interprétation hypothétique. Le premier constat pouvant étre fait est
que l'inoculation avec le pathogene seul semble augmenter fortement la transcription des génes de
défenses étudiés hormis les genes codant PAL-2. Le traitement avec la bactérie seule semble fortement
augmenter la transcription du géne codant PR-5, encore plus fortement que le traitement avec le
champignon seul au bout de 9jpi. Mais I'impact de F113 seule sur I’expression des autres genes étudiés

semble étre faible. Pour ce qui est du traitement bactérie + pathogéne, le géne codant pour PR-4 est
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fortement exprimé au bout de 7jpi, mais pour les autres génes, la bactérie tend a fortement réduire le

niveau d’induction de leur transcription, observée par ailleurs avec la condition Fg seul.

Tableau 4 - Facteurs d’induction de I’expression des génes de défense du blé, au cours du temps, en présence
du pathogeéne F. graminearum Fg1 et/ou de la souche P. kilonensis F113

Traitements Facteur d’induction a différent temps (indiqués en jours)
Génes de défense

microbiens 4 7 9 14

F113+Fg 0,44+ 0.30 1,00+ 0.36 1,30 = 1,05 8,64£6,72
PR-2 24,56 =

Fg 23,59 17,17 £ 13,65 12,40 4,82 14,39+ 4,53
F113 0,33£0,1 0,27 £ 0,08 2,20+ 1,49 0,17 £ 0,04
F113+Fg 0,53%0,41 0,32£0,06 4,64+ 4,04 0,07 £ 0,04
PR-5 Fg 1,31+ 1,11 5,58 = 4,46 19,05 = 15,01 0,01 £0,003
F113 0,60= 0,51 0,79£0,71 48,83 = 16,54 29,45 £ 15,01
F113+Fg 0,24£ 0,05 0,65%0,17 1,48 £ 0,80 1,21£0,33
PAL-2 Fg 2,25+1,97 1,64+ 0,86 0,75+ 0,47 0,75+ 0,04
F113 0,40 0,28 0,39£0,13 1,17 0,62 1,22 £ 0,49
F113+Fg 0,51£0,29 0,62£0,50 0,39+0,21 2,04+ 0,86
PR-10 Fg 9,06 + 8,32 12,62 + 11,50 8,68+7,78 13,77 9,05
F113 0,49 + 0,40 0,25£0,21 2,17+0,82 1,70+ 1,28
F113 + Fg 0,27 0,07 8,05 6,03 3,15+2,52 1,17 £ 0,50
PR-4 Fg 1,49+ 1,48 5,50£4,77 20,13 £ 10,09 0,94 £ 0,40
F113 021£0,12 1,32 0,58 3,01+1,02 0,13 0,06

Transmission d’un signal de défense entre racines de plants de blé

Comme précédemment, les tests réalisés sont des tests préliminaires avec 5 réplicats par traitement
et une répétition biologique. L'intensité des symptémes est plus importante pour les plantes B et C
(Figure 9), qui ont recu 2 x 10 spores de Fg sur I'ensemble de leur systéme racinaire par rapport a la
plante A qui n’en recoit que 1 x 103 spores de Fg (cf Figure 3 M&M). L'intensité des symptémes de la
plante A dans le témoin positif (pathogéne seul) est assez faible par rapport aux symptomes observés
dans les expériences menées dans la premiére partie de ce chapitre. Pour les plantes B et C, les valeurs
d’intensité de nécroses du témoin positif sont en adéquation avec les valeurs trouvées dans
I’expérience de ‘split-root’ simple. Pour cette expérience, aucune différence entre les traitements n’est
apparue statistiquement différente, mais des tendances peuvent quand méme étre observées.
L'intensité des nécroses semble avoir évolué différemment au cours des 3 semaines de relevés entre
le témoin positif et le traitement avec F113. Alors que I'intensité des nécroses est relativement stable

pour chaque plante, hormis pour la plante B au cours du temps pour le témoin positif, une décroissance
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de l'intensité des symptomes est visible, pour les plantes A mais également B, en présence de F113.
Toutefois, les différences par rapport au témoin pathogéne seul ne sont pas statistiquement
significatives. Dans la plante C, il n'y a pas de différence significative entre le témoin positif et le
traitement avec F113. Cette observation semble mettre en avant une possible communication entre
les racines d’un plant de blé ayant été inoculé avec F113 et un plant non-inoculé par la bactérie (plante
B), en permettant d’améliorer sa protection vis-a-vis du pathogéne. Néanmoins, les résultats obtenus
pour la plante A ne sont pas aussi marqués que ceux observés dans I'expérience de ‘split root’ simple,
c’est-a-dire une diminution significative de 'intensité des symptomes lors que le blé est inoculé avec
F113. Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent une possible communication inter-racinaire,
mais cette tendance doit étre vérifiée en renouvelant I'expérience avec plus de répétition biologique

et un plus grand nombre de réplicats.
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Figure 5 - Intensité des nécroses au niveau du collet du blé dans I'’expérience de triple-split-root.

Les histogrammes en rouge correspondent au traitement inoculé avec F. graminearum et les histogrammes en vert
correspondent au traitement inoculé avec P. kilonensis F113. Pour chaque plante du triple split-root, I'intensité des nécroses
n’est pas significativement différente dans le temps, aussi bien pour le traitement avec Fg que celui avec Fg+F113 (Kruskall-
Walis, P>0,05). Hormis pour la plante A a 21 jours post infection, il n’y a pas de différence significative entre les traitements
Fg et F113 (Kruskall-Walis, P>0.05). Il n’y pas non plus de différence significative d’intensité des nécroses entre les plantes B
et Ca un méme temps post-infection, que cela soit pour le traitement Fg ou Fg+F113 (Kruskall-Wallis, p>0.05). Aucune lettre
n’est donc indiquée.
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Discussion

Effet phytoprotecteur de F113 sur le blé vis-a-vis de Fg et implication du DAPG

Dans ce chapitre, le choix a été fait d’utiliser la souche modéle Pseudomonas kilonensis F113 pour les
expériences. Si elle n’est pas la bactérie qui semble la plus efficace contre F. graminearum Fg1 d’apres
les tests de sélection effectués dans ce travail (cf. partie 1), elle était disponible au sein de I'équipe
‘Rhizosphére’ et présentait I'lavantage de la disponibilité de mutants, en particulier la souche F133G22,
mutée dans les génes impliqués dans la biosynthése de DAPG, un métabolite secondaire connu pour
des effets antimicrobiens mais aussi comme molécule de communication a plus faible concentration
(Combes-Meynet et al., 2011). Ceci a donc permis d’étudier le role du DAPG dans la protection du blé

par F113 vis-a-vis de Fg.

