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Résumé

A travers cette étude, I'importance des interactions entre la plante et les microorganismes du sol liées a la dynamique
du fer dans la rhizosphére a été mise en évidence (Chapitre I, état de I'art). Plus particulierement, I'objectif a été de
déterminer le role des bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents et de leurs sidérophores
(sids) majoritaires, les pyoverdines (pvds), dans la nutrition en fer et I'immunité du pois (Pisum sativum), une plante a
fort intérét en agroécologie et pour I'alimentation.

La stratégie choisie a été d’étudier I'effet de la plante sur les microorganismes et, en retour, des microorganismes sur la
plante. Deux cultivars de pois, I'un sensible (S), et I'autre tolérant (T), a la chlorose ferrique ont été étudiés afin de dégager
des hypothéses de la comparaison des données acquises. La pvdC7R12 modele utilisée dans plusieurs études antérieures,
et A. thaliana, ont également été intégrées a ce travail pour progresser dans la connaissance des mécanismes impliqués
dans les interactions étudiées.

L'impact des cultivars de pois S et T a été évalué sur les microorganismes du sol et plus particulierement sur les
Pseudomonas spp. fluorescents de la rhizosphere et sur leurs pvds (Chapitre Il). La diversité microbienne a été étudiée
au niveau taxonomique et fonctionnel. Les deux pois ont recruté dans leur rhizosphére des Pseudomonas appartenant
aux groupes taxonomiques P. fluorescens, P. koreensis, P. corrugata et P. mandelii. Le type de pvd le plus produit par les
isolats rhizosphériques était différent selon le cultivar de pois : t (pvd1T) pour T, et d (pvd2S) pour S. De plus, les isolats
issus du pois T étaient plus aptes a croitre dans un milieu carencé en fer que ceux issus du pois S. Bien que faibles, des
différences ont également été observées entre les communautés bactériennes totales associées a la rhizosphére des
deux pois.

L'effet des microorganismes et des pvds sur la plante a été étudié a trois niveaux. Au niveau de l'organisme, il a été
montré que différentes Fe-pvds peuvent impacter différemment la teneur et la répartition du fer et d’autres éléments
nutritifs dans la plante ; cet impact variant avec le génotype de la plante (Chapitre Ill). Toutes les pvds étudiées
possédaient des propriétés antagonistes a I'encontre d'Aphanomyces euteiches et des capacités a protéger la plante
contre la maladie (Ch ll). Il a également été observé que la Fe-pvd la plus favorable a la nutrition en fer pour chaque
cultivar de pois était celle produite majoritairement par les isolats issus de sa propre rhizosphere. De plus, le fer apporté
sous forme de Fe-pvd était plus favorable a la nutrition en fer du pois T qu'a celle du pois S. Au niveau cellulaire, les
résultats obtenus a l'aide de différentes méthodes de microscopie et par spectrométrie d'absorption des rayons X
(Chapitre 1V), soutiennent I'hypothése de I'existence d'un systéme non-réductif d'acquisition des complexes Fe-sid
bactérien par la plante. Au niveau moléculaire, I'étude a porté sur I'effet d'apports en fer sous forme de différentes Fe-
pvds ou d'un chélat chimique sur I'expression de genes clés impliqués dans I'acquisition du fer et sa gestion in planta, la
régulation de la balance croissance/défense, et les réactions de défense de la plante (Chapitre V). Les résultats obtenus
ont permis d'émettre des hypothéses concernant des différences dans les stratégies d'acquisition et de gestion du fer
entre un pois T et un pois S a la chlorose ferrique et selon la forme sous laquelle cet élément est apporté. lls ont permis
d'identifier des marqueurs potentiels d'une interaction entre plante et Fe-pvd favorable a la nutrition en fer.

En conclusion, les résultats obtenus sont compatibles avec le concept de génotype étendu selon lequel les
microorganismes qui lui sont associés contribuent a la nutrition et a la santé de la plante et soulignent I'importance de la
prise en compte du microbiote dans I'étude de la sensibilité a la carence en fer chez le pois.

Mots clés : Pisum Sativum, Pseudomonas, pyoverdines, siderophores, fer, nutrition en fer de la plante, santé de la plante,
Aphanomyces euteiches, Interactions plante-microorganismes.
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Introduction



1. Contexte général

La population mondiale est passée de 3 milliards a 7,6 milliards d’habitants en environ
60 ans (de 1960 a 2018) et il est estimé qu'elle pourrait atteindre 9,8 milliards en 2050 et 11,2
milliards en 2100 (ONU, 2019). Cette croissance démographique s’accompagne d’une
augmentation des demandes en nourriture. Depuis le début des années 1950, I'un des
objectifs de I'agriculture est de répondre a cette demande. Néanmoins, de nombreuses
personnes sont victimes de malnutrition et une proportion grandissante de la population
mondiale souffre de carences nutritives notamment vis-a-vis du fer, du zinc, du cuivre et/ou
de l'iode (World Health Organization, 2018). La carence en fer (anémie ferriprive) est la
premiere cause de carence en micronutriments dans le monde (FAO, 2018; World Health
Organization, 2018). Le manque de fer touche les pays en voie de développement dont la
population a, en général, peu accés a I'alimentation carnée qui constitue la plus importante
source de fer. La carence en fer touche aussi les pays développés et plus particulierement les
femmes enceintes et les enfants (FAO, 2018). Elle a de graves et nombreuses conséquences
sur la santé humaine, le fer étant un microélément qui intervient dans de nombreuses
réactions du vivant (respiration cellulaire, transport de I'oxygéne...). L'anémie ferriprive mene
notamment a une baisse des performances physiques, du systéeme immunitaire et cognitives

(perte de I'attention, baisse de la mémaoire et de la compréhension) (FAO, 2018).

L'augmentation des carences en fer est en grande partie due a une agriculture non
diversifiée (Dwivedi et al.,, 2017; Wakeel et al.,, 2018). De plus, le développement des
monocultures et la plus faible utilisation des systémes de rotation ont facilité au cours des
années lI'’émergence et la stabilisation de maladies ayant des impacts négatifs sur les
rendements (Shipton, 1977). Les variétés cultivées ont été sélectionnées pour leur rendement
et leur capacité a se développer en présence de nombreux amendements (N, P, K, S) menant
par exemple chez le blé a une baisse de la teneur en microéléments (Fan et al., 2008). Cela a
été fait au dépend de la sélection de cultivars présentant de forte teneur en microéléments

et en vitamines (vitamine A) (Dwivedi et al., 2017).



2. Importance des légumineuses et de leur statut en fer pour la nutrition et
en agroécologie

Les légumineuses sont un groupe de plantes dicotylédones correspondant a la famille
des Fabaceae. Les légumineuses regroupent de nombreuses cultures importantes de plantes
fourragéres ou encore de plantes produisant des graines et des légumes verts essentiels a
I'alimentation (trefles, luzernes, soja, haricots, pois, lentille, pois chiche, feves, féveroles...). La
culture des plantes de cette famille présente un grand intérét pour I'alimentation humaine et
animale en raison de la teneur élevée en acides aminés et en micronutriments de leurs graines

(Burstin et al., 2011).

Le développement de la culture des légumineuses est essentiel pour diversifier les
sources de protéines dans l'alimentation humaine afin de permettre un apport en
microéléments, et notamment en fer, suffisant pour les populations n'ayant pas ou peu accés
a I'alimentation carnée. De plus, le remplacement, au moins en partie, des protéines d'origine
animale par des protéines végétales apparait nécessaire pour limiter I'impact de I'élevage sur
I'environnement. Cependant le développement de la part de protéines végétales dans
I'alimentation humaine nécessite une amélioration de la qualité nutritionnelle des graines et,
en particulier, une hausse de la teneur en fer et une baisse des facteurs antinutritionnels

(phytates,...) qui limitent I'assimilation de cet élément.

Le développement de la culture des légumineuses présente également un grand intérét
pour le développement de l'agroécologie. Ces plantes sont capables d'utiliser I'azote
atmosphérique via des symbioses racinaires établies avec des bactéries collectivement
désignées par le terme de rhizobias (van Rhijn and Vanderleyden, 1995). La fixation biologique
de I'azote atmosphérique permet de fortement limiter 'utilisation des engrais azotés qui ne
sont pas nécessaires pour la culture d'une légumineuse ayant établi une symbiose efficace
(Drinkwater et al., 1998). De plus, I'emploi d'intrants azotés peut étre fortement diminué voire
évité dans une rotation a la suite de la culture d'une légumineuse et par le développement de
systémes de cultures associées entre une légumineuse et une non-légumineuse (par exemple

pois-blé, soja-avoine...) (Duchene et al., 2017).

Différents problemes sont rencontrés dans la culture des légumineuses et peuvent

limiter leur développement. Ces probléemes peuvent étre dus au développement d'agents
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Figure 1. Symptomes modérés de chlorose ferrique (IDC, iron deficiency chlorosis) sur des pois
protéagineux : jaunissement des feuilles jeunes de I'apex autour des nervures

Tolérant

»

Figure 2. Cultivars de pois présentant une sensibilité différente a la chlorose ferrique (Photo Arvalis).



phytopathogenes ou de parasites. Par exemple, 'oomycete Aphanomyces euteiches est
responsable de pourriture racinaire sur de nombreuses légumineuses et la gravité de la
maladie peut varier en fonction des espéces (Gaulin et al., 2007). Un autre probléme
important rencontré dans la culture des [égumineuses est leur sensibilité a la carence en fer
en particulier quand elles sont cultivées dans des sols carbonatés (calcaires). Ce probléme,
rencontré aussi pour d'autres cultures, est d'autant plus important pour les |égumineuses que
ces cultures ont besoin d’'une grande quantité de fer pour le bon fonctionnement de la
symbiose fixatrice d’azote atmosphérique (Brear et al., 2013). En effet dans les nodosités des
légumineuses, le fer est essentiel pour le bon fonctionnement de la nitrogénase qui est la
métalloenzyme permettant de réduire I'azote atmosphérique N2 en ammoniac NHs. De plus,
I'activité de la nitrogénase est trés sensible a la présence d’oxygéne, par conséquent les
légumineuses utilisent aussi les leghemoglobines, contenant du fer (heme), pour séquestrer

I’oxygéne (Brear et al., 2013).

En conditionsde carence en fer, les plantes développent des symptémes de chlorose
ferrique : IDC (Induced deficiency chlorosis) (Figure 1) qui peuvent conduire a de fortes pertes
de rendement et a une diminution de la teneur en fer des récoltes (Briat et al., 2015). L'IDC
est la conséquence d’une perte de chlorophylles dans les feuilles causée par une baisse de la
teneur en fer de la plante. Cependant il existe une hétérogénéité de tolérance a la carence en
fer chez les légumineuses (Gildersleeve and Ocumpaugh, 1989; Mahmoudi et al., 2009; Helms
et al., 2010). Le pois est concerné par cette hétérogénéité et différents cultivars de pois
peuvent présenter une tolérance a I'IDC variable (Figure 2) (Zribi and Gharsalli, 2002; Yakop,

2012; Ahmed et al., 2015).

Le pois est cultivé a la fois pour la production de fourrage et de graines fraiches ou
seches. C'est la deuxieme culture de graines de légumineuses apres le haricot avec 16.2
mégatonnes (Mt) de pois sec et 20.6 Mt de pois frais produites dans le monde en 2017
(FAOSTAT, 2017). Aprés les années 1990, la culture du pois a chuté (Figure 3). Depuis les
années 2010, la production globale de pois a augmenté de nouveau dans le monde (Figure 3).
L’écart grandissant de la production de pois frais entre le monde et I'Europe souligne un
désintéressement de I'Europe pour cette culture (Figure 3). En revanche la culture du pois sec

et notamment celle des pois protéagineux, a également repris.
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Figure 3. Evolution de la production de pois dans le monde et en Europe entre 1980 et 2017 (FAOSTAT,
2017)

Le développement de la culture du pois en Europe est important pour limiter les
importations de protéines destinées a |'alimentation animale actuellement trop importantes,
pour |'alimentation humaine, et pour le développement de |'agroécologie (Dahl et al., 2012).
L'optimisation de la nutrition en fer et de la santé du pois sont nécessaires a |'extension de sa

culture et a I'amélioration de la qualité des récoltes. Par ailleurs, 'UMR Agroécologie de Dijon

bénéficie d’'une expertise reconnue dans les domaines de la génétique et de I’écophysiologie
des légumineuses et en particulier du pois. L'ensemble de ces éléments a motivé le choix de

cette plante pour mon projet de thése.

3. Le fer dans les sols et sa faible disponibilité pour les organismes

Les microorganismes hétérotrophes du sol ont basé leur métabolisme énergétique sur
des échanges entre donneurs d’électrons (composés organiques,...) et accepteurs d’électrons
(fer ferrique Fe3*, oxygéne,...)(Robin et al., 2008). Dans les sols, la proportion de donneurs
d’électrons est bien plus élevée que la proportion d’accepteurs d’électrons engendrant une
forte compétition pour ces derniers (Robin et al., 2008). Parmi les accepteurs d’électrons se
trouve le fer, un métal dit de transition. La structure électronique du fer permet des
changements réversibles de niveau d’oxydation et lui confére un fort potentiel redox essentiel
dans les nombreux processus biologiques ou il est impliqué (Guerinot and Yi, 1994). La

compétition pour le fer entre organismes du sol est forte mais sa cause n’est pas un probléme



d’abondance. Le sol est un environnement complexe ou le fer est présent en grande quantité
et sous différentes formes (Fe?*, Fe3*, oxydes de fer, hydroxydes de fer...) (Robin et al., 2008).
C’est le quatrieme élément le plus présent dans la cro(te terrestre apres I'oxygéne, le silicium
et 'aluminium. Dans les sols, le stock de fer est présent sous 3 formes majeures : (i) incorporé
dans des minéraux primaires et secondaires, (ii) sous forme soluble et (iii) sous forme
complexée a la matiere organique (Cornell and Schwertmann, 2003). Dans les conditions de
pH et de potentiel redox compatibles avec la culture des plantes, le fer ferrique (Fe3*) est
majoritairement précipité sous forme d’hydroxydes, d’oxyhydroxydes et d’oxydes alors que le
fer ferreux (Fe?*) est principalement intégré dans des cristaux de fer-magnésium primaires et
secondaires (Cornell and Schwertmann, 2003). Du fait de la faible solubilité des oxydes de fer,
la concentration en fer disponible dans les sols est trés basse. Par conséquent, c’est la faible
biodisponibilité du fer dans les sol qui est le déterminant majeur de la forte compétition entre
les organismes vivants pour cet élément (Robin et al., 2008; Lemanceau et al., 2009). La
biodisponibilité du fer est définie par Harmsen et al. (2005) comme la proportion totale de fer
pouvant étre facilement assimilée par les organismes vivants. Cette biodisponibilité du fer
dans les sols est directement dépendante du pH et du potentiel redox du sol : plus le pH d’un
sol est alcalin plus la disponibilité du fer diminue. Le pH est quant a lui influencé par la capacité
tampon des sols et notamment par la proportion de carbonate (calcaire). Les sols carbonatés,
dans lesquels le fer est trés peu biodisponible, représentent une proportion importante,

environ 30%, des sols dans le monde (Chen and Barak, 1982).

3.1.  Acquisition du fer par les microorganismes du sol

Le fer étant peu disponible dans les sols, les microorganismes ont développé des
stratégies actives d’acquisition. L'une des stratégies est |’acidification par extrusion de protons
(H*) qui augmente la solubilité du fer et donc sa biodisponibilité. Cette acidification peut aussi
étre liée a d'autres activités microbiennes comme la nitrification ou a la solubilisation du
phosphate (Jin et al., 2014). Certaines bactéries sont dotées d’un systéme d’acquisition du fer
ferreux Fe?* (FEO). Ce systéme d’acquisition est généralement associé a des microorganismes
vivant dans des environnements anaérobies (Sandy and Butler, 2009). Une autre stratégie
d’acquisition du fer est la production de molécules chélatrices, les sidérophores. La synthese

de sidérophores est l'une des stratégies d'acquisition du fer la plus répandue chez les



microorganismes ; c'est aussi la plus efficace. Les sidérophores microbiens sont de petites
molécules ayant une forte affinité pour le fer. Le fer de I'environnement est chélaté et le
complexe fer-sidérophore est ensuite récupéré par des protéines membranaires spécifiques
permettant leur import dans la cellule (Cornelis, 2010). Cette stratégie est a la fois utilisée par
les champignons et les bactéries. Les sidérophores possedent une tres forte affinité pour le
fer ferrique Fe3* (Albrecht-Gary et al., 1994). L’affinité des sidérophores pour le fer varie
beaucoup. Certains sidérophores comme I'entérobactine peuvent présenter des affinités
extrément fortes pour le fer avec une constante d’affinité égale a 10*° M (Hay et al., 2001).
La taille des sidérophores microbiens est aussi tres variable allant de 500 a 2500 Daltons. Les
sidérophores microbiens sont généralement décrits sur la base des groupements fonctionnels
qui lient le fer (Aznar and Dellagi, 2015). Les trois classes majoritaires sont les catécholates
(qui incluent aussi les phénolates), les hydroxamates et les carboxylates (Figure 4). Les
sidérophores microbiens ont été beaucoup étudiés au cours de ces derniéres années et plus

de 500 types différents ont été dénombrés (Hider and Kong, 2010).
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Figure 4. Exemple des différents types de sidérophores classés selon leurs groupements
fonctionnels (Aznar & Dellagi, 2015).



Le travail de these présenté est plus particulierement centré sur un type de sidérophore, la
pyoverdine (pvd). Cette molécule fluorescente sous UV est produite par certains
Pseudomonas regroupés sous le terme de « Pseudomonas spp. fluorescents ». Plus de 100
pyoverdines ont été caractérisées (Budzikiewicz, 2004; Cézard et al., 2015). Un des premiers
travaux rapportant I'existence des pyoverdines date de 1892 (Gessard, 1892). A I’époque, ce
pigment jaune-vert excrété par les Pseudomonas fat nommé fluorescine. Le réle des
pyoverdines dans l'acquisition du fer a été découvert par Meyer and Abdallah (1978). La
premiere structure chimique a été observée par une méthode de spectrométrie par Briskot et
al. (1989) sur P. aeruginosa. La couleur jaune-verte de la molécule fut associée a la molécule
non chélatée au fer appelée aussi apo-pyoverdine et lors de la chélation du fer, un

changement de couleur du jaune-vert au marron est observable (Folschweiller et al., 2002).
Les pyoverdines sont constituées de 3 parties (Cézard et al., 2015) :

e Un chromophore responsable de la fluorescence et dérivé de la 2,3-diamino-6,7-
dihydroxyquinoline. Le chromophore est stable et conservé chez les espéces de

Pseudomonas. Il permet la liaison avec le fer grace a sa fonction catéchol.

e Une chaine latérale formée par un groupement acyle dérivé d’un acide dicarboxylique.
Elle peut varier et prendre une forme succinate, amine, amide, malate, glutamate ou

a-cétoglutarate.

e Une chaine peptidique linéaire ou cyclique tres variable responsable de la spécificité
d'incorporation de la molécule. La chaine peut étre composée de 6 a 14 acides aminés
liés au chromophore par son groupe carboxyle et interagit avec le Fe3* grace a deux

fonctions hydroxamate et/ou a-hydroxycarboxylate.

La chaine peptidique est I'élément important dans le processus de reconnaissance
spécifique de la molécule par les transporteurs membranaires microbiens responsables de son
internalisation (Hartney et al.,, 2013). Elle comporte des acides aminés rares non-
protéinogénes (non utilisés lors de la traduction des ARN) comme I'acide B-hydroxyaspartique
(Asp), B-hydroxyhistidine (His), acide 2,4-diaminobutyrique (Dab), ornithine (Orn), cyclo-N-
hydroxyornithine (cOrn), N-formyl-N-hydroxyornithine (FOOHOTrn), N-acétyl-N-
hydroxyornithine (AcOHOrn) and N-hydroxybutyryl-N-hydroxyornithine (Cézard et al., 2015).



3.2. Acquisition et homéostasie du fer chez les plantes

Un manque de fer, micronutriment indispensable a de trées nombreuses réactions du
métabolisme, limite gravement le développement des plantes. Une part d'énergie importante
est donc investie dans les mécanismes actifs d'acquisition de cet élément. Mais le caractére
redox-actif du fer le rend aussi toxique lorsqu'il est présent en trop grande quantité. Il peut
étre a l'origine de la formation de formes actives de I'oxygéne qui peuvent gravement
endommager les cellules (ROS, Reactive oxygen species) via la réaction de Fenton
(Winterbourn, 1995). Une part importante d'énergie est donc aussi investie dans la régulation
des équilibres des différentes formes de fer présentes in planta. Le terme homéostasie a été
proposé par Cannon (1929) pour définir ce type de régulation. Il décrit le maintien de I'état
basal d’'un élément dans un organisme approximativement a un niveau constant et stable ou

des variations peuvent se produire mais uniquement dans certaines limites.

Acquisition du fer

Les plantes ont développé différentes stratégies actives d’acquisition du fer parmi
lesquelles les stratégies | et Il qui ont fait I'objet de trées nombreuses études (Curie and Briat,
2003; Connorton et al., 2017). La stratégie | est utilisée par les dicotylédones et les
monocotylédones non-graminées. Elle consiste en I'acidification du milieu via une pompe a
proton membranaire (chez Arabidopsis AHA2 pour Arabidopsis H+-ATPase). Cette acidification
de la rhizosphére facilite la dissolution du fer immobilisé et la libération de Fe3*. Les ions Fe3*
sont ensuite réduits en Fe?* par des réductases ferriques codées par des génes FRO (Ferric-
chelate Reductase Oxidase ; FRO2 chez Arabidopsis). Les ions Fe?* sont finalement internalisés
via des transporteurs membranaires codés par des génes IRT ou RIT (Iron-Regulated
Transporter ; IRT1 chez Arabidopsis). Les systéemes membranaires IRT font partie de la famille
des transporteurs ZIP (Zinc-regulated transporter IRT-like Proteins) et ne sont pas spécifiques
du fer. D’autres métaux divalents comme le zinc (Zn%*), le manganése (Mn?*) ou le cadmium

(Cd?*) peuvent étre transportés par IRT (Kim and Guerinot, 2007).

Méme si la majorité des études sur les systemes d’acquisition du fer chez les plantes est
restée longtemps focalisée sur les stratégies | et Il d'acquisition du fer, un autre mécanisme a
été décrit plus récemment. Des études ont montré l'implication d'un transporteur

membranaire, PDR9 (Pleiotropic Drug Resistance 9; aussi appelé ABCG37, ATP Binding
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Cassette G37) dans ’'amélioration de la nutrition en fer en conditions de carence chez
Arabidopsis via la sécrétion de composés phénoliques appartenant a la famille des coumarines
(Figure 5) (Fourcroy et al., 2014; Schmid et al., 2014). Les coumarines sécrétées faciliteraient
la dissolution et la mobilisation du fer par chélation et participeraient a la réduction du Fe3*
en Fe?*(Schmidt et al., 2014; Fourcroy et al., 2016; Tsai and Schmidt, 2017). Par ailleurs, Jin et
al. (2007) ont montré que des composés phénoliques sécrétés par des racines de trefle
incarnat étaient impliqués dans la remobilisation du fer de I'apoplasme. L’apoplasme
représenterait une source importante de fer en condition de carence chez les plantes (Bienfait

et al., 1985; Curie et Mari, 2017).

La stratégie Il d'acquisition du fer est utilisée par les monocotylédones graminées
(famille des Poaceae) et repose sur la chélation du fer par des phytosidérophores. Ces derniers
chélatent le fer et permettent sa mobilisation vers la plante. Les phytosidérophores excrétés
par les graminées sont de petites molécules (acides muginéiques comme par exemple |'acide
déoxymuginéique) ayant une forte affinité pour le fer (Figure5). La synthése de ces
phytosidérophores utilise la nicotianamine comme précurseur (Clemens, 2019). Le complexe
fer-phytosidérophore est internalisé via un transporteur membranaire du type YS/YSL (Yellow

Stripe/Yellow Stripe Like) (Curie et al., 2001; Curie et al., 2009).
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Figure 5. Exemple de ligands du fer excrétés par les plantes. Ligne du haut, 3 types de coumarines
impliquées dans I'acquisition du fer des plantes. Ligne du bas, phytosidérophores dérivés de
la S-adenosyl-L-methionine (Tiré de Clemens, 2019).

La barriere entre stratégie | et stratégie |l n’est pas si exclusive. Il a été montré que le riz
(stratégie 1), pouvait internaliser les ions ferreux Fe?* via un transporteur de type IRT (Ishimaru
et al., 2006). De plus, le complexe Fe-phytosidérophore du mais, plante de stratégie Il, pourrait

étre internalisé par une plante de stratégie |, la cacahuéte, via un transporteur de la famille
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des YSL (Xiong et al., 2013). Certaines fonctions dans la nutrition en fer de la plante se trouvent
étre codées par des genes bien spécifiques de chacune des deux stratégies (ex : FIT code un
régulateur clé chez les plantes de stratégie | absent chez celles de stratégies Il). Mais les deux
stratégies semblent étre plus proches qu’on ne le pensait il y a quelques années et les
fonctions de nombreux génes s’averent étre communes aux deux stratégies (Grillet et

Schmidt, 2019).

Homéostasie du fer et transport

La présence du fer dans la cellule sous ses formes réactives doit étre circonscrite a I'écart
des organites et des réactions métaboliques ol sa quantité doit étre parfaitement régulée. En
conséquence cet élément est essentiellement présent dans les cellules dans la vacuole ou sous
des formes complexées inactives pour son stockage ou son transport (Curie et al., 2009;
Kobayashi and Nishizawa, 2012; Clemens, 2019). Une fois internalisé dans les cellules
racinaires sous forme Fe?* via les transporteurs du type IRT1 ou d'un complexe Fe-
phytosidérophore (Fe3*-PS) via YS/YSL, le fer doit atteindre les vaisseaux conducteurs pour
étre transporté jusqu’aux organes puits. Chez les plantes de nombreux composés ont été
décrits comme ayant la capacité de se lier aux métaux et notamment au fer. La liste des ligands
résumée dans le travail de Clemens et al. (2019) est présentée dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Liste des différents ligands de métaux potentiellement utilisés par la plante. (Modifié
d'apres les travaux de Clemens et al., 2019).

Type de composé Exemple de ligand Stratégie
S-adenosyl-L-methionine Acides muginéiques Il
Nicotianamine letll
Phénylpropanoides Coumarines : flaxetine, sideretine et esculine [
Thiols Glutathione letll
Cystéine letll
Acides organiques Citrate letll
Malate letll
Oxalate letll
Phytate letll
Acides aminés Asparagine, Aspartate, Glutamine, Phénylalanine, letll

Tryptophane et Histidine
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Des cellules de I'épiderme racinaire jusqu’aux vaisseaux conducteurs de la stele, le fer
migre par la voie symplasmique (de cellule a cellule) via les plasmodesmes selon son gradient
de concentration. Dans le symplasme, le fer est considéré comme étant principalement
complexé a la nicotianamine (NA), Fe?*-NA; la NA étant synthétisée par des nicotianamine-
synthases codées par des génes NAS (par exemple NAS4 chez Arabidopsis) (Curie et al., 2009).
Le fer peut aussi migrer par voie apoplastique (entre les cellules). Le transport par voie
apoplastique du fer est bloqué au niveau de la bande de Caspary, barriere imperméable
formée d'un anneau de cellules a paroi fortement suberisée, qui oblige le transfert des ions

vers le symplasme pour atteindre la stéle (Connorton et al., 2017).

Au niveau de la stele, le fer est chargé dans les vaisseaux du xyléme par voie
apoplastique. Du fait du faible pH de la séve brute (généralement pH = 5,5), la stabilité du
complexe Fe?*-NA est limitée. Le citrate deviendrait donc le chélateur majoritaire du fer dans
le xyleme (Rellan-Alvarez et al., 2008). En revanche, la séve élaborée ayant un pH plus neutre
voire légerement alcalin, la NA deviendrait de nouveau le chélateur majoritaire du fer dans le
phloeme (Connorton et al., 2017). Il est important de noter que la NA transporte également
des quantités non négligeables de Cu?*, Zn** et Mn?* présents dans le phloéme (Harris et al.,
2012). Les génes codant les NAS, et en particulier chez Arabidopsis le géene NAS4, sont

indispensables a la réponse adaptative a la carence en fer (Koen et al., 2013).

Homéostasie du fer, stockage et remobilisation

Au niveau cellulaire, le fer est présent en quantité au niveau des mitochondries et des
plastes pour étre utilisé dans la respiration cellulaire et la photosynthése. Les chloroplastes
contiendraient environ 80% du fer présent dans les cellules foliaires (Nouet et al., 2011). Le
fer importé dans les plastes et les mitochondries peut étre stocké sous forme de complexes
avec les ferritines (Darbani et al.,, 2013). Les ferritines sont des protéines résultant de
I'assemblage de 24 sous-unités, formant une sphére dont la cavité est capable de stocker
jusqu’a 4500 atomes de fer (Kim and Guerinot, 2007). Les proportions de fer stocké sous forme
de ferritine varient entre les espéces végétales. Les graines de pois et d’arabette contiennent
par exemple respectivement 60% et 5% de fer sous forme de ferritine (Zielinska-Dawidziak,
2015). Il existe quatre isoformes de ferritine, FER1 a FER4. En fonction de son stade de
développement et des différents signaux environnementaux, la plante exprimera

préférentiellement une isoforme plutot qu’une autre (Briat et al., 2010). Par exemple, en
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présence de fer en excés , la forme principalement induite chez A. thaliana est AtFER1 (Ravet
et al., 2009). Les quatre formes de ferritine sont retrouvées dans les plastes mais AtFER4
présente la particularité d'étre également retrouvée dans les mitochondries (Jain and
Connolly, 2013). AtFER4 et AtFER1 semblent de plus jouer un réle particulier dans la réponse
au stress oxydatif. En effet, ces deux ferritines sont induites par I'oxyde nitreux (NO), un
puissant antioxydant protégeant les cellules du stress oxydatif. Chez les mutants AtFER4
d'Arabidopsis les réponses au stress oxydatif ont une intensité plus faible que celle enregistrée

pour le génotype sauvage (Jain and Connolly, 2013).

D'importantes quantités de fer sont aussi stockées dans la vacuole. Différents
transporteurs ont été décrits chez A. thaliana comme potentiellement associés au transfert
du fer depuis le cytosol vers la vacuole IRT2 un homologue d’IRT1 (Iron-Regulated Transporter
2), VIT1 (Vacuolar Iron Transporter), IREG2 (Iron-Regulated 2) (Agafonov et al., 2016). Le fer
doit pouvoir étre remobilisé depuis ce compartiment en fonction des besoins. Cette fonction
est assurée par des transporteurs de la famille protéique NRAMP (Natural Resistance
Associated Macrophage Protein). Lors d’une carence, le fer est déstocké; I'expression des
génes NRAMP3 et NRAMP4 est induite (Lanquar et al., 2005), tandis que celle de FER1 et FER4

est réduite (Waters et al., 2012).

Homéostasie du fer et régulation

Parmi les systémes moléculaires impliqués dans la perception du statut en fer et dans
sa régulation, on trouve de nombreux facteurs de transcription. Un ensemble de protéines
bHLH (basic helix-loop-helix) est notamment impliqué dans la régulation des génes associés a
la stratégie | d’acquisition du fer (Naranjo-Arcos et al., 2017). L'induction des génes
d’acquisition du fer requiert en particulier le facteur de transcription bHLH29, aussi connu
sous I"appellation FIT (FER like iron deficiency induced transcription factor) qui a une fonction
de régulation globale en formant des dimeres avec d'autres bHLH tels que bHLH38 ou ORG2
et bHLH39 ou ORG3. Typiquement, I'expression de FIT et ORG3 est induite lors d’'une carence
en fer (Kobayashi and Nishizawa, 2012). De maniére remarquable, FIT intervient également
dans la régulation de deux autres facteurs de transcription, MYB10 et MYB72, impliqués
notamment dans I'induction de NAS4 intervenant dans la synthése de NA (Palmer et al., 2013).
Ces interactions complexes et croisées sont associées a une véritable cascade de régulations

du statut en fer dans la plante. Chez les plantes utilisant la stratégie Il d'acquisition du fer
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comme le riz, le géne FIT ne semble pas étre présent (Grillet and Schmidt, 2019). En revanche
d’autres régulateurs interviennent, OsIRO2 orthologue des AtBHLH 38, 39, 100 et 101 (Grillet
and Schmidt, 2019).

Des études ont montré qu’il existait un lien étroit entre ’"homéostasie du fer chez les
plantes et la réponse aux stress biotiques. Par exemple, quand une infection se déclare, une
compétition pour 'acquisition des nutriments, dont le fer, se met en place entre la plante héte
et le pathogene (Aznar and Dellagi, 2015). Il a été montré qu’une infection pouvait étre
associée a l'induction de genes impliqués dans ’homéostasie du fer, notamment NRAMP3,
FRO2 et IRT1 suggérant qu’une infection déclenche un signal similaire a celui d’'une carence

en fer (Segond et al., 2009).

Homéostasie du fer et peptides dont le réle reste a explorer

Deux études récentes ont montré que I'expression du gene IMA3 (IRON MAN 3)
également nommé FEP1 (FE-UPTAKE-INDUCING PEPTIDE 1) était fortement induite chez A.
thaliana en condition de carence en fer (Grillet et al., 2018; Hirayama et al., 2018). Hirayama
et al. (2018) ont montré en particulier qu’une délétion ou des mutations d'IMA3/FEP1 étaient
associées a une diminution de la quantité de fer dans les parties aériennes mais pas dans les
racines. Il a aussi été montré que l'induction artificielle d'IMA3/FEP1 était suffisante pour
induire le systeme FIT et les génes sous son contréle (comme ORG3, FRO2 et IRT1) et conduire
a une accumulation de fer dans la plante (Grillet et al., 2018; Hirayama et al., 2018). Selon ces
auteurs, IMA3 serait un peptide signal indiquant une carence en fer dans les parties aériennes
de la plante. De plus IMAS3 serait capable de lier le fer (Fe?*) ainsi que d’autres métaux (Mn?*,
Cu?* et Zn?*) avec une affinité modérée (Grillet et al., 2018). Les deux groupes d'auteurs ont
montré qu'IMA3/FEP1 appartenait a une famille de peptides, IMA ou FEP, trés conservée chez
toutes les plantes (de stratégie | comme de stratégie Il) et identifiable par la présence de deux
motifs particuliers. Les auteurs ont identifié 8 peptides IMA/FEP dans le génome
d'Arabidopsis. Néanmoins, si cette famille de peptides apparait avoir un effet signal tres
important en amont des systemes de régulation décrits jusqu'ici chez les plantes de stratégies
| et Il d'acquisition du fer, leur réle reste a explorer (Grillet et al., 2019). Il est intéressant de
noter que nous avons identifié IMA3/FEP1 (alors non décrit et non nommé ; désigné par le
terme "unknown protein") comme géne marqueur potentiel de |'effet de sidérophores

bactériens sur la plante dans une étude de génomique translationnelle réalisée au début du
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projet de these. Il s'agissait de rechercher chez le pois des orthologues de genes répondant
fortement a la pyoverdine chez A. thaliana identifiés a partir d'une étude de transcriptomique
réalisée antérieurement (Trapet, 2015). L'étude correspondante et les résultats concernant

I'expression de ce gene chez le pois sont présentés chapitre 5.

4. Interactions plante-microorganismes en relation avec la dynamique du
fer

La santé des plantes peut étre défavorablement ou favorablement impactée par les

microorganismes dans des interactions biotiques impliquant le fer.

Les microorganismes sont susceptibles de rentrer en compétition avec les plantes pour
I"acquisition du fer. La croissance des deux organismes peut étre limitée ou une interaction
parasite peut s’installer. C'est notamment le cas pour des phytopathogénes qui produisent
des sidérophores pour acquérir du fer lors de l'infection de leur h6te (Expert et al., 1996;
Ichinose et al., 2013). Par exemple, la production de pyoverdine par le phytopathogéne
Pseudomonas syringae est un facteur de pathogénicité important pour la colonisation de la
plante infectée. Elle est aussi liée a la production d’autres facteurs de pathogénicité comme

des toxines (Cornelis, 2010; Ichinose et al., 2013) .