Afin de déterminer la part relative de I’'antagonisme et de I'ISR dans la protection du blé par F113, un
systeme de ‘split-root’ a été utilisé. Ce systeme permet de diviser le systeme racinaire en deux parties
égales, qui vont étre introduites dans deux compartiments différents. Ce systeme évite donc toutes
formes de communications autres que racinaire entre les deux parties du systeme racinaire. Mais dans
notre étude, il a pu étre observé que F113, F113G22 et Fg étaient capables de coloniser I’'ensemble de
la plante car ils ont pu étre retrouvés a la fois sur le collet mais aussi dans les compartiments ou ils
n’avaient pas été introduits. Il serait intéressant de voir par quelle(s) voie(s) ces micro-organismes sont
capables de coloniser de nouveaux espaces : soit en longeant la racine a sa surface ou bien directement
par I'intérieur de la racine. Pour cela, un suivi dans le temps de la propagation de ces micro-organismes

le long de la plante (racine et collet) pourrait étre mis en place.

Le systeme split root devait nous permettre d’étudier I'induction de réponses systémiques (ISR)
indépendamment de mécanismes directs d’antagonisme. Toutefois, la réciproque n’était pas
forcément vraie. Dans les conditions d’antagonisme (i.e quand le pathogéne est en présence de la
bactérie), il est difficile de faire la distinction entre les effets directs d’antagonisme de F113 et les effets
indirects de F113 via la mise en place de I'ISR. Afin d’analyser I'impact de I'antagonisme sur la
population de Fg, le suivi des symptémes a été couplé a une quantification des populations fongique
et bactérienne au sein des racines de chaque compartiment et du collet, par PCR en temps réel. Les
mises en place des réponses ISR étant souvent courtes (quelques jours), nous pouvons émettre
I’hypothese que la colonisation des compartiments non inoculés n’a pas impacté le processus de mise

en place de I'ISR dans ces compartiments et favoriser des effetss d’antagonisme avec Fg.

Dans un premier temps, un effet phytoprotecteur des traitements avec F113 et F113G22 a pu étre mis

en avant, aussi bien dans la condition antagonisme que dans la condition ISR, grace a la réduction
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statistiguement significative de l'intensité des nécroses du collet par rapport au témoin positif. Les
effets de phytoprotection semblent plus efficaces en condition ISR avec le traitement F113 qu’en
condition antagonisme avec le méme traitement (sans que toutefois il y ait des différences
statistiquement significatives entre ces 2 traitements). Des résultats similaires ont été observés par
I’équipe de De Vleeschauwer qui a montré que la résistance du riz a un pathogéne fongique,
Magnaporthe oryzae par la bactérie bénéfique Serratia plymuthica 1C1270 résulterait davantage de
I'induction d’une réponse ISR que de I'antagonisme direct contre le pathogene (De Vleesschauwer et
al., 2009). Kazan et collaborateurs en analysant les résultats obtenus par différentes équipes
concernant la protection des céréales vis-a-vis de Fg aboutissent a la méme conclusion (Kazan et al.,
2012). Le role du DAPG dans I'antagonisme semble assez faible, car les résultats d’intensité de nécroses
dans la condition antagonisme avec les traitements F113 et F113G22 sont semblables. Cela semble
suggérer que d’autres molécules que le DAPG chez F113, tel que I'HCN (Schippers et al., 1990),
permettraient I'inhibition directe de Fg. Si dans la littérature, le DAPG est connu pour étre un
antimicrobien, les tests sont souvent réalisés in vitro (Ahmadzadeh and Sharifi Tehrani, 2009; Cronin
et al., 1997; Notz et al., 2001). Une étude sur la pomme de terre a pu montrer les effets positifs de
I'inoculation de bactéries productrices de DAPG en serre et au champ (Velusamy et al., 2006). Dans
notre étude, les effets antimicrobiens du DAPG vis-a-vis de Fg sont trés limités, que cela soit in vitro
ou in planta. Pour s’assurer que la bactérie est capable de produire le DAPG dans les conditions in
planta de notre expérience, il faudrait pouvoir détecter et quantifier la production de DAPG au niveau
des racines pour s’assurer qu’il est produit dans ces conditions, afin de pouvoir conclure sur la faible
efficacité du DAPG a inhiber Fg in planta. La quantité de Fg dans les racines et le collet ne semble pas

impactée par la présence de F113 ou F113G22.

Comme indiqué précédemment, dans la condition antagonisme il n'est pas possible d’occulter
entierement la part de I'ISR qui pourrait étre mise en place dans ce traitement. Cet effet ISR pourrait
étre la cause de |'effet phytoprotecteur observé avec la souche F113. Le DAPG pourrait étre impliqué
dans la mise en place d’une réponse systémique. En effet, I'inoculation par F113 permet une
diminution de 24% de l'intensité des nécroses en condition ISR par rapport a une inoculation avec
F113G22, sans toutefois obtenir de différence statistiquement significative. Dans la littérature, le DAPG
est connu pour étre un éliciteur de la réponse systémique pour d’autres modéles que le blé comme

Arabidopsis thaliana ou la tomate (Peter A. H. M. Bakker et al., 2007; lavicoli et al., 2003).

A notre connaissance, notre étude serait la premiére mettant en avant une possible implication du
DAPG dans la mise en place d’'une réponse systémique chez le blé. Toutefois, un effet phytoprotecteur
est également observé dans la condition ISR contenant le traitement avec F113G22, laissant suggérer

que le DAPG ne serait pas le seul éliciteur de la mise en place d’une résistance systémique. De plus,
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I’effet phytoprotecteur ne semble pas impacter la croissance du champignon, car il est retrouvé a des
niveaux de populations, dans les racines inoculées avec Fg ou bien dans le collet, identiques entre le
témoin positif et les conditions antagonisme et ISR que cela soit avec les traitements avec F113 ou
F113G22. Au niveau du collet, la zone n’a pas été stérilisée avant broyage et extraction de ’ADN. Cela
signifie que le champignon est soit a I'intérieur des tiges soit a leur surface. A notre connaissance,
aucune étude n’a démontré la capacité de Fg a remonter jusqu’a I'épi via I'intérieur de la tige. Du fait
gue le niveau de population fongique n’est pas significativement impacté par la présence des souches
F113 et F113G22, nous avons donc fait I'hypothése que F113 et son mutant devaient impacter la

virulence et/ou I'entrée du champignon dans les cellules végétales.

Etude de I'induction des genes de défenses lors de I'interaction tripartite blé-Fg-

F113

Pour tester ces hypothéses, de nouvelles expériences en pot, sans systeme ‘split-root’, ont été menées
sur |'effet de I'inoculation de F113 sur les transcrits des genes de virulence de Fg. Nous avons étendu
cette étude a quelques génes codant des protéines impliquées dans la réponse a un stress biotique,
en particulier les protéines PR (pour Pathogenesis Related). Une réponse systémique doit permettre
une réponse plus forte de la plante lors d’'une seconde infection par un pathogene dans le cas de la
SAR (Systemic Acquired Resistance), ou lors d’'une premiere infection par un pathogéne dans le cas
d’une ISR induite par un micro-organisme non pathogéne. Cela signifie que la mobilisation des
mécanismes de défense (dont font partie les protéines PR) devrait étre plus importante et plus rapide

dans une réponse systémique.

Dans les résultats que nous avons obtenus, il n’a pas été possible de détecter des transcrits permettant
d’attester de la présence de Fg ou de I'expression de ses génes de virulence (résultats non montrés).
Contrairement a I'expérience en ‘split-root’, cette expérience a été menée sur des temps plus courts
allant de 4 a 14 jours. Ce laps de temps n’a sans doute pas permis au champignon d’atteindre le collet.
Si dans les grains, 14 jours sont suffisants pour voir une infection par Fg (Chetouhi et al., 2015), cela ne
semble pas étre le cas dans I'étude de la fusariose du collet. Dans la littérature, les réponses
systémiques sont souvent étudiées sur des temps assez variables, de quelques heures post-infection a
qguelques jours (Burkhanova et al., 2017; Li et al., 2010; Wang et al., 2017). Dans notre cas, il s’agissait
d’une premiére étude pour laquelle nous avions peu de travaux de référence. Nous avons donc choisi

des temps espacés de quelques jours, en espérant couvrir la fenétre d’activation des genes de défense.

Le traitement avec uniquement le pathogene a permis de mettre en avant une réponse des génes

codant pour les protéines PR. L'inoculation du pathogene semble doncinduire une réponse de défense
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importante chez le blé. Avec I'inoculation de la bactérie, nous avions fait I'hypothése, en accord avec
ce qui est trouvé dans la littérature, d’un effet « priming », donc d’une réponse du blé a I'infection par
Fg plus forte et plus rapide. A priori, dans les données a notre disposition, rien ne confirme cette
hypothese. Au contraire, il semble qu’il n’y ait pas de réponse de défense majeure induite chez le blé

en présence de Fg et F113.

Compte tenu de ces résulats, plusieurs hypothéses de travail peuvent étre réalisées. Premiere
hypothése, I'inoculation de la bactérie au niveau racinaire, dans le méme compartiment que Fg,
pourrait induire soit une inhibition directe de la survie du pathogéne dans la rhizosphere, ne
permettant pas a Fg d’induire une réponse suffisante de la plante au niveau du collet. Dans
I’expérience précédente, I'inoculation de F113 dans le méme compartiment que Fg ne semblait pas
impacter la croissance et la prolifération de Fg. Au vu donc des résultats déja obtenus, cette hypothese,

si nous ne pouvons formellement la réfuter ne semble pas étre I’hypothése la plus plausible.

Deuxiéme hypothéese, l'inoculation préalable de la bactérie a bien induit une résistance, et
particulierement au niveau des racines. De ce fait, la plante, en réponse, a densifié sa paroi, la rendant
plus résistante a I'infection par Fg. Les capacités d’infection de Fg étant réduites, il lui est difficilement
possible d’infecter le blé, se traduisant par une faible réponse au niveau du collet. Pour vérifier cette
hypothese, I’étude des génes de réponse du blé devraient étre faite, en paralléle, au niveau des racines
et un systéme split root pourrait étre aussi envisagé. En effet, les études sur la transcription des genes
de défenses sont souvent effectuées au point de contact entre le pathogéne et la plante. Dans notre
cas, nous avons choisi d’étudier la réponse dans un compartiment de la plante, le collet, différent du

point d’infection, les racines.

La troisieme hypothése pouvant étre faite est que les voies menant a la mise en place d’une résistance
systémique ne sont pas les mémes qu’elles soient élicitées par F113, une bactérie non pathogene ou
bien par Fg, un pathogeéne fongique. Cette hypothése fait écho a de nombreux travaux en particulier
ceux de Pieterse et collaborateurs, qui ont montré, chez Arabidopsis thaliana, que I'inoculation avec
une bactérie non pathogéne, Pseudomonas fluorescens WCS147 n’induisait pas les mémes voies de
réponses que lors de I'inoculation du pathogene, Fusarium oxysporum (Pieterse et al., 2001). Par
exemple, les genes codants pour les protéines PR n’étaient pas induits, alors qu’ils I'étaient lors de

I'inoculation avec le pathogene.

Pour répondre a ces hypothéses, nous pourrions nous intéresser aux molécules signales impliquées
dans la mise en place de la résistance systémique. Il existe trois molécules bien décrites comme
molécules signales : I'acide salicylique, le jasmonate et I’éthylene (Delaney et al., 1994; Dong, 1998; C.

M. J. Pieterse and van Loon, 1999). L’acide salicylique est impliqué dans la réponse de type SAR alors
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que le jasmonate et I'éthyléne sont plutét impliqués dans les réponses de type ISR. A notre
connaissance, trés peu d’études se sont intéressées au role de ces molécules dans la résistance

systémique chez le blé.

Toutefois, une étude de Makandar et collaborateurs a pu mettre en évidence le rbéle de I'acide
salicylique mais aussi du jasmonate, dans I'augmentation de la résistance a la fusariose de I'épi causé
par Fg par I'induction d’une résistance systémique (Makandar et al., 2012). Pour cela, ils ont apporté
une dose d’acide salicylique et de jasmonate au niveau du sol et ont constaté une augmentation de la
résistance des épis a I'infection liée a une augmentation de la concentration de I’acide salicylique et
du jasmonate dans les épis mais aussi des protéines de défenses activées par ces molécules signales

tel que PR-1 pour I'acide salicylique ou I’AOS (allene oxyde syntase) pour le jasmonate.

Une autre étude, menée par Desmonds et collaborateurs, s’est intéressée au role du méthyl-
jasmonate, un composé volatile, dans la résistance a la fusariose du collet causé par Fusarium
pseudograminearum (Desmond et al., 2005). Le méthyl-jasmonate est un dérivé du jasmonate et est
aussi utilisé par les plantes comme molécule de communication. Comme précédemment, pour étudier
I'impact du methyl-jasmonate, celui-ci a été appliqué directement par spray sur la plante, puis la plante
a été encapuchonnée pendant deux jours pour s’assurer que le méthyl-jasmonate reste bien au
contact de la plante. Grace au suivi de nombreux genes de défense, et en comparant avec un
traitement au BTH (un analogue de I'acide salicylique), ils ont pu mettre en évidence que les niveaux
de transcription des génes induits par I'un ou I'autre des composés chimiques n’étaient pas les mémes,
supposant une différence de réponses en fonction de I'inducteur. De plus, le traitement avec le méthyl-
jasmonate semblerait étre plus efficace pour protéger de la fusariose du collet que le traitement avec
le BTH, ce qui semblerait signifier que, si chez les dicotylédones |’acide salicylique semble étre impliqué
dans la mise en place de la résistance systémique aprés l'attaque d’un pathogéne, chez les
monocotylédones, et en particulier le blé, la voie du jasmonate semble plus appropriée pour la mise
en place de la résistance systémique apres I'attaque d’un pathogéne. Ce résultat trés intéressant
permet d’étoffer les différentes voies impliquées dans la mise en place de la résistance systémique.
Toutefois, a I'heure actuelle, trés peu d’études ont pu mettre en avant le mécanisme d’induction d’une
résistance systémique par un micro-organisme non pathogéne chez le blé, et les mécanismes globaux

de mise en place d’une résistance systémique restent encore a découvrir (Kogel and Langen, 2005a).