La santé des plantes peut aussi étre protégée par des interactions biotiques impliquant
le fer. La compétition pour le fer est a I'origine d'antagonisme entre microorganismes. La santé
de la plante peut étre protégée lorsque cet antagonisme limite la croissance saprophyte de
microorganismes phytopathogenes (Hofte et Bakker, 2007). Il a par exemple été montré que
la compétition pour le fer exercée par les Pseudomonas a I'encontre des Fusarium pathogénes
via la production de pyoverdine était un élément déterminant de la résistance naturelle des
sols de Salinas Valley (CA, USA) et de Chateaurenard (France) a la fusariose vasculaire
(Kloepper et al., 1980; Scher and Baker, 1982; Lemanceau and Alabouvette, 1991; Lemanceau
et al., 1992, 1993). Il a par ailleurs été rapporté que certains sidérophores bactériens avaient
la capacité d'induire des réactions de défense de la plante de type ISR (Induced systemic
resistance) protégeant ainsi la plante contre certaines maladies (Leeman et al., 1996;
Maurhofer et al., 1998; Ran et al., 2005; Bakker et al., 2007; van Loon et al., 2008; Pieterse et
al., 2014).
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La production de sidérophores par les microorganismes mais aussi d'autres activités
microbiennes sont associées a des modifications de la nutrition en fer des plantes et de
nombreux mécanismes sont impliqués. Ce sujet est particulierement important dans le cadre
de la these. C'est pourquoi nous avons choisi de le présenter dans le chapitre 1 sous la forme
d'une revue bibliographique ou I'effet des microorganismes sur la nutrition en fer des plantes
est replacé dans le contexte de la biofortification en fer. Cette revue est destinée a étre

publiée.

Si les activités microbiennes ont un impact déterminant sur la croissance et la santé des
plantes, les plantes ont aussi une influence déterminante sur la composition de leur
microbiote et donc, sur les activités microbiennes associées (Lemanceau et al., 2017a; Jones
et al., 2019). Certaines études ont plus particulierement mis en évidence l'influence du statut

en fer de la plante sur son microbiote rhizosphérique.

Dans des travaux rapportés par Robin et al. (2006; 2007), deux tabacs prélevant des
quantités de fer différentes dans la rhizosphére ont été étudiés : un tabac sauvage (WT) et un
tabac transgénique (P6) dont les besoins en fer ont été augmentés par surexpression de la
synthése des ferritines. Il a été montré que la suraccumulation de fer par P6 s’accompagnait
d’une réduction de la biodisponibilité de cet élément dans la rhizosphéere. Ce changement
d’environnement rhizosphérique a engendré des changements dans les communautés de
Pseudomonas isolées du rhizoplan et des tissus racinaires. Les Pseudomonas associés au tabac
transgénique étaient collectivement plus aptes a croitre dans un environnement pauvre en
fer. Certains des Pseudomonas associés a la plante transgénique produisaient un type
particulier de pyoverdine ayant un potentiel antagoniste a I'encontre d'un oomycéte
phytopathogene lié a la compétition pour le fer et supérieur a celui des pyoverdines des
bactéries associées a la plante sauvage. Il a aussi été montré, pour le tréfle incarnat, qu'en
conditions de carence en fer la synthése racinaire de composés phénoliques était accrue et
gu'en conséquence le nombre de microrganismes producteurs de sidérophores ainsi que la
syntheése des sidérophores étaient favorisés et facilitaient 'utilisation du fer de I'apoplaste (Jin

et al., 2006, 2007; 2010).
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Impact des Pseudomonas spp.
fluorescent et de leurs pyoverdines sur
la nutrition et la santé de la plante

Impact du génotype de la plante sur
les communavutés microbiennes

Communautés
bactériennes
totales

lonome  Croissance

Diversité des
Pseudomonas
spp. fluorescents

Diversité des
pyoverdines
associées

Santé  Mécanismes
cellulaires et
moléculaires

Figure 6. Représentation schématique de la stratégie de recherche développée pour I'étude
des interactions entre pois et Pseudomonas.
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5. Projet de these

De nombreux travaux mettent en évidence l'influence des microorganismes sur le statut
en fer des plantes (Chapitre I). D'autres, suggerent que des modifications de la structure des
communautés microbiennes de la rhizosphére peuvent étre induites par des variations du
statut en fer de la plante, et pourraient en retour favoriser I'acquisition du fer et la santé de
la plante. En particulier, le statut en fer d'une plante peut influencer le type de pyoverdine
produit par les Pseudomonas associés a sa rhizosphére (Robin et al., 2007). Or, les pyoverdines
présentent une trés grande diversité de structure (Budzikiewicz, 2004; Cézard et al., 2015). Il
a été montré que cette diversité structurale pouvait influencer I'activité des molécules. Leur
affinité pour le fer, leur activité antagoniste a I'encontre d'un phytopathogene, et leur capacité
a induire les défenses de la plante selon un mécanisme de type ISR peut varier (Budzikiewicz,
2004; Robin et al., 2007; van Loon et al., 2008). Par ailleurs, certaines pyoverdines modeles
peuvent influencer la nutrition en fer de la plante (Jin et al., 2010; Shirley et al., 2001; Trapet
et al.,, 2016; Vansuyt et al., 2007). Toutefois, a notre connaissance, on ignore si des

pyoverdines différentes peuvent influencer différemment le statut en fer des plantes.

Dans un contexte ol I'on cherche a améliorer la nutrition en fer du pois (P. sativum)
pour favoriser sa culture, notre objectif a été d'évaluer l'importance des microorganismes, et
plus particulierement celle des Pseudomonas spp. fluorescents et des pyoverdines qu'ils
synthétisent, dans la nutrition en fer et l'immunité du pois. Plus spécifiquement, on s'est
interrogé sur le role des bactéries et de leurs sidérophores dans la sensibilité a la chlorose

ferrique des cultivars de pois.

Le projet de thése vise a caractériser les interactions pois — Pseudomonas spp.
fluorescents en relation avec la nutrition en fer et la santé de la plante-hote via les
sidérophores bactériens. Il s’agit (i) d’évaluer I'influence du génotype (cultivar) de pois sur la
diversité des sidérophores et en retour les effets biologiques de ces sidérophores sur la plante,
et (ii) de progresser dans la connaissance des mécanismes impliqués, afin a terme d’identifier
des cultivars de pois valorisant le mieux ces interactions. La stratégie choisie s'est donc
appuyée sur le schéma conceptuel de la boucle de rétroaction particulierement approprié
dans le cadre de I'étude d'interactions entre organismes (Figure 6). Elle a également consisté

a étudier deux cultivars de pois, I'un sensible (S), et I'autre tolérant (T), a la chlorose ferrique
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afin de pouvoir dégager des hypotheses de la comparaison des données acquises avec ces
deux génotypes. Une pyoverdine modele (pvdC7R12), utilisée dans plusieurs études
antérieures, et une plante modele (A. thaliana), ont également été intégrées a ce travail pour

progresser dans la connaissance des mécanismes impliqués dans les interactions étudiées.

Les travaux réalisés au cours de cette these sont présentés sous forme d’articles soumis
ou destinés a étre soumis. Des informations complémentaires ont été ajoutées a certains des

manuscrits.

Le chapitre | est une synthese bibliographique rapportant les différentes approches
utilisées pour améliorer la teneur en fer des plantes (biofortification) et mettant en avant le

role des microorganismes et des interactions plantes-microorganismes dans ces processus.

Le chapitre Il présente le développement d'outils moléculaires pour I'étude de la
diversité des Pseudomonas spp. fluorescents et des pyoverdines. Ces outils ont été utilisés
pour comparer I'impact d’un pois sensible et d’un pois tolérant a la chlorose ferrique sur les
communautés bactériennes de la rhizosphére, les Pseudomonas et les pyoverdines
correspondantes. Les effets sur A. euteiches de Pseudomonas et de pyoverdines représentatifs

de la diversité décrite ont été étudiés.

Le chapitre Ill présente I'étude de I'impact de pyoverdines sur la nutrition en fer et en

autres éléments (ionome) de la plante (étude au niveau de I'organisme). Un objectif a été de

comparer les effets de pyoverdines produites majoritairement par les Pseudomonas associés
a la rhizosphére de chacun des deux pois étudiés sur ces plantes. Les effets de la pyoverdine

modele (pvdC7R12) ont également été étudiés.

Le chapitre IV présente |'étude de I'effet d'un apport en fer sous forme ferripyoverdine

sur la plante au niveau cellulaire a I'aide d'un systéme modeéle Fe-pvd/A. thaliana. Le travail a

été réalisé en associant différentes méthodes de microscopie et de spectroscopie
d'absorption des rayons X afin d'avancer dans la connaissance des mécanismes impliqués dans

I'acquisition de fer sous forme ferripyoverdine par la plante.

Le chapitre V est consacré a l'étude de l'impact des pyoverdines produites
majoritairement par les Pseudomonas associés a la rhizosphére de chacun des deux pois

étudiés et d'une pyoverdine modéle sur la plante au niveau moléculaire. L'effet de

20



pyoverdines sur |'expression de génes impliqués dans la nutrition en fer et la santé de la

plante, a été étudié en relation avec les effets produits sur le statut en fer des plantes.

L'ensemble des résultats obtenus est discuté dans une derniere partie conclusive.
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Chapitre | : Importance des interactions
entre |la plante et son microbiote dans la

biofortification en fer

Manuscrit en préparation pour étre soumis a

« Agronomy for Sustainable Development »
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Chapitre | : Importance des interactions entre la plante et son microbiote dans la biofortification en fer
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Avant-propos

Le travail de bibliographie réalisé dans le cadre de ce projet de thése et portant sur les
effets des microorganismes sur le statut en fer des plantes a conduit a faire différentes
constatations. D'une part, si de nombreuses études rapportent des effets de microorganismes
sur les plantes et le fer, aucune revue récente ne permet d'avoir une vue d'ensemble sur ces
travaux souvent trés hétérogénes. D'autre part, les études traitant de [I'effet des
microorganismes sur le statut en fer des plantes et celles portant sur I'étude de la nutrition en
fer des plantes et sur son amélioration sont généralement dissociées. En conséquence, les
revues réalisées sur ces sujets le sont aussi pour la plupart. Les microorganismes sont parfois
évoqués dans certaines revues centrées sur les plantes, mais dans ce cas, ils sont
essentiellement présentés comme des biofertilisants. C'est le cas par exemple dans
I'intéressante revue de Zuo et Zhang (2011) sur les stratégies de gestion du sol et des cultures
pour prévenir la déficience en fer des cultures. Jin et al. ont publié en 2014 une revue qui fait
le point sur la contribution des microorganismes dans l'acquisition du fer par la plante. Ce
travail, centré sur les microorganismes, mais prenant aussi en compte certaines connaissances
acquises sur les plantes nous a paru particulierement intéressant. Selon le méme principe
nous avons cherché a faire une synthése bibliographique élargie a d'autres effets que ceux
portant sur l'acquisition du fer et qui prenne en compte I'avancée des connaissances. Dans
cette synthese, les effets des interactions entre la plante et son microbiote sur le statut en fer
de cette derniéere ont été présentés dans le cadre des principales stratégies utilisées pour la
biofortification en fer des plantes : (i) augmenter la biodisponibilité du fer pour les plantes, (ii)
utiliser les ressources génétiques des plantes et (iii) associer des cultures. Ce choix a été fait
pour mettre en évidence de nouvelles voies potentielles d'amélioration basées sur la

valorisation des interactions biotiques.

Cette synthése bibliographique a été rédigée comme une revue destinée a étre soumise

a « Agronomy for Sustainable Development ».
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1. Introduction

The world population is growing rapidly and global food production has to increase
accordingly. 'Low hunge' together with 'Good health and well-being' are two of the main
'Sustainable Development Goals' presented in the United Nations Development Program
(UNDP 2015). Nowadays world food stock cannot fully feed the world population and a lot of
developing countries cannot access to a varied diet leading to micronutrient deficiencies
(MNDs), a lack of essential minerals and vitamins. The main MNDs concern iron (Fe), Zinc (Zn)
and vitamin A. This worldwide problem is mainly associated with poverty and food insecurity

affecting over three billion people (Chasapis et al. 2012).

Iron deficiency is the main case of MND in the world, in poor, but also in developed
countries. Iron deficiency can lead to dangerous consequences for health, as microcytic
anemia, impaired immune function and poor endocrine function (Bailey et al. 2015; Wakeel
et al. 2018; World Health Organization 2018). Indeed, iron is known to play an essential role
in the physiology of living organisms in which it has a hand in DNA synthesis, respiration and

photosynthesis (Aisen et al. 2001).

With about 20 to 60% of Fe in the form of haemproteins, easily assimilable by the
human body, meat is the main source of iron in food (Cross et al. 2012). However, meat is not
accessible to everybody. In developing countries and for vegetal-based diets, iron is supplied
by plant products such as cereal grains that contain low levels of Fe and high levels of anti-
nutritional compounds such as phytates (Gémez-Galera et al. 2010). Moreover, the
development of intensive agriculture in the 1950’s and the introduction of semi-dwarf, high-
yielding cultivars has induced a decreased of grain iron concentration (Fan et al. 2008). At the
same time, concern is raising about the environmental cost (e.g. Carbon, water) of animal
production. Thus, improving human iron nutrition represents a major challenge and cropping
systems aiming at increasing the amount of iron and its assimilability in staple food compatible

with sustainable agriculture are required.

An approach used to increase iron amount in vegetal food is Micronutrient
Fortification, which consists of artificially supplementing food with micronutrients (iron,
copper, vitamins...). The Food Fortification Initiative (http://www.ffinetwork.org/) created a

network of governmental and private sectors in several developing countries to promote the
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fortification of wheat flour. It has increased the use of Fe-fortified wheat flour in these
countries from 18% in 2004 to 27% in 2007, helping 540 million people to prevent Fe
deficiency (White and Broadley 2009). More recently, promising results were obtained in
India, Philippines and Rwanda populations with rice, pearl millet and beans supplemented in

iron (Finkelstein et al. 2017, 2019).

Iron biofortification of plants appears to be more sustainable and cheaper than
Micronutrient Fortification (Murgia et al. 2012; World Health Organization 2017). The
objective is to promote plant iron nutrition to increase iron content in plant edible parts such
in leaf (e.g. lettuce or spinach) and root vegetables (e.g. carrot or cassava), in fruits (e.g. peach,
apple...), and in grains, representing the major staple foods across the world. Iron

biofortification implies to monitor plant iron uptake and homeostasis.

A major barrier to iron biofortification is the poor bioavailability of iron in most soils.
Although iron is the fourth element in quantity on Earth after oxygen, silica and aluminum, at
pH compatible with growth of most plant crops, Fe is not readily available for living organisms
including plants (Lemanceau et al. 2009). Iron availability depends on soil properties and more
specifically on soil pH and redox potential (Robin et al. 2008; Colombo et al. 2014).
Immobilization of iron in the form of scarcely soluble complexes formed between Fe3+ and
hydroxides, oxyhydroxides, and oxides, increases with soil pH (Robin et al. 2008). The low iron
availability is particularly acute in alkaline soils which represent about 30% of world’s
croplands and up to 40% of arable surfaces (Chen and Barak 1982; Sullivan and Gadd 2019).
In these soils, plant growth might by limited by the low availability of iron and even develop
Iron Deficiency Chlorosis (IDC), interveinal chlorosis due to iron deficiency, which negatively

impacts crop yield (Briat et al. 2015) and quality (i.e. iron content).

It has long been demonstrated that soil microorganisms can promote plant iron
nutrition. Different studies have reported the beneficial impact of soil microbiota on plantiron
status by comparing plant iron content after growth in sterile or non-sterile soil. Sunflower
and maize grown in a sterile unfertilized soil contained less iron than in the non-sterile soil;
sunflower even developed chlorosis due to the drop of iron level (Masalha et al. 2000). Similar
observations were made for rape and red clover (Rroco et al. 2003; Jin et al. 2006). A high
occurrence of cultivable oligotrophic bacteria in lupine rhizosphere was correlated to an

increased concentration of Fe together with Cu, Mn and Zn in plant shoots suggesting that this
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fraction of the rhizosphere microbiota would be associated to the promotion of plantiron and
mineral nutrition (de Santiago et al. 2019). Numerous studies have further reported the
effects of specific strains or metabolites of microorganisms, taxonomically diverse and
encompassing root symbionts, on iron status of a variety of plant species (Table 1). Despite
the acknowledged contribution of biotic interactions on plant iron nutrition, these interactions

are rarely valued for plant biofortification.

Increasing knowledge on plant iron uptake and homeostasis, and on biotic, especially
plant-microorganisms, interactions evidence many possible contributions of plant microbiota
to plant iron nutrition and suggests that importance of the corresponding microorganisms
may have been underestimated in the strategies for iron biofortification of plants. We present
here an overview of the state of art that shed light on the dynamic interplay between plants
and their microbiota promoting iron biofortification and on possible strategies contributing to
that promotion through the following sections: (i) increasing iron bioavailability to plants, (ii)
valuing plant genetic resources, and (iii) designing beneficial cropping systems. In fine, we
discuss promising new avenues for iron biofortification taking into account the dynamic

interplay between the plant and its microbiota.
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Table 1 Microorganisms and microbial metabolites influencing plant iron status

Microorganisms and/or  Application Plant Effect on plant Additional observations Effect on plant References
microbial metabolites mode iron status genes
Burkholderia cepacia JFW16  Bacterial  Astragalus Plant [Fe]/Fe”,  Rhizosphere acidification, root FRO2 expr. ©, (Zhou et al. 2018)
suspension sinicus  chlorophyll A FR A, flavin release, Sid and IRT1 expr. A,
phytohormone production AHA2 expr.A,
FIT1 expr. A
Burkholderia terricola Bacterial  Lentil, pea Plant [Fe]/Fe Rhizosphere acidification, Sid (Reza et al. 2017)
LMG20594 ; Pseudomonas  suspension production A, phytohormone
brassicacearum NFM421; B. production A

pyrrocinia LMG14191; P.
mandelii NBRC103147;
Herbaspirillum huttiense

NBRC10252
Pseudomonas fluorescens Bacterial Tomato Plant [Fe]/Fe /A IRT1 expr. A, (Nagata 2017)
ATCC13525 suspension FRO2 expr. N,

NRAMP3 expr. A
Paenibacillus polymyxa Bacterial Arabidopsis Plant [Fe]/Fe A, Root FRA, FRO2 expr. N, (Zhou et al. 2016)
BFKCO1 suspension  thaliana chlorophyll A phytohormone production IRT1 expr. N, FIT1

expr. N,

MYB72 expr. N
Pseudomonas spp.; Bacterial  Sunflower Plant [Fe]/Fe”,  Sid production A, (Pourbabaee et al.
Enterobacter spp.; Bacillus  suspension chlorophyll A phytohormone production A, 2018)
sporothernodurans phosphate solubilization A,

HCN production A
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Microorganisms and/or  Application Plant Effect on plant Additional observations Effect on plant References
microbial metabolites mode iron status genes
Rhizobium leguminosarum Bacterial Common Plant [Fe]/Fe”r,  WT variety more efficient in (Carrillo-Castafieda et
bv. phaseoli; Pseudomonas  suspension bean modif. Fe distrib. Fe uptake than cultivated al. 2005)
spp. Avm variety after microbial
inoculation
Bacillus subtilis BHHU10, Bacterial Pea Modif. Fe assimil. Phenolic, favonoid, ascorbic (Jain et al. 2014)
Trichoderma harzianum and fungal acid and protein content A
TNHU27, and Pseudomonas coating
aeruginosa PJHU15
(consortium)
Arthrobacter sulfonivorans Bacterial Wheat Plant [Fe]/Fe”,  Anti-nutritional factor v (Singh et al. 2018)
DS-68; Enterococcus hirae coating seeds [Fe]/Fe A,
DS-163 modif. Fe assimil.
Pseudomonas fluorescens Bacterial Arabidopsis Root [Fe]/Fe V,  Changes in plant hormone Numerous (Trapet et al. 2016)
C7R12; pyoverdine from P.  suspension; thaliana shoot [Fe]/Fe A  production, Incorparation of modifications
fluorescens C7R12 apo- Fe-pyoverdine suggested by evidenced in a
siderophore 15N-labelling and transcriptomic
immunodetection study
Bacillus subtilis GBO3 Bacterial Arabidopsis Plant [Fe]/Fe A,  Rhizosphere acidification, FRO2 expr. N, (Zhang et al. 2009)
suspension; thaliana chlorophyll A root FR A IRT1 expr. A,
Bacterial FIT1 expr. A
VOC
Bacillus amyloliquefaciens Bacterial Arabidopsis Plant [Fe]/Fe A Root FR A, Fe?* production A, FRO2 expr. N, (Wang et al. 2017)
BFO6 VOC thaliana Production of VOC implied (2R IRT1 expr. A,

or 3R-butanediol)

FIT1 expr. A
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Microorganisms and/or  Application Plant Effect on plant Additional observations Effect on plant References

microbial metabolites mode iron status genes
Azotochelin, Sid of Fe- Soybean Plant [Fe]/Fe A (Ferreira et al. 2019)
Azotobacter vinelandii siderophore

obtained commercially

Pseudobactin, syn. Fe- Pea, maize Shoots [Fe]/Fe v (Becker et al. 1985b)
pyoverdine Sid from siderophore chlorophyll v

Pseudomonas aureofaciens

(ATCC15926)

Aerobactin, Sid of Fe- Soybean Plant [Fe]/Fe A Fe?* production vV (Chen et al. 2000)
Citrobacter diversus siderophore

Agrobactin, Sid from Fe- Pea, bean Shoots [Fe]/Fe /A (Becker et al. 1985a)
Agrobacterium tumefaciens siderophore chlorophyll A

(B6)

Pyoverdine, Sid from Fe- Arabidopsis Plant [Fe]/Fe A An IRT1 mutant still (Vansuyt et al. 2007)
Pseudomonas fluorescens  siderophore thaliana incorporated Fe-pyoverdin,

(C7R12) incorparation of Fe-pvd

suggested by >N-labelling and
immunodetection

Ferrichrome A, Sid from Fe- Oat Plant [Fe]/Fe /A (Crowley et al. 1988)
Ustilago sphaerogena (ATCC siderophore

12421); ferrioxiamine B Sid

from U. sphaerogena (ATCC

12421)
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Microorganisms and/or  Application Plant Effect on plant Additional observations Effect on plant References
microbial metabolites mode iron status genes

Ferrioxamine B, Sid of Fe- Cucumber Plant [Fe]/Fe A,  Siderophore in the xylem (Wang et al. 1993)
Streptomyces spp. obtained siderophore chlorophyll A
commercialy
Ferrioxamine B, Sid of Fe- Onion  Plant [Fe]/Fe v Root FR unchanged (Manthey et al. 1996)
Streptomyces spp. obtained siderophore
commercialy
Ferrioxamine B, Sid of Fe- Pine Plant [Fe]/Fe Vin (Leyval and Reid, 1991)
Streptomyces spp. obtained siderophore mycorrhizal plant
commercialy
Ferrioxamine B, Sid of Fe- Cotton, Root [Fe]/Fe A, Fe removal from chelate (Bar-Ness et al. 1992)
Streptomyces spp. obtained siderophore maize  chlorophyll A around the root
commercialy
Pyoverdine, Sid from Fe- Arabidopsis Plant [Fe]/Fe A Incorparation of Fe- (Shirley et al. 2011)
Pseudomonas fluorescens  siderophore thaliana, pyoverdine suggested by °N-
(C7R12) tobacco, labelling

barley,

wheat,

fescue,

rye grass
Rhizoferrin, Sid of Rhizopus Fe- Tomato Modif. Fe distrib. root FR A (Yehuda et al. 2000)
arrhizus siderophore root [Fe]/Fe A,

chlorophyll A

Rhizoferrin, Sid of Rhizopus Fe- Tomato Modif. Fe distrib., (Shenker et al. 1995)

arrhizus

siderophore

root [Fe]/Fe A
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Microorganisms and/or  Application Plant Effect on plant Additional observations Effect on plant References
microbial metabolites mode iron status genes
Hydroxamate, Sid mixture Fe- Cucumber, Plant [Fe]/Fe A Fe?* production A (Hordt et al. 2000)

from Penicillium
chrysogenum

Pseudomonas spp. Sid

Pyoverdine, Sid from
Pseudomonas fluorescens
ATCC13525

Pseudobactin, syn.
pyoverdine Sid from
Pseudomonas putida
WCS358

Trichoderma asperellum T34

Trichoderma asperellumT34

Glomus intraradicessyn.
Rhizophagus intraradices
DAOM197198

Glomus irregulare syn.
Rhizophagus irregularis
DAOM197198

siderophore
Fe-

siderophore
Fe-

siderophore

Fe-
siderophore

Fungal
conidia

Fungal
conidia

Fungal
spores

Fungal
spores

maize

Red clover Plant [Fe]/Fe A,

chlorophyll A
Tomato Plant [Fe]/Fe A,
chlorophyll A
Barley  Moaodif. Fe distrib.

root [Fe]/Fe A,
chlorophyll A

White lupin Shoot [Fe]/Fe /A

Cucumber Shoot [Fe]/Fe /A

Maize

Shoot [Fe]/Fe A

Chicory Root [Fe]/Fe /A

7

Iron solubilization A

No Fe exchange between
pyoverdine and
phytosyderophore

peroxidase activity »,
catalase activity A

Fe-siderophores used as a
source of iron under iron
deficiency

Genes implied in strategy |
were not induced

Root exploration volume A,
production of phosphatase A

(Jin et al. 2010)

FRO1 expr. "V,
IRT1 expr. v

(Nagata et al. 2013)

(Duijff et al. 1994)

(de Santiago et al,
2009)

(de Santiago et al,
2013)

OPT8 expr. N,
NAS expr. A

(Kobae et al. 2014)

(Labidi et al. 2012)
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Microorganisms and/or  Application Plant Effect on plant Additional observations Effect on plant References

microbial metabolites mode iron status genes
Paenibacillus cookie JGRS,; Liquid Typha  Shoots [Fe]/Fe N Sid production A, (Ghosh et al. 2014)
Pseudomonas bacterial angustifolia for strain JGR2, = phytohormone production #,
pseudoalcaligenes JGR2; culture modif. Fe distrib. phosphate solubilization A

Bacillus megaterium JGR9

Bacillus subtilis GBO3 Liquid Cassava Shoots [Fe]/Fe /A (Freitas et al. 2015)
bacterial
culture
Chryseobacterium spp.C138 Liquid Tomato Plant [Fe]/Fe (Radzki et al. 2013)
bacterial
culture
Pseudomonas putida MTCC Liquid Rice Plant [Fe]/Fe A,  Variation of peroxidase (Sharma et al. 2013)
103, Enterobacteria bacterial seeds [Fe]/Fe N  activity,
culture iron solubilization A
Rhizobium leguminosarum Liquid Lentil  Plant [Fe]/Fe”, Nodulation ”, (Mishra et al. 2011)
PR1; Pseudomonas sp. bacterial chlorophyll A leghaemoglobin A,
PGERs17 culture
Arthrobacter sulfonivorans Liquid Wheat Plant [Fe]/Fe A Organic acid production A ZIP expr. A (Singh et al. 2017)
DS-68; Arthrobacter sp. DS-  bacterial
179 culture
coating

Fe]/Fe, iron concentration and/or iron amount. A, increase.FR, ferric reductase. Sid, siderophore. expr., expression. HCN, hydrogen cyanide. bv., biovar. Fe distrib.
modif., Fe distribution modification. mod. assimil., modification assimilation. VOC, volatile organic compound. DPH, N,N’-diisopropylhexanediamide. syn,
synonyme. v, decrease.



2. Increasing iron availability to plants

Plant iron uptake. Increasing efficiently iron availability to plants necessarily relies on
the information related to iron forms available to plants and to plant and microbial
mechanisms contributing to these forms and uptake. Current knowledge indicates that plants
uptake iron in its oxidized forms via active systems of iron acquisition, the ferrous iron cation
(Fe2+), and ferriciron in the form of ferric-chelate (Fe3+-chelate); distinct Fe3+-chelates being
concerned (Figure 1). Many studies have been dedicated to the two main strategies of root
iron acquisition described so far: strategy | or reducing strategy, and strategy Il or chelating
strategy (Curie and Briat 2003; Curie et al. 2009; Kobayashi and Nishizawa 2012; Connorton et
al. 2017). Strategy | is found in non-graminaceous monocots and dicots, and relies on: (i)
reduction of Fe3+ by a Ferric Reduction Oxydase (encoded by a FRO gene; e.g. FRO2 in
Arabidopsis), and (ii) Fe2+ incorporation into the root by an Iron-Regulated Transporter
(encoded by an IRT or a RIT gene; e.g. IRT1 in Arabidopsis). Acidification of the rhizosphere
following extrusion of protons by plasma membrane proton pumps (PM H+-ATPases encoded
by an HA gene; e.g. AHA2 in Arabidopsis) increases the solubilization of Fe3+. Strategy Il, found
in grasses, relies on excretion of phytosiderophores (PS, structural derivatives of mugineic
acid) by a Transporter of Mugineic acid (encoded by a TOM gene; e.g. TOM1 in rice) chelating
Fe3+ (Fe3+-PS) before incorporation into the root by an oligopeptide transporter belonging to
the YS/YSL family (Yellow Stripe/Yellow Stripe Like; e.g. YSL15 in rice) (Curie et al. 2009). This
differentiation between plant species according to their iron uptake strategy has its own limits
as indicated by the implication of both strategies in rice, barley and peanut (Ishimaru et al.
2006; Pedas et al. 2008; Xiong et al. 2013). Also, production of coumarins, fluorescent phenolic
compounds (FPC) with iron chelating activity, and synthesized via the phenylpropanoid
pathway (e.g. F6'H1 and S8H encoding final steps of coumarins synthesis leading to production
of scopoletin and fraxetin in Arabidopsis, respectively) secreted via an ABC transporter (e.g.
ABCG37/PDR9 in Arabidopsis) were shown to contribute to root iron acquisition in Arabidopsis
(strategy | plant), especially in alkaline environments (Fourcroy et al. 2014; Schmid et al. 2014;
Schmidt et al. 2014). According to Fourcroy et al. (2016), iron of the Fe3+-PC chelate would be
uptaken by the plant via the strategy | since the chlorotic phenotypes of IRT1 and FRO2

mutants were not restored by FPC from plant exudates. However, based on a review of results
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obtained under phosphate (Pi) deficient conditions, Tsai and Schmidt (2017) hypothesized the
existence an auxiliary Iron Chelate Transporter (ICT), IRT1-independent. ICT would bypass the
IRT1 uptake system and internalize the Fe-FPC complex under Pi-deficient conditions. In other
plant species, flavins, belonging to another family of phenolic compounds than coumarins,
have been reported to increase iron solubilization in the rhizosphere (Rodriguez-Celma et al.
2013; Sis6-Terraza et al. 2016). Iron solubilization by secretion of phenolics was also described
in rice, a strategy Il plant (Bashir et al. 2010; Ishimaru et al. 2011). Besides Fe3+-PS and Fe3+-
FPC, organic ferric-chelates (Fe3+-OC) formed with organic acids (citrate, succinate...) are also
used by plants (Abadia et al. 2011; Adeleke et al. 2017). Synthetic ferric chelates (Fe3+-SC)
used in iron fertilization such as Fe-EDDHA or Fe-EDTA can supply the strategy | iron uptake
system with iron, however entire chelates have been retrieved in roots and shoots (Orera et
al. 2009, 2010). These small hydrophilic molecules are suspected to use the transpiration
stream as driving force of entry although mechanisms involved remain largely unknown
(Abadia et al. 2011). Iron uptake by leaves uses plant uptake systems described for roots

(Malhotra et al. 2019).
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Fig. 1 Effects of microorganisms on plant iron status and processes involved. (A), an overview
of the effects of microorganisms on plant iron status described in the literature and presented
in Table 1. (B), microbial activities influencing plant iron status presented on a schematic
summary of active plant iron acquisition systems. Plant transporters and enzymes that play
key roles in iron uptake in dicotyledons and non-graminaceous monocots are represented in
blue, and in grasses are represented in red. In iron uptake strategy | (reductive strategy),
protons are extruded by H+-ATPases (e.g. AHA in Arabidopsis), Fe3+ is reduced by plant ferric
reductases (e.g. FRO2 in Arabidopsis) in ferrous iron (Fe2+) which is internalized in root cells
by a specific transporter (e.g. IRT1 in Arabidopsis or IRT-like as described in rice and barley).
Excretion of root fluorescent phenolic compounds (FPC) via ABC transporters (e.g. PDR9 in
Arabidopsis) contributes to strategy | iron uptake and more specifically to re-mobilisation of
root apoplastic iron which can be internalized via IRT1. In iron uptake strategy Il (chelating
strategy), Fe3* is chelated by phytosiderophores (PS) and the complex Fe-PS is internalized by
a specific transporter (e.g. TOM in rice or YSL-like as described in peanut). A non-reductive
mechanism controlled by phosphorus (P) plant status, which would imply a putative specific
iron chelate transporter (ICT) is suspected to be involved in the internalization of chelates
formed by Fe3* reduced and complexed by FPC (Fe?*-FPC). Microbial activities are indicated by
circled numbers. @Acidification by the production of protons (H+), organic acids (OA) and
@chelation by OA or microbial siderophores (MS) and hydrogen cyanide (HCN), solubilize
ferric iron (Fe3*) immobilized in scarcely soluble or insoluble forms (O(OH)x). Acidification and
chelation increase bioavailability of Fe3* to plants. @ Complexes formed by Fe3* and MS (Fe3*-
MS) are suspected to be internalized by a non-reductive process (MST); recent results indicate
that endocytosis might be implied (represented by vesicles). @Some rhizosphere
microorganisms metabolize cellulose, hemicellulose and putrescine, or produce putrescine,
thereby modifying key determinant molecules in root apoplastic iron storage and re-
mobilisation. ®Microorganisms triggering induced systemic plant resistance (ISR) influence
the production of FPC which contribute to plant iron uptake and more specifically to re-
mobilisation of root apoplastic iron through the modulation of expression MYB72 (root
transcription factor) and BGLU42 (beta-glucosidase). ®Microorganisms influence the
expression of key genes in plant response to iron deficiency (FIT, FER-like Induced
Transcription factor; AHA, FRO2, IRT1). @Microorganisms influence plant hormone status
(directly by consumption or synthesis, or indirectly by induction of plant defence responses)
which modulates plant iron status (JA, jasmonic acid; Et, ethylene; ABA, abscisic acid; NO, nitric
oxide; GA, gibberellin; SA, salicytic acid; IAA, indole-3-acetic acid). Microorganisms
influence plant phosphorus (P) status which is implied in the regulation of plant iron status;
the mechanisms implied in Fe3* solubilization (*) also influence P plant bioavailability, both
elements being sparingly soluble in soil. @ Phytosiderophore piracy by soil bacteria influences
strategy Il plant iron uptake. Slash-dotted arrows indicates interrelations between various
components of plant physiology influencing plant iron acquisition and redistribution.
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Iron fertilization. Iron fertilization is a common agricultural practice generally used to
mitigate plant iron deficiency but not in order to increase staple food quality. Iron
supplementation of field, soil, and seed are performed in order to promote iron uptake by
roots. Fe fertilizers are also applied on leaves for leaf uptake, or by trunk injection for
introduction directly into the plant vascular system. Three main groups of Fe fertilizers are
used, inorganic Fe compounds, synthetic Fe-chelates, and organic Fe-complexes (Abadia et al.
2011; Zanin et al. 2019). Inorganic Fe compounds such as iron sulfate or ferric hydroxides are
the cheapest however, applied to soil, they are submitted to the same chemical equilibria that
endogenous forms of iron and do not increase iron availability to plants. Their utilization only
increases plant iron concentrations when applied to the leaves. Organic Fe-chelates can
increase iron availability to plants but are more expensive than inorganic Fe compounds and
are easily degraded since they present a relatively low affinity for iron. Synthetic Fe-chelates
show a high affinity for iron still available for the plants and thus are the most efficient but
also the most expansive iron fertilizers. In addition to their high costs, incorporation of the
ligands into edible parts of the plant can be regarded as a problem since they could be
retrieved in food. These limitations also apply even more to new nano-chelates under
development (Yuan et al. 2018). To summarize, efficient Fe fertilizers have several drawbacks,
these chemical inputs are expansive, their efficiency is variable, and they may be incorporated
in the host-plant including in the edible parts. This explains why applications of Fe fertilizers
are limited to mitigate IDC problems. Thus, they do not represent sustainable options for
increasing iron content in agricultural products despite reports on iron foliar applications for

increasing grain iron content of rice and barley grains (Slamet-Loedin et al. 2015).

In most agricultural soils, iron amounts are above plant needs although not readily
available. Therefore, taking advantage of endogenous iron sources by increasing its availability
represents an important challenge in sustainable agriculture. Cultural practices which impacts
rhizosphere pH (e.g. nitrogen NO3°/NH4" fertilization) or regulates pO2 (e.g. irrigation in rice
crops) contribute to the regulation of Fe bioavailability in the rhizosphere (Zuo and Zhang
2011). Besides these abiotic parameters, soil microbiota also has a decisive influence on

environmental conditions and iron bioavailability in the rhizosphere.
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Impact of microorganisms on iron availability to plants. Modifications of the
rhizosphere environment due to microbial activities, such as acidification via the production
of organic acid and the generation of protons, and iron chelation by organic acids and

siderophores, increase iron solubilization and thus iron availability to plants.