Communication racine-racine pour la diffusion de la résistance systémique entre

des blés
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Dans la derniére partie de nos expériences, nous voulions étudier une possible communication racine-
racine lors d’un stress biotique, et évaluer la capacité d’'un message a se transmettre a plusieurs
plantes. Des communications aériennes entre différents individus d’'une méme population végétale
suite a un stress biotique sont des phénomenes déja démontrés (Frost et al., 2008; Heil and Karban,
2010; Van Hoven, 1984). Depuis peu, les scientifiques ont pu mettre en évidence de telles
communications aussi au niveau des racines (Delory et al., 2016; Depuydt, 2014; Falik et al., 2012;

Hodge, 2009).

Ces découvertes récentes offrent des perspectives bien plus larges dans la compréhension de la mise
en place de résistance chez les céréales contre F. graminearum. C’est avec cet objectif que nous avons
testé la capacité d’un signal a se transmettre par l'intermédiaire des racines. Grace a plusieurs
systemes ‘split root’ consécutifs, il a été possible d’étudier une possible communication racine-racine.
Les travaux débutés ne sont que préliminaires, mais les résultats obtenus méritent une attention
particuliere. En effet, méme si nous n’avons pas de résultats significatifs, les systemes ayant été
inoculés avec F113 semblent présenter des effets phytoprotecteurs sur la deuxieme plante, c’est-a-
dire la plante n’étant pas en communication directe avec F113, mais en contact avec les racines
appartenant a la plante inoculée avec F113. De plus, une tendance a une meilleure résilience semble
étre observée dans les plantes B et C quand il y a eu traitement avec F113. Ces résultats sont
néanmoins a prendre avec mesure, les résultats obtenus pour la plante A n’étant pas concordants avec
les résultats obtenus pour les plantes B et C. Toutefois, a la vue des différents résultats observés dans
la littérature, et d’'un nombre croissant d’études démontrant des communications racines-racines, une
optimisation du dispositif expérimental ainsi que de la méthode d’évaluation des réponses de la plante
serait envisageable. Si le systeme perfectionné permet d’obtenir des résultats concluants dans la
protection du blé, des études de métabolomiques pourraient étre envisagées avec pour objectif de
trouver les métabolites qui pourraient étre responsables des communications entre les racines

d’individus différents d’'une méme population végétale.

Conclusion

Lors de cette partie, nous nous sommes intéressés a la capacité de F113 a protéger le blé vis-a-vis de
Fg. Nous avons pu mettre en avant un effet d’ISR in planta grace a un dispositif original, ainsi qu’une
possible implication du DAPG dans la mise en place de cet effet ISR. Afin d’aller plus loin, nous avons
essayé de trouver les mécanismes permettant la mise en place de I'ISR en nous intéressant aux genes
de défense codant pour des protéines PR ainsi qu’en évaluant la capacité de ce signal a se propager au
sein de la rhizosphére par des expériences préliminaires. Si les résultats obtenus sont encourageants,

une optimisation des protocoles reste nécessaire. Toutefois I'utilisation du systeme ‘split root’ semble
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prometteur dans I'étude de I'ISR. Grace a des études de métabolomiques, de nouvelles molécules ou
mécanismes de communication entre plantes pourraient étre découverts et permettre d’améliorer nos
connaissances sur le monde souvent inexploré de la communication végétale et particulierement sous-

terraine.

Ce gu’il faut retenir de la partie

& Cette partie s’est intéressée a la capacité d’'une souche modele a induire une résistance
systémique chez le blé.

& F113 est capable de protéger le blé de la fusariose du collet induite par Fg.

& Le DAPG pourrait étre un potentiel éliciteur de I'ISR chez le blé.

& La communication racine-racine pourrait permettre une protection du blé au cours du
temps suite a une attaque de Fg.
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Discussion générale

De l'utilisation des biopesticides a 'agroécologie
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Cette these s’est intéressée a la lutte biologique vis-a-vis de Fusarium graminearum (Fg), en particulier
chezle blé. Ce travail de these CIFRE en partenariat avec la société BIOVITIS avait pour objectif principal
d’explorer différentes pistes de Recherche, afin de permettre a la société de développer a moyen ou
long terme un nouveau produit de biocontrole contre les fusarioses du blé, basé sur I'utilisation de

souches bactériennes. Les différentes étapes de ce travail sont résumées dans la Figure 1.

Recherche de d’agents bactériens candidats. La thématique étant nouvelle dans I'équipe de
recherche, la premiere étape fut la construction d’une banque d’isolats bactériens provenant de la
rhizosphere du blé, a cribler pour une potentielle activité antagoniste contre Fg (Chapitre 7). Dans la
littérature, les principaux genres retrouvés, quand des micro-organismes sont utilisés en lutte
biologique, sont les genres Pseudomonas et Bacillus. Afin d’explorer potentiellement de nouveaux
genres bactériens, nous avons choisi de développer une approche non ciblée en utilisant un milieu non
sélectif dilué, le TSA (Trypton soy agar) 1/10°™ pour construire cette banque. Nous avons conscience
qgue ce milieu, méme non sélectif, ne permet pas I'isolement de toutes les bactéries cultivables dans
un sol. De plus, notre banque ne comprenait qu’un nombre limité d’isolats (n=205) ne permettant pas
une exploration importante de la diversité bactérienne des sols. Néanmoins, nous avons pu isoler des
bactéries de 32 genres différents. Quatre sols de différentes localités en France, ayant le blé comme
plantes de culture, avaient été d’ailleurs choisis pour améliorer nos chances de sélectionner des
bactéries assez diverses. Au cours de cette these, les sols n"ont pas été caractérisés, car nous nous
sommes principalement concentrés sur les bactéries isolées de ces sols, ce qui explique qu’une faible
attention leur ait été portée dans ce travail. Toutefois, il aurait pu étre intéressant de mieux
caractériser ces sols afin d’identifier des caractéristiques physico-chimiques favorables a
I’établissement de bactéries inhibitrices ou non de Fg. En effet, les conditions physico-chimiques d’un
sol vont influer sur les ressources disponibles dans ces sols, mais également sur un ensemble de
parametres abiotiques et biotiques auxquels les microorganismes doivent faire face, et donc, par
conséquent sur les micro-organismes qui peuvent &tre isolés dans ces sols (Gros et al., 2004; Simek et
al., 2000; Spain, 1990). Dans notre cas, I’historique cultural des sols n’était pas connu, ne permettant
pas d’établir I'impact de cet historique sur le potentiel recrutement de bactéries bénéfiques pour la
plante. Il a été montré que les pratiques culturales pouvaient impacter les communautés microbiennes
présentes dans les sols (Buckley and Schmidt, 2001; Garbeva et al., 2006) et que I'inverse était aussi
possible, c’est-a-dire que les communautés microbiennes peuvent impacter la diversité et/ou la

productivité des espéces végétales présentes dans un écosysteme (van der Heijden et al., 2008).
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De méme, hormis pour le sol de Clermont, qui se situe sur une parcelle expérimentale de I'INRA ou Fg
est inoculé, I'historique de la pression parasitaire notamment en Fg sur les parcelles échantillonnées
n’était pas connu. Or ce parameétre peut influencer la composition des communautés bactériennes
présentes dans les sols. En effet, différents travaux dans la littérature montrent que des sols résistants
et sensibles a des maladies fongiques, dans lesquels les niveaux de populations de pathogenes
différent, n’ont en effet pas les mémes communautés bactériennes (Kyselkova et al., 2009). Dans les
sols résistants, une certaine partie de la communauté microbienne en place est capable de limiter les
effets déléteres de pathogénes dans un champ (Weller et al., 2002). A notre connaissance, il n’existe
pas de sol connu pour une résistance spécifique a Fg, ce qui aurait pu constituer un point de référence

pour la recherche de bactéries inhibitrices de Fg.