Protons are released by nitrifying microorganisms during nitrogen NH4+ reduction
process and contribute to rhizosphere acidification, along with that from plant roots
(Hinsinger et al. 2003; Norton and Ouyang 2019). Protons come also from phosphate
solubilizing microorganisms (Sharma et al. 2013). Iron initially bound in scarcely soluble
minerals (e.g. hematites, goethites...) and amorphous solids (e.g. Fe(OH)s...) are replaced at
sorption sites by the protons released and are therefore mobilized in the soil solution
(Albrecht-Gary and Crumbliss 1998; Glasauer et al. 2003). Acidification also results from
organic acids produced by rhizosphere bacteria, especially those solubilizing phosphates (e.g.
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium and Enterobacter) (Werra et al. 2009; Adeleke et al. 2017).
In addition, at pH higher than the pKa of organic acids exuded by microorganisms, protons are
released from carboxylic groups (Glasauer et al. 2003). Interestingly, Fe and P are often
sequestered together in low solubility minerals such as strengtite or phosphosiderite in soils.
They are therefore sparingly-soluble, and iron solubilization will enhance P availability

(Marschner et al. 2011; Rijavec and Lapanje 2016).

Chelation also promote iron solubilization. Indeed, microbial metabolites with affinity
for iron, such as organic acids and siderophores, scavenge ferric iron immobilized in scarcely
or insoluble forms. Iron is therefore solubilized and mobilized in the soil solution, thus
increasing its availability to plants (Kraemer 2004; Jin et al. 2010; Ferret et al. 2014).
Siderophores are small molecules presenting iron chelating ability. Microbial siderophores are
very diverse in size and chemical composition, and present high but variable affinity for Fe3+
(Budzikiewicz 2004; Saha et al. 2016; Khan et al. 2019). It has been long demonstrated that
plants use microbial siderophores (MS) as a source of iron in limiting conditions (reviewed by
Crowley 2006; Vansuyt et al. 2007; Jin et al. 2010; Shirley et al. 2011; Nagata et al. 2013; Radzki
et al. 2013; Trapet et al. 2016). In particular, ferripyoverdines (Fe-pvds), ferric iron complexed
with pyoverdines (pvds), siderophores produced by fluorescent pseudomonads, were shown
to provide Fe to strategy | and strategy Il plants more efficiently than the synthetic ferric

chelate (Fe-EDTA) (Vansuyt et al. 2007; Jin et al. 2010; Shirley et al. 2011). Mechanisms
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underlying the beneficial effect of microbial siderophores on plant nutrition remains to be
elucidated even if some insights have been given (Vansuyt et al. 2007). Organic acids present
much lower affinities for iron than siderophores, but in circumneutral and alkaline
environments such as calcareous soils, organic acids may be deprotonated and thus act as
metal-complexing agents (Dehner et al. 2010). Hydrogen cyanide (HCN), mediating beneficial
effects of bacterial strains on plant growth and health, also contributes to iron mobilization

via chelation (Frey et al. 2010; Rijavec and Lapanje 2016).

Theoretically, microorganisms appear to be highly competitive for Fe compared to
plant roots because they can (i) use Fe bound to PS (compared to PS, MS such as pyoverdine
have much higher affinity towards Fe), (ii) decompose PS and (iii) acquire iron more efficiently
(Marschner et al. 2011; Boiteau et al., in press). Negative effects of MS on plant iron nutrition
indicating that competition for iron may be detrimental to plants under certain conditions
have been reported (e.g. Becker et al. 1985 in Table 1). However, a great majority of studies
reports beneficial effects of microorganisms on plant iron nutrition (Table 1). This indicates
that, in many cases, negative impact of MS on iron bioavailability may be outweighed by some

other positive effects.

3. Utilization of genetic resources to master plant iron status

Progresses in the knowledge of the molecular mechanisms mediating plant iron uptake
(previously summarized in part 2) and iron homeostasis in planta open opportunities in plant
breeding to improve iron nutrition and iron content in agricultural products (Waters and

Sankaran 2011).

Plant iron homeostasis. Due to its redox properties, iron is a central cofactor for
enzymatic reactions with electron transfer, in essential metabolic pathways such as
respiration or photosynthesis (Balk and Schaedler 2014). However, being a redox-active
element, iron is also potentially toxic. Free Fe2+ catalyses the Fenton reaction and generates
reactive oxygen species (ROS) characteristic of oxidative stress that may cause irreparable
damage to cellular components when present in excessive concentrations (Winterbourn
1995). The intracellular concentrations and forms of iron are therefore tightly regulated at the

cellular level. Mechanisms involved in iron homeostasis in strategy | and Il plants have many
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features in common (Connorton et al. 2017; Kobayashi et al. 2019; Grillet and Schmidt 2019).
In planta, chelation allows iron mobilization and the control of its high reactivity.
Nicotianamine is the main chelator of ferrous iron, Fe2+-NA, and represents a form of iron
essential in the symplastic transport across root cells until it reaches the vascular tissues (Curie
et al. 2009). Fe2+-NA is also involved in iron long distance transport, principally in the phloem
(Kobayashi et al. 2019). Nicotianamine results from the dimerization of S-adenosylmethionine
catalysed by nicotianamine synthases (encoded by a NAS gene; e.g. NAS4 in Arabidopsis or
NAS1/2 in rice). In the xylem and in the apoplasm, iron is mostly present in the form of Fe3+-
citrate (Relldn-Alvarez et al. 2010). In strategy Il plants, ferric iron is also present in the form

Fe3+-PS (Zhang et al. 2019).

Iron is also stored in unreactive forms such as ferritins which is a major storage form
mainly found in chloroplasts and mitochondria. These globular proteins form a nanocage in
which thousands of Fe3+ ions are encapsulated in an unreactive but soluble hydrated form.
Close to cell locations where metabolic reactions require iron, they behave like a buffer storing
iron to avoid overload and the resulting ROS formation and releasing iron when needed.
Ferritin synthesis is encoded by FER genes (e.g. FER1/2/3/4 in Arabidopsis). In Arabidopsis,
AtFER2 and AtFER4 are expressed in seeds and in mitochondria, respectively (Briat et al. 2010;
Jain and Connolly 2013). To avoid oxidative stress, iron is also stored in vacuoles from which
it can be remobilized through family members of the NATURAL RESISTANCE-ASSOCIATED
MACRO-PHAGE PROTEIN (e.g. NRAMP 3/4 in Arabidopsis) (Curie et al. 2000; Nevo and Nelson
2006). Candidate transporters for moving cytosolic iron into vacuoles are members of the IRT,
FPN/IREG (FERROPORTIN/IRON REGULATED) and VIT (VACUOLAR IRON TRANSPORTER)
families (Vert et al. 2009; Morrissey et al. 2009; Roschzttardtz et al. 2009). VIT transporters
are particularly important for vacuolar iron storage in seeds (Roschzttardtz et al. 2009; Zhang
et al. 2012). In the vacuole, iron is found, in specific structures called globoids, under an
insoluble form poorly available for nutrition and assumed to result from complexation with
phytates (Mary et al. 2015). Besides ferritins and the vacuoles, the root apoplast appears as a
third level of iron storage for plants (Curie and Mari 2017). Bienfait et al. (1985) demonstrated
that a pool of 500 to 1000 nanomoles of Fe per gram fresh weight was formed in the roots of
bean, maize, and chlorophytum, grown in a medium containing Fe-EDTA. They further shown

that bean and chlorophytum could mobilize this pool under iron starvation. In the root
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apoplast, iron is adsorbed on cell wall whose net charge is negative (Shomer et al. 2003). Cell
wall composition, more particularly the respective proportions of celluloses, hemicelluloses,
pectins, and lignins, which vary upon plant genotypes, influences the amount of adsorbed iron
(Chen 2014; Shi et al. 2018). The plant capacity to store iron in its root apoplast is positively
correlated to the amount of hemicelluloses in the cell wall and would be a key determinant in
the IDC tolerance of graminaceous plant species such as maize (Shi et al. 2018). IDC tolerance
in soybean was also found to correlate with an increased amount of root apoplastic iron
(Longnecker and Welch 1990). Phenolic compounds contribute to remobilize precipitated
apoplastic iron (Jin et al. 2007; Ishimaru et al. 2011; Bashir et al. 2011; Lei et al. 2014).
Remobilisation of apoplastic iron also implies the synthesis of putrescine and a decrease of

cell wall suberization (Zhu et al. 2016; Curie and Mari 2017).

Mechanisms mediating plant iron acquisition also rely on cellular iron trafficking, e.g.
F6'H1, PDRY, and members of the HA, FRO, and IRT family. Members of the oligopeptide
transporters (OPT) protein family (e.g. YS/YSL transporters) belong to several distinct
taxonomic clades and are key determinants of iron transport in planta (Su et al. 2018; Kumar
et al. 2019; Grillet and Schmidt 2019). Besides their role in cytosolic transport of Fe2+-NA and
Fe3+-PS, and in long-distance transport of Fe2+-NA, they could also contribute to other
essential routes of iron traffic. For example, OP transporters are thought to be implied in signal
and/or iron exchanges between the symplastic and the apoplastic path at the level of
plasmodesmata that connect the cytoplasm of adjoining cells (Grillet et al. 2014). This
transporter family is particularly important in the transport of Fe to the seeds (Grillet et al.
2014; Curie and Mari 2017; Su et al. 2018; Kumar et al. 2019). Basic Helix-Loop-Helix
transcription factors (bHLH) regulate many genes involved in iron uptake and homeostasis.
One of them (FER in tomato or FIT, FER-like Induced Transcription factor, syn. bHLH29 in
Arabidopsis) is required in the iron deficiency response and positively regulates the
transcription of genes implied in iron uptake and homeostasis by the formation of dimers with
other bHLH (e.g. bHLB38 syn. ORG2, bHLB39 syn. ORG3, bHLH100, bHLH101 in Arabidopsis) in
strategy | iron uptake. In contrast, other bHLH regulators, BTS and PYE in Arabidopsis (also
designated by BRUTUS and POPEYE), repress the expression of iron uptake genes (Vert et al.
2009). Several of these proteins described in Arabidopsis are closely related to transcription

regulators in rice; this analogy stressing again congruence between iron uptake strategies |
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and Il (Grillet and Schmidt, 2019). An additional family of peptides common to both strategies,
named IROMAN (IMA) or FE-UPTAKE-INDUCING PEPTIDE (FEP), highly expressed in iron
deficiency and positively regulating transcription factors, induces iron uptake genes (Hirayama
et al. 2018; Grillet et al. 2018). Importance of these peptides in plant iron uptake and

homeostasis remains to be disentangled.

Plant breeding. Conventional plant selection and new breeding strategies are applied
to promote iron acquisition, storage and nutritional availability in edible parts of the crop.
There is a natural genetic variation among plants for these traits, thus making them possible
targetsin breeding programs. Efficiency of plantiron nutrition is indeed highly variable in plant
crops (Hansen et al. 2006). Variable levels of tolerance or susceptibility to IDC have been
described between species, and within species (between cultivars) (e.g. Gildersleeve and
Ocumpaugh 1989; Zribi and Gharsalli 2002; Mahmoudi et al. 2009; Helms et al. 2010). Iron
content in edible parts of crop plants varies within species. For example, Fe levels in grains
range from 10 to 160 mg/kg in maize, 15 to 360 mg/kg in wheat, 23 to 105 mg/kg in pea and
34 to 157 mg/kg in bean (White and Broadley 2005, 2009). A greater assimilability of Fe
correlates positively with iron content in edible parts of crops (Welch et al. 2000). But it also
depends upon iron forms present. Among the forms of iron commonly retrieved in vegetal
products, Fe2+-nicotianamine (Fe2+-NA) and Fe3+-ferritin appear to be assimilable (Zielinska-
Dawidziak 2015; Beasley et al. 2019). Iron nutritional availability also varies upon the presence
of so-called antinutrient molecules (e.g. phytates and tanins) that may hamper iron
assimilation. A decrease of these molecules is required for increasing the iron availability in

food products (Sandberg 2002; Delimont et al. 2017).

Conventional breeding has allowed the selection of plant cultivars with an improved
capacity to resist in iron-stressed conditions (i.e. IDC tolerant) and with an increased amount
of iron in edible parts and a reduced amount of antinutriments (recently reviewed in Garcia-
Oliveira et al. 2018). This approach has been especially successful for species with a high
natural variability of iron content (e.g. bean and pearl millet) (Manwaring et al. 2016; Lockyer
et al. 2018). Growing IDC tolerant varieties is regarded as the most reliable method to limit

yield losses. However, screening of inbred lines, long and costly, remains a bottleneck.

Increased plant IDC tolerance, and iron content and assimilability in edible parts by

transgenesis has been reported via overexpressing or silencing genes involved in plant iron
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acquisition, transport and/or storage. The corresponding strategies targeted one or several
genes in combination and allowed increase of iron content from <2 to 6-fold (Kawakami and
Bhullar 2018; Connorton and Balk 2019). Despite this sharp increase, such strategies raise
concerns. Public and legislative acceptations will be necessary for cultivating transgenic crop
(Lassoued et al. 2018). A prerequisite would be to consistently reproduce in fields the positive
effects obtained in controlled conditions, which is challenging since environmental conditions
highly impact plant iron status (Gregory et al. 2017). As an example, the surexpression FRO in
soybean significantly increased plant iron uptake in controlled iron stressed conditions
(Vasconcelos et al. 2006) but not in high-calcareous soil environments (Kocak 2014) ;
furthermore, this genetic transformation was even deleterious under non-iron stressed

conditions due to the toxic effect of iron overload (Vasconcelos et al. 2006).

Although being promising, results of conventional plant selection and new breeding
strategies, so far, highly depend on iron bioavailability in soil in which crops are grown

(Gregory et al. 2017; Garcia-Oliveira et al. 2018; Lockyer et al. 2018; Connorton and Balk 2019).

Studies on the identification of QTL (quantitative trait loci) and on genome wide
association (GWAS) confirmed the importance of genes previously shown to be implied in: (i)
strategy | and Il of iron uptake, (ii) in the production of phenolic compounds, and (iii) iron
homeostasis. They further underlined the multigenic character of traits related to plant iron
status and the crucial importance of environmental conditions (Garcia-Oliveira et al. 2018;
Connorton and Balk 2019). Indeed, regulation mechanisms involved in plant iron nutrition,
responding to environmental iron stimuli, function in close interrelation with other complex
plant pathways reacting to other environmental stimuli such as phosphorus (P) and
microorganisms. Numerous studies evidenced a close relation between iron and phosphorus
plant status (e.g. Vansuyt et al. 2003; Tsai and Schmidt 2017; Shi et al. 2018; Filiz and Kurt
2019). Plant defense reactions, and more particularly ISR (Induced Systemic Resistance)
response induced by non-pathogenic microorganisms, share common elements with iron
deficiency plant response; the root specific transcription factor MYB72 and the beta-
glucosidase BGLU42 are key components belonging to both pathways (Zamioudis et al. 2014).
Beside regulation factors directly involved in iron cell trafficking such as bHLHs, plant iron
status is also driven by plant hormone signaling. Numerous studies illustrate the importance

of plant hormone signaling in plant iron physiology among which the three following
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examples. First, indole acetic acid (IAA) and ethylene (Et) responsive elements have been
found in the promoters of genes co-expressed under iron deficiency suggesting that they could
be regulated by phytohormone responsive pathways (Li et al. 2015). Second, nitric oxide (NO),
Et, and abscisic acid (ABA) are implied in the remobilization of root apoplastic iron (Lei et al.
2014; Curie and Mari 2017). Third, ABA and Et stimulate the transcription of FIT (Filiz and Kurt
2019).

Collectively, the complex interrelations between plant iron status, P status, defense
reactions and hormone signaling, give an understanding of the difficult challenge constituted
by the improvement of plant iron nutrition efficacy via plant breeding. Recent studies
emphasis the importance of the plant ability to store iron in the root apoplast and of the
synthesis of roots fluorescent phenolics implied in the remobilization of this extracytoplasmic
iron pool. These processes, which are interrelated and remain to be further explored, have

been identified as promising new breeding targets (Curie and Mari 2017; Waters et al. 2018).

Impact of microorganisms on plant iron uptake and homeostasis. Up to now, utilization
of plant genetic resources for mastering plant iron status mostly did not take account of plant
associated microorganisms despite growing evidence for their contribution to plant growth
and health (Compant et al. 2019). A series of studies have not only shown their contribution
to plant iron acquisition but also to iron repartition and speciation in planta and in seeds
(Fig. 1; Table 1). Influence of microbial activities on plant iron metabolism is also evidenced
by modification of the expression of genes directly implied in iron uptake and homeostasis
such as FIT, FRO and IRT (Fig. 1; Table 1) (recently reviewed by Romera et al. 2019). These
changes can be partly attributed to modification of iron availability at the root vicinity
(previously presented in the paragraph 'Impact of microorganisms on iron availability to
plants'). However, many other activities of ectophyte and endophyte plant associated

microorganisms, may also account for modifications of plant iron status.

Plant-associated microorganisms can modify plant iron status via their influence on
plant P status (Fig. 1). Indeed, plant iron physiology is impacted by phosphorus plant status
(Tsai and Schmidt 2017; Shi et al. 2018; Filiz and Kurt 2019). Phosphate (Pi) solubilization by
acidification, or siderophore production, modulates Pi availability to plants (Alori et al. 2017).
Most of studies on phosphate solubilizers focus on P nutrition and global promotion of plant

growth induced by diverse fungal and bacterial microorganisms (Aspergillus, Azotobacter,
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Bacillus, Bukholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Saccharomyces...); plant iron status being
rarely considered. However, some studies illustrate the influence of phosphate solubilizers on
plant iron status. Phosphate solubilizing microorganisms modified the partitioning of iron
between roots and shoots in Thypha angustifolia (Ghosh et al. 2014). Plant phosphorus
nutrition is also highly influenced by mycorrhizae established between plants and mycorrhizal
fungi (Smith et al. 2011). Promotion of plant phosphate nutrition by an arbuscular mycorrhizial
fungus (Rhizophagus irregularis) has been shown to impact iron nutrition of chicory (Labidi et

al. 2012).

Microorganisms modifying plant hormone interplay impact plant iron physiology
which is modulated by hormone signaling (Fig. 1) (Filiz and Kurt 2019; Lei et al. 2014; Li et al.
2015). Plant hormone signaling can be influenced by microorganisms through the elicitation
of the ISR plant response which is interrelated to the plantiron deficiency response (Zamioudis
et al. 2014; Romera et al. 2019). Changes in plant IAA and iron content have been observed
concomitantly after bacterial inoculation demonstrating that microorganisms impact both
iron nutrition and hormone signaling although mechanisms involved are not clearly identified
(Zhou et al. 2016b, 2018). A rhizosphere bacterium (Bacillus amyloliquefaciens) has been
shown to promote iron nutrition in Arabidopsis by the emission of Volatile Organic
Compounds (VOCs). Plant NO production was required to obtain the enhancement of iron
content, which clearly indicates that the bacterium promoted iron nutrition though the
modulation of plant hormone signaling (Wang et al. 2017). Many beneficial root associated
microorganisms are able to degrade ACC (1-aminocyclopropane-1 carboxylic acid), the
precursor of ethylene (Et), via the activity of an ACC deaminase, and therefore influence
ethylene level in planta (Ravanbakhsh et al. 2018). Et, together with abscisic acid (ABA), is a
key regulator in the remobilization of root apoplastic iron under Fe shortage via the synthesis
of phenolics (Curie et Mari, 2017). Production of fluorescent phenolics implied in plant
remobilization of apoplastic iron, and more widely in plant iron uptake, is particularly
important in alkaline conditions (Fourcroy et al. 2016; Curie and Mari 2017; Waters et al.
2018). Modulation of Et levels in roots by microorganisms can therefore influence the plant
management of extracytoplasmic Fe pools under iron stressed conditions. Moreover ABA
levels may also be impacted by microorganisms since this molecule, as well as other

phytohormones (IAA, gibberellic acid (GA), cytokinin (CK), salicylic acid (SA), Et, and NO) can
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be synthetized or degraded by soil microbes (Horchani et al. 2011; Bakker et al. 2014;
Egamberdieva et al. 2017; Ravanbakhsh et al. 2018).

Microorganisms also impact the production of root phenolics and the remobilization
of root apoplastic iron via the modification of phenolics synthesis. Plant growth promoting
strains of fluorescent pseudomonads have been shown to enhance the synthesis of root
fluorescent phenolics in Arabidopsis via the ISR plant response (Fig. 1) and the induction of
the root specific transcription factor MYB72 and the MYB72-controlled beta-glucosidase
BGLU42 (Zamioudis et al. 2014). Indeed, these key determinants of the ISR plant response are
also key components in the synthesis and the excretion of iron-mobilizing fluorescent phenolic
compounds in Arabidopsis grown on alkaline soil (Palmer et al. 2013). Other activities of
rhizosphere microorganisms present at the root surface or in the apoplastic root
compartment might also impact the plant capacity to store iron in the root apoplast and to
remobilize this element. It has been shown that the composition in hemicellulose of root cell
wall influenced the amount of iron stored and that putrescine, a diamine excreted by roots, is
involved in iron remobilization (Fig. 1) (Zhu et al. 2016; Shi et al. 2018). It appears that the
decomposition of cellulose and hemicellulose is commonly achieved by rhizosphere
microorganisms encompassing endophytes which therefore would impact the iron storage
capacity of root apoplast (Lasa et al. 2019). This hypothesis is supported by the results of a
metatranscriptomic study revealing that cereal rhizospheres (wheat and oat) are enriched for
cellulose degraders (Turner et al. 2013). Seemingly, putrescine has been identified as one of
the most commonly used substrate by wheat rhizosphere microorganisms (Gatgzka et al.
2019). Some root associated pseudomonads, able to synthesize and to acquire putrescine,
would therefore be able to modify plant remobilization of apoplastic iron (Kuiper et al. 2001).
Interestingly, putrescine has been identified as a signal molecule in diverse rhizosphere biotic
interactions which implied pseudomonads (Kuiper et al. 2001; Song et al. 2015; Liu et al. 2018).
Microorganisms may also impact plant iron status and assimilability of iron in staple food by
the modification of the synthesis of phenolic compounds. Phenolic compounds such as tannic
acid, shikimic acid or p-coumaric acid, belong to antinutriments that hamper assimilability of
iron although they are also regarded as beneficial for food quality thanks to their antioxidant

potential. Influence of microorganisms on forms and levels of phenolics in edible parts of
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plants has been reported in many studies (e.g. Basha et al. 2006; Lavania et al. 2006; Baslam

et al. 2011; Singh et al. 2014a; Jain et al. 2014; Baker et al. 2015).

Production of siderophores represents a major contribution of microorganisms to
plant iron nutrition. Various studies report the effects of microbial siderophores (MS) on plant
iron acquisition but also on iron redistribution (Table 1). The impact of MS is not only due to
an increased availability of iron in soil. Crucial importance of these metabolites in plant-
microbe interactions is illustrated by the results of root and rhizosphere microbial community
studies. Protein families related to siderophore production were reported to be increased in
barley root- and rhizosphere-associated bacterial taxa (Bulgarelli et al. 2015). Seemingly,
sequences coding for bacterial siderophore synthesis were found to be highly enriched in a
metagenomics functional study on bacterial endophytes originating from rice roots (Sessitsch
et al. 2012). Microbial siderophores have been shown to impact all processes mentioned
above as involved in the modulation of plant iron status (Fig. 1). MS influence P plant status
being involved in phosphorus solubilization (Sharma et al. 2013). Microbial siderophores are
implied in elicitation of plant defense reactions; they belong to MAMPs (Microbial Associated
Molecular Patterns) that induce ISR plant response (De Vleesschauwer et al. 2006; Hofte and
Bakker 2007; van Loon et al. 2008) and therefore modify plant iron physiology. Through the
elicitation of ISR, MS also impact hormone signaling and the synthesis of fluorescent root
phenolics (Pieterse et al. 2014; Zamioudis et al. 2014). In a large-scale transcriptomic analysis
a model MS, a pyoverdine synthesized by a P. fluorescens strain (C7R12), has been shown to
modulate the expression of about 2000 genes in Arabidopsis mostly related to iron
acquisition/redistribution to the balance between plant growth and immunity (Trapet et al.
2016). In iron free conditions, addition of the apo-pyoverdine (siderophore uncomplexed with
iron) restored a normal phenotype of Arabidopsis. In these conditions, the pyoverdine
repressed the expression of root genes related to ABA signaling which suggests that the MS
modulated the remobilization of root apoplastic iron which is regulated by Et and ABA (Curie
et Mari, 2017; Lei et al. 2014). The existence of a non-reductive uptake system of bacterial
ferrisiderophores, which is still subject to debate, would represent an additional and major
influence of microorganisms on plant iron status. Various findings support the existence of a
transport system by which the plant would internalize bacterial ferrisiderophores in the form

of integral ferric chelates. Pyoverdines of fluorescent pseudomonads chelated to iron (Fe3+-
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pvd) were shown to contribute to plant iron nutrition of both dicotyledons (strategy 1) and
graminaceous monocotyledons (strategy Il) more efficiently than synthetic ferric chelate
(Fe3+-EDTA) (Vansuyt et al. 2007; Jin et al. 2010; Shirley et al. 2011). The stability constant of
the complex Fe3+ and the MS pyoverdine, (1032), is significantly higher than that of Fe3+-EDTA
(10%) or Fe-PS (10'8) (Vansuyt et al. 2007 ; Shirley et al. 2011). This suggested that dissociation
or ligand exchange between Fe3+-pvd and Fe3+-PS could be excluded to explain the enhanced
iron nutrition by Fe-MS and thus the possible incorporation of Fe3+-pvd by roots. This was
confirmed by measurements of *°*N-labeled Fe3+-pvd in planta and by immunodetection using
anti-pyoverdine antibodies (Vansuyt et al. 2007; Trapet et al. 2016). It was further
demonstrated that the membrane transporter of Fe2+ in strategy | plants (IRT1) was not
involved in iron uptake from Fe3+-pvd (Vansuyt et al. 2007). Taken together, these results
have demonstrated (i) that iron from Fe3+-pvd can be used by the plant and (ii) the
incorporation of pyoverdine, but have not provided direct evidence for uptake of the entire
Fe3+-pvd complex. The recent description of a non-reductive iron uptake system in a
phytoplankton organism supports the hypothesis according to which superior plants could
have kept the ability to scavenge bacterial ferrisiderophores through evolution (Kazamia et al.
2018). Formation of vesicles, involved in the internalization by endocytosis of
ferrisiderophores in diatoms, has also been observed in Arabidopsis supplemented with Fe-

pvd (Avoscan et al. unpublished data) reinforcing the hypothesis.

4. Intercropping

Intercropping, in which at least two plant species are grown together in a same field, is
used to improve crop yield and quality in low-input agricultural systems by valuing beneficial
plant-plant and plant-microorganisms biotic interactions. Plant-microbe interactions impact
the issue of the interactions between plants. So far, plant-microorganisms interactions
purposely used mostly concerns the symbiotic relationship between nitrogen-fixing soil
bacteria and legumes. In an intercropped system the presence of a legume, able to use
atmospheric nitrogen, decreases the competition for soil nitrogen and benefits to associated
non-legume crop species such as graminaceous by resource partitioning. Labeling studies
showed that N acquired by fixation by a legume can be retrieved in an intercropped cereal

which therefore benefits from nutriment acquisition facilitation (Duchene et al. 2017). Several
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studies reviewed by Xue et al. (2016) and Dai et al. (2019) reported an increased tolerance to
IDC of legumes or of non-legume dicotyledons in alkaline growing environments when
associated with a cereal in intercropping systems, suggesting a better iron nutrition in
dicotyledons, strategy | plants for iron uptake. An intercropping system with grass was even
more efficient than addition of iron chelates for improving yields of blueberries on sub-
alkaline soil since a better crop load (number of fruits per plant) and fruit quality (as expressed
by the skin/flesh ratio) could be obtained (Michel et al. 2019). This enhanced nutrition of
dicotyledons also led to an increased iron content as shown in calcareous soil with peanut
seeds which had 1.43 fold more iron when peanuts where intercropped with maize (Zuo and
Zhang 2009). However, results obtained may suffer from lack of consistency. For example, an
intercropping system with oat was as good as in-furrow amendment with Fe Chemical chelate
(FeDDHA) for alleviating soybean IDC on calcareous soils (Kaiser et al. 2014). However,
depending on environmental conditions, variations could be observed and Fe amendment,
more reliable, was recommended to growers. Better knowledge of biotic interactions implied
is therefore required to increase the reproducibility of the results and allow the development

of these environmentally friendly culture systems.

Regarding iron uptake, three mechanisms of facilitation may account for the

enhancement of iron nutrition in dicotyledons in the presence of graminaceous crop plants.

The first would rely on the iron extraction of iron by chelation with PS from grasses that
would increase iron availability to dicotyledons as shown when intercropping olive
(Canasveras et al. 2014) and citrus rootstocks (Cesco et al. 2006) with grasses. Intercropping
was shown to impact PS production and expression of FRO and IRT genes implied in strategy |
iron uptake system although this trend seems to be not consistent according to the studies

(Dai et al. 2019).

A second mechanism would rely on a non-reductive mechanism used by dicotyledons to
incorporate Fe-PS excreted by grasses. Fe-PS from a strategy Il plant (maize) was internalized
by a strategy | plant (peanut) (Xiong et al. 2013) via a membrane transporter belonging to the

YS/YSL family of Fe-PS transporters (Curie et al. 2000, 2009).

Finally, the third mechanism enhancing iron uptake in dicotyledons intercropped with

maize could rely on the remobilization of apoplastic iron by root phenolic compounds. Under
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Fe deficiency, maize was unable to remobilize its pool of root apoplastic iron, contrary to bean
(Bienfait et al. 1985). In addition, Fe-deficient bean plants were shown to mobilize iron from
the root apoplast of another plant grown in the same vessel (Bienfait et al. 1985). In alkaline
conditions, an increased synthesis of root fluorescent phenolics will help dicotyledons to
mobilize iron from the rhizosphere (Waters et al. 2018). One might therefore expect that the
non-used root apoplastic iron pool of maize roots, could be remobilized by an associated
dycotyledon crop. This could partly account for the important number of successful results

obtained when legumes are intercropped with maize (Xue et al. 2016; Dai et al. 2019).

In addition to the enhanced iron uptake, intercropping may improve plant iron
nutrition by modulating plant iron repartition (Xue et al. 2016). This modulation seems even
to account for variation in IDC tolerance among cultivars when cultivated together with

graminaceous plants (Jelali et al. 2010; Santos et al. 2015).

Importance of microorganisms on plant iron nutrition in intercropping. Microbial
abundance, diversity, and activity are promoted by intercropping (Xue et al. 2016; Li et al.

2016, 2018; Duchene et al. 2017; Zaeem et al. 2019).

Rhizosphere microbial communities associated with plant species cultivated separately
or in association differ with modifications of the occurrence of dominant microbial taxa.
Presence of Alpha-Proteobacteria and Acidobacteria decreased while that of Actinobacteria
increased when intercropping wheat and pea (Taschen et al. 2017). Beneficial effects of
intercropping seems to be maintained for maize and peanut even when plants are separated
by a nylon-net avoiding direct root interactions but still allowing exchanges of fluids and
microorganisms (Li et al. 2018). Compared to monocultures, comparable microbial
communities were observed whether roots were separated or not, Bacillus, Brevibacillus, and
Paenibacillus were mainly increased in the maize rhizosphere, while Burkholderia,
Pseudomonas, and Rhizobium were mainly increased in the peanut rhizosphere. In these
conditions, availability of nutrients (N and P) was increased (Li et al. 2018). However, data
regarding modification of microbial activities are required to progress into the knowledge of

mechanisms that would be implied in the promotion of plant growth.

Changes in rhizosphere microbial communities due do intercropping necessarily

impacts microbial activities and thus, plant iron status. Therefore, knowledge integrating
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plant-plant and plant-microorganisms interactions is missing. Additional data on plant iron
content will also be required since, up to now, effect of intercropping has been mostly

evaluated by visually recording the importance of IDC symptoms.

5. New perspectives for iron biofortification

Importance of microorganisms on plant nutrition, including iron nutrition, is widely
recognized. However, up to now microorganisms are mostly regarded as biofertilizers. They
are applied to plants in different kinds of formulations containing one or several
microorganisms (Mehnaz 2016). Good results can be obtained, in particular when root
symbionts are absent from the plant growing environment such as in the case of soybean
crops out of Asia which are inoculated with the bacterial nitrogen fixing partner of the plant,
Bradyrhizobium japonicum. However, apart from such specific situations, these approaches
do not take into account the high specificity of plant-microrganisms interactions, their
pleiotropic effects on plant physiology, and the determinant importance of environmental
factors that include the soil microbiota. This leads to variable results and limits the added

value of these essential biotic interactions.

This review highlighted the effects of microorganisms on plant iron status, the
mechanisms implied, and also presented hypothetical means of influence of microbes on plant
iron physiology raised in the literature but remaining to be explored (Fig. 1). Microorganisms
can influence iron bioavailability for plants, plant iron uptake, repartition in plant tissues and
seeds, and assimilability in staple food. Various items particularly interesting regarding
biofortification of plants in iron may be underlined. Iron bioavailability can be modified near,
but also within the roots (i.e. in the apoplast). Iron is solubilized via acidification and chelation
especially by microbial siderophores. By chelating iron, siderophores contribute to P
solubilization and impact P plant nutrition known to modulate iron nutrition. Several microbial
siderophores, synthesized by fluorescent pseudomonas, trigger ISR plant defense response
and modify the regulation of iron nutrition via plant hormone signaling. Siderophores may
contribute to plant iron nutrition more efficiently than chemical chelates. Ferrisiderophores
are suspected to be uptaken by plants through a non-reductive system. Microorganisms may
further influence root synthesis of fluorescent phenolics and of the remobilization of root

apoplastic iron, both implied in plant tolerance to IDC in alkaline environments. The
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corresponding plant traits represent promising new breeding targets influenced by
microorganisms, and more specifically (i) the synthesis pathway of fluorescent phenolics and
plant defense response sharing common key components triggered by microorganisms, (ii)
the plant capacity of iron storage in root apoplast as regulated by microbial degradation of
lignocellulosic substances, and (iii) microbial putrescine synthesis and degradation may

interfere with plant putrescine synthesis as required for apoplastic iron remobilization.

Plant impacts rhizosphere microbiota and in return rhizosphere microbiota impacts
plant iron physiology, this feedback being modulated by both soil physico-chemical properties
and plant genotype (Fig. 2). Numerous studies have now demonstrated that plants shape the
composition of their microbiota and that the plant recruitment is genotype dependent (Jones
et al. 2019; Rodriguez et al. 2019). Plants manage their rhizosphere microbiota via
rhizodeposition including root exudation, and by influencing gradients of nutrients (Badri et
al. 2013; Lemanceau et al. 2017; Canarini et al. 2019). Plant growth and health might therefore
depend on this management of the rhizosphere microbiota. Iron hyperaccumulation by a
transgenic tobacco deregulated in the ferritin synthesis led both to a depletion of that element
in the rhizosphere and to the selection of pseudomonads populations highly competitive
producing specific siderophores (Robin et al. 2006, 2007). Seemingly, due to an increased
synthesis of root phenolics, microorganisms from the rhizosphere of Fe-deficient clover grown
in calcareous soil displayed a greater capacity to secrete siderophores than rhizosphere
microorganisms of clover supplemented in iron (Jin et al. 2010). In both cases the Fe-chelating
ability of the rhizosphere microbiota has been modified by plant iron status (Fig. 2). It appears
that both iron depletion induced by a transgenic tobacco, and root phenolics excreted by Fe-
deficient clover, whose effects might even well be combined, are involved in the modification
of siderophore production in the rhizosphere (Jin et al. 2007, 2010; Robin et al. 2006, 2007).
Besides the promotion of a particular fraction of the rhizosphere microbiota presenting an
increased ability to survive iron depletion, another fraction is likely to have been starved via
competition for iron or killed by toxicity (Fig. 2). Indeed, phenolic compounds such as
scopoletin are known to display antimicrobial activity (Gnonlonfin et al. 2012). The biomass of

counter selected microbes represents a potential pool of iron and of other nutrients. Thus, in
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Fig. 2 Feedback loop schematically summarizing rhizosphere plant-microbiota interactions in
relation to iron. @ Plant iron status shapes the rhizosphere microbiota. A decrease of iron
bioavailability ([Fe]N) due to an increase of plant Fe uptake (a) (Robin et al. 2006; 2007), and
excretion of root phenolic compounds (FPC), contributing to plant iron uptake and enhanced
in calcareous soils ([FPC]7) showing low iron availability ([Fe]N) (b) (Jin et al. 2010; Stringlis
et al. 2018), are implied in this effect. The production of microbial siderophores is increased
(IMS]A) in the rhizosphere of iron stressed plants (c) (Jin et al. 2010) and pseudomonads
globally more able to resist Fe deficiency are favoured (d) (Robin et al. 2007). Pseudomonads
producing specific pyoverdine siderophores (pvds) are recruited (e) (Robin et al. 2007; Stringlis
et al. 2018). @ In return, rhizosphere microbiota recruited in the rhizosphere of iron stressed
plants can positively influence plant health and iron nutrition. Some specific pvds produced
by rhizosphere pseudomonads can display high antagonistic abilities, due to iron competition,
against an oomycete phytopathogen (Pythium) (f) (Robin et al. 2007) and some others can
trigger plant induced systemic resistance (ISR) (g) (Stringlis et al. 2018). Fungal
phytopathogens (Fusarium) can be counter selected by FPC (h) (Stringlis et al. 2018).
Microflora counter selected by competition for iron (€Fe—>) or by toxicity (£) of FPC or
microbial siderophores (i) constitutes a source of iron and of other nutrients. Siderophores
produced by a pseudomonad strain recruited in the rhizosphere of an iron stressed plant can
favour plant iron nutrition (j) (Jin et al. 2010). However, given the huge diversity of
pseudomonads siderophores, and in particular of pyoverdines that display a high affinity to
iron, the question remains (?) if distinct pvds would differently favour plant iron nutrition and
therefore if pseudomonads recruited in a plant microbiota effectively promote iron nutrition
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addition to iron stored in ferritins, in the vacuoles and in the root apoplastic compartment,
the root microbiota might be used as a fourth level of iron storage by plants. Interestingly,
important phytopathogens are concerned by changes observed in the rhizosphere microbiota.
Particular siderophores presenting a very high affinity for iron retrieved in the rhizosphere of
an overexpressing ferritin transgenic tobacco displayed a high antagonistic activity against a
phytopathogenic oomycete (Pythium aphanidermatum) (Robin et al. 2007) (Fig. 2). Stringlis et
al. (2018) also showed that root fluorescent phenolic compounds, synthesized through a
MYB72-dependent pathway, selectively inhibited the soil-borne fungal pathogens Fusarium
oxysporum and Verticillium dahliae, while the growth promoting and ISR inducing
Pseudomonas simiae WCS417 and Pseudomonas capeferrum WCS358 are highly tolerant of
the antimicrobial effect of root phenolics (Fig. 2). These strains promote plant growth and
health through siderophore mediated competition for iron (Berendsen et al. 2015).
Siderophores synthesized by a Pseudomonas strain originating from the rhizosphere of Fe-
deficient clover promoted iron nutrition (Jin et al., 2010). However, given the huge diversity
of microbial siderophores, and in particular of pyoverdines that display a high affinity to iron,
the question remains if distinct pvds would differently favour plant iron nutrition and
therefore if pseudomonads recruited in a plant microbiota would effectively promote iron
nutrition more efficiently than others (Fig. 2). Thus, if on the one hand, microorganisms impact
plant iron physiology, on the other hand, plant iron status impacts microbial traits involved in
rhizosphere iron dynamics. This illustrates for iron that, according to a conceptual scheme of
afeedback loop, the reciprocal influence of the host plant and of its microbiota on plant health
and iron nutrition (Fig. 2) and stresses the importance of considering the plant together with

its microbiota in future research on plant iron biofortification.