Classiquement, dans la recherche de bactéries utilisables pour la lutte biologique, tout commence dans
une boite de Petri. Le premier niveau de sélection consiste a tester les capacités des souches
candidates a inhiber la croissance du pathogéne in vitro. Les souches les moins inhibitrices sont mises
de c6té, car considérées comme a faible potentiel. La surreprésentation des genres Bacillus et
Pseudomonas dans la littérature pourrait venir d’ailleurs de leur bonne capacité a inhiber les
pathogeénes fongiques dans des tests de co-cultures in vitro (Ongena and Jacques, 2008; Santoyo et al.,

2012; Sivasakthi et al., 2014).

La partie originale de nos travaux de sélection a consisté a garder ces souches a faible potentiel in vitro,
et de préférence appartenant aux mémes genres que des bactéries a fort potentiel. Cette approche a
été motivée par la capacité de certains micro-organismes a induire une résistance systémique chez les
plantes (Pieterse et al. 2001). Or, il a pu étre montré dans nos travaux, que certaines souches, aux
capacités d’inhibition in vitro limitées voire nulles, ont été efficaces pour protéger le blé in planta, telle
que la souche JM79 (Figure 2). Si les mécanismes menant a cette protection n’ont pas pu étre élucidés
au cours de ces travaux de these, le résultat obtenu est tres intéressant. |l pourrait remettre en lumiére
des souches longtemps laissées de cOté, mais aussi des genres bactériens peu connus pour avoir des
effets d’antagonisme in vitro, mais qui pourraient étre efficaces dans l'induction d’une résistance
systémique. Nous avons ainsi testé des genres peu utilisés en lutte biologique comme Staphylococcus,
Variovorax, Microbacterium, Arthrobacter qui ont donné des résultats intéressants in planta, avec une

capacité a protéger partiellement le blé contre la fusariose du collet.
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Figure 2 - Processus de sélection des bactéries en vue de produire un biopesticide.

Grace a une sélection in vitro puis a une sélection in planta, deux souches JM3 et JM79, ont été retenues pour avoir eu les
meilleurs résultats in planta. Dans le tableau est décrit les caractéristiques d’inhibition de la croissance mycélienne et de la
germination ses spores de 47 souches a partir desquelles 14 ont été choisies pour des essais in planta. ICM: inhibition de la
croissance mycélienne. IGS: inhibition de la germination des spores.

Si la fusariose du collet ne présente pas la principale menace pour les agriculteurs lorsque Fg est
présent sur une parcelle, elle peut constituer un point de départ dans la sélection d’agents de
biocontrole, car elle permet de tester sur des temps n’excédant pas deux mois, I'effet protecteur ou
non de solutions de biocontréle. Toutefois, il serait intéressant d’élargir, dans un premier temps, les
tests in planta aux autres maladies induites pas Fg, que sont la fonte des semis et surtout la fusariose
de I'épi. Travailler sur la fusariose de I'épi représente I'inconvénient d’un temps d’études doublé voir
triplé par rapport a la fusariose du collet. Mais cela présente aussi plusieurs intéréts. Premiérement,
en allant jusqu’a I'épiaison, il est possible de déterminer un rendement final. Le grain constitue, pour
la plante, sa descendance. A partir des grains, il est donc possible de calculer une fitness et donc
d’étudier I'impact de Fg sur des traits écologiques majeurs pour une plante, que sont son potentiel
repoducteur et sa survie a long terme. Le rendement constitue aussi la valeur marchande de la
production pour un agriculteur. Plus ce rendement sera élevé, plus I'agriculteur pourra en tirer un
bénéfice. Ceci permettrait donc de déterminer a la fois le niveau de protection dii a I'inoculation de la
bactérie, mais aussi de pouvoir déterminer le potentiel effet de phytostimulation de cette bactérie, en
réalisant un témoin plante inoculée uniquement avec celle-ci. Deuxiemement, Fg présente la
particularité de produire des mycotoxines. Ces mycotoxines, présentes dans les grains, vont les rendre
impropres a la consommation quand elles sont en forte concentration. Ceci constitue l'un des
problémes majeurs avec la fusariose de I'épi. La réduction de la présence des principales mycotoxines,

le déoxynivalénol (DON) et le nivalénol (NIV), dans le grain constitue donc un facteur important a
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prendre en compte lors de la sélection de bactéries comme agent de lutte contre Fg. Etudier la
protection du blé vis-a-vis de ces différentes maladies impliquant Fg, grace a l'inoculation de
différentes souches d’intérét, pourrait permettre d’observer si les souches seraient efficaces a chaque
étape du cycle ou si certaines étapes constituent un point critique par rapport a leur efficacité a

protéger le blé.

Par la suite, il serait possible de complexifier le systéeme. Les résultats ont été obtenus a partir d’'une
culture d’une variété de blé appelée « Sumai-3 ». Cette variété est connue pour étre relativement
résistante a la fusariose de I'épi (voir synthése bibliographique), mais plutot sensible a la fusariose du
collet (T. Langin, INRA Clermont Ferrand). Il serait intéressant d’élargir nos tests in planta a d’autres
variétés de blé pour voir si les mémes souches JM3 et JM79 sont les plus efficaces sur ces variétés. Il
est communément admis que le génotype du blé peut influencer ses capacités a résister a Fg (Bai and
Shaner, 2004) et que le génotype d’une plante influence son microbiote (Berendsen et al., 2012). Si les
mémes patrons de réponses étaient observés, nous pourrions faire I’"hypothése d’une réponse a
I'inoculation bactérienne ainsi que d’un mécanisme de protection relativement bien conservés chez

les différents génotypes.

Il serait également possible de faire varier le substrat utilisé pour faire pousser le blé. Dans les
expériences que nous avons réalisées, nous avons utilisé du terreau. Un sol donc relativement pauvre
en micro-organismes, mais riche en nutriments. En utilisant des sols contrastés, que cela soit en termes
de richesse en nutriments ou en populations microbiennes naturellement présentes, nous pourrions
suivre la capacité des souches d’intérét a coloniser ces sols et a protéger le blé. Cette démarche, au vu
d’une commercialisation a grande échelle d’un produit de biocontrole est tres importante. Elle pourrait
démontrer le caractére ubiquiste d’un tel produit ou au contraire, permettre d’affiner les conditions
d’utilisations du produit proposé (type de sol, condition de culture). Il pourrait étre également envisagé
de tester l'efficacité du produit sur d’autres pathogénes ou bien d’autres céréales. Toutes ces
expériences permettraient de mieux caractériser les conditions d’utilisations du produit fini. Plus un

produit est utilisable dans des conditions différentes plus il représente un fort intérét.