Further research is required to disentangle plant-microbiota interactions and their role
in iron nutrition. Intercropping systems may represent an opportunity for promoting plant
iron nutrition, still mechanisms underlying this positive effect remain largely unknown.
Progresses are needed to better exploit the corresponding interplay of beneficial biotic
interactions. Most of findings on microbial influence on plant iron comes from studies focusing
on soil and rhizosphere interactions. Yet, the phyllosphere and spermosphere microbiota,

whose influence has long been underestimated, might also influence iron physiology
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(Lemanceau et al. 2017a). Iron can be absorbed by leaves and various studies demonstrated
the existence of a signal, originating from shoots and involving IAA, eliciting iron translocation
from roots to shoots (Kabir et al. 2013; Garnica et al. 2018). Importance of the shoot
microbiota on these components of plant iron dynamics remains to be explored. The
spermosphere microbiota is at least partly inherited from parent plants (Lemanceau et al.
2017a). It would be therefore essential to evaluate the role of corresponding microorganisms,
which are directly concerned by breeding programs. Studies on plant microbiota mostly
provide taxonomic descriptions of plant associated microorganisms. Results obtained are
therefore deeply influenced by the soil microbiota, highly depending on pedologic and climatic
factors, in which the plant recruits a major part of its spermosphere, rhizosphere and
phyllosphere microbiota (Dequiedt et al. 2009; Xue et al. 2018). Consequently, identification
of microorganisms favorable to plant growth and health is largely hampered. Indeed, as
suggested by findings accumulated for years on plant growth promoting microorganisms,
microbial traits implied in beneficial plant-microbe interactions (production of siderophores,
hormones, antibiotic molecules, HCN...) are very diverse and found in distinct microbial taxa.
A deeper knowledge on interactions between beneficial effects on plant growth and health
and microbial functional diversity is therefore required (Lemanceau et al. 2017b). Indeed, it
has recently been shown that isomeric forms of a specific VOC, reportedly produced by
specific types of bacteria, could elicit differently plant defense responses (Kong et al. 2018).
Seemingly, the ISR eliciting ability of various pseudomonads siderophores has been shown to
differ (van Loon et al. 2008). Many studies stressed the importance of microbial siderophores
in plantiron status via several modes of action. Considering the huge structural and functional
diversity already described for these molecules, results regarding their diversity on plant iron
status would allow identifying beneficial patterns of association with plants and therefore

select plant genotypes favoring their recruitment.

Increasing knowledge on interactions between eukaryotic organisms and their
associated microbiota led to the emergence of the holobiont concept, defined as the host plus
all is associated microbes (Vandenkoornhuyse et al. 2015; Theis et al. 2016). The plant and its
associated microbiota are now regarded as a holobionte (Vanderkoornhuyse et al. 2015).
Because of the importance of its associated microbiota, in terms of abundance, diversity and

beneficial effects for the host plant, plants can no longer be considered as stand-alone entities
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(Dessaux et al. 2016). According to this concept, the genome interacting with its environment
is no more restricted to the plant genome but is the genome of the holobionte, the
hologenome (Theis et al. 2016). Therefore, one might consider utilizing holobionte genetic
resources for improving the holobionte iron status. Several studies report the importance of
taking into account the plant microbiota in breeding programs and breeding strategies
enabling the transmission of a part, or of the entire plant microbiota, have been proposed
(Gopal and Gupta 2016; Wei and Jousset 2017; Berg and Raaijmakers 2018). Recently, Wille
et al. (2019) presented a comprehensive review of plant-microbe interaction implied in
resistance to root diseases in grain legumes and discussed the adaptation of breeding
strategies. They finally propose to consider the entire plant holobiont in resistance breeding
strategies. This conclusion, similar to ours, sounds logical considering the complexity and the
importance of plant-microorganisms interactions on plant growth and health. However, in
these promising approaches, it would be important to widen the objectives and develop more
integrative studies. Indeed, potential trade-offs are already known. Breeding programs
focusing on plant health promotion could be detrimental to plant growth and also impact
plant iron status and vice versa. Seemingly increasing plant iron content also more globally
impacts plant ionome (Cohen et al. 1998). This might be favorable to other essential
micronutrients like Zn, but this could also lead to accumulation of toxic elements due to
variable specificity of plant iron transporters (Rajkumar et al. 2010; de Valenca et al. 2017).
Another trade-off is constituted by the presence of some phenolic antioxidant compounds,
interesting for human health, but decreasing iron assimilability as antinutrients. The selection
of new genotypes should thereby be no more oriented towards the production of plants
harboring specific characters. Plant improvement strategies should rather consider the
extended genotype formed by the plant and its specific microbiota and search for
combinations allowing the holobionte to quickly adapt to a panel of important biotic and
abiotic stresses that might occur for a particular crop. One might rather tend towards the

research of 'ideoholotypes'.
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Bilan

Les mécanismes par lesquels les microorganismes influencent le statut en fer des
plantes ont été présentés dans cette revue, mais aussi des hypotheses relatives a des
mécanismes d'interaction potentiels identifiés dans la littérature et qui restent a étudier. En
plus de leurs effets sur la biodisponibilité et sur I'acquisition du fer par les plantes, l'impact
des microorganismes sur la répartition du fer dans les plantes et les graines, et sur les formes
de fer et leur assimilabilité ont été illustrés. Les microorganismes influencent aussi des
mécanismes tels que la synthese racinaire de composés phénoliques et la remobilisation
associée du fer de I'apoplaste. Ces mécanismes, qui ont été identifiés comme impliqués dans
la tolérance a I'IDC, sont présentés comme de nouvelles cibles prometteuses pour
I'amélioration végétale. Ces différents éléments soulignent l'intérét de prendre en compte la

composante microbienne dans les processus d'amélioration du statut en fer des plantes.

Plus globalement, I'ensemble des travaux rapportés montre que les interactions entre
la plante, son microbiote et I'environnement impactent la dynamique du fer en lien avec la
santé et la croissance de la plante. Ces interactions complexes et interdépendantes incitent a
réfléchir a de nouvelles voies d'amélioration intégratives. |l pourrait étre intéressant de ne
plus diriger l'amélioration végétale vers la sélection de résistances ou de capacités
particulieres mais, plus globalement, vers la recherche de plantes capables d'optimiser les
interactions biotiques leur permettant de s'adapter rapidement a la survenue de stress

biotiques ou abiotiques dans un environnement donné.

Ce travail bibliographique a également souligné I'importance des Pseudomonas et des
sidérophores dans les interactions impactant le statut en fer des plantes. Une part importante
des travaux rapportés concernait des Pseudomonas et leurs effets bénéfiques pour la plante.
De méme, les sidérophores sont apparus particulierement intéressants car impliqués dans
différents mécanismes d'interaction avec la plante. Ces éléments ont conforté notre intention
de nous intéresser plus particulierement aux Pseudomonas et a leurs sidérophores dans ce
travail ciblant les effets des microorganismes sur la nutrition en fer, la croissance et I'immunité

du pois.
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Chapitre Il : Impact du génotype de pois
sur les communautés bactériennes, les
Pseudomonas spp. fluorescents et les

pyoverdines associées

Manuscrit destiné a étre soumis en version anglaise a

« Frontiers in microbiology »

Une partie des résultats (diversité des communautés de Pseudomonas) reste encore a

étre analysée avant la soumission en anglais
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Avant-propos

L'objectif principal de cette étude a été d'étudier I'impact de la plante sur le microbiote

de la rhizosphere.

Pour étudier I'impact du génotype de pois sur les microorganismes, la stratégie a été de
sélectionner deux cultivars de pois, I'un sensible (S), et I'autre tolérant (T), a la chlorose
ferrique afin de pouvoir dégager des hypothéses de la comparaison des données acquises.
Cette sélection a été faite en collaboration avec un semencier (P. Declerck, RAGT 2n) et des
écophysiologistes (C. jeudy et C. Salon) travaillant sur le pois au sein du pble GEAPSI
(déterminismes Génétiques et Environnementaux de I’Adaptation des Plantes a des Systemes
de culture Innovants) de 'UMR Agroécologie. Des résultats d'essais réalisés au champ et en
serre dans le cadre d'un projet RAGT-INRA (PersPEAcase RAGT-INRA) ont été confrontés pour

arréter un choix sur deux cultivars de pois fourragés d’hiver.

Pour décrire la diversité des Pseudomonas et des pyoverdines qu'ils synthétisent il a été
nécessaire de développer des méthodes de caractérisation moléculaires. En effet, les
séquences partielles d'ARNr 16S utilisées généralement comme marqueurs taxonomiques
pour les bactéries ne permettent pas d'obtenir une bonne description de la diversité infra
générique pour les Pseudomonas. De plus, un des objectifs est d'étudier la diversité
taxonomique des communautés de Pseudomonas directement a partir d'ADN extrait de la
rhizosphére et de pouvoir évaluer la diversité des pyoverdines qu'ils synthétisent. Des génes
marqueurs de la diversité taxonomique et fonctionnelle (pyoverdines) des Pseudomonas ont

donc été recherchés.

Trois génes ont été sélectionnés. L'un des genes choisis code un régulateur
transcriptionnel global gacA. Deux autres genes ont été choisis, pvdA et pvdQ, en raison de

leur implication directe dans la synthése des pyoverdines.
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Figure 1. Schéma de la biosynthése, la sécrétion, I'acquisition et le recyclage de la pyoverdine chez P.
fluorescens A506 (Extrait de Ringel et Briser, 2018).
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La synthése des pyoverdines résulte d'un ensemble de mécanismes de synthése et de
régulations complexes codés par de nombreux génes répartis dans le génome des
Pseudomonas. Différentes revues ont fait la synthése des connaissances disponibles sur le
sujet (Ravel and Cornelis, 2003; Visca et al., 2007; Ringel and Briiser, 2018). Brievement, la
biosynthése de la pyoverdine est réalisée en plusieurs étapes clés. Le précurseur de la
pyoverdine, la ferribactine, est synthétisé dans le cytoplasme de la bactérie. Cette étape est
assurée par des NRPS (Non-Ribosomal Peptides Synthetase) et d’autres enzymes auxiliaires
constituant un complexe appelé « sidérosome ». Les NRPS sont des enzymes permettant
d’assembler les acides aminés rares de la chaine peptidique de la pyoverdine. Dans ce
sidérosome, certaines protéines sont synthétisées par les genes pvdLl, pvdH, pvdl, pvdD, pvdF,
et pvdA (Figure 1). Le gene pvdA code pour une oxygenase N5-L-ornithine , qui catalyse
I’hydroxylation de la L-ornithine lors des premieres étapes de la biosynthése de la chaine
peptidique de la pyoverdine (Visca et al., 1994; Ge and Seah, 2006). Toutes les souches de
Pseudomonas n’ont pas le méme sidérosome, certains genes peuvent étre absents dans le
processus de synthese de la ferribactine. Une fois synthétisée, la ferribactine est exportée par
un transporteur ABC, PvdE, dans le périplasme de la bactérie. Dans ce compartiment, la
ferribactine est déacylée par PvdQ (Figure 1 chapitre Il). Le géne pvdQ code pour une acylase
périplasmique, une hydrolase nucléophile N-terminal éliminant le groupement acyle de la
ferribactine une fois dans le périplasme (Clevenger et al., 2017; Ringel et al., 2017). Par la suite,
la molécule va subir un processus de maturation via PvdP et PvdO modifiant sa conformation
en cyclisant la ferribactine pour former le chromophore caractéristique de la pyoverdine. En
fonction de la présence ou non de 2 génes codant pour des transaminases spécifiques dans le
génome, ptA et pvdN, la molécule serait ensuite modifiée soit par PtA (formation d’un résidu
a-ketoglutarate) et/ou soit par la protéine PvdN (formation d’un résidu de succinamide). Par
conséquent, certaines souches peuvent produire 2 types de pyoverdines et d’autre 1 seul type

de pyoverdine. Une fois dans sa conformation finale, la pyoverdine est exportée dans le milieu
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extracellulaire par des systemes de transporteurs comme PvdRT-OpmQ. Un autre systeme
transporteur des pyoverdines non connu semble aussi jouer un réle. Il a en effet été montré
gue la mutation du systéme pvdRT-opmQ ne réduit que de 50-60% |’export de pyoverdine

dans le milieu extracellulaire (Imperi et al., 2009).

L'intérét en tant que marqueur taxonomique et/ou fonctionnel a été évalué pour
chacun des 3 génes sélectionnés en étudiant leur polymorphisme au sein d'une importante
collection de souches de référence a partir d'amplifications par PCR. La structure des
pyoverdines correspondantes était connue pour une partie de ces souches et I'ensemble des
pyoverdines a de plus été caractérisé par analyse en focalisation isoélectrique
(isoelectrofocusing, IEF) ; travail réalisé par Jean-Paul Lemaitre (Maitre de conférences) dans
le cadre d'une collaboration au sein de mon équipe d'accueil. Les marqueurs sélectionnés ont
été utilisés pour étudier la diversité des Pseudomonas associés aux deux génotypes de pois.
Pour cela les cultivars de pois S et T ont été cultivés au champ dans un sol carbonaté
(Montardoise) en champagne crayeuse. Le fer est trés peu disponible dans ce sol de pH 8,27
dans lequel des symptomes d'IDC peuvent apparaitre. Au stade de début de floraison (Avril),
les racines de plantes de chaque cultivar ont été prélevées afin (i) d’extraire ’ADN microbien
total et (ii) isoler les Pseudomonas spp. fluorescents associés. En plus de la diversité des
Pseudomonas isolés des plantes, la diversité des communautés bactériennes totales (ADNr
16S) a été étudiée ; travail réalisé par Barbara Pivato (CR) dans le cadre d'une collaboration au
sein de mon équipe d'accueil. Les outils de caractérisation développés ont aussi été utilisés
pour étudier les communautés de Pseudomonas directement a partir d'ADN extrait des
racines. Les résultats du séquencage sont en cours de traitement et seront insérés dans le
manuscrit qui sera également réécrit en anglais pour étre soumis a « Frontiers in

microbiology » ou a « Environmental Microbiology ».
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1. Introduction

Le fer est un élément essentiel a la physiologie des organismes aérobies et en
particulier des plantes. Il joue en effet un réle central dans des processus physiologiques
majeurs qui impliquent des réactions d'oxydo-réduction (Balk and Schaedler, 2014). Le fer est
aussi un composant essentiel de la chlorophylle impactant directement l'efficacité de la
photosynthése et donc la productivité végétale (Briat et al., 2015). Cet élément impacte
également significativement la productivité des [égumineuses qui ont d'importants besoins en
fer. Il est nécessaire a la synthése de protéines indispensables a la fixation biologique de
I'azote atmosphérique comme la léghémoglobine et la nitrogénase (Brear et al., 2013). La
nutrition en fer du pois est non seulement essentielle pour sa productivité, mais également
pour la teneur en fer de ses graines. La richesse en fer des graines de légumineuses, dont le
pois, représente un enjeu important dans le cadre du remplacement de protéines animales
(apportées par I'alimentation carnée, source majeure de fer) par des protéines végétales. En
effet, selon 'OMS, I'anémie ferriprive est le trouble nutritionnel le plus répandu dans le
monde (World Health Organization, 2019). La carence en fer, a laquelle le pois est
particulierement sensible, se traduit par un jaunissement des feuilles attestant d’une
diminution de leur teneur en chlorophylle. Comme pour beaucoup d'autres légumineuses
importantes en agriculture (Soja, tréfle, arachide, pois chiche...), différentes variétés de pois
peuvent étre plus ou moins tolérantes a la chlorose ferrique ou IDC (Iron Deficiency Chlorosis)
(Gildersleeve and Ocumpaugh, 1989; Zribi and Gharsalli, 2002; Mahmoudi et al., 2009; Helms
et al., 2010). Cette sensibilité a la carence en fer est problématique car la biodisponibilité du
fer est faible dans les sols agricoles du fait de leurs propriétés physico-chimiques (pO2 et pH)
et diminue rapidement avec |'élévation de leur pH (Robin et al., 2008). La culture est ainsi
particulierement affectée par les probléemes d'IDC dans les sols alcalins. La progression des
connaissances dans le domaine de la nutrition en fer des plantes est donc primordiale pour
faire face aux enjeux agronomiques et de qualité des produits. Cette nutrition repose sur des
stratégies actives d’acquisition du fer (Curie and Briat, 2003; Kobayashi and Nishizawa, 2012)
consistant principalement (i) chez les dicotylédones, en I'acidification de la rhizosphére, la
réduction de Fe3* en Fe?* et son incorporation par des transporteurs spécifiques (Stratégie I)
et (i) chez les graminées, en la synthése de phytosidérophores chélatant le fer (Fe3*), les
complexes ferriques étant ensuite incorporés par des transporteurs (Stratégie Il). Outre ces
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deux stratégies, la sécrétion racinaire de composés phénoliques fluorescents capables de
chélater le fer est un autre mécanisme d'acquisition du fer par les plantes qui semble avoir
une importance particuliere en milieu alcalin (Fourcroy et al., 2014; Schmid et al., 2014;
Schmidt et al., 2014; Waters et al., 2018). De plus, la tolérance des plantes a la carence en fer
pourrait étre liée a leur capacité a stocker du fer dans I'apoplasme racinaire et a le remobiliser
via l'activité des composés phénoliques fluorescents (Longnecker and Welch, 1990; Curie and

Mari, 2017; Shi et al., 2018).

Par ailleurs, lI'importance du microbiote de la plante sur sa croissance et sa santé est
maintenant largement reconnue (Compant et al.,, 2019; Saleem et al., 2019). De tres
nombreuses études ont mis en évidence l'importance des microorganismes sur le statut en
fer de la plante (Lurthy et al., revue destinée a étre soumise a Agron. Sustain. Dev., présentée
chapitre 1). On sait également que la plante influence fortement la composition de son
microbiote en recrutant des microorganismes particuliers (Bulgarelli et al., 2013; Lemanceau
et al., 2017a; Stringlis et al., 2018; Jones et al., 2019). Il a de plus été montré que des plantes
ayant un statut en fer différent impactent différemment leur microbiote et que ces différences
peuvent avoir en retour des conséquences sur la croissance et la santé de la plante (Robin et
al., 2006, 2007; Jin et al., 2010). Dans ces études, les microorganismes concernés étaient des
Pseudomonas spp. fluorescents et le statut en fer de la plante a eu un impact sur les
sidérophores produits par ces bactéries. Du fait de leur trés forte affinité pour le Fe3*, ces
sidérophores diminuent la biodisponibilité du Fe3* pour les champignons phytopathogeénes et
ainsi réduisent la fréquence des infections racinaires et finalement la gravité de maladies
d’origine tellurique (Kloepper et al., 1980; Duijff et al., 1999) . Les travaux de Robin et al. (2007)
ont effectivement montré, qu'un sidérophore particulier produit par des Pseudomonas
sélectionnés par un tabac transgénique hyper accumulateur de fer présentait une forte
activité antagoniste liée a la compétition pour le fer a l'encontre d'un oomycete
phytopathogene (Pythium aphanidermatum). De plus, des Pseudomonas particulierement
aptes a résister a une carence en fer étaient sélectionnés dans la rhizosphére du tabac hyper
accumulateur de fer. D'autres travaux ont aussi montré que les sidérophores des bactéries
Pseudomonas spp. fluorescents et en particulier leur sidérophore principal, la pyoverdine
(pvd), peuvent contribuer a la nutrition en fer de dicotylédones et de graminées (Vansuyt et

al., 2007; Shirley et al., 2011). Plus récemment, I'induction de genes d’Arabidopsis impliqués
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dans 'acquisition et ’lhoméostasie du fer par un sidérophore de Pseudomonas a été mise en

évidence (Trapet et al., 2016).

Sur la base de ces connaissances, il parait intéressant de déterminer si des pois qui
différent par leur niveau de tolérance a la chlorose ferrique, et donc aussi dans leur capacité
a acquérir et/ou a gérer le fer in planta, sont associés aux mémes microorganismes. On
portera un intérét particulier aux Pseudomonas spp. fluorescents et aux pyoverdines qu'ils
synthétisent compte tenu des effets importants déja mis en évidence pour ces bactéries et

leurs sidérophores principaux dans des travaux portant sur d'autres plantes.

Toutefois, les études de diversité des bactéries appartenant au genre Pseudomonas et,
parmi elles, de celles appartenant au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents (désigné
ainsi par la capacité des bactéries le constituant a produire un sidérophore fluorescent a la
lumiere ultra violette, la pyoverdine), sont complexes. En effet, I'analyse des séquences
partielles d'ADN codant I'ARN 16S (16S rRNA), utilisée généralement pour décrire la diversité
taxonomique bactérienne, ne permet pas de décrire la diversité des Pseudomonas de facon
satisfaisante (Kersters et al., 1996; Mulet et al.,, 2010). De plus, la définition des espéces
anciennement basée sur des criteres phénotypiques a généré une taxonomie complexe. Des
Pseudomonas portant un méme nom d'espéce sont retrouvés dans différents groupes
phylogénétiques. C'est le cas en particulier pour les Pseudomonas fluorescens et les
Pseudomonas putida (Frey et al., 1997). Deux études importantes ont clarifié la taxonomie des
Pseudomonas en définissant des complexes et des groupes taxonomiques basés sur la
phylogénie (Gomila et al., 2015; Garrido-Sanz et al., 2016). Cependant, ces regroupements
sont basés sur I'analyse des séquences de plusieurs genes de ménage concaténés (16SrRNA,
gyrB, rpoB et rpoD) ce qui géne I'étude de la diversité des bactéries cultivées et ne permet pas

de réaliser des études directes de communautés sans passer par l'isolement.

L'étude de la diversité des pyoverdines est également complexe. L'analyse des
molécules nécessite de disposer de souches isolées. Différentes méthodes sont utilisées pour
étudier la diversité des pyoverdines. La détermination de la composition de la chaine
peptidique de la pyoverdine, comportant de 6 a 14 acides aminés et constituant sa principale
source de variabilité, ainsi que celle de sa chaine latérale, peut étre réalisée par spectrométrie

de masse (MS) apreés purification par HPLC (Budzikiewicz, 2004; Meyer et al., 2007; Matthijs
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et al., 2016). Une autre méthode, plus simple a mettre en ceuvre et moins colteuse, a été
beaucoup utilisée dans I'étude des pyoverdines. Il s'agit de la réalisation de profils
d'isoélectrofocalisation (IEF) (Koedam et al., 1994; Fuchs et al., 2001; Meyer et al., 2007) .
Cette méthode consiste a faire migrer les molécules dans un champ électrique et a les séparer
dans un gel selon leur pointisoélectrique (pHi). Le pHi des pyoverdines dépend principalement
de leur partie peptidique et des groupements hydroxyles, des parties variables et
responsables de la spécificité de la molécule. L'analyse des pyoverdines par IEF, qui conduit a
I'obtention de profils de bandes, présente toutefois I'inconvénient d'étre moins précise et

informative que I'analyse en MS.

Afin d'étudier la diversité des Pseudomonas spp. fluorescents et des pyoverdines
associées pour un grand nombre d'isolats, mais aussi d'étudier directement des communautés
de Pseudomonas sans isolement préalable, il a été nécessaire de rechercher des génes
marqueurs. Trois genes ont été sélectionnés comme marqueurs potentiels. Il s'agit de gacA,
un régulateur transcriptionnel global, ainsi que pvdQ et pvdA, deux génes impliqués
directement dans la synthéese des pyoverdines. Le régulateur de transcription gacA présente
un double intérét. Ce géne fonctionnel régule la transcription d'un ensemble de génes
impliqués dans des activités microbiennes qui, pour beaucoup, sont connues pour leur impact
direct ou indirect dans les interactions plantes bactéries (Haas and Défago, 2005). Parmi ces
activités, on trouve la synthése des sidérophores mais aussi la synthese de molécules ayant
une activité antibiotique, le fonctionnement du systéme de sécrétion de type lll ou la synthese
de molécules impliquées dans le quorum sensing. L'autre intérét de ce géne est que différents
auteurs ont rapporté une congruence entre des regroupements réalisés sur la base d'analyses
de sa séquence et ceux réalisés a partir de I'analyse de séquences de marqueurs taxonomiques
(De Souza et al., 2003; Costa et al., 2007). Bien que la source de variabilité principale des
molécules de pyoverdine soit sa chaine peptidique, les principaux genes impliqués dans la
synthése de cette partie de la molécule n'ont pas été sélectionnés comme marqueurs
potentiels de sa diversité. En effet, la chaine peptidique est synthétisée par des synthétases
peptidiques non-ribosomiques (Ringel and Briiser, 2018). Les enzymes de ce type sont codées
par des génes dont les séquences comportent beaucoup de motifs répétés rendant difficile la
construction d'amorces spécifiques, en particulier si elles sont utilisées sur des acides

nucléiques extraits directement du sol ou des racines. Les génes choisis, pvdA et pvdQ, codent
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respectivement (i) une oxygenase N5-L-ornithine, qui catalyse I’hydroxylation de la L-ornithine
lors des premiéeres étapes de la biosynthése de la chaine peptidique de la pyoverdine (Visca et
al.,, 1994; Ge and Seah, 2006), et (ii) une acylase périplasmique, hydrolase nucléophile N-
terminal éliminant le groupement acyle de la ferribactine une fois dans le périplasme

(Clevenger et al., 2017; Ringel et al., 2017).

Dans une premiere partie, afin d'identifier des marqueurs de la diversité taxonomique
et fonctionnelle des Pseudomonas spp. fluorescents, le polymorphisme des trois génes (gacA,
pvdA et pvdQ) a été étudié au sein d'une collection de souches de Pseudomonas de référence
comportant des représentants des principaux groupes taxonomiques au sein desquels sont
retrouvés les bactéries associées aux plantes. En paralléle, les types de pvd ont été déterminés
sur la base des profils IEF de ces souches et leur polymorphisme a également été analysé. Les
résultats des analyses du polymorphisme génétique et fonctionnel des souches de référence
ont été comparés pour évaluer l'intérét de I'utilisation de chacun des genes comme marqueur
de diversité. Dans une seconde partie, la diversité des Pseudomonas spp. fluorescents isolés
des racines de deux cultivars de pois, I'un sensible (S), et l'autre tolérant (T), a la chlorose
ferrique a été comparée sur la base du polymorphisme des genes gacA et pvdQ et des IEF des
pyoverdines produites afin (i) d'élargir a des souches inconnues, |'évaluation des marqueurs
sélectionnés et (ii) de comparer les Pseudomonas spp. fluorescents associés aux deux types
de pois et les pyoverdines qu'ils produisent. Dans une troisieme partie, nous avons évalué
I'aptitude de Pseudomonas et de pyoverdines représentatifs de la diversité décrite pour les
deux cultivars de pois S et T, a protéger les plantes contre le phytopathogene Aphanomyces

euteiches.
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2. Matériels and méthodes

2.1. Souches microbiennes, plantes, et conditions de culture

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude sont présentées dans le Tableau 1.
La collection est constituée de 115 souches de référence et de 248 isolats provenant des
racines de deux cultivars de pois, S et T ; 124 isolats proviennent de S (noms des souches
commencant par D) et 124 de T (nom des souches commengant par B). Les souches de
Pseudomonas ont été cultivées en milieu King B (King et al., 1954) a 25°C. Pour le milieu solide,

15 g.I't d’agar ont été ajoutés au milieu.

Deux pois d’hiver ont été choisis pour leur comportement contrasté concernant la
résistance a la chlorose ferrique (IDC, Iron Deficiency Chlorosis) au champ : Balltrap, cultivar
tolérant, et Dexter, cultivar sensible (P. Declerck, RAGT 2n, communication personnelle). Leur
niveau de tolérance a la carence ferrique a été confirmé sur un large panel de cultivars de pois
dont la sensibilité a la carence en fer a été comparée au champ et en serre (projet PersPEAcase
RAGT-INRA, P. Declerck, C. Jeudy & C. Salon ; communication personnelle). Dans I'étude, ces
deux cultivars seront nommeés T (pour le tolérant, Balltrap) et S (pour le sensible, Dexter). Les
graines des deux cultivars ont été semées au champ dans un sol calcaire de Champagne
(Montardoise, France) avec une faible teneur en fer extractible (DTPA-Fe=10.3 +0.34 mg.kg™)
et un pH élevé (8.27 +0.08). La composition du sol est donnée en Annexe 1 (En données
supplémentaires dans le manuscrit a soumettre). Pour chaque cultivar, quatre parcelles de
1 x 5m ont été semées en octobre 2016 (120 plantes m2) et I'expérimentation a été conduite
jusqu’a la récolte, fin Juin (Plantes agées de 33 semaines). Les pois a partir desquels ont été
isolés les Pseudomonas ont été récoltés en avril pendant la période de floraison (plantes agées
de 24 semaines). Cinq plantes ont été prélevées de facon aléatoire dans chacune des parcelles
et ont été réunies pour constituer un échantillon composite. Au total, quatre échantillons
composites ont donc été constitués par cultivar (1 par parcelle) : D1, D2, D3 et D4 pour le pois
S et B1, B2, B3 et B4 pour le pois T. En Juin, les graines ont été récoltées pour les utiliser dans
les expérimentations in vitro de protection contre la pourriture racinaire. Lors de
I’échantillonnage, les racines et les parties aériennes ont été séparées. Les parties aériennes
ont été séchées a 60 °C jusqu'a obtention d'une masse stable (c.a. 72h) et ont été pesées. Les
racines ont été lavées 2 fois dans 100 ml d'eau MilliQ stérile. Les nodosités racinaires ont été
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excisées et stockées. Les racines ont été découpées en petits fragments afin d’homogénéiser
I’échantillon. Une partie a été utilisée pour les isolements bactériens etégalement pour les
analyses des communnautés, une autre a été lyophilisée et broyée en poudre fine pour étre

utilisée dans des analyses multiélémentaires.

Les essais de protection des plantes contre la pourriture racinaire par inoculation de
souches de Pseudomonas ont été réalisés in vitro. Les graines récoltées au champ ont été
calibrées puis désinfectées par trempage 5 min dans de I’éthanol 70% puis 15 min dans une
solution de hypochorite de calcium (Ca(ClO)2) a 1% filtrée. La désinfection a été suivie de 3
ringages a I'eau MilliQ stérile puis d'un trempage dans de I’eau MilliQ stérile pendant 3 heures.
Les graines ont ensuite été mises a germer dans des boites de Pétri contenant du papier filtre,
sans cendres stérile et humidifié, a température ambiante et a I'obscurité pendant 4 jours.
Apres germination, les plantules ont été transférées individuellement dans des tubes a essais
contenant un milieu nutritif contenant 15 g.I'* d’agar de Sigma A1296 agar (Sigma-Aldrich, St.
Quentin Fallavier, France). La solution nutritive était du milieu Hoagland contenant 5 mM
KH2PO4 and Ca(NO3s)z, 2,5 mM KNO3 1 mM MgS0s, 50 uM H3BO3, 5 pM MnSO4, 15 uM ZnSO4
7 H20, 3 uM Na;MoO0as 2 H,0, 2,5 uM KI(H20)7 et CuSOa4 5 H,0. Les plantules ont été cultivées
en conditions contrdlées en chambre de culture : 16h de jour a 23°C, 8h de nuit a 20°C, 300
umole.m s, humidité 70%. Les plantules ont été arrosées tous les 4 jours avec de la solution

nutritive Hoagland diluée 4 fois.

2.2. Isolements bactériens et préparation de lysats cellulaires

Deux grammes de racines lavées et découpées ont été broyées dans 8 ml d’eau osmosée
dans un mortier stérile. La suspension a été diluée et étalée sur un milieu KB supplémenté
avec de la cycloheximide (100 mg.ml?), du chloramphenicol (13 mg.ml?), et de 'ampicilline
(50 mg.ml-1) pour isoler les Pseudomonas (Geels and Schippers, 1983). Les boites de Pétri ont
été incubées pendant 48h a 25 °C. Vingt colonies présentant une fluorescence sous lampe UV
(365 nm) ont été collectées a partir des 4 échantillons composites de chaque cultivar soit 80
isolats par cultivar. Pour chaque échantillon composite, dix nodosités ont été choisies
aléatoirement, puis désinfectées par trempage 3 min dans une solution de hypochlorite de
calcium (Ca(Cl0O),) a 1% filtrée. La désinfection a été suivie de 3 rincages a I'eau MilliQ stérile.

Chaque nodosité a été broyée individuellement dans 200 pl d’eau stérile. Chaque suspension
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a été étalée sur le milieu KB modifié supplémenté en antibiotiques décrit précédemment pour
isoler les Pseudomonas. Les isolats ont été purifiés par étalement en stries épuisantes et
conservés a -80°C dans du milieu liquide contenant du glycérol a 25%. Des lysats de cultures
bactériennes ont été utilisés pour les amplifications par PCR. Ils ont été préparés a partir des
isolats inoculés sur milieu KB et cultivés 48h a 25°C (Raaijmakers et al., 1997). Pour chaque
isolat, une colonie isolée a été suspendue dans 100 ul de solution de lyse (0.05 M NaOH, 0.25%
sodium dodecyl sulfate (SDS)) et incubée 15 min a 100°C. La suspension a été centrifugée
pendant 1 min a 12 000 r.p.m et une dilution 50X dans de I'eau stérile a été préparée et

conservée a -20°C.