Au-dela des expériences complémentaires qui pourraient étre faites, les premiers résultats obtenus
nous ont permis de valider que des bactéries ne présentant pas d’intéréts dans des tests de co-culture
in vitro pouvaient néanmoins présenter une bonne efficacité in planta, et ouvrent donc la voie a de
nouveaux modeles dans la sélection de bactéries en lutte biologique (Figure 2). Pour I'entreprise,
plusieurs souches vont pouvoir étre exploitées par la suite en vue de tester des modes de production

a moyenne et grande échelle, et par la suite, de mener des essais au champ. Toutefois, le travail a
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accomplir avant de réussir a développer un produit de biocontrdle est encore grand (Figure 2). La mise

sur le marché d’un pesticide (chimique ou de biocontrdle) représente un trés long travail en amont.

Nous n’avons pas pu, au cours de ces travaux de these, explorer plus amplement les résultats obtenus
lors des tests in planta autant que nous I'aurions souhaité, par faute de temps, et nous n’avons pas pu
explorer les mécanismes menant a la protection du blé par ces bactéries car I'obtention des souches
d’intérét suite au test in planta réalisé a I'INRA de Clermont-Ferrand, a été tardif. C'est pour cela que
nous avons choisi de prendre une bactérie modele, P. kilonensis F113, disponible des le début des

travaux de thése, pour étudier la mise en place de la résistance systémique chez le blé.

Etude chez le blé de I'induction d’une résistance systémique par une PGPR modeéle. Ces dernieres
années, une attention particuliére a été portée sur I'induction d’une résistance systémique (ou ISR)par
les micro-organismes non pathogenes chez les plantes, et de nouveaux mécanismes ont été ainsi
décrits, impliquant de nouveaux éliciteurs microbiens ou voies de signalisation moléculaires au sein de
la plante (Kunkel and Brooks, 2002; Pieterse et al., 2009; Robert-Seilaniantz et al., 2011). Certaines
études ont méme mis en avant I'importance de la mise en place de I'ISR par rapport a un effet
antagoniste direct des souches biocontréle dans la protection des plantes (Henkes et al., 2011). Dans
la partie 3 de cette thése, le potentiel effet éliciteur du DAPG a été investigué. Si le DAPG avait déja
été décrit comme une potentielle molécule élicitrice d’une résistance systémique chez Arabidopsis
thaliana (lavicoli et al., 2003), a notre connaissance, peu d’études avait été réalisées chez le blé, et en
particulier vis-a-vis de Fg. Si nos expériences n’ont pas pu établir une réelle implication du DAPG dans
la mise en place d’une résistance systémique, nous avons cependant pu mettre en évidence que la
souche modele P. kilonensis F113 peut protéger le blé vis-a-vis de Fg lorsqu’elle n’est pas inoculée dans
le méme compartiment racinaire que le pathogene suggérant I'induction d’une réponse ISR. Pour
étudier I'induction d’ISR, un systeme ‘split-root’ a été utilisé. Ce type de ‘split-root’ semble bien adapté
a I’étude de I'ISR chez les céréales, car la division du systeme racine en deux parties n’est pas invasive
pour la plante, contrairement aux plantes dicotylédones, ol la racine doit étre coupée en deux. Les
expériences menées mériteraient d’étre approfondies en augmentant le nombre de réplicats, afin que
la variabilité observée puisse étre réduite et nous permettre d’obtenir des résultats significatifs, s’ils
doivent I'étre. Le systeme ‘split-root’ s’est avéré étre un modele intéressant pour étudier la mise en
place de I'ISR. Toutefois, le fait que la bactérie puisse migrer vers le compartiment ou elle n’a pas été
inoculée pourrait constituer un frein a l'utilisation d’'un tel systéme. Un suivi des niveaux de
populations microbiennes dans les différents compartiments racinaires devrait étre réalisé pour
comprendre la dynamique d’invasion du compartiment non-inoculé (si elle existe) et évaluer si cela
peut interférer avec I'étude de I'induction d’une résistance systémique. Il a aussi pu étre noté que le

DAPG ne semblait pas étre le seul éliciteur de la résistance systémique induite par F113 chez le blé, car
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le traitement ISR avec le mutant ne produisant pas de DAPG (souche F113G22) s’est avéré aussi
capable d’induire une résistance a Fg. Malheureusement, a I’heure actuelle, il n’existe pas d’études
sur les éliciteurs de F113 vis-a-vis de l'induction d’une résistance systémique. De maniére plus
générale, I'étude de I'induction d’une résistance systémique chez le blé par des bactéries est peu
documentée, au contraire des mécanismes permettant la mise en place de cette résistance (Kogel and
Langen, 2005b). Ces caractérisations sont souvent faites a I'aide de mutants de plante ou bien par le
traitement des plantes avec des produits chimiques connus pour déclencher une réponse chez les
céréales tels que I'acide salicylique, le BTH (ou benzo(l,2,3)thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl
ester) ou le jasmonate. L'inoculation de bactéries semble donc étre un défi de taille pour étudier la
mise en place de I'ISR chez le blé et pourrait expliquer les difficultés rencontrées lorsque nous avons
cherché a étudier I'expression des génes de défense chez le blé suite a I'inoculation de F113. Ceci est
sans doute d{ au fait qu’une bonne interaction entre une plante et une bactérie inoculée, conduisant
a 'expression des genes ou a la production des molécules ayant une activité d’élicitation des défenses,
n’est pas garantie a coup s(r. D’autant plus que ces bactéries ne sont pas forcément des bactéries
retrouvées habituellement dans le microbiote racinaire du blé, ce dernier pouvant varier d’'une variété
a une autre (Mauchline and Malone, 2017). De plus, de nombreux facteurs environnementaux peuvent
influencer la possible interaction d’un génotype de blé avec un inoculant. Toutes ces conditions a
remplir peuvent interférer dans la description des mécanismes mis en place dans I'induction d’une
résistance systémique par une PGPR. De maniére indirecte, il est probablement plus facile de montrer
I’effet d’'une molécule seule dans |’élicitation des défenses, puis ensuite de montrer que cette molécule
est produite par la bactérie d’'intérét, plutdét que d’utiliser une approche basée sur |'utilisation de
mutants bactériens pertes de fonction.

Pour aller plus loin dans la compréhension de la mise en place de I'ISR chez le blé, il serait intéressant
de combiner I'utilisation d’un ‘systéme split-root’ avec I'étude de I'expression des genes de défense
végétaux, afin de séparer physiquement le pathogene et la bactérie d’intérét inoculés. Travailler sur la
fusariose de I'épi pourrait permettre d’étudier la mise en place de I'ISR sans que I'antagonisme
n‘interfere, car I'inoculation du champignon aurait lieu sur I'épi et celle de la bactérie d’intérét, dans

le sol.