2.3. Analyse de la structure et de la diversité des communautés bactériennes

Extraction, purification et quantification des ADN

Les racines des huit échantillons de pois ont été broyées dans l'azote liquide et
lyophilisées. 250 mg de chaque échantillon ont été utilisés pour I'extraction d’ADN, selon le
protocole I1SO standard 11063 « Soil quality-Method to directly extract DNA from soil
samples » (Petric et al., 2011; Plassart et al., 2012). Le protocole d’extraction d’ADN se
compose de trois étapes : (i) une lyse mécanique au Fast-Prep (MP Biomedicals, Illkirch-
Graffenstaden, France) pendant 30 s, a 1600 rpm, dans 1 ml d’un tampon de lyse contenant
100 mM Tris HCl pH 8, 100 mM d’acide d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) pH 8, 100
mM de NaCl et du sodium dodécyl sulfate (SDS) 2%, (ii) une déprotéinisation a I'acétate de
potassium 3M pH 5,5, suivie par une précipitation des acides nucleiques avec de I'isopropanol
a -20°C pendant 30 min et une resuspension dans 100 ul de TE pH 8, (iii) une purification par
kit Geneclean Turbo (MP BioMedical, lllkirch-Graffenstaden, France) selon le protocole du
fournisseur. La qualité des ADN obtenus a été controlée par électrophoreése sur gel d’agarose
a 1%. L'observation des bandes génomiques a été réalisée via une caméra et le logiciel «
Infinity Capt » (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) sous ultraviolets (UV), apres
coloration au bromure d’éthidium (BET) (2 mg/L). La quantification des ADN a été faite en
utilisant le kit Quant-IT dsDNA High Sensitivity Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, US), a I'aide du

logiciel « Step one plus real time PCR systems », selon le protocole du fournisseur.
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Amplification des séquences 16S ARNr des ADN :

La premiere étape pour la préparation d’'une banque 16S ARNr pour séquencgage a haut
débit lllumina MiSeq 2 x 250 bp consiste a effectuer deux PCR : une PCR1, dont I'objectif est
d’amplifier 'amplicon d’intérét, et une PCR2, dont I'objectif est d’intégrer sur I"'amplicon

I'index et les adaptateurs lllumina. L’amplicon ciblé est la région hypervariable V3-V4 du géne

16S ARNTr.
Les amorces utilisées pour la PCR1 sont ROPro805R 5’-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACNVGGGTATCTAATCC-3’ et

FOPro341F 5’- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNBGCASCAG -3’
(Eurogentec, Seraing, Belgium) (Takahashi et al., 2014). La réaction de PCR1 a été préparée
avec 1x de tampon 10X Advantage 2 PCR Buffer (Ozyme, Saint-Cyr-I"Ecole, France), 10 mM de
dNTP (MP BioMedical, lllkirch-Graffenstaden, France), 12,5 uM de chaque amorce, 1,5 U de
50x Advantage 2 Polymerase Mix (Ozyme, Saint-Cyr-I'Ecole, France) et 10 ng d’ADN dans un
volume final de 25 pl. La PCR2 a été effectuée a partir de 5 ng de I'amplicon obtenu lors de la
PCR1, en suivant le méme protocole que celui pour la PCR1, sauf pour les amorces avec
adaptateurs lllumina (Eurogentec, Seraing, Belgique), qui sont les mémes que la PCR1, mais
précédées par une séquence de 10 bp, les index et les adaptateurs forward et reverse pour

séquencage lllumina, respectivement.

Les réactions de PCR ont été effectuées dans le thermocycleur ABI Applied Biosystem
9700 (Fisher Scientific, lllkirch, France) selon les conditions suivantes : une dénaturation
initiale a 94°C pendant 2min, suivie par 30 cycles (PCR1) ou 8 cycles (PCR2) de dénaturation a
94°C pendant 30sec, hybridation a 55°C pendant 30 sec et élongation a 72°C pendant 1 min.

Une élongation finale est effectuée a 72°C pendant 7min.

Purification des produits PCR

Les amplicons 16S ARNr ont été purifiés apres chaque PCR par kit Ampure (Beckman,
US), en suivant les indications du fournisseur, et quantifiés comme décrit au paragraphe
« Extraction, purification et quantification des ADN ». Un mélange équimolaire a été préparé
en suivant les indications de GenoScreen (France), prestataire de service qui a effectué le

séquencage a haut débit (Illumina MiSeq 2x300bp).
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2.4. Sensibilité des souches bactériennes a la carence en fer

Les isolats bactériens ont été cultivés 24h en milieu KB solide et ont été suspendus en
plague de microtitration dans 100 ul d’eau milliQ stérile pour étre inoculés sur milieu
succinate solide pH 7 (Meyer et Abdallah, 1978) avec un peigne en métal (longueur, 7cm,
largeur, 5,5 cm ; hauteur, 1,5 cm ; 48 branches). Le milieu succinate a été supplémenté, ou
non, avec 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 mg.ml* de 8-hydroxyquinoline (8HQ ; Sigma, France) en
présence ou non avec de fer (en concentration équimolaire a celle de la 8HQ). Chaque
inoculation a été répliquée indépendamment 3 fois. Les boites de cultures ont été incubées
72h a 25°C. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de 8HQ induisant la suppression de la

croissance bactérienne a été identifiée pour chaque isolat.

2.5. Analyse du fond génétique des isolats par BOX-PCR

Des empreintes génétiques, basées sur I'amplification par PCR des séquences répétées
BOX présentes dans le génome bactérien, ont été utilisées pour caractériser le fond génétique
des isolats bactériens (Versalovic et al., 1994). La réaction PCR a été réalisée dans un volume
total de 25 pl et contenait: 5ul de tampon Gitschier (67 ml de (NH4),SO4 1M dans du tampon
Tris-HCl pH 8,8, 6,7 ml de MgCl, 1M, 1,3 ml d’une dilution 1/100 de 0,5 M EDTA pH 8,8, 2,08
ml de B-mercaptoethanol 14,4 M, additionné a 200ml d’eau MilliQ), 0,4 ul de BSA (10 mg.l?,
Promega, France), 1,25 ul de dNTP (25 mM de chaque nucléotide; Promega, France), 2,5 ul de
DMSO 100% (Sigma, St. Quentin Fallavier, France), 1 ul d'amorce (BOXA1R, 10uM, 5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’, Eurogentec, Seraing, Belgique), 0,15 ul de Goldstar Taq
polymerase 15U/ul (Eurogentec, Seraing, Belgique) et 5ul de lysat bactérien. Le programme
PCR a été exécuté dans un thermocycleur Biometra Tproffessional family (Labgene, France)
selon le cycle suivant : 95 °C 2 min, 30 cycles de 94 °C30's, 92°C 30sec - 50° C 1 min — 65 °C 8
min, 65 °C 16 min. Cinqg microlitres de chaque produit PCR ont été déposés dans un gel
d’agarose (Eurogentec, Seraing, Belgique) a 1,5% dans un tampon 1x Tris-acetate-EDTA (EDTA,
0,01 M, Tris-acetate, 0,04 M, pH 8,2). L'électrophorese a été réalisée a 40 V pendant 4 h. Un
marqueur de taille 1 kb (Invitrogen) était intégré dans chaque gel. Le gel a été révélé avec du
bromide d’ethidium (1 mg.ml?) et les produits d’amplifications ont été visualisés sous UV

(Biocaptsoftware version 99.0385, Vilbert Lourmat, Marne La Vallée, France).
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2.6. Caractérisation des pyoverdines par focalisation isoélectrique (IEF)

La focalisation isoélectrique est une méthode pour différencier les pyoverdines selon la
structure de la partie peptidique du sidérophore (Fuchs et al., 2001; Meyer et al., 2002). Pour
la production de pyoverdine, chaque isolat a été cultivé dans 10ml de milieu casamino acid
(CAA) appauvri en fer dans un Erlemeyer de 50 ml (Meyer et al., 1997). Les cultures
bactériennes ont été incubées en rotation (150 r.p.m) a I'obscurité a 25°C pendant 36h. Les
analyses ont été réalisées selon la méthode décrite par Koedam et al., (1994) et modifiée par
Meyer et al., (1998). Brievement, |'électrophorese isoélectrique a été réalisée en cuve 111
mini-lIEF Cell de Bio-Rad (lvry-sur-Seine, France). Un gel polyacrylamide a 5% (125 x 65 x
0.4 mm) contenant 2% de Bio-Lyte 3—10 ampholines (Bio-Rad, Ivry-sur-Seine, France) créant
un gradient de pH de 3,5 a 9,2 a été réalisé selon les recommandations du fabricant. Deux
microlitres d’échantillon concentré 20 fois par lyophilisation ont été déposés sur le gel.
L’électrophorése a été réalisée en 3 étapes a 4°C: 15 mina 100V, 15 mina200Vet1l ha
450 V. Les bandes des pyoverdines ont été visualisées immédiatement aprés électrophorese
sous UV a 365 nm et leur point isoélectrique (pHi) a été déterminé en utilisant un standard

interne contenant un mélange de pyoverdines purifiées connues.

2.7. Amplifications PCR et séquengage

Les amorces pvdA, pvdQ et les amorces gacA dérivées de celles décrites par Costa et al.,
(2007) ont été synthétisées par Eurogentec (Seraing, Belgique). Les PCR ont été exécutées
dans un volume réactionnel total de 25 ul contenant 5 pl de Tampon 5X (pack Gp Tag,
Promega), 1,5 ul MgCl2 (25 mM), 0,2 ul dNTPs (25 mM de chaque, Promega), 1,25 ul de
chaque amorce (pvdA et pvdQ: 10 uM; gacA : 30 uM), 0.125 ul Taqg polymerase G2 flexi
(Promega) et 5 pl de lysat bactérien. L’amplification PCR a été réalisée dans un thermocycleur
Biometra Tproffessional family (Labgene, France) selon le cycle thermique suivant : 3 min a
95°C, 35 cycles de 1 min a 94 °C, 1 min30 a 51°C pour pvdQ ou a 58°C pour gacA, et 3 min a
72°C, 3 min a 72°C. Les produits de I'amplification PCR ont été analysés et quantifiés en gels
d'agarose avec le logiciel Imagequant TL 7.0. Les produits de PCR ont été séquencés par un
prestataire de service apres préparation selon ses instructions (Sanger sequencing, Eurofins,

Allemagne).
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2.8. Production des zoospores d'Aphanomyces euteiches

A partir d’une culture d’A. euteiches RB84 de 7 jours sur milieu CMA (10 g de corn meal
agar, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) et 10 g d’agar (Kalys, Bernin, France), 20
implants de mycelium ont été incubés dans 50 ml de milieu liquide contenant du Bacto
peptone 2% (Peptone enzymatic hydrolysate Fluka, Buchs, Switzerland) et du glucose 0,5%
pendant 24h. La culture a été lavée 3 fois en remplagant, successivement toutes les 2 heures
a I'obscurité a 23°C, le milieu par de I'eau minérale stérile (Volvic, France) : 2x150 ml puis 1x
100ml. Un dernier lavage a été effectué avec 20 ml d’eau de Volvic stérile. La culture a été
incubée une nuit a 23°C a l'obscurité. Les zoospores contenues dans la culture ont été

comptées en utilisant une cellule de Malassez sous microscope.

2.9. Antagonisme in vitro des pyoverdines purifiées a '’encontre d’A. euteiches

L'activité antagoniste des pyoverdines de Pseudomonas spp. fluorescents a I’encontre
d’A. euteiches RBO4 a été étudiée en boite de Pétri. Quinze milles zoospores apportées dans
500 pl d'eau de Volvic ont été uniformément étalées sur une boite de Pétri (9cm) contenant
20 ml du milieu solide KB. Aprés 1 heure de séchage, trois disques de papier filtre de 6 mm de
diametre (bioMérieux, Marcy |’étoile, France) imprégnés avec 65 nmoles de pyoverdines non
chélatées au fer ont été positionnées a 4,2 cm du centre de la boite de pétri de maniere
équidistante (Figure S2). Des boites contenant des disques imprégnés d’eau stérile ou de
ferripyoverdine ont été utilisées comme témoins. Les boites de Pétri ont été incubées a 25°C
pendant 48h. L'intensité de l'activité antagonisme a été exprimée en calculant l'aire

d’antagonisme.

2.10. Protection du pois contre la pourriture racinaire par inoculation de souches de
Pseudomonas

Les bactéries ont été cultivées en boite de Pétri sur milieu KB et incubées 48h a 25°C.
Apres avoir resuspendu la culture dans 10 ml d’eau stérile MilliQ, la densité optique (DO : 600
nm) a été mesurée afin d'évaluer la concentration bactérienne et c.a. 107 bactéries en
suspention dans 75 pl d'eau MilliQ stérile ont été déposées sur les racines a I'étape de
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transplantation des plantules dans les tubes a essais. De sept a dix plantes ont été inoculées
par souche. Les plantes correspondant au traitement témoin ont recu un volume d'eau
équivalent a celui des inocula bactériens. Aprés 5 jours de culture en conditions contrélées
(16h de jour / 8h de nuit ; 20°/23°C) 125 zoospores d'A. euteiches souche RB84 ont été
apportées dans 75 ul d’eau de Volvic stérile. Les tubes a essais ont été supplémentés avec 5
ml de solution nutritive Hoagland. La gravité de la maladie a été évaluée par notation visuelle
selon I’échelle de Wicker et al. (2001) chaque jour durant 21 jours : 0 : absence de symptomes,
1: traces translucides a beige, 3 : zones beiges couvrant % des racines, 5: zones beiges
couvrant % des racines, 7 : zones beiges couvrant % des racines, 9 : mort de la plante. L’aire
sous la courbe de la progression de la maladie (AUDPC) a été calculée. Les pourcentages de

plantes mortes ont été évalués 18 jours et 21 jours aprés inoculation du pathogéne.

2.11. Analyses des données

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées sous environnement R (version 3.4.4),
en utilisant les packages suivants : ggplot2 (Wickam, 2016), phyloseq (McMurdie & Holmes,
2013) et vegan (Oksanen et al., 2007).

Un test exact de Fisher a été appliqué sur les données de distribution ayant des effectifs
inférieurs a 5 pour les CMI de 8HQ, la distribution des profils BOX-PCR et la distribution des
groupes taxonomiques de Pseudomonas associés aux profils de pyoverdines majoritaires. Un
test du Chi2 de Pearson a été appliqué sur la distribution des 6 principaux types de
pyoverdines produites. Les données d’antagonismes (aire d’antagonisme, AUDPC) ont été
soumises a une analyse de la variance a un parametre (ANOVA) suivie par le test Post-Hoc,

LSD-plus petite différence significative de Fisher, avec une correction de Bonferroni.

Pour définir les types BOX-PCR et IEF, des matrices de similarités ont été calculées en
utilisant la méthode Jaccard. Ces matrices ont été utilisées pour construire un dendrogramme
sous environnement R en utilisant les package : ade4 (dist.binary ) et stats package (hclust).

Les regroupements obtenus ont servi de base a la définition des types

Les alignements multiples des séquences pvdA, pvdQ ou gacA, ont été réalisés avec
CLUSTAL Omega (Sievers et al., 2011) via le logiciel libre d’acces SeaView

(http://doua.prabi.fr/software/seaview). Les arbres ont été construits selon la méthode
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neighbour joining (NJ) (Saitou and Nei, 1987) en calculant les distances génétiques selon le
modele de Kimura a deux parametres (Kimura, 1980) en utilisant le logiciel libre d’acces

Mega7 (https://www.megasoftware.net/). Les valeurs de Bootstrap ont été calculées sur 1000

répétitions.

Les séquences 16S ARNr forward R1 et reverse R2 obtenues ont été analysées en
utilisant I"application Jupyter Notebook (Kluyver et al., 2016), ou sont assemblées différents
outils bioinformatiques. Les séquences R1 et R2 ont été assemblées en utilisant PEAR (Zhang
et al., 2014) avec ses parametres de défaut. Les contrdles qualité ont été faits avec le pipeline
QIIME (Caporaso et al., 2010) : les séquences inférieures a 440 bp ont été enlevées. La
détection de chimeéres (sur base de données et de novo), ainsi que le clustering en OTUs ont
été effectués en utilisant VSEARCH (Rognes et al., 2016) et la base de données Greengenes
(version 05/2013, McDonald et al., 2012). Le seuil d’identité choisi est 97%. Les séquences
représentatives de chaque OTU ont été alignées avec PyNAST (Caporaso et al., 2010). La

taxonomie a été assignée en utilisant UCLUST (Edgar, 2010) et la base de données Greengenes.
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Tableau 1. Liste et caractéristiques des souches de Pseudomonas spp. fluorescents utilisés
pour cette étude

Nom de Espéces Référence* pvdA pvdQ gacA BOX IEF
souche

NEM4124 P. fluorescens (Robin et al., 2007) Co-b4® Co-a4  Co-b6 a
NEM419 P. fluorescens (Robin et al., 2007) Co-b4 Co-a4  Co-b6 a
MTRJ5625 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) na Co-a2  Co-b7 a
MTE48106 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-b6  Co-a2  Co-b7 a
F113 P. kilonensis (Shanahanetal. 1992)  Co-b6  Co-a2  Co-b8 a
MTE48105 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-al  Co-b Co-a b
Pf29Arp P. fluorescens (Sarniguetetal, 1997)  Co-al  Co-b Co-a b
MTEJ5606 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-al  Co-b Co-a b
KD P. fluorescens (Rezzonicoetal., 2004)  Co-a3  Co-a8  Co-bl b
CTR1015 P. fluorescens bvll (Delormeetal, 2002)  Cp-a3  Co-a8  Co-bl b
Q2-87 P. fluorescens (Vincent et al., 1991) Co-a2 Co-a9 Co-b3 b
DSM13227"  P. brassicacearum (Achouaketal, 2000)  Co-b3  Co-a3  Co-b9 b
Q8r1-96 P. brassicacearum loper Co-b3 Co-a3 Co-b9 b
DSM13647"  P. kilonensis Not found Co-b5 Co-al Co-bl0 c
C7R12 P. fluorescens bvll (Lemanceau 1991) Co-bl  Co-a7 Co-b4 c
MTRJ5422 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-bl  Co-a7 Co-b4 c
MTS2112 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-bl  Co-a7 Co-b4 c
MTRJ5326 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) na Co-a7 Co-b4 c
MTE48702 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-bl Co-a6  Co-b4 c-@
MTEJ5305 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Co-bl Co-a6  Co-b4 c-
CFBP5754"  P.thivervalensis (Achouaketal., 2000)  Co-b2  Co-a5  Co-b5 c-
DSM26522"  P.yamanorum (Arnauetal., 2015) Ge Ge-a Ge-b c
A6 P. fluorescens (Lemanceau 1983) Ko-b2  Ko-bl  Ko-a2 c
CTRp112 P. fluorescens bvVI (Lemanceau 1994) Ko-b5  Ko-b6  Ko-b c
DSM26532"  P.baetica (Lopez et al., 2012) Ko-bl  Ko-b5  Ko-d C
DSM16610"  P.koreensis (Kwon et al., 2003) - Ko-b7  Ko-f1 C
CS111 Pseudomonas sp. bvA  (Lemanceau 1994) na Ma-d Ma-2 c
ATCC17484  Pseudomonas sp. (Barnsley 1976) - Ma-b Ma-c1 c
SB8.3 Pseudomonas sp. (Demange etal., 1986)  Ma-e Ma-a Ma-c2 c
CLRp214 Pseudomonas sp. (Ghirardietal., 2012)  png Ma-d Ma-d1 c
ChPhzLR105 P. fluorescens (Mazurier et al., 2009)  Ma-d Ma-c Ma-d2 c
Pfo-1 P. fluorescens (Silby et al., 2009) Ko-a Ko-a Ko-c d
51W P. fluorescens (Voss etal., 1999) Ge Ge-b Ge-a d
CFBP4840"  P. gessardii (Verhille et al., 1999) Ge Ge-b Ge-a d
B-Exp9 Pseudomonas sp. (Mazurier etal., 2015)  Ko-c Ko-b8  Ko-f2 d
CFBP11400  P. fluorescens bvl Not found Ko-b4 Ko-b4 Ko-a4 f
NEM3113 Pseudomonas sp (Robin et al., 2007) Ko-b6  Ko-d2  Ko-el f
NEM3128 Pseudomonas sp. (Robin et al., 2007) Ko-b6  Ko-d1  Ko-el f
ChPhzLR107  P. fluorescens (Mazurieretal., 2009)  Ko-b7  Ko-d1  Ko-e2 f
NEWT4273  P. fluorescens (Robin et al., 2007) Ko-b7  Ko-d1  Ko-e2 f
NEWT4282  P. fluorescens (Robin et al., 2007) Ko-b7  Ko-d1  Ko-e2 f
ATCC17513  P. fluorescens bvlV Not found Mo-a6 Ma-e5 Ma-a5 f
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Tableau 1. Suite

Nom de Espéces Référence pvdA pvdQ gacA BOX IEF
souche
MTS3116 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Ma-b Ma-e7 Ma-al g
MTR48721 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Ma-b Ma-e7 Ma-al g
MTRJ5121 Pseudomonas sp. (Viollet et al., 2011) Ma-b Ma-e7 Ma-al g
DLRp214 P. lini (Delormeetal, 2002)  Ma-a3 Ma-e2 Ma-a2 g
Cse611 P. lini (Delormeetal, 2002)  Ma-al Ma-el Ma-ad g
DTR335 P. lini (Delormeetal, 2002)  Ma-al Ma-e3 na g
CLRp812 P. lini (Delormeetal, 2002)  Ma-al Ma-el na g
CLE513 P. lini (Delormeetal, 2002)  Ma-al Ma-el na g
DS131 P. jessenii (Delorme etal,, 2002)  Je Je Je h
DSM171507  P. jessenii (Verhilleetal., 1999)  Je Je Je h
DTRp621 P. jessenii (Delorme etal., 2002) e Je na h
DLE3216 P. jessenii (Delorme etal, 2002) g Je Je h
DLR228 P. jessenii (Delorme etal, 2002)  Jg Je Je h
CFBP3280"  P. blatchfordae Not found - Fl-c6 Fl-c2 i
CFBP4841"  P. libanensis (Dabboussiet al.,, 1999)  F|-32 Fl-c5 Fl-c2 i
DC3000 P. syringae pv tomato  Notfound - Sy Sy i
1448A P. syringae. pv (Teverson 1991) - Sy Sy j
phaseolicola
B728a P. syringae Not found - Sy Sy j
CFBP2213"  P. syringae. pv (Mac Culloch 1920) - Sy Sy j
atrofaciens
CFBP2214T  P. syringae. pv (Coerper et al. 1919) Sy Sy j
glycinea
CFBP1392"T  P. syringae. pv (Sabet K.A. 1950) - Sy Sy j
syringae
CFBP2107"  P.viridiflava (Burkholder et al. 1930) Sy Sy j
CFBP2022"  P. salomonii (Samson 1976) Fl-b4 Fl-c3 Fl-a2 k
30-84 P. chlororaphis (Pierson 2010) Ch-c2 Ch-b2  Ch-b2 m
ChPhzS26 P. chlororaphis (Mazurier et al, 2009)  Ch-a Ch-al Ch-al m
DTR133 P. chlororaphis (Ghirardi et al., 2012) Ch-a Ch-al Ch-al m
PGS12 P. chlororaphis Not found Ch-b2  Ch-a2 Ch-a3 n
CFBP2132"  P. chlororaphis (Guignard 1894) Ch-c1  Ch-bl  Ch-bl n
ok2T P. lutea Not found - Lu Lu nd
9AW P. fluorescens (Budzikiewicz 1997) Ma-c2 Ma-f2  Ma-b2 nd
DSM11363"  P. gramini (Behrendt etal., 1999) . - Lu nd
CFBP2101"  P. cichorii (Kotte 1921) - - Sy nd
CFBP2443T P. stutzeri (Lautrop) - - St nd
CFBP2431"  P. corrugata (Slade 1972) - - Co-b2 nd
CFML90-60"  P. monteilii (Elomari et al., 1997) Pu-a5 Pu-a4  Pu-a2 nd
7NSK2 P. aeruginosa (Iswandi et al., 1987) Ae-b Ae Ae nd
IH5T P. rhizosphaerae (Alvaro Peix 1997) na - X nd
DSM19186  P. mucidolens (Levine,Anderson 1932) ~ Ge Ge-b Ge-a nd
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Tableau 1. Suite

Nom de Espéces Référence pvdA pvdQ gacA BOX IEF
souche

Pa6 P. aeruginosa (Gipp etal., 1991) Ae-a Ae Ae o)
AS72 P. aeruginosa Not found Ae-a Ae Ae 0
LESB58 P. aeruginosa Not found Ae-a Ae Ae 0
ATCC17386  P. protegens bvV (Stanier R.Y) Pr Pr Pr p
ChPhzS24 P. chlororaphis Not found Ch-b2 Ch-a3  Ch-a2 p
Pf-5 P. protegens (Howell 1979) Pr Pr Pr p
CHAO' P. protegens (Stutz E.W., DéfagoG)  py Pr Pr p
KT2440 P. putida Not found Pu-al Pu-al Pu-al q
WCS358 P. putida (Berendsen etal. 2015)  py-b Pu-b2  Pu-c q
L1 P. putida Not found - Pu-b2  Pu-c q
CFML92-104 P. rhodesiae (Elomari 1992) Fl-a3 Fl-d1 Fl-a5 s
N-Exp10 Pseudomonas sp. (Mazurier etal,, 2015)  F|-g1 Fl-a2 Fl-al s
N-Exp11 Pseudomonas sp. (Mazurier etal., 2015)  F|-g1 Fl-a2 Fl-a1 s
WCS374 P. defensor (Berendsen et al. 2015)  F|-g1 Fl-a3 Fl-al s
DSM14020"  P. rhodesiae (Coroler et al., 1997) Fl-a3 Fl-d1 Fl-a5 s
DSM14936"  P. poae (Behrendt etal., 2003)  F|-b1 Fl-b1 Fl-b1 s
DSM14937T  P. trivialis (Behrendtetal, 2003)  F|-p2 Fl-b2 Fl-b2 S
CFBP2037"  P. marginalis. pv (Friedman etal,, 1949)  F|-g4 Fl-d2 Fl-c1 s

marginalis

ATCC17826  P. fluorescens (Lautrop) Fl-a4 na Fl-c1 s
ATCC17397  P. fluorescens bv | (Stanier et al., 1966) Fl-a6 Fl-d7 Fl-c6 s
SBW25 P. fluorescens (Silby et al., 2009) Fl-a6 FI-d7 Fl-c6 s
WCS417 P. simiae (Berendsen etal.,2015)  F|-35 FI-d5 Fl-c8 s
ATCC17400 P. fluorescens bvlll (Stanier R.Y) Ge Ge-b Ge-a u
CFBP2810"  P. gingeri (Preece 1981) - X X ul
CFBP2063"  P. agarici (Young 1969) X X X u2
CFBP2068"  P. tolaasii (Gandy 1965) Fl-b6 Fl-c2 Fl-a3 u3
CFML90-40  P. putida Not found Pu-a4 Pu-a5 Pu-a3 ud
PAO1 P. aeruginosa Not found Ae-a Ae Ae us
DLE411J7 P. lini (Ghirardietal, 2012)  Ma-a2 Ma-e6 Ma-a3 ué
ATCC27853  P. aeruginosa (Ghirardietal., 2012)  Ae-b Ae Ae u7
B-Hemo1 P. mosselii (Mazurier et al., 2015) . - Pu-d2 v
N-Hemo5 P. mosselii (Mazurier et al., 2015) . Pu-dl  Pu-d2 v
BBc6 P. fluorescens Not found Ge Ge-a Ge-b y
PS3a’ P. costantinii Not found Fl-b5 Fl-d3 Fl-c3 y

101



Tableau 1. Suite

Nom de Especes Référence pvdA pvdQ gacA BOX IEF
souche
Isolats des cultivars de poisSet T
B26N2 Pseudomonas sp. Cette étude na FI-d8 Fl-c9 1(s51)* t(58)°
B3210 Pseudomonas sp. Cette étude na FI-d8 Fl-c9 1 t
B426 Pseudomonas sp. Cette étude na FI-d8 Fl-c9 1 t
D1219 Pseudomonas sp. Cette étude na FI-d8 Fl-c9 1 t
D38N2 Pseudomonas sp. Cette étude na FI-d8 Fl-c9 1 t
D49N2 Pseudomonas sp. Cette étude na FI-d8 Fl-c9 1 t
B1215 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b2 Ko-a3 2(31) d(45)
B3214 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b2 Ko-a3 2 d
D15N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b2 Ko-a3 2 d
D210N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b2 Ko-a3 2 d
D337 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b2 Ko-a3 2 d
D4214 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b2 Ko-a3 2 d
B326 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3(12) d
B38N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
D2219 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
D22N3 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
D27N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
D3311 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
D333 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
D41N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-c Ko-al 3 d
B2216 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b4 Ko-a4 4(12) f(30)
B25N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b4 Ko-a4 4 f
D1217 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b4 Ko-a4 4 f
D42N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b4 Ko-a4 4 f
B12N2 Pseudomonas sp. Cette étude na Fl-al Fl-al 5(10) s(22)
B2217 Pseudomonas sp. Cette étude na Fl-al Fl-al 5 s
D228 Pseudomonas sp. Cette étude na Fl-a1l Fl-al 5 s
D24N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Fl-a1l Fl-al 5 s
B424 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b3 Ko-a5 6 (9) e (26)
D2220 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b3 Ko-a5 6 e
D4218 Pseudomonas sp. Cette étude na Ko-b3 Ko-a5 6 e
B223 Pseudomonas sp. Cette étude na Fl-d4 Fl-c7 7 (11)  k(24)
D428 Pseudomonas sp. Cette étude na Fl-d4 Fl-c7 7 k
B21N2 Pseudomonas sp. Cette étude na Co-al Co-b10  8¢(8) c (10)
B423 Pseudomonas sp. Cette étude na Co-al Co-b10 8 C
D35N1 Pseudomonas sp. Cette étude na Co-al Co-b10 8 c
D424 Pseudomonas sp. Cette étude na Co-al Co-b10 8 C
B322 Pseudomonas sp. Cette étude na Ma-e2 Ma-a4 9 (7) g(7)
D229 Pseudomonas sp. Cette étude na Ma-e4 Ma-al 9 g
Autres Pseudomonas sp. Cette étude na na na nm/u  nm/u
(97) (20)

*, la liste de références est encore incomplete et sera finalisée prochainement pour l'article. Les
génotypes définis sur la base de la phylogénie des séquences partielles de pvdA, pvdQ et gacA
sont présentés dans les colonnes du méme nom. ), nom de génotype attribué sur la base des
regroupements présentés Figure S1. @) profil IEF de type c mais dont l'une des bandes est
absente. na, non acquis. nd, non défini-pas de sidérophore produit dans les conditions expérimentales.
X, souche sans groupe taxonomiqgue. Les souches surlignées ont été
sélectionnées pour I'extraction et la purification de leur pyoverdine.*, nombre total de profil BOX-PCR
du type sur les 248 isolats. °, nombre total de profils de pyoverdines du type IEF correspondant

-, pas d’amplification PCR.

sur les 242 isolats ayant synthétisé une pvd. nm/u, non majoritaire ou unique.



3. Résultats

3.1. Développement d’une méthode moléculaire permettant de caractériser la diversité
des Pseudomonas spp. fluorescents et des pyoverdines correspondantes a partir d’une
collection de souches de référence

Le polymorphisme de séquences partielles de 3 génes, gacA, pvdQ et pvdA, a été étudié
pour une collection de 115 souches de références et comparé a celui de profils IEF utilisés

comme marqueurs des types de pyoverdines produites (Tableau 1).

Huit des neuf groupes taxonomiques du complexe P. fluorescens décrit dans les travaux
de Garrido-Sanz et al. (2016) sont représentés dans les souches de la collection étudiée
(groupes P. fluorescens, P. gessardii, P. mandelii, P. jessenii, P. koreensis, P. corrugata, P.
chlororaphis et P. protegens) ainsi que 5 autres groupes décrits au sein du genre Pseudomonas
(P. putida, P. syringae, P. lutea, P. aeruginosa et P. stutzeri). Les espéces P. agarici, P. gingeri
et P. rhizosphaerae, qui n'ont été rattachées a aucun groupe taxonomique dans les travaux de
Gomila et al. (2015) et de Garrido-Sanz et al. (2016), sont également représentées par une
souche. Des amplifications partielles de gacA ont été obtenues pour toutes les souches de la
collection et, pour pvdQ, pour toutes les souches de Pseudomonas spp. fluorescents. En
revanche, la séquence partielle de pvdA n'a pu étre amplifiée que pour une partie des
Pseudomonas spp. fluorescents ; les souches négatives correspondant a des pathogénes ou a
des phytopathogénes. Pour chaque gene, les séquences partielles obtenues par amplification
PCR ont été analysées avec d’autres séquences provenant de souches de références
supplémentaires disponibles dans les banques de génes internationales. Les trois arbres
correspondants sont présentés Figure S1 (Figure supplémentaire dans le manuscrit qui sera
soumis). Pour chacun des 3 genes étudiés, les regroupements réalisés sur la base de
I'homologie des séquences permettent d'identifier clairement les groupes taxonomiques
décrits au sein du genre Pseudomonas par Garrido-Sanz et al. (2016). Dans la grande majorité
des cas, les groupes taxonomiques identifiés sont supportés par des valeurs de bootstrap
élevées (67% a 100%). Des exceptions sont constituées par les souches des groupes
P. koreensis, P. gessardi et P. mandelii. Au sein de ce dernier groupe, seules les souches
appartenant a l'espéce P. lini forment un sous-groupe homogéne supporté par de fortes
valeurs de bootstrap (96% pour gacA, 100% pour pvdQ, et 98% pour pvdA). Les autres souches

ont bien été rattachées au groupe P. mandelii pour gacA et pvdQ mais présentent des niveaux
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Tableau 2. Distribution des types de pyoverdines identifiés sur la base de profils IEF dans différents groupes taxonomiques de Pseudomonas spp.
fluorescents.

type de pvd
dessouchesde a b o d f g h 0 k m n o p (¢ s vV w Yy u
références (R)

type de pvd
des isolats des
pois (P)

P. corrugata R R R- R

C d e f g k s t
8)* (@3)*  (9* (12 (7* (11)* (10*  (51)*

P. koreensis R R- P R- R
P. gessardii R R R R
P. mandelii R R R-

P. jessenii R

P. fluorescens R R- R- R R
P. syringae R

P. protegens R

P. chlororaphis R R

P. aeruginosa R R

P. putida R R R

*: Nombre d’isolats dont le génotype a été déterminé sur la base du polymorphisme de gacA et pvdQ. Les types | et r n’ont pas été assignés. Le
profil u représente des profils uniques
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d'identité plus faibles entre-elles et avec les souches du sous-groupe P. lini. Les souches du
groupe P. koreensis ont été regroupées par les séquences des 3 génes mais ces regroupements
ne sont supportés par de fortes valeurs de bootstrap que pour pvdQ et pvdA (respectivement
92% et 93%). Les souches du groupe P. gessardii ont également été regroupées mais dans
deux ensembles différents qui sont, eux, soutenus par de fortes valeurs de bootstrap. Les
souches types de P. agarici, P. gingeri ont été associées dans un méme groupe fortement
supporté par les valeurs de bootstrap pour pvdQ (100%) et gacA (88%). Les séquences
présentant le plus d'homologie avec la séquence partielle de gacA de P. rhizosphaerae, souche
non fluorescente, étaient celles des souches du groupe P. lutea, également proches dans les
phylogénies présentées par Gomila et al (2015) et Garrido-Sanz et al. (2016). En conclusion,
les séquences des genes gacA et pvdQ, ont permis d'obtenir des résultats pour la majorité des
souches de référence de Pseudomonas (gacA) ou de Pseudomonas ssp. fluorescents (pvdQ)
étudiées et de les replacer dans les groupes taxonomiques définis pour ce genre par Gomila
et al. (2015) et Garrido-Sanz et al. (2016). En revanche, en raison du nombre important de
souches pour lesquelles la séquence pvdA n'a pas pu étre amplifiée, ce géne n'a pas été

conservé comme marqueur potentiel de diversité dans la suite de I'étude.

Les résultats du typage des pyoverdines sur la base des profils d’isoélectrofocalisation
(IEF) sont présentés dans le Tableau 1. Différents profils IEF sont présentés en exemple
Annexe 2. A I'exception de 10 souches pour lesquelles la production de pyoverdine a été trop
faible ou nulle dans nos conditions expérimentales (noté « nd » dans le Tableau 1), un profil
IEF a été obtenu pour toutes les souches de Pseudomonas spp. fluorescents de la collection
de référence. Les résultats de la caractérisation des pvd par profils IEF sont présentés Figure
S1 et dans le Tableau 1. Vingt-sept profils IEF différents ont été décrits pour les souches de

référence. Huit de ces profils n'ont été observés que pour une seule souche (uniques).

Une correspondance est observée entre les regroupements des souches faits sur la base
de I'analyse des séquences des genes gacA et pvdQ et ceux basés sur les profils IEF et utilisés
comme indicateurs des types de pyoverdines produites (Figure S1, Tableau 2). Pour les
souches de 3 des groupes taxonomiques, P. jessenii, P. protegens et P. syringae, un seul type
IEF a été décrit, respectivement les types h, p et j. Ces types de pvd n'ont été décrits dans
aucun des autres groupes taxonomiques (Tableau 2). Dans les autres groupes taxonomiques,

plusieurs types de pvd ont été décrits (Tableau 2). On remarque cependant que certains types
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Figure 1. Comparaison des distributions des Pseudomonas spp. fluorescents isolés de la
rhizosphére de deux cultivars de pois, S, sensible, et T, tolérant a la chlorose ferrique sur la
base de caractéristiques taxonomiques et fonctionnelles. (A), Distribution des isolats
appartenant aux 10 génotypes gacA majoritaires dans les groupes taxonomiques de
Pseudomonas correspondants. (B), Distribution des isolats appartenant aux 10 génotypes
gacA majoritaires dans les 8 types de pyoverdines correspondants. (C), Distribution de tous
les isolats produisant une des 8 pyoverdines majoritaires dans les types de pvd
correspondants. Les types de pyoverdines ont été définis sur la base de profils IEF. Les
distributions ont été comparées en utilisant le test exact de Fisher en présence d'effectifs
inférieurs a 5 et le test du Chi-deux de Pearson dans les autres cas.*, p < 0.05.
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de pvd sont spécifiques d'un groupe taxonomique (Tableau 2, colonnes blanches), alors que
d’autres ont été décrits pour des souches appartenant a des groupes taxonomiques différents
(Tableau 2, colonnes grises). A I'exception des souches de P. aeruginosa, les souches dont les
séquences gacA et pvdQ présentent de fortes identités (respectivement >98% et >97,5%) et
dont le regroupement est supporté par de fortes valeurs de bootstrap (de 99% a 100 %)

produisent les mémes types de pvd (Figure S1).

3.2. Etude de la diversité des Pseudomonas spp. fluorescents isolés de deux cultivars de
pois S et T et des pyoverdines correspondantes

Une analyse de profils BOX-PCR a été réalisée en amont de celle du polymorphisme des
génes gacA et pvdQ. L'objectif était d’identifier les bactéries présentant un fond génétique
similaire afin (i) d'étudier des groupes d'isolats dont la représentation était d'au moins 2,5%
de la totalité (comprenant au moins 7 individus) et (ii) de limiter I'étude des groupes a celle
d'isolats représentatifs. Cette analyse a placé 151 des 248 isolats (61%) provenant des pois S
et T dans 9 groupes comprenant chacun de 7 a 51 isolats. Le polymorphisme des séquences
partielles de gacA et pvdQ a été étudié sur 39 isolats représentatifs de ces groupes
(Tableau 1). Dix génotypes ont été décrits a partir des regroupements réalisés sur la base de
I'hnomologie des séquences gacA (Fl-al, Fl-c7, Fl-c9, Ko-al, Ko-a3, Ko-a4, Ko-a5, Co-b10, Ma-
al, Ma-a4) (Figure S1 et Tableau 1). Des regroupements faits a partir de I'analyse des
séquences pvdQ ont donné des résultats identiques (Figure S1 et Tableau 1). Le nom des
génotypes gacA a été utilisé dans la suite de I'étude. Les bactéries des 10 génotypes décrits
appartiennent toutes au complexe P. fluorescens (Figure S1). Les isolats présentant les
génotypes : (i) Fl-al, FI-c7, Fl-c9, ont été regroupés avec les souches du groupe P. fluorescens,
(ii) Ko-al, Ko-a3, Ko-a4, Ko-a5, ont été regroupés avec les souches du groupe P. koreensis, (iii)
Co-b10, ont été regroupés avec les souches du groupe P. corrugata, et (iv) Ma-al, Ma-a4, ont
été regroupés avec les souches formant le sous-groupe P. lini au sein du groupe P. mandelii.
La distribution des isolats des deux pois S et T appartenant aux 10 génotypes les plus
représentés au sein des 4 groupes taxonomiques auxquels ils ont été rattachés, P. fluorescens,
P. koreensis, P. corrugata et P. mandelii, est présentée Figure 1A. Aucune différence de
répartition dans les groupes taxonomiques n'a été observé entre les isolats des deux pois (Test

exact de Fisher, p=0,772).
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Le polymorphisme des pyoverdines produites par les isolats appartenant aux dix
génotypes les plus représentés au sein des isolats de pois a été étudié sur la base de leurs
profils IEF. Huit profils IEF (c, d, e, f, g, k, s, t) ont été observés. Six de ces 8 profils (c, d, f, g, k,
s) ont été également obtenus pour des souches de référence de la collection étudiée. Les
profils, 'e' et 't', n'ont été décrits que pour des isolats de pois. La distribution des isolats des
deux pois S et T appartenant aux dix génotypes décrits dans ces huit types de pyoverdines est
présentée Figure 1B. Les huit types de pvd sont représentés chez les isolats des deux pois.
Toutefois, la distribution des deux pvd dominantes, t et d, varie significativement entre les
pois S et T (Figure 1B). La pvd t est la plus représentée parmi les isolats issus du pois T alors
qgue la pvd d est la plus représentée parmi les isolats issus du pois S. Cette différence a été
maintenue lorsque I'étude du polymorphisme des pvd a été étendue a I'ensemble des 248
isolats de pois (Figure 1C). Au total, 222 des 248 (88%) isolats provenant des pois Set T
produisaient I'une des 8 pyoverdines préalablement décrites ; la pvd t étant produite par 29%
des isolats du pois T et la pvd d par 21% des isolats du pois S. Onze autres types de pvd, non
observés au préalable pour les souches de référence, ont été obtenus pour 20 des 26 isolats
restants. Ces pyoverdines n'étaient produites que par 1 a 4 souches. Aucun profil IEF n’a été

obtenu pour les 6 derniers isolats.

Chacun des 10 génotypes dominants de Pseudomonas spp. fluorescents, initialement
définis par l'analyse des séquences partielles de gacA et pvdQ, a regroupé des isolats
produisant tous le méme type de pvd ; ce type correspondant a I'une des 8 pyoverdines
majoritaires. Les génotypes FI-c9, Ko-a4, Fl-al, Ko-a5, Fl-c7 et Co-bl0 produisent
respectivement les pvd t, f, s, e, k, et c. Les génotypes Ko-a3 et Ko-al produisent le méme type
de pyoverdine, d (Tableau 1). De méme, les génotypes Ma-al et Ma-a4 produisent, le méme
type de pyoverdine, g (Tableau 1). Ainsi, comme observé pour les souches de référence, les
souches regroupées sur la base de séquences dont l'identité est supérieure ou égale a 98%
pour gacA et a 99,2% pour pvdQ produisent toutes un méme type de pvd (Figure S1). Les
isolats de pois de cinq de ces 10 génotypes dominants étaient regroupés avec une ou plusieurs
souches de référence pour lesquelles un type de pvd a été décrit: (i) les isolats du génotype
Co-b10 ont été regroupés avec la souche type de P. kilonensis CFBP53727, et tous produisent
la pvd de type ¢, (ii) les isolats du génotype Ko-a4 ont été regroupés avec la souche CFBP11400

de P. fluorescens, et tous produisent la pvd de type f, (iii) les isolats du génotype Ma-al et
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Ma-a4 ont été regroupés avec des souches de P. lini (respectivement MTRJ5121 et DLRp214),
et tous produisent la pvd de type g, (iv) les isolats du génotype Fl-al ont été regroupés avec

la souche type de P. defensor WCS3747, et tous produisent la pvd de type s.

109



Figure S1. Arbres phylogénétiques construits avec la méthode NJ (Neighbour joining) a partir
de distances génétiques calculées selon le modeéle de Kimura a deux parameétres. (A), arbre
construit sur la base de 177 séquences gacA et enraciné sur une séquence provenant d’E. coli.
(B), arbre construit sur la base des 171 séquences pvdQ et enraciné sur les séquences
provenant du groupe P. aeruginosa. (C), arbre construit sur la base des 115 séquences pvdA
et enraciné sur les séquences provenant du groupe P. aeruginosa. En bleu : profils IEF des
pyoverdines associées a chaque souche et groupes d’espéces définis selon Garrido-Sanz et al.
(2016). -, aucune caractérisation du profil IEF n’a été effectuée. nd, aucun profil IEF n’a été
obtenu. Seules les valeurs de bootstrap (1000 réplicas) supérieures a 50% (0.50) ont été
affichées. 7, indique les souches types. Les noms en gras indiquent les isolats des pois S et T.
Lorsqu’elle a été étudiée, la composition de la chaine peptidique de la pyoverdine est
présentée en gris a droite du profil IEF de la souche correspondante.
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Chapitre Il

Impact du génotype de pois sur les communautés bactériennes,

fluorescents et les pyoverdines associées
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Chapitre Il :

Impact du génotype de pois sur les communautés bactériennes, les Pseudomonas spp.
fluorescents et les pyoverdines associées
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Figure 2. Distribution des isolats de Pseudomonas spp. fluorescents isolés de la rhizosphere
des cultivars de pois S et T selon leur CMI de 8-hydroxyquinoline (molécule complexant le fer
et limitant sa disponibilité proportionnellement a sa concentration). Les deux distributions
sont significativement différentes selon une comparaison faite sur la base d'un test exact de

Fisher (p = 8,078 .10°8).
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3.3. Comparaison de la sensibilité au stress ferrique des Pseudomonas isolés de la
rhizosphére des cultivars de pois S et T

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de 8-hydroxyquinoline (8HQ) a été étudiée
pour les 248 isolats des deux cultivars de pois. La distribution des isolats de pois en fonction
de leur CMI de 8HQ varie significativement selon le cultivar d'origine (Figure 2).
Collectivement, les isolats du cultivar T de pois, tolérant a la chlorose ferrique, sont plus aptes
a se développer dans des conditions de disponibilité en fer limitée par la présence de 8HQ que
ceux du cultivar S, sensible a la chlorose ferrique. La différence la plus importante a été
observée pour la classe de CMI de 16 pg.ml?* pour laquelle la fréquence des isolats est bien

plus élevée pour T (51%) que pour S (24%).

3.5. Comparaison de la diversité des communautés bactériennes totales de la rhizosphére
des cultivars de pois Set T

Globalement, la diversité bactérienne alpha a été évaluée selon trois indices de diversité
couramment utilisés : Observed, Chaol, et ACE. La différence entre les cultivars de poisSet T
évaluée, n'est pas significative au seuil de 5% (Observed p=0,1603; Chaol p=0,1152 et ACE
p=0,0988). Néanmoins une tendance indiquant que la diversité du microbiote associée au
cultivar T pourrait étre plus importante que celle associée au génotype S a pu étre observée

sur la base de l'indice ACE.

L'analyse des communautés totales bactériennes n’a globalement pas montré de
différences significatives entre les pois S et T, excepté pour la famille des Oxalobacteraceae
(appartenant aux Burkholderiales au sein des béta-proteobactéries) plus abondante chez S (p-
value < 5%) et celle des Xanthomonadaceae (appartenant aux Xanthomonadales chez les

gamma-protéobactéries) plus abondante chez T (p-value < 10%).
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Tableau 3. Protection des cultivars de pois S et T contre la pourriture racinaire par inoculation d'isolats
de Pseudomonas spp. fluorescents caractérisés par leur génotype gacA et le type de pyoverdines (pvd)
produite, et activité antagoniste des pyoverdines (pvd) purifiées a I'encontre de |'agent de la maladie
A. euteiches. Les types de pyoverdines ont été définis sur la base de profils IEF. L'antagonisme
a été évalué en boite de Pétri par I'aire en cm? de la zone d'inhibition de croissance du
pathogéne autour d'un dép6t de pyoverdine (65 nmoles). La protection contre la maladie a
été évaluée par la mortalité de plantes cultivées in vitro 18 et 21 jours (18J, 21J) apres
inoculation du pathogene et par l'aire sous la courbe de progression de la maladie 21 jours
apreés inoculation du pathogene ou AUDPC 21J (Area Under the Disease Progress Curve).

Pois S Pois T
Isolats ovd génotypes anta;c‘)’:isme Mortalité Mortalité AUDPC Mortalité Mortalité AUDPC
gacA (cm?) 18J 21) 21) 18J 21) 21)

témoins

sans 0 71% 86% 72+ 24 44% 56% 73+36
bactérie/pvd

B426 t Fl-c9 1.8 (cd) 0% 30% 68+ 20 30% 60% 72+ 36
D4214 d Ko-a3 1.9 (bcd) 22% 33% 73+ 21 0% 13% 74+ 16
B326 d Ko-al 2.1 (bcd) 13% 25% 59+ 25 38% 38% 76+ 29
B2216 f Ko-a4 3 (ab) 22% 22% 72+ 18 14% 14% 73+ 20
D228 3 Fl-cal 2.8 (abc) 63% 63% 72+ 28 13% 50% 63+ 21
D4218 e Ko-a5 2 (bcd) 29% 71% 76+ 24 33% 33% 66+ 35
D424 C Co-al0 1.1 (d) 38% 38% 72+ 21 0% 14% 57+ 22
C7R12 c  Cobs  34() 33% 76117 22% 56%  75:20

AUDPC calculée a partir d'une notation selon Wicker et al. (2001).

Code couleur pour la mortalité : 0%, 1-25%, 26-50%, 51-75%,

B et D au début du nom d'isolat indiquent respectivement un isolement des pois T et S.

Des lettres différentes entre parentheses indiquent une différence significative mise en
évidence par une ANOVA suivie du test post-hoc LSD de Fisher avec une correction de
Bonferroni.
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3.6. Activité antagoniste des pyoverdines a 'encontre de I'agent de la pourriture racinaire
(Aphanomyces euteiches) et protection des cultivars de pois S et T contre la maladie par les
souches qui les produisent

Sept pyoverdines purifiées a partir de cultures de souches de Pseudomonas spp.
fluorescents fréquemment représentées dans la rhizosphére des pois S et T et la pyoverdine
d’une souche de référence, P. fluorescens C7R12, ont été testées pour leur activité antagoniste
a I'encontre d'A. euteiches. Six types de pyoverdine différents étaient représentés pour les
huit pvds étudiées (c, d, e, f, s, t). Les résultats sont présentés dans le Tableau 3. Toutes les
pyoverdines ont eu un effet antagoniste a I'encontre de I'oomycete phytopathogéne. Dans
tous les cas, leur activité a été inhibée en présence de fer. L'antagonisme observé était donc
bien associé a la compétition pour le fer (Figure S2). La pvd de type c de la souche modéle
C7R12 présentait la plus forte activité antagoniste. Pour les isolats du pois, la pvd f de la souche
B2216 avait la plus forte activité, la différenciant significativement de celle de la pvd t produite

par B426 et c produite par D424.

Les 7 isolats de pois et la souche modeéle P. fluorescens C7R12, produisant les 8
pyoverdines étudiées pour leur activité antagoniste a I'encontre d'A. euteiches, ont été testés
pour leur aptitude a protéger les pois S et T contre la pourriture racinaire provoquée par cet
agent pathogene. Les valeurs d'AUDPC, présentant une grande variabilité, n'ont pas permis
de mettre en évidence de différences significatives entre les traitements (Tableau 3). Bien que
la mortalité des plantes ait aussi présenté beaucoup de variabilité, des résultats intéressants
peuvent étre notés. En I'absence de traitement, pour le pois S, les pourcentages de plantes
mortes aprés 18 et 21 jours, 71% et 86%, ne sont pas significativement différents du niveau
théorique de 100% correspondant a une mortalité totale des plantes (test exact de Fisher ;
p=0.46 et p=1). A l'inverse, pour le pois T, le pourcentage de plantes mortes aprés 18 jours,
44% est significativement différent du niveau théorique de 100% de plantes mortes (test exact

de Fisher ; p=0.0029).

La variabilité des résultats ne permet pas de conclure a des différences significatives
dans la protection assurée par les souches. Cependant, pour les deux cultivars de pois, le taux
de mortalité le plus élevé aprées 21 jours, dans les deux cas identiques a celui du témoin non

traité, a été observé en présence de la souche modeéle C7R12.
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C7R12 c +Fe C7R12c

Figure S2. Antagonisme in vitro de différents types de pyoverdines a I'encontre d’A. euteiches
en présence ou non de fer. L'aire des zones circulaires d'inhibition de la croissance du
mycélium de I'oomycete, visibles en clair autour des disques de papier filtre imprégnés de pvd
ou d'eau (témoin) apparaissant en noir, a été évaluée en mesurant 4 rayons (visualisés par des
traits pour I'exemple). Le type de pvd (c, d, f, e, s, ou t) est précédé du numéro correspondant
au type BOX-PCR de la souche a partir de laquelle la pvd a été purifiée. +Fe, présence de fer
dans le milieu de culture. La pyoverdine de la souche modele P. fluorescens C7R12 produisant
une pyoverdine de type « ¢ » a aussi été testé.
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4., Discussion

4.1. Développement d’'une méthode moléculaire de caractérisation de la diversité des
Pseudomonas spp. fluorescents et des pyoverdines correspondantes

Afin d'identifier des genes marqueurs de la diversité des Pseudomonas spp. fluorescents
et des pyoverdines produites par ces bactéries, le polymorphisme de séquences partielles de
3 génes, gacA, un régulateur global de transcription, ainsi que pvdQ et pvdA, deux génes
impliqués directement dans la synthese des pyoverdines, a été étudié pour une collection de
souches de référence. Le polymorphisme a été comparé a celui de profils IEF utilisés comme
marqueurs des types de pyoverdines produites par les souches correspondantes. L'analyse de
la diversité de Pseudomonas spp. fluorescents isolés de la rhizosphere de deux cultivars de
pois, I'un sensible, S, et I'autre tolérant, T, a la chlorose ferrique, et des pyoverdines produites
par ces isolats a contribué a évaluer l'intérét de I'utilisation des séquences choisies comme
marqueurs.

Pour les 3 génes étudiés, I'analyse des séquences a permis d'identifier clairement les
groupes taxonomiques du genre Pseudomonas auxquels appartiennent les souches de
référence et décrits précédemment sur la base de la concaténation de séquences de plusieurs
génes de ménage (16S rRNA, gyrB, rpoB et rpoD) (Gomila et al., 2015; Garrido-Sanz et al.,
2016). Les génes gacA et pvdQ sont apparus comme de bons marqueurs de la diversité
taxonomique des Pseudomonas spp. fluorescents. Le géne gacA présente l'avantage de
permettre également l'identification de souches d'especes non fluorescentes. Si pvdQ a
permis d'identifier la quasi-totalité des souches du groupe des Pseudomonas spp.
fluorescents, en revanche pvdA n'a pas été amplifié pour plusieurs d'entre elles dont les
souches du groupe P. syringae. Le défaut d'amplification était attendu puisque les pyoverdines
qui ont été décrites pour ce groupe (P. syringae, P. viriidiflava, P. cichorii) ne comportent pas
d'ornithine (Jalich et al., 2001; Bultreys et al., 2003). D'autres pathogenes (P. blatchfordae, P.
gingeri) se trouvent aussi parmi les souches pour lesquelles pvdA n'a pas pu étre amplifié.
D'autres souches encore sont des pathogénes opportunistes de I'Homme (P. mosselii)
(Mazurier et al., 2015).

La comparaison du polymorphisme de gacA et pvdQ a celui des types de profils IEF des
pvd produites par les souches de référence a montré que les séquences partielles des deux

génes peuvent permettre d'identifier les pyoverdines produites par des souches inconnues.
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C'est le cas pour les souches appartenant a des groupes ou sous-groupes taxonomiques pour
lesquels un seul type spécifique de pvd a été décrit comme P. syringae, P. jessenii, et les
souches de I'espéce P. protegens. C'est également le cas, au sein du complexe P. fluorescens :
les souches formant des sous-groupes, définis sur la base d'un fort niveau d'identité de
séquences, produisent un méme type de sidérophore. En accord avec ces résultats, les
pyoverdines dont la structure a été décrite dans la littérature pour les souches du groupe
P. syringae sont toutes identiques ou tres proches (Jilich et al., 2001). Dans ce groupe, seule
la chaine peptidique de la pvd des souches de P. cichorii differe. Néanmoins cette différence
ne porte que sur un acide aminé ; une glycine se substituant a la sérine présente pour les
souches des autres especes du groupe (Bultreys et al.,, 2003). De méme, les souches de
P. jessenii étudiées antérieurement appartenaient toutes a un méme sidérovar, défini par un
méme profil d'IEF et |la capacité a incorporer les mémes sidérophores hétérologues (Meyer et
al., 2002). L'existence de sous-groupes de souches trés proches pour les séquences étudiées
et produisant le méme type d'IEF au sein de groupes taxonomiques dans lesquels une grande
diversité est décrite (P. fluorescens, P. corrugata, P. mandelii, P. koreensis) est en accord avec
I'observation de correspondances entre taxonomie et sidérovars qui avait conduit certains
auteurs a proposer le siderotypage, comme outil d'identification taxonomique (Fuchs et al.,
2001; Meyer et al., 2007). En revanche, I'observation de types de pvd communs a des souches
différenciées sur la base de leur génome entier appartenant a un méme groupe taxonomique
(ex : pvd 's' pour P. defensor WCS374, P. fluorescens SBW25 et P. simiae WCS417) et la
description de pvd identiques dans des groupes taxonomiques différents (pvd c, d, f et y) sont
des éléments qui vont a I'encontre de cette proposition. L'utilisation des profils IEF comme
indicateur de la structure des pvd présente des limites. C'est une technique moins résolutive
gu'une analyse en spectrométrie de masse et des pvd différentes peuvent étre donc
regroupées par leurs profils IEF. Néanmoins, il a été montré par ailleurs que WCS374, SBW25
et WCS417 partagent bien une pyoverdine de structure trés proche (Berendsen et al., 2015).
De méme, les pyoverdines de type 'c' des souches A6 et C7R12, appartenant a des groupes
taxonomiques différents, partagent bien une méme structure (Meyer et al., 2007; Laurent
Ouerdane communication personnelle). Ces résultats confortent nos observations qui
montrent que les souches d'un méme groupe taxonomique partagent un ensemble de types
de pvd et que certains types de pvd semblent pouvoir étre retrouvés dans différents groupes

taxonomiques. Ce schéma pourrait apporter un complément a la théorie majoritairement
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rapportée selon laquelle la grande variabilité de la chaine peptidique des pyoverdines,
facilement modifiée du fait d'une synthése assurée par des NRPS, serait principalement
destinée a éviter une récupération par des microorganismes dits tricheurs. Les incongruences
entre la phylogénie et les pyoverdines produites suggerent plutét I'existence de transferts
horizontaux permettant une adaptation a un environnement particulier. Cette idée est en
accord avec les travaux de Smith et al., (2005) qui avaient montré que les génes de synthese
de la pyoverdine ne sont pas compris dans le core génome des Pseudomonas spp. fluorescents
et seraient donc associés a des fonctions adaptatives. La chaine peptidique des pvd pourrait
avoir une fonction autre que permettre une récupération spécifique des ferripyoverdines par
les souches ayant synthétisé les pvd correspondantes. Les travaux de Jilich et al. (2001) sur la
pyoverdine des souches de P. syringae sont en accord avec cette hypothése. Ces auteurs ont
montré que cette pvd ne comporte pas d'ornithine et que les deux sites de ligation du fer de
la chalne peptidique sont situés au niveau d'acides aspartiques (OHAsp). D'aprés Jilich et al.
(2001) cette structure particuliére, qui confére a la pyoverdine des souches de P. syringae une
forte affinité pour le fer a pH 5, pourrait constituer un avantage pour les souches la produisant
dans des environnements acides. L'absence d'amplification de pvdA pour d'autres pathogénes
n'appartenant pas au groupe P. syringae mise en évidence dans la présente étude suggere
aussi une absence d'ornithine dans ces pvd. |l serait intéressant d'étudier leur structure afin
de savoir si les acides aminés de liaison avec le fer pourraient aussi leur conférer un avantage

dans un milieu a pH particulier.

Globalement, en utilisant gacA et/ou pvdQ comme marqueur, l'identification du type de
pvd potentiellement produit pour une souche inconnue va dépendre (i) de son appartenance
a certains groupes taxonomiques spécifiques ou (ii) de la présence parmi les références de
souches ayant un type pvd connu et partageant une forte identité avec elle. Dans I'étude de
la diversité des isolats du pois, cette situation a été retrouvée pour 5 des 10 génotypes
dominants étudiés (Fl-al, Ko-a4, Co-b10, Ma-al et Ma-a4). Pour les 5 autres génotypes, il a
néanmoins été possible de déduire des analyses des séquences de gacA et pvdQ que les isolats
y étant rattachés produisaient un méme type de pvd. De plus, I'analyse des types IEF des
isolats correspondants a permis d'enrichir le panel des références et, en particulier, de décrire
deux nouveaux types de pvd (e, t) produits par les isolats du pois rattachés aux groupes P.

koreensis et P. fluorescens. Si la description de la diversité des pvd avec gacA ou pvdQ dépend
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des références disponibles, en revanche, on peut envisager d'utiliser ces génes, et en
particulier pvdQ qui présente plus de polymorphisme que gacA, pour construire des amorces
spécifiques. La présence et I'abondance de groupes de souches produisant des pyoverdines

particuliéres pourraient donc étre étudiées par PCR quantitative avec ce marqueur.

4.2. Comparaison de la diversité des Pseudomonas spp. fluorescents isolés des deux
cultivars de pois S et T et des pyoverdines correspondantes

L'utilisation de gacA et de pvdQ a permis d'obtenir les mémes résultats dans la
description de la diversité taxonomique et fonctionnelle (pvd) des génotypes majoritaires des
isolats du pois représentant 61% de la totalité des bactéries isolées. Tous ces isolats, regroupés
en 10 génotypes dominants, appartenaient au complexe P. fluorescens. lls appartenaient en
majorité et en proportions comparables aux groupes P. fluorescens (48%) et P. koreensis
(42%). Aucune différence n'a été observée dans la représentation globale des isolats de
P. fluorescens et P. koreensis selon qu'ils aient été isolés du pois sensible (S) ou tolérant (T) a
la chlorose ferrique. Le méme génotype (Fl-c9), appartenant au groupe P. fluorescens, est
dominant pour les isolats des 2 pois avec une représentation plus importante pour les isolats
du pois T (25%) que pour les isolats du pois S (15%). Ce génotype forme un groupe homogeéne
n'incluant aucune des références utilisées. Parmi les souches de référence les plus proches on
trouve P. fluorescens SBW25 et P. simiae WCS417. Globalement, la comparaison des isolats
des 2 pois au niveau des groupes taxonomiques décrits pour le genre Pseudomonas n'a pas

permis d'observer de différences importantes.

En revanche, la comparaison des types de sidérophores produits a permis de mettre en
évidence des dominances différentes chez les deux pois. Le type t de pvd domine pour le pois

T alors que c'est le type d qui domine pour le pois S.
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4.3. Comparaison de la sensibilité au stress ferrique des Pseudomonas isolés de la
rhizosphere des cultivars de pois S et T

L'évaluation des CMI de 8HQ pour les isolats des 2 cultivars de pois a permis de mettre
en évidence une capacité globale a résister a une carence en fer plus importante pour les
bactéries associées au pois tolérant a la chlorose ferrique que pour celles associées au pois
sensible. Des travaux antérieurs ont montré, par la méme méthode, que les Pseudomonas
associés aux racines d'un tabac transgénique surexpresseur de ferritine résistaient
globalement mieux a la carence en fer que ceux associés a la plante sauvage prélevant moins
de fer dans la rhizosphére que le transgéne (Robin et al., 2007). La similitude observée entre
les résultats obtenus avec les 2 cultivars de pois et avec les deux génotypes de tabac conforte
I'hypothése selon laquelle la capacité a acquérir le fer d'une plante tolérante serait plus élevée
qgue celle d'une plante sensible a la carence en fer. Cependant aucune correspondance globale
n'a été identifiée entre les CMI de 8HQ et I'identité taxonomique des isolats ou encore, le type
de pvd produit (résultats non présentés). Différents facteurs peuvent expliquer cette
situation. Une plus grande capacité des bactéries a résister a la carence en fer n'est pas
nécessairement liée a leur capacité a acquérir le fer et donc a la production de sidérophores.
Les besoins en fer de leur métabolisme peuvent varier (Neilands, 2014; Chandrangsu et al.,
2017). De plus, la quantité de sidérophores produits peut varier selon les bactéries (Ponraj et
al.,, 2012). La pyoverdine n'est pas le seul sidérophore produit par les Pseudomonas spp.
fluorescents. lls produisent des sidérophores secondaires (Cornelis, 2010; Matthijs et al.,
2016). Enfin, d'autres molécules produites par ces bactéries ont aussi une activité de

sidérophore comme par exemple |'acide salicylique, les phénazines ou des acides organiques.
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4.5. Comparaison de la diversité des communautés bactériennes totales de la rhizosphére
des cultivars de pois Set T

La comparaison des communautés bactériennes totales associées aux racines des 2
cultivars de pois a mis en évidence une diversité plus importante pour le pois tolérant et une
présence accrue des Xanthomonadaceae alors que les Oxalobacteraceae étaient plus
abondantes pour le pois sensible. Bien que faibles et a la limite des seuils de signification, ces
différences indiquent qu'en plus des Pseudomonas, d'autres composantes du microbiote des
deux pois different. Ces deux grandes familles ont toutes deux été retrouvées dans de
nombreuses études concernant le microbiote de la rhizosphere. La famille des
Xanthomonadaceae est étudiée pour des especes phytopathogenes comme certains
Xanthomonas ou Stenotrophomonas, cependant d’autres espéces non pathogénes sont aussi
associées aux plantes (Bansal et al., 2019). Certaines bactéries du genre Stenotrophomonas
seraient impliquées dans la production de composés volatiles antifongiques (Zou et al., 2007).
Il a également été montré que les Oxalobacteraceae sont retrouvées en association avec de
nombreuses espéces de plantes. Certaines especes sont capables d’améliorer la croissance
des plantes via la production de sidérophores ou encore d’hormones (Baldani et al., 2014). Les
bactéries de cette famille sont aussi associées aux mycorrhizes (Offre et al., 2008). Pour les
Pseudomonas, c’est sur la base de criteres fonctionnels (type de pvd et résistance a la carence
en fer) que des différences ont été mises en évidence entre les isolats des deux cultivars de
pois. Les faibles différences enregistrées sur des critéres taxonomiques pour les autres
composantes du microbiote pourraient donc aussi correspondre a des différences

fonctionnelles plus importantes.

4.6. Activité antagoniste de pyoverdines a I’encontre de I'agent de la pourriture racinaire
(Aphanomyces euteiches) et protection des cultivars de pois S et T contre la maladie par les
souches qui les produisent

Les 8 pvd purifiées testées ont toutes exercé une activité antagoniste liée a la
compétition pour le fer a I'encontre d'A. euteiches. Les Pseudomonas présents en majorité
dans la rhizosphére des 2 pois sont donc potentiellement tous capables de limiter la croissance
saprophyte d'un phytopathogene en limitant la disponibilité de cet élément comme décrit
précédemment pour d'autres souches favorables a la santé des plantes (Duijff et al., 1999;

Hofte and Bakker, 2007; Matthijs et al., 2007). La plus faible activité antagoniste a été
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observée pour une pvd de type c, produite par un Pseudomonas isolé du pois S. En revanche
la pvd de la souche modeéle P. fluorescens C7R12, également affiliée au type c, a présenté la
plus forte activité antagoniste. Les solutions des 2 pyoverdines purifiées peuvent différer de
différentes facons. En particulier elles pourraient se différencier par le type de sidérophore
secondaire présent ou par sa quantité dans |'extrait purifié. Bien que minoritaires dans les
extraits de pvd, les sidérophores secondaires sont néanmoins présents et seule une
purification par HPLC permet de les éliminer des extraits de pvd. Néanmoins, il a été montré
pour plusieurs pvd que les deux types d'extraction permettent d'obtenir des résultats
comparables (Hartney et al., 2013). L'observation de la différence d'activité de 2 pvd de méme
type (c) montre les limites de I'utilisation des types IEF pour décrire certaines pvd. Des analyses
complémentaires en spectrométrie de masse devraient permettre d'améliorer l'identification

de ces molécules.

La forte variabilité des résultats obtenus dans les essais de protection des pois contre la
pourriture racinaire par inoculation des souches de Pseudomonas en a limité I'exploitation.
Un nombre de plantes par traitement plus important ou un autre type de bio-essai devront
étre utilisés a I'avenir. Néanmoins deux résultats intéressants peuvent étre soulignés. Pour le
pois S, la mortalité des plantes du traitement témoin est quasi-totale alors qu'un taux de
mortalité moins important a été observé pour le pois T. Cette observation pourrait étre
I'indicateur d'une sensibilité a la maladie plus élevée pour le cultivar S. Des études
complémentaires comprenant des essais au champ pourraient permettre d'apprécier l'intérét
de l'utilisation de résultats du pathotest développé dans cette étude (amélioré par
I'augmentation du nombre de plantes par traitement) comme 'proxy' dans |'évaluation de la
sensibilité de cultivars de pois a la pourriture racinaire. D'autre part, on peut remarquer que
la souche modele P. fluorescens C7R12, dont la pvd montre la plus forte activité antagoniste,
est aussi celle protégeant le moins contre la maladie, des taux de mortalité identiques a ceux
du témoin infesté ayant été observés apres 21 jours. En revanche certains isolats du pois,
différents selon le cultivar, ont réduit la mortalité des plantes. Ces expériences devront étre
répétées pour savoir si ces pourcentages de mortalité des plantes aprés 21 jours sont
représentatifs d'une capacité de protection contre la maladie. Néanmoins, on peut déja
remarquer que cette protection potentielle n'est pas corrélée a I'antagonisme de la pvd via la
compétition pour le fer. L'induction systémique de résistance (ISR) ou la production de
molécules ayant une activité antibiotique sont d'autres mécanismes, déja décrits pour des
souches de Pseudomonas, qui pourraient étre impliqués dans la protection de la plante

(Carruthers et al., 1994; Haas and Défago, 2005).
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5. Conclusions

En conclusion, les séquences partielles de gacA et pvdQ ciblées dans cette étude ont
permis de déterminer l|'appartenance de souches de référence a différents groupes
taxonomiques du genre Pseudomonas préalablement définis sur la base de la concaténation
de différents genes de ménage (Gomila et al., 2015; Garrido-Sanz et al., 2016). IlIs apparaissent
donc comme des marqueurs taxonomiques intéressants et pratiques permettant d'identifier
rapidement des souches et utilisables dans des études globales de communautés sans
isolements préalables. Contrairement a pvdQ, gacA permet de décrire la diversité des
Pseudomonas en incluant les espéces non fluorescentes. Les séquences partielles des 2 génes
permettent également de déterminer le type de pyoverdine produit par une souche inconnue
en révélant son appartenance a certains groupes taxonomiques particuliers ou lorsqu'elle
présente une forte identité avec des références dont la pvd est connue. La description d'une
diversité fonctionnelle est donc limitée par la disponibilité de références. Néanmoins les
séquences étudiées, et plus particulierement celle de pvdQ qui présente le polymorphisme le
plus important, peuvent étre utilisées pour définir des amorces spécifiques de groupes
fonctionnels particuliers a étudier. L'analyse des pyoverdines produites par les souches des
différents groupes taxonomiques du complexe P. fluorescens a mis en évidence |'existence
d'un type ou d'un ensemble de types de pvd partagés par les souches appartenant a un méme
groupe. La répartition de différents types de pvd au sein d'un méme groupe taxonomique
montre des incongruences avec la phylogénie du groupe et suggere I'existence de transferts
horizontaux. Certains types de pvd semblent méme pouvoir étre retrouvés dans plusieurs
groupes taxonomiques mais ces observations demandent a étre confirmées par une analyse

des pvd plus précise que celle des profils IEF.

Le travail réalisé sur les souches de références a permis de comparer la diversité
taxonomique et fonctionnelle (pvd) de Pseudomonas isolés de 2 cultivars de pois présentant
une tolérance différente a la chlorose ferrique. Aucune différence importante n'a été mise en
évidence entre les 2 ensembles d'isolats sur la base des groupes taxonomiques. En revanche
une différence intéressante a été observée au niveau fonctionnel. Le type de pvd le plus
produit par les isolats des 2 pois était différent : t, pour le pois tolérant a la chlorose ferrique
et d, pour le pois sensible. Cette observation illustre l'importance des études ciblant des
caracteres fonctionnels pour progresser dans la connaissance des interactions spécifiques

entre la plante et son microbiote (Lemanceau et al., 2017b).
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Chapitre Il : Impact du génotype de pois sur les communautés bactériennes, les Pseudomonas spp.
fluorescents et les pyoverdines associées
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Figure 2. Résultats des dénombrements sur milieu King B de bactéries fluorescentes associées
aux racines des pois S et T cultivés au champ.
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Résultats complémentaires

Des dénombrements sur milieu King B (King et al., 1954) ont été effectués au cours des
isolements bactériens réalisés a partir des pois S et T cultivés au champ. Le nombre de
bactéries cultivables présenté est la moyenne des résultats des dénombrements réalisés sur
4 échantillons composites constitués chacun de plantes cultivées dans une parcelle différente
(Figure 2). Aucune différence significative n'a été observée entre les 2 cultivars. Des résultats
similaires ont été obtenus par Robin et al. (2007) pour les Pseudomonas spp. fluorescents

associés a un tabac transgénique surexpresseur de ferritine et au tabac sauvage.