Suite a un stress biotique ou abiotique, des communications entre plantes d’une méme espece
pourraient exister, en particulier d’individus stressés vers des individus sains de la population (Lambers
et al., 2008). Ce dialogue est relativement bien décrit dans le cas des parties aériennes, mais les
communications entre racines ont fait 'objet de moins d’études. Une revue de Hodges apporte une
vue relativement globale de l'avancée des travaux dans ce domaine (Hodge, 2009). Falik et

collaborateurs ont utilisé un systéme ‘split-root’ pour mettre en évidence une communication racine-
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racine entre individus voisins permettant une meilleure résistance au stress hydrique et osmotique
pour des plantes voisines non stressées (Falik et al., 2012). Dans leur étude, 4 plantes de différentes
espéces ont été utilisées. Lors d’un stress hydrique ou osmotique, les stomates vont se fermer pour
limiter les pertes en eaux ou en osmolites. Pour mesurer la réponse aux différents stress appliqués, les
auteurs de cette étude ont étudié la cinétique d’ouverture et fermeture des stomates. lls ont pu
montrer que 'application d’un stress sur une plante avait comme conséquence sur les plantes voisines
non stressées, une fermeture des stomates de la méme maniére que la plante stressée, suggérant une
communication racinaire. Les travaux que nous avons initiés rejoignent ces approches. Et, méme si
nous n’avons pas pu, pour le moment, démontrer d’effets positifs d’'une communication racine-racine
dans la protection vis-a-vis de Fg, il serait intéressant de poursuivre cette étude préliminaire pour
comprendre comment des racines, et en particulier de blé, pourraient étre capables d’établir une
communication dans le sol afin de ralentir la propagation d’un agent pathogene, et d’identifier si ces
communications sont spécifiques a une espéce (intra-spécifique) ou bien s’il s’agit de signaux plus
génériques pouvant étre captés par différents organismes au sein d’'une communauté végétale (inter-

spécifique).

Utilisation de consortia bactériens comme produits de biocontréle. Les produits de biocontréle ne
sont souvent constitués que d’une seule souche, en raison d’une réglementation assez contraignante.
En effet, chaque souche, méme dans un mélange, doit faire I'objet d’'une étude individuelle et non
d’une étude sur 'ensemble du mélange. Pourtant, des études ont mis en avant les effets positifs de
I"'utilisation de consortium dans la lutte biologique ou bien dans la fertilisation biologique, études que
nous avons synthétisées dans la revue présentée dans la partie bibliogaphique (Besset-Manzoni et al.,
2018). Nous nous sommes donc intéressés a ces consortiums dans la 2°™ partie de cette thése. L’idée
était d’associer les bactéries présentant des effets de phytoprotection in planta, afin d’étudier de
potentiels effets de synergie. Notre démarche fut ambitieuse en sélectionnant 8 bactéries et en
effectuant une approche combinatoire c’est-a-dire en testant toutes les combinaisons possibles par 1,
2, 3 a 8 de ces souches, soit un total de 255 combinaisons. Le choix a été fait de tester ces combinaisons
sur des tests in vitro en microplaque, dans un premier temps, afin d’évaluer leur capacité a inhiber la
germination des spores de Fg. Le principal avantage de ce test réside dans notre capacité a tester en
parallele de nombreuses combinaisons dans un temps relativement réduit. Au vu du nombre de
traitements, cette premiere étape en microplaque paraissait relativement adaptée, méme si les
travaux effectués dans le cadre de la sélection ont pu montrer les limites des tests in vitro. L'idée de
cette démarche était double : découvrir s’il existait des synergies entre certaines bactéries et si I'ajout
de bactéries a des bactéries efficaces, in vitro, n’affectait pas leur activité. En effet, une synergie entre

bactéries pourrait permettre une meilleure inhibition dans le sol de I'inoculum primaire de Fg au
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champ. L'absence de pertes d’activité des bactéries efficaces lors de 'ajout d’autres bactéries pourrait
permettre de garder cette activité antifongique tout en ajoutant au sein du consortium d’autres
fonctions bénéfiques a la plante. De fagon originale, nous avons pu montrer que les combinaisons avec
4 souches sont parmi celles qui sont les plus fréquemment observées comme efficaces. Des
interactions écologiques favorisant I'activité biocontrole des souches prennent probablement place
dans ces conditions. Dans le temps qui nous a été imparti, il n’a pas été possible de tester les
combinaisons efficaces in planta sur le blé. Mais cela représente une perspective de premier plan.
Cette expérience devrait nous permettre de tester I’'hypothése de I'amélioration des effets protecteurs
sur la plante grace a I'expression de différents traits bénéfiques au sein du consortium. Il serait
intéressant de pousser ces travaux jusqu’a leur terme car, si aujourd’hui la réglementation ne semble
pas favorable a I'utilisation de consortium, car encore trop colteuse, I'engouement actuel concernant
la réduction des produits phytosanitaires chimiques pourrait la faire évoluer dans un sens favorable au
développement de ce type de produit. Ceci pourrait donc permettre a I'entreprise de garder une
longueur d’avance sur ce marché. Toutefois, des expériences complémentaires afin d’évaluer la survie
de chaque bactérie dans I'inoculum formant le consortium in vitro seraient nécessaires, ainsi que des
études de survie en sol en présence du blé. Pour cela, il faudrait mettre au point une méthode de suivi
des différentes bactéries, soit en utilisant des marquages fluorescents ou bien en mettant au point des

méthodes de quantification par g-PCR spécifique de chaque souche.

Pour déterminer si des effets de synergies existent au sein des différentes associations, il serait
intéressant de poursuivre I'’étude comparative des activités biologiques des surnageants des souches
cultivées ensemble dans les combinaisons et de celles de surnageants reconstitués a partir de
I’'assemblage des surnageants de culture de chaque bactérie ayant poussé seule. Pour aller plus loin
dans la compréhension et l'utilisation de ces consortia, des tests pourraient étre réalisés pour étudier
la capacité des consortiums a permettre une résistance a d’autres stress biotiques (d’autres

pathogénes par exemple) ou bien des stress abiotiques (stress hydrique, nutritionnel...).

Découverte d’une nouvelle famille potentielle de métabolites avec une activité antifongique
produits par la souche JM3. Au cours des travaux sur les 255 combinaisons, un focus a été porté sur
une souche en particulier : Bacillus amyloliquefaciens JM3. Cette souche a présenté la particularité
d’étre présente dans de nombreuses combinaisons efficaces dans I'inhibition de la germination des
spores. Les Bacillus sont connus pour produire de nombreuses molécules antimicrobiennes comme
des lipopetides (Leclere et al., 2005; Leifert C. et al., 2008; Ongena and Jacques, 2008) et sont souvent
utilisés pour des applications biocontréle (Kloepper et al., 2004; Santoyo et al., 2012). Nous avons
cherché a évaluer quelles molécules antifongiques cette souche de Bacillus, particulierement efficace

in vitro, était capable de produire.
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Pour déterminer les raisons de son efficacité contre Fg, nous avons opté pour une approche
comparative avec une souche taxonomiquement proche ayant une moins bonne activité biologique :
Bacillus amyloliquefaciens AB42. Grace a une approche de comparaison des profils métaboliques des
souches JM3 et AB42, couplée a un fractionnement bioguidé, nous avons pu mettre en évidence la
possible implication d’'une nouvelle famille de molécules dans I’activité anti-fongique de la souche JM3:
les apo-caroténoides. Les souches JM3 et AB42 semblent produire des molécules de la méme famille
qui semblent ne différer que par la présence d’hexoses. L'analyse comparative des génomes des 2
souches a révélé suggere la présence de 2 clusters de genes (2 et 11) potentiellement impliqués dans
la production de terpenes. D’autres clusters codant des voies de biosynthése de composés
antimicrobiens telles que la macrolactine, la bacillaene, la fengycine, la bacilysine, la surfactine, la
difficidine-like, la balhimycine-like, la plipastatine-like et la bacillibactin sont également présents dans

leurs génomes et pourraient également contribuer a I'activité de ces 2 souches.