Bilan

La séquence partielle de gacA étudiée s'est révélée étre un bon marqueur pour décrire
la diversité taxonomique des Pseudomonas. En effet, les regroupements de souches de
référence observés sur la base de I'analyse de cette séquence correspondaient aux groupes
taxonomiques décrits chez les Pseudomonas par I'analyse d'un ensemble de genes de ménage
(Gomila et al., 2015; Garrido-Sanz et al., 2016). Concernant la diversité des pyoverdines, les
deux génes gacA et pvdQ peuvent fournir les mémes informations. Lorsque des souches sont
regroupées sur la base d'une identité, ou d'une trés forte homologie supportée par une forte
valeur de bootstrap pour l'une de ces séquences, on peut en déduire qu'elles produisent la
méme pyoverdine. Toutefois, I'identification du type de pyoverdine correspondant dépend de

la présence d'une souche de référence de pyoverdine connue dans le méme groupe.

La comparaison des bactéries associées aux deux cultivars de pois étudiés a mis en
évidence des différences dans la structure des communautés totales. Pour les Pseudomonas,
aucune différence n'a été mise en évidence sur la base de leur appartenance a un groupe
taxonomique. Les isolats appartenaient majoritairement aux groupes P. koreensis et P.
fluorescens sans différence significative de représentation pour les deux pois. En revanche,
des différences ont été mises en évidence par |'analyse de caractéristiques fonctionnelles liées
au fer des souches. Les souches associées au pois T, tolérant a la chlorose, étaient globalement
plus aptes a résister a une carence en fer que celles isolées du pois S, sensible a la chlorose.
La encore, les résultats étaient comparables a ceux obtenus par Robin et al. (2007) avec un

tabac transgénique suraccumulant le fer et un tabac sauvage. Par ailleurs si les deux pois ont
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recruté des Pseudomonas synthétisant globalement les mémes types de pyoverdines, la
pyoverdine produite majoritairement était différente selon le cultivar. Les résultats obtenus
ont donc montré que des génotypes de pois différant dans leur capacité a gérer un manque
de fer recrutent des microbiotes rhizosphériques qui different. Ces différences concernent
notamment les propriétés fonctionnelles liées au fer des Pseudomonas spp. fluorescents. Il
est maintenant intéressant de déterminer (i) si lorsqu'ils sont cultivés dans des sols différents,
ces pois recrutent des bactéries possédant les mémes caractéristiques fonctionnelles et (ii) si
les pyoverdines majoritairement produites par les bactéries associées a chacun des pois
(pvd1T, pour le pois T et pvd2S, pour le pois S) ont des effets différents sur le statut en fer de
ces deux plantes. Ce dernier point a fait I'objet de I'étude présentée dans le chapitre suivant.
La question relative aux caractéristiques fonctionnelles des microbiotes recrutés dans des sols
différents est en cours d'étude dans le cadre d'un projet en lien avec mon projet de thése

(POSITIF, projet de l'institut Carnot Plant2Pro).
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Chapitre Ill : Impact de sidérophores bactériens sur le statut en fer et le ionome du pois
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Avant-propos

Apreés avoir mis en évidence des différences dans le microbiote rhizosphérique recruté
par les deux cultivars de pois étudiés, I'objectif principal de ce travail a été de déterminer si,

en retour, ces différences pourraient impacter le statut en fer et le ionome des plantes.

Pour cela, I'effet d'apports de fer sous la forme de ferrisidérophores préparés avec les
pyoverdines majoritairement produites par les Pseudomonas associés au pois T et au pois S,
respectivement pvd1T et pvd2S, a été comparé pour les deux pois. Les apports en fer ont été
réalisés en conditions controlées sur des plantules de pois cultivées in vitro en présence d'une
petite quantité de fer résiduel. Un apport en fer a également été réalisé avec une pyoverdine
modele (pvdC7R12) déja étudiée pour sa capacité a modifier la nutrition en fer de plantes
comme Arabidopis ou des graminées pérennes (Shirley et al., 2011; Trapet et al., 2016;
Vansuyt et al., 2007). Des plantes témoins de deux types ont été utilisées ; des plantes ne
recevant aucun apport de fer et des plantes recevant un apport de fer sous forme d'un chélat
chimique (Fe-EDTA). Le travail a été complété par I'étude de I'effet d'une inoculation de la
souche produisant la pyoverdine modele, P. fluorescens C7R12, et de son mutant ne
produisant plus de pyoverdine (pvd-) PL1. Les biomasses et les concentrations en fer (Fe) et
en 12 autres éléments (Na, K, Co, Mo, Zn, Cu, Mn, Ca, Mg, B, P et S) des plantes ayant subi les

différents traitements ont été évaluées dans les racines et les parties aériennes et comparées.
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1. Abstract

Including more grain legumes in cropping systems is important for the development of
agroecological practices and the diversification of protein sources for human and animal
consumption. Grain legume yield and quality is impacted by abiotic stresses resulting from
fluctuating availabilities in essential nutrients such as iron deficiency chlorosis (IDC).
Promoting plant iron nutrition could mitigate IDC that currently impedes legume cultivation
in calcareous soils and increase the iron content of legume seeds and its bioavailability. There
is growing evidence that plant microbiota contribute to plant iron nutrition and might account
for variations in the sensitivity of pea cultivars to iron deficiency and in fine to seed nutritional
quality. Pyoverdine (pvd) siderophores synthesized by pseudomonads have been shown to
promote iron nutrition in various plant species (Arabidopsis, clover and grasses). This study
aimed to investigate the impact of three distinct ferripyoverdines (Fe-pvds) on iron status and
the ionome of two pea cultivars (cv.) differing in their tolerance to IDC, (cv. S) being susceptible
and (cv. T) tolerant. One pvd came from a pseudomonad strain isolated from the rhizosphere
of cv. T (pvd1T), one from cv. S (pvd2S), and the third from a reference strain C7R12
(pvdC7R12). The results indicated that Fe-pvds differently impacted pea iron status and
ionome, and that this impact varied both according to the pvd and the cultivar. Plant iron
concentration was more increased by Fe-pvds in cv. T than in cv. S. Iron allocation within the
plant was impacted by Fe-pvds in cv. T. Furthermore, Fe-pvds had the greatest favorable
impact on iron nutrition in the cultivar from which the producing strain originated. This study
evidences the impact of bacterial siderophores on pea iron status and pea ionome
composition, and shows that this impact varies with the siderophore and host-plant cultivar,
thereby emphasizing the specificity of these plant-microorganisms interactions. Our results
support the possible contribution of pyoverdine-producing pseudomonads to differences in
tolerance to IDC between pea cultivars. Indeed, the tolerant cv. T, as compared to the
susceptible cv. S, benefited from bacterial siderophores for its iron nutrition to a greater

extent.
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Chapitre Ill : Impact de sidérophores bactériens sur le statut en fer et le ionome du pois
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2. Introduction

Iron (Fe) is a micronutrient essential for living organisms, microorganisms, plants and
humans. It is indispensable to plant growth and crop iron content is a key determinant for
human health (Briat et al., 2015). In soils, the total Fe often exceeds plant requirements but
its bioavailability, being largely dependent on pH and redox conditions, is low in the
circumneutral environments in which many crop plants are grown (Lemanceau et al., 2009).
Iron bioavailability decreases sharply when pH increases with the result that iron is a limiting
factor for plant growth in calcareous soils (i.e. as much as 30% of world soils) (Chen and Barak,

1982). Plants and microorganisms have therefore developed active strategies for iron uptake.

Microorganisms release siderophores that chelate iron and subsequently internalize
the resulting complexes within their cytoplasm (Hider and Kong, 2010). Most research on iron
nutrition in plants is focused on two active strategies: (i) strategy | found in non-graminaceous
monocotyledons and dicotyledons and relying on rhizosphere acidification, reduction of Fe3*,
and Fe?* incorporation into the root, and (ii) strategy Il found in grasses and relying on the
excretion of phytosiderophores which scavenge Fe3* before being incorporated into the root
(Kobayashi and Nishizawa, 2012). However, this differentiation of plant species according to
their iron uptake strategy is now known to be an oversimplification as both strategies
contribute to iron nutrition in rice and peanut (Ishimaru et al., 2006; Xiong et al., 2013). In
addition, fluorescent phenolic compounds produced by different plant species exert
siderophore activity and represent a possible additional active strategy for both types of plant

species especially in alkaline environments (Fourcroy et al., 2014; Schmidt et al., 2014).

Efficiency of plant iron nutrition varies considerably according to the plant crop
(Hansen et al., 2006). For example, legumes (clover, soybean, chickpea, pea...) are known to
differ greatly in their susceptibility to iron deficiency chlorosis (IDC) between species and
between cultivars within a given species (Gildersleeve and Ocumpaugh, 1989; Zribi and
Gharsalli, 2002; Mahmoudi et al., 2009; Helms et al.,, 2010). The variations in iron
concentrations ([Fe]) of pea seeds, which range from 23 to 105 pg g* dry weight (DW)
depending on the cultivar (White and Broadley, 2005), open up possibilities of Fe increase via
breeding programs. Different plant traits have been proposed to account for this variability

between legume cultivars. In soybean, genome wide association strategies (GWAS) identified
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guantitative trait loci (QTL) associated with IDC and underlined the multigenic character of
this phenomenon. This approach also stressed the determinant influence of environmental
factors on the plant ionome (Mamidi et al., 2011, 2014). In pea, DNA markers determining the
mineral status of pea seeds have been identified and the effect of the plant’s field
environment on the seed contents of Fe and other minerals has also been evidenced (Ma et
al.,, 2017). Along with further progress in plant genetics and physiology, an increased

understanding of these complex plant-environment interactions is therefore required.

Siderophore-mediated iron uptake by microorganisms has long been shown to
contribute to plant nutrition under limiting conditions (Crowley et al., 1988; Crowley and
Wang, 1991; Bar-Ness et al., 1992). More particularly Fe-pyoverdines, siderophores produced
by fluorescent pseudomonads chelated to iron, are able to provide iron to strategy | and
strategy Il plants more efficiently than synthetic ferric chelate (Fe-EDTA) (Vansuyt et al., 2007;
Jin et al., 2010; Shirley et al., 2011).

We therefore propose that further attention should be given to the contribution of the
rhizosphere microbiota to plant iron nutrition. Indeed, protein families related to siderophore
production were reported to be increased in root- and rhizosphere-associated bacterial taxa
(Bulgarelli et al., 2015). More specifically, pseudomonad populations and their corresponding
siderophores in the tobacco rhizosphere have been shown to differ according to iron nutrition
of the plant genotype (wild type tobacco vs mutant overexpressing ferritin) (Robin et al.,
2006). These results showed that plants, closely related but distinguished by traits regarding
iron nutrition, can differently impact specific members of the rhizosphere microbiota and
consequently the pvds produced which in turn can differently impact the health of the host-
plant (Robin et al., 2007). Model pyoverdines were shown to promote plant iron nutrition but
very few of them have been tested for their impact on plant iron nutrition, even though
pyoverdines are known to be highly diverse, with c.a.100 different structures described so far,
and to differ in their activities (antagonism against fungal phytopathogens, induction of plant

defense reactions) (Robin et al., 2007; van Loon et al., 2008; Cézard et al., 2015).

As regards pea iron status and ionome, the question arises as to whether the promotion
of iron nutrition can vary with plant genotype and pvd type and whether the ionome can be
modified since plant Fe status appears to influence the concentration of other elements

(Cohen et al., 1998; Baxter et al., 2008; Maillard et al., 2016). We hypothesized that (i) distinct
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pvds could differently impact pea iron status and ionome and that (ii) different pea genotypes
could be differently impacted by pvds. To test these hypotheses, we compared in vitro the
effects of three distinct pvds on two pea cv. differing in their resistance to IDC (S, susceptible;
T, tolerant) and the effect of inoculating a model strain producing one of the three pvds tested,

and its pvd- mutant.

3. Materials and methods

3.1. Microbial strains and culture conditions

Pseudomonas fluorescens C7R12 (Eparvier et al., 1991; Lemanceau and Alabouvette,
1991) is a model strain already used to investigate the effects of its siderophore pyoverdine
(pvdC7R12) on plant iron nutrition (Vansuyt et al., 2007; Shirley et al., 2011; Trapet et al.,
2016). Its pyoverdine-minus mutant PL1 (mutant pvd-), had previously been obtained and
used to assess pyoverdine contribution to bacterial competitiveness and plant iron nutrition
(Mirleau et al., 2001; Landa et al., 2002; Trapet et al., 2016). Pseudomonas strains D4214 and
B426, isolated from the rhizosphere of pea cv. (cultivar) Dexter and Balltrap respectively, (see
below) were chosen because of the high representation of their respective pyoverdines (as
identified by isoelectric focusing according to Meyer et al., 2008, data not shown) in the
corresponding rhizospheres. Pseudomonas strains were grown routinely on King's medium B

(KBM) (King et al., 1954) or in KBM broth at 25°C.

3.2. Pyoverdine purification and Ferri-pyoverdine preparation

Pyoverdines pvdC7R12 from P. fluorescens C7R12, pvd2S from Pseudomonas sp. D4214,
and pvdl1T from Pseudomonas sp. B426 were obtained from cultures grown in succinate
medium (Meyer and Abdallah, 1978) at 25°C with shaking at 200 rpm for 72 h then extracted
from bacterial supernatants following the purification protocol previously described by
Hartney et al. (2013). Briefly, the supernatants were passed through a column of Amberlite
XAD- 4 before elution with 100% methanol and drying. A second chromatography step was
performed carried out in a column of LiChroprep RP-18 rinsed with EDTA and then acidified
water (pH 4.0) before elution of the pyoverdines with 80% methanol followed by their
concentration and freeze-drying prior to storage at 4°C in the dark. Ferripyoverdines (Fe-

pyoverdine or Fe-pvd) were obtained by mixing the purified pyoverdines with inorganic FeCls
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Table S1. Physicochemical characteristics of the Montardoise soil in which two pea cultivars, tolerant (T) and
susceptible (S) to iron chlorosis, were grown under field conditions. Four bulk soil samples were analyzed
independently. Soil analyses were performed commercially by the INRA Laboratory of Soil Analysis, Arras, France
(Fulfils the requirements of the standard NF EN ISO/IEC 17025).

Soil characteristics Mean (n=4) *SD*
pH 8.27 0.083
Granulometry clays (< 2um) g/kg 287.25 12.447
fine silts (2/20 um) g/kg 297.50 10.472
coarse silts (50/200um) g/kg 139.00 2.708
fine sands (50/200um) g/kg 91.00 0.816
coarse sands (200/2000um) g/ke 185.25 11.087
Miscellaneous organic carbon e/ke 19.45 1.511
total nitrogen g/ke 2.29 0.150
total CaOs g/kg 641.25 22.292
organic matter g/kg 33.68 2.613
C/N 8.50 0.332
Phosphorus (P20s) (Joret- o/ke 0.23 0.026
Hebert)
Phosphorus (P20s) (Olsen) g/kg 0.07 0.009
CEC Metson cmol/kg 11.13 0.499
CEC cobaltihexamine cmol/kg 15.68 0.922
Cobaltihexamine Calcium cmol/kg 16.88 0.690
Exchangeable Magnesium cmol/kg 0.59 0.028
(ICP-AES/EAF) Sodium cmol/kg 0.03 0.002
Potassium cmol/kg 0.96 0.103
Iron cmol/kg nd nd
Manganese cmol/kg nd nd
Aluminium cmol/kg nd nd
EDTA Copper mg/kg 2.09 0.086
Extractable Iron mg/kg 4.97 0.215
(ICP-AES) Manganese mg/kg 9.82 2.009
Zinc mg/kg 6.36 0.679
DTPA Copper mg/kg 1.30 0.074
Extractable Iron mg/kg 10.32 0.362
(ICP-AES) Manganese mg/kg 7.67 1.236
Zinc mg/kg 3.98 0.350
Tamm method Silicium §/100g 0.03 0.003
(ICP-AES) Aluminium g/100g 0.16 0.013
Iron g/100g 0.08 0.006
Merha-Jackson Silicium g/100g 0.06 0.004
method (ICP- Aluminium §/100g 0.11 0.005
AES) Iron g/100g 0.53 0.028
Total elements Aluminium g/100g 2.10 0.129
(HF - ICP-AES) Calcium §/100g 25.33 1.069
Iron g/100g 1.02 0.064
Potassium 8/100g 0.54 0.030
Magnesium 8/100g 0.25 0.009
Manganese mg/100g 568.50 16.381
Sodium g/100g 0.12 0.006
Phosphorus g/100g 0.29 0.010
Sulfur mg/kg 479.25 17.385

*_SD: standard deviation; ICP-AES; Inductively coupled argon plasma - atomic emission spectroscopy;
EAF. Electric arc furnace; HF. complete solubilization in hydrofluoric acid.
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at a molar ratio of 1:1. Concentrated Fe-pyoverdine solutions (600 uM) were prepared,

filtered, sterilized and stored at 4°C in the dark.

3.3.  Plant growth conditions and sampling

Two cultivars of Pisum sativum, Dexter and Balltrap, were chosen for their contrasting
tolerance to iron deficiency chlorosis (IDC) in field conditions: Balltrap being tolerant and
Dexter susceptible (P. Declerck, personal communication) as confirmed in a large-scale cohort
study which compared field and greenhouse results (PersPEAcase RAGT-INRA projet P.
Declerck, C. Jeudy & C. Salon; personal communication). These two cultivars are hereafter

indicated T for tolerant (Balltrap) and S for susceptible (Dexter).

Field experiment. A field experiment was performed in a calcareous loam soil (Montardoise, France)
with a low extractible iron content (DTPA-Fe =10.3 +0.34 mg kg!) and a high pH (8.27 +0.08 in water)
(main soil characteristics are presented in Supplementary Table S1). For each cultivar, four plots 1 x5
m in size were sown at the beginning of October 2016 (120 plants per m2). Visual chlorosis scores
ranging from 1 to 9 (1, no yellowing; 3, mild yellowing; 5, moderate chlorosis; 7, severe chlorosis; and
9, severe chlorosis and necrosis) were recorded three times per plot after 22 weeks and 24 (flowering
time) weeks. At weeks 24 (flowering time) and 33 (harvest time), five plants were randomly sampled
per plot and pooled. The shoots and roots of these samples were separated. Roots were washed twice
in 100 ml of sterile milliQ water and all nodules were removed. Shoots and roots were oven-dried
separately at 60°C to constant weight (dry weight, DW). At harvest time, the seeds yielded by the

samples were collected and dried separately.

In vitro bioassays. Iron supplementation and strain inoculation bioassays were performed. Seeds of
tolerant and susceptible cultivars, originating from the above field experiments, contained similar
amounts of iron (S, 9.45 +1.86 g per seed and T, 10.80 +1.55 ug per seed; F=1.241, p=0.307). After
surface sterilization by gentle shaking in 70% ethanol for 5 min and in calcium hypochlorite (1%) for 15
min, the seeds were then rinsed successively three times for 5 min in sterile demineralized water. They
were then soaked in sterile demineralized water for 2 hours and germinated in the dark at room
temperature in sterile Petri dishes containing ash-less sterilized filter paper sheets impregnated with
demineralized water. One germinated seed was put on an agar slant tube loosely capped with gauze-
wrapped non-absorbent cotton wool (day 1) which allowed the shoots to grow outwards. The agar
slant tubes with germinated seeds were covered with opaque black plastic to protect the roots from

light and placed in a growth chamber under a 16 hours photoperiod (300 umol m? s; 23°C/20°C). The
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agar slant tube (diameter, 2 cm; height, 15 cm) contained 30 mL of Hoagland medium (pH=6) (5 mM
KH.PO4 and Ca(NOs),, 2,5 mM KNOs;, 1 mM MgS0a, 50 pM H3BO3, 5 puM MnSOs, 15 pM ZnSO0s4 7 H,0, 3
UM Na;Mo04 2 H,0, 2.5 uM KI(H,0); et CuSO4 5 H,0) solidified with 15 g L™ of agar (Sigma A1296 agar,
Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). The residual iron in the agar medium was 12.52 +0.84 uM

(corresponding to 0.7 £0.05 mg kg!) as measured on three dried samples (see below for method).

In the Fe-pyoverdine supplementation bioassays, on day 7, plants were supplemented
with 8 mL of diluted (1/4) Hoagland's solution with or without Fe. The treatments were as
follows: 0 Fe (non-supplemented), Fe-EDTA (15uM), Fe-pvdC7R12 (15uM), Fe-pvd1T (15uM),

and Fe-pvd2S (15uM). Six plants were harvested per treatment on day 24 and pooled in pairs.

In the bacterial inoculation bioassays, Hoagland's agar for use in bacterial inoculation
bioassays was supplemented with Fe-EDTA (1 uM). On day 1, plants were (i) inoculated with
C7R12 (WT pvd+) or with PL1 its mutant pvd- (107 colony-forming units, CFU, per tube) or (ii)
non-inoculated, i.e., supplemented with a volume of sterile water equivalent to that of the

inoculants. Nine plants were harvested per treatment and pooled in threes.

The shoots and roots of plants grown in the bioassays were oven dried separately at

60°C to constant weight.

3.4. Determination of the ionomic composition of pea plants

Dry samples were ground into fine powder using a Retsch mixer mill mm400
homogenizer (Retsch, Eragny, France). The concentrations of 13 elements (B, Na, Mg, P, S, K,
Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo) were measured by High Resolution Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry (HR ICP-MS, Thermo Scientific, Element 2™, Bremen, Germany) following
microwave acid sample digestion as previously described by Maillard et al. (2016) and
modified as follows. All samples were spiked with two internal-standard solutions of gallium
and rhodium for final concentrations of 5 and 1 pug I3, respectively, diluted to 50 ml with Milli-
Q water to obtain solutions containing 2.0% (v/v) of nitric acid, and then filtered at 0.45 pum

using a teflon filtration system (Digifiltre, SCP Science, Villebon-sur-Yvette, France).

3.5. Extraction, separation and relative quantification of seed proteins

Total soluble proteins were extracted from four seed samples, each consisting of 30 dry

mature seeds per experimental treatment, using 500 pl of the urea/thiourea buffer for 10 mg
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of seed powder, as previously described (Gallardo et al., 2007). For each seed sample, 10 ug
proteins were separated by one-dimensional electrophoresis (1-DE) in a 12% sodium-dodecyl
sulfate polyacrylamide gel using the XCell4 Surelock™ Midi-Cell system (Life Technology,
lllkirch, France) and stained with Coomassie Blue R250. Image acquisition was performed
using the Odyssey Infrared Image System scanner (LICOR Biosciences, Lincoln, NE) with an
intensity of 7.5 and a resolution of 169 um. Protein band detection and quantification were
performed using Phoretix 1D (v11.2, TotalLab Limited, Newcastel, UK). The quantitative data
for each well were normalized by dividing the volume of each protein band by the total band
volume. The molecular weight, in kilodaltons (kDa), of each protein band was calculated using
the pre-stained low-range protein ladder (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Protein
annotation was performed by comparison with previously established 1-DE maps of pea seed

proteins (Henriet et al., 2019).

3.6. Data analyses

One-way ANOVA was used for all comparisons (i.e. roots, shoots, whole plants and seed
biomasses; visual IDC scores; iron concentration; concentrations of other elements;
root:shoot ratio of iron concentration, [Fe] R:S ratio; protein band volume to total protein
volume; percentages of increase in iron concentration). ANOVA assumptions were verified
through Shapiro-Wilks test for normality of distributions and Bartlett's test for homogeneity
of variance. When ANOVA assumptions were not met, a Kruskall-Wallis test was performed as
indicated in the results presentation. The [Fe] R:S ratio and increase (%) of iron concentration
were subjected to arsine transformation prior to statistical analysis. The percentage increase
of iron concentration after supplementation with Fe-EDTA or Fe-pyoverdine (pvdC7R12,
pvdlT, pvd2S) was calculated using the formula: [([Fe] of supplemented sample - [Fe] of
corresponding non-supplemented control): ([Fe] of corresponding non-supplemented
control)] x 100; where [Fe] is the iron concentration expressed in g kg*. A two-way ANOVA
was applied in bacterial inoculation bioassays to assess the significance of the effects of the
cultivar and of bacterial inoculation on the biomass and iron concentration of roots, shoots
and the whole plant grown in vitro. Data were analysed using R studio version 1.1.456

software and the stats (3.4.2) package.
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Figure S2. Comparison of mature seeds from a susceptible, S, and a tolerant, T, pea cultivar
grown in a calcareous loam soil under field conditions. (A), Element compositions of mature

seeds of pea cv. S and pea cv. T, mean value (N=3) in mg kg—l. Bold characters highlight those
elements for which the concentrations in the seeds were significantly higher in one cultivar as
compared to the other. One-way ANOVA p-values: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. (B),
Comparison of protein compositions of mature seeds from both pea cultivars. Pea cv. Cameor
was used as a reference for protein band annotation. The numbers in brackets refer to protein
band identification as defined by Henriet et al., (2019). Bold names highlight proteins found
in higher amounts in one cv. (indicated to the right of an up-pointing arrow together with
corresponding ANOVA F and p-values) than in the other. MS, Missing sample.

4, Results

4.1. Pea growth, seed yield, iron concentration, ionome in S and T cultivars cultivated
under field conditions

Although shoot mass (per plant DW: S, 4.14 +0.49 g and T, 4.45 +0.40 g; F=1.031,
p=0.349) and seed yield (S, 7.4 +0.85 t ha' and T, 7.6 +1.17 t ha'!; F=0.168, p=0.696) were
higher in T than in S at harvest, these differences were not significant. Chlorosis symptoms, as
indicated by the visual IDC score, were significantly higher in S than in T at the two recording
dates, i.e., week 22 (S, 4.4+0.64 and T, 1.2+0.15; F=80.77, p=0.003) and during the flowering
period (week 24) (S, 2.2+0 and T, 1.2+0.15; F=82.371, p=0.003).

At harvest, the iron concentration was significantly higher in S roots (S, 541.24+83.11 ug
g-1 DW and T roots, 422.95+34.92 ug g-1 DW; F=6.888, p=0.039), leading to a significantly
higher root:shoot iron concentration ratio in S than in T ([Fe] R:S ratio). The S and T cultivars
also differed in their concentrations of other ions (Figure 1). Root manganese ([Mn]), calcium
([Ca]), and phosphorus ([P]) concentrations were significantly higher in S than in T at harvest
time (Figure 1), and the shoot and seed sulfur concentrations ([S]) were higher in S thanin T
at harvest and also at flowering time. In contrast, the shoot sodium concentration ([Na]) was
significantly higher in T, at both sampling dates, and the seed magnesium ([Mg]) and boron

([B]) concentrations significantly higher in T at harvest time (Figure 1).

The total soluble protein content of mature seeds did not differ between the two
cultivars (S, 32% +0.05 and T, 33% +0.04; F=0.034, p=0.861), and their protein compositions
varied only slightly, with a higher relative abundance of two proteins annotated as vicilins (7S
globulins) (+21% for each) in S, and of an unidentified protein (+16%) in T (Supplementary

figure S2).
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4.2. Impact of ferrisiderophores on pea growth, development, iron content and ionome
in S and T cultivars

Neither Fe-pvds nor Fe-EDTA had a significant impact on plant growth, except for plant
biomass that decreased in the S cultivar in the presence of Fe-pvd1T and shoot biomass that

decreased in T in the presence of Fe-pvdC7R12 and Fe-EDTA (Figure 2A).

S and T [Fe] differed significantly in the absence of supplements (Figure 2B). [Fe] was
significantly higher in S (72.12 +4.29 pug g* DW) than in T roots (54.31 +4.79 ug g DW)
(F=11.237, p=0.028), but higher in T shoots (60.76 +9.81 pg g* DW) than in S shoots (41.85
+1.04 ug gt DW) (F=16.968, p=0.015), resulting in a significantly higher [Fe] R:S ratio in S (1.72
+0.12) than in T (0.91 £0.21) (F= 28.752, p=0.006). The [Fe] R:S ratios are presented in
Supplementary Table S3 (next page). Similar trends were recorded for total iron content

(Supplementary Table S4 in next page).

The impact of supplementation on plant [Fe] differed significantly depending on the
pvds (Figure 2). Supply of Fe-pvd1T, from a T rhizosphere strain, significantly increased the
[Fe] in T roots compared to the non-supplemented controls, and this increase was also
significantly higher than in roots of plants supplied with Fe-EDTA (F=8.492, p=0.043). Other
Fe-pvds (Fe-pvdC7R12 and Fe-pvd2S) also significantly increased T [Fe] roots compared to the

non-supplemented control roots.

Fe-pvd1T was the only Fe-pvd that increased plant total iron content in T compared to
the non-supplemented control plants (T, 21.31 +0.51 pg per plant and non-supplemented
control 17.94 +0.99 pg per plant; F=27.532, p=0.006) (Figure 2C). Fe-pvd1T also significantly
increased [Fe] in S and T whole plants (Figure 2B). Fe-pvd2S had a negative effect on T shoot
[Fe] (Figure 2B) but increased that of S roots. None of the Fe-pvds impacted [Fe] in S shoots

which was only significantly increased by Fe-EDTA (Figure 2B).
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Table S3. Root:shoot ratios of iron concentration, [Fe] R:S, observed in two pea cultivars,
tolerant (T) and susceptible (S) to iron chlorosis, grown in vitro and (A) supplemented or not
with Fe-EDTA, Fe-pvdC7R12, Fe-pvd1T or Fe-pvd2S, or (B) supplemented with Fe-EDTA (1uM)
and inoculated or not with the wild type strain of P. fluorescens C7R12 (WT pvd+) and its PL1
pvd- mutant (Mutant pvd-). One-way ANOVA F-value and p-value were calculated between
the supplementation treatment and the corresponding control (non-supplemented or non-
inoculated). Bold characters highlight significant differences. *, p<0.05.

A
Pea Treatments [Fe] R:S ANOVA?
cultivar F-value p-value
S Non-supplemented 1.72 +0.12
Fe-EDTA 1.67 +0.27 0.10 0.76
Fe-pvdC7R12 1.90 +0.43 0.41 0.56
Fe-pvd1T 1.74 +0.31 2.54 0.19
Fe-pvd2S 1.93 +0.37 0.88 0.40
T Non-supplemented 0.91 +0.21
Fe-EDTA 1.55 +0.70 2.54 0.19
Fe-pvdC7R12 1.42 +0.06 13.90 0.02*
Fe-pvd1T 1.60 +0.31 10.36 0.03*
Fe-pvd2S 2.21 +0.77 9.83 0.04*
B Pea Treatments [Fe] R:S ANOVA?'
cultivar F-value p-value
S Non-inoculated 1.88 +0.21
WT pvd+ 1.87 +0.37 0.01 0.94
Mutant pvd- 1.72 +0.51 0.30 0.61
T Non-inoculated 1.79 +0.13
WT pvd+ 1.40 +0.01 18.24 0.01*
Mutant pvd- 1.47 +0.12 9.17 0.04*

', [Fe] R:S ratio was subjected to arsine transformation prior to one-way ANOVA.
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Table S4. Comparison of iron concentration and iron content between two pea cultivars
tolerant (T) and susceptible (S) to iron chlorosis grown without iron supplementation (Non-

supplemented control).

Iron concentration (ug g DW)

Iron content (ug per plant DW)

Pea
Roots Shoots Whole Roots Shoots Whole
cultivars
plant plant
S 72.12+429" 41.85:104 53.96:178 8.79 0.89 7.66 :0.10 16.45 :0.80
T 54.31 :479 60.76 t981 58.72 1523  6.63 2067 11.31 +153  17.94 +0.99
ANOVA
F-value 22.381 12.680 1.814 11.257 16.960 4.120
p-value 0.009** 0.023* 0.249 0.028* 0.014* 0.112

* Mean #SD; *, p<0.05; **, p<0.01.
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Chapitre Ill : Impact de sidérophores bactériens sur le statut en fer et le ionome du pois

Table 1. Compared effect of Fe-EDTA or Fe-pyoverdine (Fe-pvdC7R12, Fe-pvd1T and Fe-pvd2S)
iron supplementation on the increased percentage iron concentration in two pea cultivars,
tolerant (T) and susceptible (S) to iron chlorosis.

b Fe-EDTA Fe-pvdC7R12 Fe-pvd1T Fe-pvd2S
ea
cultivar Roots Shoots Whole Roots Shoots Whole Roots Shoots Whole Roots Shoots
plant plant plant
S 26.4" 32.01 27.12 8.43 7.92 4.43 12.66 12.48 10.44 33.09 22.48 26.66

(¥18.31) (+22.59) (+16.6)  (£7.37) (+13.71) (+6.64)  (+10.54) (¢8.74)  (+4) (+18.41) (+26.61)

T 449 8.03 15.33 59.13 4.25 24.20 66.35 3.21 22.01 46.19 0
(#5.88) (+13.91) (+14.8)  (+10.59) (#5.58) (+13.11) (+11.31) (+5.56) (+4.09)  (+12.31)

ANpO\Z'IAJSW 0.165 0.160 0.410 0.004** 0.961 ¢@.080° 0.005** 0.168 0.024* 0.355 0.157 0.026*
F/H 2.871 2.955 0.843 32.687 0.002 5.428 29.378 2.814 12.292 1.091 3.019 11.790

t, Mean percentage (xSD). ., p<0.1; *, p<0.05; **, p<0.01. When ANOVA assumptions were
not met, a Kruskall-Wallis (KW) test was performed; KW p-value and H are indicated in italics.

A Pea cultivar S

supplemented N3 K Co Mo Zn Cu Mn Ca Mg B P S Fe
contol

T Pea cultivar T

/ " " *

- Na Kk c Mo Zn cw wmn Ca Mg B P s Fe
Fe-EDTA

Fe-pvdC7R12
Fe-pvd1T

Fe-pvd2S

supplemented Ng K Co Mo Zn Cu Mn Ca Mg B P S Fe /}. Na K Co Mo Zn Cu Mn Ca Mg B P S Fe

contol
Fe-EDTA
Fe-pvdC7R12
Fe-pvd1T

Fe-pvd2S

B

incculated Na K Co Mo Zn Cu Mn Ca Mg B
control

Mutant pvd-
WT pvd+ o

*
NaKCoMoZnCuMnCaMgB

.“ -

Non- y

mocc:l;m Na K Co MO Zn Cu Mn Ca M‘g B P S Fe ‘4.."'._-‘.‘, Na K Co Mo Zn Cu Mn Ca Mg B P S Fe

PR
Mutant pvd- P A A
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Impact of Fe-pvd supplementation on plant [Fe] differed significantly depending on the
pea cultivar (Table 1). Promotion of [Fe] by Fe-pvd2S, derived from a strain isolated in the S
rhizosphere, was significantly greater in S than in T, whereas Fe-pvd1T from a strain isolated
in the T rhizosphere, and Fe-pvdC7R12 increased [Fe] to a significantly greater extent in T
plants, especially their roots. In the T cultivar, Fe-pvds, but not Fe-EDTA, significantly increased
the [Fe] R:S ratio compared to the non-supplemented control (Supplementary Table S3). In
the S cultivar, this [Fe] R:S ratio was not significantly modified by any of the Fe-pvds or by Fe-
EDTA (Supplementary Table S3).

When non-supplemented, the S and T cultivars also differed in their contents of other
ions. As demonstrated in the field experiments, the ionomes varied according to the Fe-pvds
and cultivars. Shoot [Na] was significantly higher in the T cultivar (indicated by bold letters in
Figure 3A). Zinc ([Zn]) and [Ca] concentrations were also higher in T than in S shoot. Fe-
pvdC7R12 had a negative effect on molybdenum ([Mo]) and [Ca] concentrations in S roots and
a positive effect on [P] in T roots (indicated by arrows in Figure 3A). Fe-pvd1T induced a
decrease of [Mo] in S shoots and roots and of cobalt concentration ([Co]) in T shoots. Finally,

Fe-pvd2S increased [Mg] in T shoots and decreased [Ca] in S roots and [Zn] in T roots.

Figure 3. Comparison of element concentrations in two pea cultivars, tolerant (T) and
susceptible (S) to iron chlorosis, grown in vitro (n=3), (A) supplemented or not with Fe-EDTA,
Fe-pvdC7R12, Fe-pvdl1T or Fe-pvd2S, or (B) supplemented with Fe-EDTA (1uM) and inoculated
or not with the wild type strain of P. fluorescens C7R12 (WT pvd+) and its PL1 pvd- mutant
(Mutant pvd-). Bold characters highlight those elements for which the concentrations were
significantly higher in one cultivar, as compared to the other, within a same plant
compartment, in the non-supplemented plants for (A), and in the non-inoculated plants for
(B). Arrows indicate increase or decrease of element concentration in comparison to the
corresponding control within a same plant compartment and in a same cultivar after iron
supplementation for (A), or bacterial inoculation for (B). ANOVA p-values. *, p<0.05; **,
p<0.01; ***, p<0.001.
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Figure 4. Effect of inoculation of the wild type strain P. fluorescens C7R12 (WT pvd+) and of
PL1 its pvd- mutant (Mutant pvd-) on (A) biomass, (B) iron concentration, and (C) iron content
in two pea cultivars, tolerant (T) and susceptible (S) to iron chlorosis (n=3). Error bars
represent the s.d. of the mean. P value was calculated using one-way ANOVA between the
inoculation treatment and the non-inoculated control within a same plant compartment and
in a same pea cultivar. *, p<0.1; **, p<0.05.
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4.3. Impact of Pseudomonas C7R12 and its pyoverdine-minus mutant on pea growth,
development, iron content and ionome in S and T cultivars

No significant interactions between the effects of cultivar and bacterial inoculation on
plant growth were observed (roots F=0.521, p=0.607; shoot F=0.706, p=0.513; whole plant
F=0.415, p=0.670) (Figure 4). Plant biomass was significantly higher in T than in S for all
compartments (roots F=21.238, p<0.001; shoots F=40.423, p<0.0001) and bacterial
inoculation negatively impacted the growth of shoots in both cultivars (F=5.125, p=0.025) and
in the whole plants (F=5.511, p=0.02), but not in roots (F=1.483, p=0.266). Inoculation of
C7R12 significantly decreased S shoot biomass (F=8.656, p=0.042) whereas its pvd- mutant
significantly decreased that of root biomass in T (F=7.758, p=0.049) (Figure 4) but had no

significant effect on S shoot biomass.