Si les expériences pour caractériser les molécules notamment par Résonnance Magnétique Nucléaire
(RMN) confirment que les composés présents dans les fractions actives appartiennent a cette famille
de molécules, il semblerait que cela soit une fonction encore inconnue a ce jour pour cette famille de
molécules chez Bacillus. Des études sont en cours pour trouver des conditions de cultures favorables
a la production de ces molécules, pour permettre une production suffisante en vue d’une
caractérisation par RMN. D’apres la littérature, les apo-caroténoides seraient produits chez Bacillus,
lors de la formation des spores et permettraient leur protection contre les UVs (Khaneja et al., 2010;
Perez-Fons et al., 2011). En élargissant la recherche du réle antifongique des caroténoides a d’autres
organismes producteurs et en particulier les plantes, il a été montré par exemple, la production par la
tomate de lycopene (un caroténoide acyclique), capable d’effet antifongique contre Candida albicans
en causant des dommages sur la paroi (Sung et al., 2007). Le blé est aussi capable de produire des
caroténoides, et cette production serait impliquée dans la résistance aux mycotoxines produites par
les Fusarium grace a des propriétés anti-oxydantes, mais les mécanismes ne semblent pas encore bien
décrits (Boutigny et al.,, 2008). Une fois les différentes molécules caractérisées, il pourrait étre
intéressant de les comparer aux caroténoides et apo-caroténoides synthétisés par les plantes et ayant
des activités antifongiques. Des structures communes pourraient étre trouvées et pourraient nous
permettre de faire des hypothéeses sur les mécanismes d’actions des molécules produites par JM3. Si
la caractérisation confirme la famille des apo-caroténoides, le role antifongique de ces molécules

constituerait une premiére description chez Bacillus.

De l'agriculture intensive a I'agroécologie. A I'heure actuelle, le systeme de production agricole
suffirait pour nourrir la population mondiale (Alexandratos and Bruinsma, 2012; Tscharntke et al.,

2012). Le nombre de calories produites par I'ensemble des productions actuelles dépasse les 2700
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kcal/personne/jour, ce qui est normalement suffisant pour nourrir convenablement la population
mondiale (Alexandratos and Bruinsma, 2012). Toutefois, la répartition des productions est inégale d’un
continent a I'autre, se traduisant par 2,5 milliards de personnes vivant avec un apport de moins de
2500 kcal/personne/jour, 500 millions avec moins de 2000kcal/personne/jour alors que 1,9 milliards
vivent avec plus de 3000 kcal/personne/ jour. Environ 2 milliards de personnes sont mal nourries et
environ 1 milliard de personnes souffrent de la faim, ce qui représente presque 50% de la population
mondiale qui n’a pas acces a un apport journalier en ressources suffisant. Mais le systeme de
production actuelle intensive, en particulier dans les pays développés, a conduit a une baisse non
négligeable de la biodiversité des sols, en particulier par l'utilisation intensive d’intrants chimiques

(pesticides et engrais), mais aussi la monoculture.

Pour ces raisons, depuis maintenant quelques années, les pays a travers le globe mettent en place des
politiques visant a une agriculture plus durable. Par exemple, en France, le gouvernement a édité en
2008, le plan Ecophyto 2018, puis le plan Ecophyto 2
(http://agriculture.gouv.fr/sites/minagri/files/151022_ecophyto.pdf), visant a réduire I'utilisation des
pesticides, que cela soit pour les collectivités publiques, les particuliers ou bien les professionnels.
Actuellement, le marché des produits de biocontrole semble étre en pleine expansion. Toutefois, le
travail a accomplir avant la mise sur le marché d’un produit, comme par exemple a partir des souches
isolées au cours de cette these, est encore long, en particulier vis-a-vis des tests de non-toxicité du
produit sur I’'environnement. En effet, I'utilisation du vivant en tant qu’agent de biocontrole n’est pas
sans soulever quelques questions éthiques et en particulier sur le devenir des micro-organismes
introduits dans I'environnement et de leurs effets potentiels sur des organismes non-cibles. Si les
études menées sur 'impact de I'introduction de produits de biocontréle dans un environnement ont
montré, pour la plupart du temps, une résilience des communautés microbiennes (Selim et al., 2007),
a nos connaissances actuelles, peu d’études ont été menées sur les conséquences d’une introduction
répétée dans le temps (5, 10 ou 20 ans) sur les populations non-ciblées (micro-organismes,

arthropodes, oiseaux...), et du devenir de ces micro-organismes introduits au sein des écosystémes.

Au-dela de la recherche d’alternative a I'utilisation d’intrants chimiques, c’est tout une facon de penser
I"agriculture qui semble étre en changement, en particulier dans les pays développés. Alors que
I"agriculture intensive est ancrée dans les esprits depuis maintenant plusieurs décennies, une nouvelle
révolution agricole semble en marche, plus respectueuse de I'environnement et faisant la part belle a
I’écologie. L'agroécologie a été développée par deux scientifiques, chacun ayant une maniere
différente de définir 'agroécologie : Altieri considére que I'agroécologie est la science de la gestion

des ressources naturelles (Altieri, 1987) alors que selon Gliessmann, I'agroécologie correspond a
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I"application de I’écologie a I’étude, la conception et la gestion des agrosystémes durables (Gliessman,

1990).
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Figure 3 - Principes de I’agroécologie.

Ces deux visions sont complémentaires. La démarche agroécologique est a la fois scientifique,
économique et sociale (Figure 3) et doit permettre un rééquilibre entre exploitation des sols,
production agricole, et biodiversité. Elle présente |'avantage d’étre applicable dans n’importe quelle
région du globe, contrairement a I'agriculture intensive. Grace a I'historique de I’Agriculture, nous
avons pu constater que les dérives actuelles sont venues d’une inégalité des systemes de production
entre les différents pays. L’agroécologie représente un véritable espoir pour permettre a chaque pays,
en fonction de ses agro-systemes, de nourrir sa population et ainsi de réduire la malnutrition et la
famine a travers le monde. Mais la mise en place d’une telle agriculture doit s"accompagner d’une
démarche, d’une sensibilisation et d’une éducation de chacun a mieux préserver les ressources a notre
disposition en reconsidérant notre mode de consommation. Sans une prise de conscience individuelle

et une véritable volonté de chacun d’aller vers ce changement, I'agroécologie ne restera qu’un espoir.

« Nous devons apprendre a vivre ensemble comme des fréres, sinon nous allons mourir tous

ensemble comme des idiots » Martin Luther King, 31 mars 1968.
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