The iron concentrations in roots and shoots of non-inoculated cultivars (Figure 4B) did

not differ significantly (roots, F=0.018, p=0.899; shoots, F=0.240, p=0.650).

The iron concentrations of inoculated cultivars did not differ either, except in T shoots
which showed a substantially increased trend toward significance with both the WT strain and
its pvd- mutant (WT pvd+, F=5.081, p=0.081; mutant pvd-, F=7.14, p=0.056) (Figure 4B). This
bacterial effect on [Fe] in T shoots but not in roots led to a significant decrease of the [Fe]

R:S ratio compared to that of the non-inoculated control (Supplementary Table S3).

The ionomes differed for non-inoculated peas, shoot [Na] being significantly higher in T
than in S (Figure 3B). The impact of bacterial inoculation on pea ionomes depended on the
cultivars and bacterial strains. In the S cultivar, the WT pvd+ strain decreased [Na] but
increased [Zn] in roots. In the T cultivar, [Mg] was increased in shoots by WT and in both roots
and shoots by the pvd- mutant. In this cultivar, the pvd- mutant increased [Co], [Zn], [Mn] and
[Mg] in shoots and also induced a decrease of [Na] in the roots (Figure 3B). Bacterial

inoculation did not impact the S shoot ionome.
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5. Discussion

Promoting grain legume cultivation is expected to decrease the use of chemical inputs,
especially nitrogen fertilizer, diversify the protein sources for human and animal
consumption, and thereby contribute to an improved sustainability of food systems (Wezel
et al., 2014; Foyer et al., 2016; Zander et al., 2016; Rehman et al., 2019). However, these
developments require circumvention of the bottlenecks currently associated with legume
cultivation, which include an optimization of iron nutrition, to permit sufficiently high yields
and increase the seed iron content, this latter being especially important in the context of
partial replacement of animal proteins by plant proteins. Thus, the aim of this study was to
better understand the contribution of fluorescent pseudomonads and their pyoverdines to
pea adaptation to iron deficiency. For that purpose, two cultivars differing in their tolerance
of chlorosis (IDC) were compared for their growth, iron content and ionome in general, when
cultivated in the open field and under iron stress conditions (calcareous soil), and in bioassays
with iron supplements (Fe-EDTA, Fe-pvds) and bacterial inoculation (WT pvd+ or pvd-

mutant).

In the open field experiment under iron stress conditions, chlorosis was recorded in the
S cultivar but not in T. This chlorosis was associated with an increased iron content in S roots
compared to T roots although the total iron content did not differ between T and S plants.
This is in agreement with previous reports indicating differences in iron distribution but not in
total iron content between susceptible and tolerant plants (Jelali et al., 2010; Santos et al.,
2015). Nor was any difference observed in the shoot and seed biomass despite a slight
difference in proteins composition. Collectively, this field experiment confirmed the
difference in susceptibility to iron stress of the two cultivars S and T although their crop yield

and seed quality (i.e. iron content) was comparable.

In vitro, in the absence of iron supplementation, no difference in whole-plant iron
concentration was observed, but the distribution of iron within the plant differed between
the two cultivars, the [Fe] R:S ratio being significantly higher in S than in T. This observation
on young plants in vitro further confirmed the results obtained on mature plants in the field
at harvest time which indicated differences in iron distribution between IDC tolerant and

susceptible plants.
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The contribution of pyoverdines to differential adaptation of the two pea cultivars to
iron stress was further explored during in vitro bioassays. The ferripyoverdine Fe-pvd1T, as
compared with Fe-EDTA, promoted root iron concentration in the tolerant cultivar (T). This
confirms and extends to a new plant species and other pyoverdines results previously
reported (Vansuyt et al., 2007; Jin et al., 2010; Shirley et al., 2011). In the tolerant cultivar T,
the impact of Fe-pvd1T and Fe-pvd2S on concentration and on total iron content in the shoots
and whole plant was significantly different. In contrast, neither Fe-pvds differently impacted
the concentration or the total amount of iron in the susceptible cultivar S. These results
support our hypotheses that (i) distinct pvds could differently impact plant iron nutrition and
(i) that distinct plant genotypes could be differently impacted by pvds. They further suggest
that differences between the S and T cultivar in valuing iron chelated to pyoverdines could
possibly account for their different susceptibility to iron stress; this hypothesis is currently
being tested. Comparison of the increased percentage of iron concentration induced by Fe
supplements in the two pea cultivars showed that Fe-pvd1T was more favorable to iron
nutrition in T whereas Fe-pvd2S had a more significant impact on S. This suggests that the two
pvds produced by strains isolated from peas had a most favorable impact on the cultivar from
which their producing strain originated. In the absence of iron supplementation, no difference
was observed in the global whole-plant iron concentration but the distribution of iron within
the plant differed between the two pea cultivars, the [Fe] R:S ratio being significantly higher
in S than in T. This observation on young plants in vitro and on mature plants at harvest time
in the field, is in agreement with previous reports of distinguishing traits between IDC tolerant
and susceptible plants. The iron content of chlorotic peas was shown to be as high as in non-
chlorotic peas indicating that iron homeostasis and distribution in planta, rather than iron
acquisition, would be involved in tolerance to IDC (Barhoumi et al., 2007; Jelali et al., 2010;
Yakop, 2012). This was also evidenced in soybean (Bloom et al., 2011; Santos et al., 2015). Our
results also demonstrated that iron distribution in planta could be significantly impacted by
Pseudomonas pyoverdines siderophores. Our results also revealed another distinction
between the tolerant cultivar, T, and the susceptible cultivar, S. Indeed, after Fe-pvds
supplementation a significant modification of iron distribution, as evaluated by the [Fe] R:S

ratio, was only recorded in the tolerant cultivar, T.
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Inoculation assays with the WT pvd+ strain C7R12 and its pvd- mutant PL1 were
performed to study the effects of the model pyoverdine pvdC7R12 produced in situ by the
bacterium. Bacterial inoculation with WT pvd+ and the mutant pvd- led to slight increases in
shoot iron concentration. However, a significant modification of the [Fe] R:S ratio was
observed, which again concerned the tolerant T cultivar, but not the susceptible S cultivar.
This effect could not be ascribed to pvdC7R12 since WT pvd+ and the pvd- mutant had a similar
impact on plant iron status. Nevertheless, it shows that the strain C7R12 could modify pea
iron status in T and confirms the greater sensitivity of iron distribution to microbial activity in
the tolerant than in the susceptible cultivar. However, Fe-pvds and microbial strains
differently modified iron distribution in T. Several factors may account for this discrepancy.
Since iron was present in limited amounts under in vitro conditions, a small amount of Fe-
EDTA was added in order to avoid competition for iron between plant and bacteria. Although
low, this Fe-EDTA supplementation of the agar medium modified the experimental conditions
in such a way as to affect the iron status of the pea plants. Indeed, the differences observed
between iron concentrations in roots and shoots of the S and T non-supplemented control
plants were no longer detectable between S and T non-inoculated control plants. In addition
to modifying pea iron status, these experimental conditions could also have hampered the
synthesis and/or effect of the pvd. This could explain the lack of difference between the effect
of the WT pvd+ and the mutant pvd- on pea iron content. Moreover, besides pyoverdine,
fluorescent pseudomonads synthesize secondary siderophores and many other compounds
reported to affect plant development (Haas and Défago, 2005; Cornelis, 2010). In particular,
in addition to secondary siderophores, strain C7R12 produces indole acetic acid and harbors

a type lll secretion system that may account for the effects of inoculation (Viollet et al., 2017).

Our results also demonstrated that Fe-pvd supplementation modified the plant
concentrations of ions other than iron. This is in agreement with previous reports that the
plant ionome is closely linked to the plant’s nutritional status (Cohen et al., 1998; Maillard et
al., 2016). As observed for iron, the reported modifications varied with the pvds and pea
cultivars. This shows that microbial activity impacts elements, besides iron, that are essential
for plant growth and development (e.g. P, S, Mn) and for the nutritional value of staple foods

(e.g. Zn, Mg).
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Interestingly, a higher concentration of shoot Nain T than in S was consistently observed
in the field and in vitro, which was not altered by iron supplementation or bacterial
inoculation. In Arabidopsis thaliana, the AtHKT1;1 locus, encoding a sodium transporter, has
been identified as a major factor controlling natural variation in leaf Na* accumulation and a
weak allele of AtHKT1;1, that drives elevated leaf Na*, has been linked to elevated salinity
tolerance (Rus et al., 2006; Baxter et al., 2010). Since a correlation between greater tolerance
to saline-alkaline stress and high efficiency of iron acquisition has been observed in rice (Li et
al., 2016), further analysis of leaf Na accumulation in relation to salinity and IDC tolerance in

various peas cv. could be of interest.

Collectively, our results show for the first time that pyoverdines of fluorescent
pseudomonads may impact positively iron nutrition in peas and, on an even broader scale,
their elemental nutrition. They further stress the specificity of the corresponding interactions
between pea cultivars and pseudomonads. Indeed, the iron nutrition of T cultivar benefited
more than that of S from bacterial siderophores. Also, allocation of iron within the plant was
modified by the bacteria and ferrisiderophores in T but not in S cultivar. These differences
indicate that fluorescent pseudomonads and their pyoverdines impact more iron nutrition and
allocation in T than in S; this would suggest that pseudomonads and pyoverdines could
possibly account for cultivar differences in IDC tolerance. This hypothesis calls for taking better
account the specificity of interactions between plant genotype and associated
microorganisms in future attempts to promote plant iron nutrition. Experiments are

undergoing to test these hypothesis and proposal.
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Bilan

L'expérience d'inoculation des plantes avec la souche modele P. fluorescens C7R12 ou
avec son mutant non producteur de pyoverdine a montré que la présence de microorganismes
influencait le statut en fer et le ionome des plantes. Néanmoins, les conditions expérimentales
utilisées, et en particulier la présence de fer, bien que faible, n'ont pas permis |'observation
d'effets attribuables a la synthése de la pyoverdine par la souche sauvage. On peut de plus
remarquer que le dispositif expérimental, dans lequel la croissance des plantes est de courte
durée, est peu adapté a lI'observation d'un effet bénéfique d'une inoculation sur la biomasse.
En effet, un travail réalisé sur Medicago truncatula a montré qu'un effet positif sur la biomasse
de la plante d'une inoculation de P. fluorescens C7R12 n'avait été significativement observable

gu'apres 63 jours de croissance (Viollet et al., 2017).

Les résultats obtenus avec les ferripyoverdines ont montré, pour la premiere fois a notre
connaissance, que des pyoverdines différentes pouvaient avoir des effets différents sur le
statut en fer et le ionome des plantes. lls ont également montré que ces effets variaient selon
le génotype de la plante mettant en évidence des interactions spécifiques entre les
pyoverdines et les plantes. En outre, comme précédemment décrit pour d'autres espéces
végétales (Arabidopsis, granimées pérennes, trefle incarnat), il a été montré que le pois peut
assimiler le fer apporté sous forme d'un ferrisidérophore de Pseudomonas d'une facon plus
efficace que le fer apporté sous forme de Fe-EDTA (Jin et al., 2010; Shirley et al., 2011; Vansuyt
et al., 2007). Toutefois cette observation n'a été faite que pour l'une des combinaisons
« génotype de pois X Fe-pvd » étudiée : le pois T, tolérant a la chlorose ferrique en présence
de Fe-pvd1T, la Fe-pvd préparée avec la pyoverdine produite par les bactéries majoritaires de
son propre microbiote rhizosphérique. Il a de méme été montré que les effets les plus
favorables au pois S, sensible a la chlorose, ont été obtenus avec la pyoverdine des bactéries
majoritaires de son propre microbiote, pvd2S. Ces résultats suggérent donc que chaque plante
a majoritairement recruté dans sa rhizosphére les Pseudomonas les plus favorables a sa
nutrition en fer. Mais il a aussi été observé que, globalement, les ferripyoverdines ont été plus
favorables a la nutrition en fer du pois T qu'a celle du pois S. Ces résultats ont soulevé
I'hypothése d'une implication de I'aptitude des plantes a utiliser les sidérophores bactériens

dans la tolérance a la chlorose ferrique. Il était donc intéressant (i) d'étudier d'autres cultivars
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de pois pour tester cette hypothese et (ii) de chercher a mieux comprendre comment les

plantes utilisent les sidérophores bactériens.

L'étude d'autres cultivars de pois a été entreprise dans mon équipe d'accueil dans le
cadre du projet POSITiF qui doit se poursuivre jusqu'a fin 2020 et qui a contribué a financer
mon projet de these. Dans la thése, on a cherché a mieux comprendre comment les plantes
utilisent les sidérophores bactériens en étudiant, au niveau cellulaire, l'interaction entre une
ferripyoverdine modele (Fe-pvdC7R12) et une plante modele (A. thaliana). Ce travail est
présenté dans le chapitre suivant. L'interaction entre plante et ferripyoverdines a également
été analysée au niveau moléculaire par I'étude de I'effet de Fe-pvds sur la transcription de

génes chez le pois. Ce travail fait I'objet du dernier chapitre.
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Chapitre IV : Etude du statut en fer et de
la morphologie des cellules racinaires
d'Arabidopsis thaliana en présence d'un

ferrisiderophore bactérien

Manuscrit soumis a "Journal of Experimental Botany"

Refusé avec encouragement a le soumettre a nouveau apreés avoir refait des
expérimentations comportant plusieurs répliquats en spectroscopie d'absorption
des rayons X

Les temps d'attente pour avoir accés a une ligne de lumiére au synchrotron SOLEIL
étant tres longs, cette modification n'a pas pu étre réalisée dans les temps pour étre
intégrée. En revanche, toutes les autres modifications demandées par les reviewers ont été

prises en compte dans la version révisée du manuscrit présenté ici.
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Avant-propos

Ce travail a été principalement réalisé par Laure Avoscan (Ingénieure d'étude dans
mon équipe d'accueil). Mon implication dans le projet a concerné la réalisation des
expérimentations en spectrométrie d'absorption des rayons X. L'analyse des échantillons
d'Arabidopsis a été réalisée au cours de deux séjours d'une semaine au synchrotron SOLEIL a
Paris-Saclay en 2017 et 2018 effectués avec Laure Avoscan et Jean-Paul Lemaitre (Maitre de
conférences dans mon équipe d'accueil). Au cours de ces séjours, des échantillons de pois ont
également été analysés. L'impact de 2 ferripyoverdines (Fe-pvdC7R12 et Fe-pvd1T) sur les
cultivars de pois S, sensible, et T, tolérant a la chlorose ferrique, a été étudié. Les temps de
mise au point et d’acquisition des données étant extrémement longs (environ 2 heures par
échantillon), les échantillons traités avec la ferripyoverdine pvd2S n’ont pas pu étre analysés.
Les données correspondantes sont toujours en cours de traitement et n'ont pas pu étre
présentées. Des informations concernant la spectrophotométrie a absorption a rayons-X sont

présentées en annexe (Voir annexe 1).

Des travaux antérieurs ont montré que la pvd produite par la souche modele P.
fluorescens C7R12 améliore la nutrition en fer d'A. thaliana ou encore de graminées pérennes
(Vansuyt et al., 2007; Shirley et al., 2011). L'hypothése d’une dissociation du complexe ou d’un
échange de ligands, entre [Fe 3*- pvd] et des sidérophores de la plante expliquant I'acquisition
du fer a partir de Fe-pvd semble peu réaliste. En effet, la constante de stabilité d'un complexe
[Fe 3*- pvd] est bien plus élevée (103?) que celle du complexe [Fe 3* - EDTA] (10?°) et que celle
d'un complexe [Fe 3* - phytosidérophore], méme formé avec un phytosidérophore puissant
de type acide muginéique (108) (Vansuyt et al., 2007 ; Shirley et al., 2011). La pvd de C7R12 a
été détectée dans des racines d'Arabidopsis par suivi de marquage a I'azote N'° et par
immunodétection en utilisant des anticorps spécifiques (Trapet et al., 2016; Vansuyt et al.,
2007). De plus il a été montré qu'un mutant d'Arabidopsis, dont le transporteur membranaire
de Fe 2* du systéme d'acquisition du fer de stratégie | (IRT1) était inactivé, était toujours
capable d'acquérir le fer a partir de [Fe3*- pvd] (Vansuyt et al., 2007). Ces résultats soutiennent
I'hypothése de lI'existence d'un systéme non réductif d'acquisition du fer basé sur
I'incorporation du complexe [Fe3*- pvd]. L'objectif de I'étude présentée était de progresser
dans la connaissance des mécanismes d'incorporation du fer par Arabidopsis a partir du
complexe [Fe3* - pvd]. Pour cela, différentes méthodes ont été associées : des méthodes de
microscopie permettant I'analyse de la morphologie cellulaire et la détection de marquages
de différents types (immunomarquage, marquage °N), et la spectroscopie d'absorption des

rayons X permettant d'étudier les différentes formes de fer in planta.
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1. Abstract

Evidence for the contribution of pyoverdine to iron nutrition of Arabidopsis has already
been published. Here, we further analyzed the mechanisms and physiology of adaptations
underlying plant iron nutrition by Fe(lll)-pyoverdine (Fe(lll)-pvd). An integrated approach
combining X-ray absorption spectroscopy on bulk plant samples and microscopy observations
was adopted to localize Fe(lll)-pvd in planta and to assess the impact of this chelate on plant
iron status and root cellular morphology. The results showed that Fe(lll)-pvd was taken up as
an integral complex by epidermal root cells via a non-reductive process, associated with an
increased presence of vesicles. The Fe(lll)-pvd was transported via the symplastic and/or
trans-cellular pathway to the central cylinder and translocated from root to shoot. The
bacterial iron chelate was further shown to remain present in planta several days after
supplementation. All these processes led, as previously demonstrated, to an enhancement of
plant iron nutrition. Overall, these findings suggest that bacterial ferri-siderophores

contribute to plant iron uptake and homeostasis.
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2. Introduction

Iron is an essential microelement for almost all living organisms. A significant proportion
of their energetic metabolism is used for the acquisition of Fe from the environment and its
safe utilization inside the cell. Due to its redox properties, iron is a central cofactor for
enzymatic reactions that involve electron transfer in essential metabolic pathways such as
respiration or photosynthesis (Balk and Schaedler, 2014). However, being a redox-active
element, iron is also potentially toxic. Free Fe(ll) catalyzes the Fenton reaction and generates
reactive oxygen species (ROS) which may cause irreparable damage to cellular components
when present in excessive concentrations (Winterbourn, 1995). The intracellular

concentrations and forms of iron have therefore to be tightly regulated at the cellular level.

In soils, iron is largely present but mostly in forms non-available to plants and
microorganisms, which have therefore developed active strategies of iron uptake (Lemanceau
et al., 2009; Robin et al., 2008). Two active strategies of root iron uptake have been described
for plants (Romheld and Marschner, 1986). Strategy |, used by dicots and non-Graminaceous
monocots, relies on acidification of the rhizosphere increasing Fe(lll) solubility, and on
subsequent Fe(lll) reduction to the more soluble Fe(ll) prior to cell root uptake through a
membrane transporter. Strategy Il, used by Graminaceae, is a chelation-based mechanism
mediated by externalized phytosiderophores (PS) that chelate Fe(lll), and permit
internalization of the corresponding complexes by root cells. Major progress has been
achieved in knowledge of the regulation mechanisms and key molecular components that
mediate these strategies of uptake and internal transport (Curie and Briat, 2003; Kobayashi

and Nishizawa, 2012; Alvarez-Fernandez et al., 2014).

Nevertheless, it has long been recognized that this binary paradigm is probably an
oversimplification. More than twenty years ago, Marschner and Romheld (1994) had already
reviewed various studies that questioned the exclusive use of only one of the two strategies
(I or Il) for iron uptake by plants and referred to the possible contribution to iron acquisition
of (i) low-molecular-weight root exudates such as phenolics which exhibit enhanced secretion
under iron-deficient conditions and (ii) microbial siderophores. This early proposition
(Marschner and Romheld 1994) has since been corroborated by several other studies.

Ishimaru et al. (2006) demonstrated that rice, like strategy | plants, may incorporate Fe(ll) in
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addition to its regular Fe-PS (strategy Il). Conversely, Xiong et al. (2013) reported that Fe-PS
from a strategy Il plant (maize) could be internalized by a strategy | plant (peanut) via a
membrane transporter belonging to the YSL family of YS1 transporters of Fe-PS identified in
maize (Curie et al., 2001; Curie et al., 2009). These examples indicate that some plants may

combine both strategies of iron uptake.

It has also been shown that the enhanced secretion of phenolic compounds under iron-
deficient conditions may contribute to iron uptake in strategy | plants via a chelation-based
mechanism, as described in strategy Il with phytosiderophores (e.g., Jin et al., 2007; Fourcroy
et al., 2014; Lefevre et al., 2018). This is the case for Arabidopsis thaliana which secretes
coumarin-derived compounds under iron stress conditions (Fourcroy et al., 2014; Tsai et al.,
2018) which have been shown to chelate Fe(lll) (Schmid et al., 2014; Tsai et al., 2018). This
Fe(lll)-chelating step may further be coupled with the strategy | reduction mechanism for
ultimate iron acquisition by root cells (Fourcroy et al., 2016). In addition, Jin et al. (2007)
demonstrated that phenolic compounds released by red clover roots were involved in the
reutilization of apoplastic iron (e.g. iron adsorbed on cell walls) which could represent a

possible Fe source under iron stress conditions (Bienfait et al., 1985; Lei et al., 2014).

Finally, microbial siderophores (MS) chelated to iron were shown to contribute to plant
iron nutrition of both dicots (Strategy |) and graminaceous monocots (Strategy Il) more
efficiently than synthetic ferric chelate (Fe(lll)-EDTA) (Jin et al., 2010; Shirley et al., 2011;
Vansuyt et al., 2007). The stability constant of the complex Fe(lll) and the MS pyoverdine,
(10%?) (Vansuyt et al., 2007 ; Shirley et al., 2011), was significantly higher than that of Fe(lll)-
EDTA (10%) or Fe-PS (10'8). This suggested that dissociation or ligand exchange between
Fe(lll)-pyoverdine (Fe(lll)-pvd) and Fe-PS could be excluded to explain the enhanced iron
nutrition by Fe-MS and thus the possible incorporation of Fe(lll)-pvd by roots. This was
confirmed by measurements of >N-labeled Fe(lll)-pvd in planta and by immunodetection
using anti-pyoverdine antibodies (Vansuyt et al., 2007). These authors further demonstrated
that the membrane transporter of Fe(ll) in strategy | plants (IRT1) was not involved in iron
uptake from Fe(lll)-pvd. Taken together, the methods used so far have demonstrated i) that
iron from Fe(lll)-pvd can be used by the plant and ii) the incorporation of pyoverdine, but have

not provided evidence for uptake of the entire Fe(lll)-pvd complex. Similarly, incorporation of
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the pyoverdine by the plant raised questions about transport and/or utilization of this

molecule in planta.

To investigate these questions, we therefore applied an integrated approach associating
X-ray absorption spectroscopy and microscopy to monitor the integral Fe(lll)-pvd complex, to
localize Fe(lll)-pvd in planta and to assess the impact of this chelate on plant iron status and
root cellular morphology. The results obtained open up new prospects in our understanding

of the role of microbial siderophores in plant iron uptake and homeostasis.

3. Materials and methods

3.1. Production and purification of pyoverdine

Pseudomonas fluorescens C7R12, an efficient biocontrol agent against pathogenic
Fusarium oxysporum, was isolated from a soil naturally suppressive to soil-borne disease
(Lemanceau and Alabouvette, 1991; Eparvier et al., 1991). P. fluorescens C7R12 was grown in
succinate medium (Meyer and Abdallah, 1978) at 25°C with shaking at 180 rpm for 72 h.
Pyoverdine was obtained from the supernatant of bacterial cultures and purified as described
by Hartney et al. (2013). Pyoverdine (pvd) labelled with 15N isotope was obtained using 99 %
(NH4)2S04 15. N Pyoverdine or 15N-labelled pyoverdine (pvd*) were mixed with a solution of
inorganic FeClI3 at a molar ratio of 1:1. Fe(lll)-pvd, Fe(lll)-pvd* and Fe(lll)-EDTA stock solutions

were filter-sterilized, adjusted to pH 4.5 and stored at 4°C in the dark.

3.2.  Plant material, growth conditions and sampling

Seeds of Arabidopsis thaliana ecotype Columbia (Col-0) were sterilized for five min with
a mixture of sodium hypochlorite (1.2%, v/v) and ethanol (50%, v/v), washed three times with

sterile ethanol/water (96%, v/v), and dried in a flow chamber.

Sterilized seeds were sown under sterile conditions; 25 seeds per vertical 12 by 12-cm
square petri dish on a gel made with Hoagland nutrient solution (pH 6.3) and 10 g I of Sigma
A1296 agar (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). The nutrient solution contained 5
mM NOs and Ca(NOs)2, 2 mM MgSQOgs, 50 uM H3BO3, 5 uM MnSQOa, 15 uM ZnSO4 7 H,0, 3 uM
Na:Mo0Oas 2 H;0, 2.5 uM KI(H20)7 and CuSOa4 5 H,0. Concentration of residual Fe
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Supplementary material S1. Schematic representation of experimental design and analytical
setup. The upper part of the scheme summarizes plant growth conditions and sampling
strategy. Arabidopsis seeds were grown without Fe supplementation for 9 days. After 9 d, iron
was applied as 1 ml spread onto roots of plants grown on agar plates containing Hoagland
nutrient agar. Samples were collected at 6 different times from 0 to 168 hours after iron
supplementation for XAS analyses and after 168 hours for biochemical and microscopic
analyses. Time of iron supplementation corresponded to sampling-time 0. The lower part of
the scheme describes (i) the type of method used (specified in colored frames), (ii) iron
supplementation and preparation of samples (summarized in black frames), and (iii) analyses
performed (specified in colored rectangles in the vertical prolongation of the description of
the preparation of corresponding samples).
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evaluated in triplicate by HR ICP-MS was 8.68 uM +0.58. Plates were kept for 2 days at 4°Cin
the dark and then placed for 14 days in a growth chamber under controlled conditions of
temperature (21°C), light (16/8h light/dark cycle of 300 pmol m? s), and relative humidity
(70%).

Plantlet roots were supplemented with one ml of iron solutions differing according to the

analyses performed:

e For analyses of the impact of iron source on plant iron content, three replicates of 50

plantlets were treated with Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA (50 uM);

e For analyses of ferric reductase activity, four replicates of five plantlets were treated

with Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA (50 uM);

e For Transmission Electron Microscopy (TEM) analyses, three replicates of 25 plantlets

were treated with Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA (50 uM);

e For nanoscale secondary ion mass spectrometry (NanoSIMS) analyses, three replicates

of 50 plantlets were treated with Fe(lll)-pvd* (50 uM);

e For immunoelectron microscopy (IEM) analyses, three replicates of 50 plantlets were

treated with Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA (50 uM);

e For X-ray absorption spectroscopy (XAS) analyses, 200 plantlets were treated with

Fe(lll)-pvd (100 uM) per sampling time.

After iron supplementations, plantlets were cultivated in a growth chamber for seven
additional days. Details of the experimental design and schematic analytical setup are

presented in supplementary material (Supplementary material S1 at JXB online).

3.3. Iron content in roots and shoots

Total iron content was determined by spectrophotometry at 535 nm, using
bathophenantrolin as Fe(ll) chelator, after mineralization of samples as detailed in Trapet et

al. (2016). Measurements were performed in triplicate.
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3.4. Root ferric reductase activity

Plantlets were incubated under agitation (70 rpm) in the dark at room temperature for
30 min in 2-ml of a solution containing 0.1 mM Fe(lll)-EDTA and 0.3 mM Ferrozine (Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Ferric reductase activity was quantified by measuring
spectrophotometrically the formation of purple-colored Fe(ll)-ferrozine complex at 562 nm
(Beckman-Coulter DU800, Massachusetts, USA) using a molar extinction coefficient of 28.6

mM-1cm™ (Gibbs, 1976) with 1ml of the same assay solution used as a blank.

3.5. Transmission Electron Microscopy

Chemical fixation was performed on two-millimetre-long pieces of roots sampled from
16-day-old A. thaliana grown for 168 h in the presence of either Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA (50
uM). Samples were fixed with 2% glutaraldehyde and 3% paraformaldehyde in phosphate
buffer (PBS) 0.1 M pH 7.2, followed by 1% osmium tetroxide in PBS for 1 h at 4°C. Samples
were then dehydrated through graded baths of ethanol and propylene oxide, and finally
embedded in Epon (Spi-Chem) according to the standard procedure for conventional TEM
(Luft, 1961). Ultrathin sections (90 nm) were cut with a diamond knife blade on a Reichert
Ultracut E ultramicrotome (Leica, Vienna, Austria). They were collected on grids,
counterstained with 5% aqueous uranyl acetate (w/v) and 0.5% aqueous lead citrate
(Reynolds, 1963) for conventional TEM, then examined with a transmission electron
microscope (HITACHI H7500) operating at 80 kV and equipped with an AMT camera driven by
AMT software (AMT, Woburn, USA).

Vesicles present between the plasma membranes (PM) and cell walls (CW) were
counted on a cumulated length of 1200-um of PM observed in 40 sections. Three classes were

defined based on the number of vesicles per um of PM (i.e. low: 1-2, medium: 3-6, high: >7).
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Supplementary material S2: Freeze-substitution and embedding protocols modified from
Studer et al. (2001) were used for nanoSIMS analysis using a Leica automatic freeze
substitution unit (AFS, Vienna, Austria). Infiltration was performed for 5 days at room
temperature with Spurr resin (ultra-low viscosity embedding media kit, Polysciences Europe,
Eppelheim, Germany), which polymerized for 48 h at 70°C. Key steps are summarized in the
table below:

Freeze substitution and embedding protocol

Freeze N . .
Substitution Substitution fluid program of freeze unit
Start at -90°C for 96 h
Ramped to -60°C over 6 h
0.1% Uranyl acetate in anhydrous acetone Held at -60°C for 16 h
Ramped to -30°C over 6 h
Held at -30°C for 24 h
Substitution fluid was replaced three times with 100% acetone over 30 min
Steps
Held at -30°C for 9 h
Ramping to 0°C over 6 h
Held at 0°Cfor 12 h
100% acetone Ramped to 4°C over 48 min
Held at 4°Cfor 48 h
Ramped to 20°C over 3 h
Held at 20°C for 72 h
Embedding Infiltration fluid Incubation at room
temperature
10% Spurr resin + 90% acetone 2h
20% Spurr resin + 80% acetone 2h
30% Spurr resin + 70% acetone 3 h and overnight
50% Spurr resin + 50% acetone 8h
Steps 60% Spurr resin + 40% acetone Overnight
80% Spurr resin + 20% acetone 8h
100% Spurr resin 8h
100% Spurr resin Overnight
Polymerization Carried out at 70°C 48 h

Studer D, Graber W, Al-Amoudi A, Eggli P. 2001. A new approach for cryofixation by high-
pressure freezing. Journal of Microscopy 203, 285-294.
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3.6. Samples preparation for nanoscale secondary ion mass spectrometry (NanoSIMS)
analysis

Cryofixation was performed on two-millimetre-long pieces of 16-day-old A. thaliana
roots grown for 168 h in the presence of Fe(lll)-pvd* (50 uM). Samples were placed in a 3-mm-
diameter aluminium specimen carrier with a cavity of 200 um filled with hexadecene as
cryoprotectant, and immediately frozen in a Leica High-Pressure Machine 100 (HPM 100,
Leica, Vienna, Austria). Samples were stored in liquid nitrogen and freeze-substituted with
Spurr® resin (ultra-low viscosity embedding media kit, Polysciences Europe, Eppelheim,
Germany) using a Leica automatic freeze substitution unit (AFS, Leica, Vienna, Austria).
Detailed procedures of freeze substitution and embedding are presented in Supplementary

material S2.

NanoSIMS analyses were carried out on ultrathin sections of 100-120 nm collected on
a solid 7x7 mm silicium square. Imaging SIMS analyses were obtained with a Cameca
NanoSIMS 50 ion microprobe (Cameca, Courbevoie, France). Dynamic SIMS imaging was
performed using a NanoSIMS-50™ ion microprobe (Cameca, Courbevoie, France) operating in
scanning mode. The primary ion beam was generated either from a caesium source (Cs*) or
oxygen source (O7) for negative (for 12C*N-and 3!P") or positive (for *°Ca* and 238U*) secondary
ion analyses, respectively. Images were processed using the Imagel software

(https://imagej.nih.gov/ij/).
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Supplementary material $3: Freeze-substitution protocol used for embedding samples for
immunoelectron microscopy (IEM) was performed using a freeze substitution unit (Leica
automatic AFS, Vienna, Austria). Infiltration was performed for 5 days with Lowicryl® HM20
resin (Lowicryl HM kit; Polyscience Europe, Eppelheim, Germany). Key steps of the protocol
are summarized in the table below. Samples in resin were polymerized under UV light at -
50°C, and then ramped up at room temperature. IEM was performed on HM20-embedded
sections. Grids with sections were treated with blocking solution containing 0.1% (w/v)
acetylated Bovine Serum Albumin (BSA), 0.5% (w/v) skim milk, 100 mM glycine and 10% (v/v)
Normal Goat Serum in 10 mM Phosphate-Buffered Saline solution (PBS, 10 mM
K2HPO4/KH2P0O4, 150 mM NaCl, pH 7.4) for 30 min. After washing in 0.1% acetylated BSA in
PBS three times for 5 min each, grids were incubated for 1 h at room temperature in a solution
containing the primary antibody against pyoverdine diluted (1:800) in PBS buffer. They were
then rinsed three times for 5 min in washing buffer (acetylated BSA in PBS) and incubated for
1 h with a secondary antibody, goat anti-rabbit IgG (1:25 dilution in PBS), labeled with 15-nm
gold particles (EMGAR 15; British BioCell International). Grids were washed for 5 min five
times in PBS buffer and three times in double-distilled H.O. Quantification of gold labelling
was carried out by counting 15 nm-gold particles on a total of 20 cells per type of tissue
(epidermis, cortex or central cylinder) and, normalized to area using Imagel software (NIH).

Freeze substitution and embedding protocol
Fre.eze. Substitution fluid AFS program machine
Substitution
Starting at -90°C for 96 h
. Ramped to -80°C over 2 h
0.2% uranyl acetate in anhydrous acetone Held at -80°C for 24 h
Steps Ramped to -60°C over 4 h
Freeze substitution fluid was replaced with three changes of 100% ethanol for 24 h
100% ethanol Ramped to -50°C over 1 h
Embedding Infiltration fluid AFS program machine
30% HM20 resin + 70% acetone Held at -50°C overnight
50% HM?20 resin + 50% acetone Held at -50°C for 2 h
70% HM?20 resin + 30% acetone Held at -50°C for 2 h
Steps 100% HM?20 resin Held at -50°C for 2 h
100% HM20 resin Held at -50°C overnight
100% HM20 resin Held at -50°C for 2 h
Polymerization UV light
Held at -50°C for 48 h
. Ramped to -35°C over 3 h
Steps 100% HM20 resin Held at -35°C for 24 h
Ramped to 0°Cover 7 h
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3.7. Immunoelectron microscopy (IEM)

Cryofixation was performed on roots of 16-day old plantlets cultivated for 168 h in the
presence of either Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA (50 uM). Briefly, samples were immediately high
pressure frozen with a Leica HPM 100 and freeze-substituted with Lowicryl® HM20 resin
(Biovalley, Nanterre, France) in an AFS. Ultrathin sections (90 nm) were cut as above and
collected on Formvar-carbon-coated 300-mesh nickel grids. A solution of pvd antibody
(Vansuyt et al., 2007) diluted at 1/800 and of an anti-rabbit conjugated with 15-nm colloidal
gold diluted 1/25 (secondary antibody) were successively applied prior to TEM observations.
These observations were carried out using a Hitachi electron microscope (HITACHI H7500,
Japan) as described above. The detailed procedures for freeze substitution, embedding and
IEM are presented in Supplementary material S3. The nanogold particles were counted on
thirty-one 15 pm?2-sized IEM images and ascribed to epidermis, cortex or central cylinder
depending on their location. The results were subjected to one-way ANOVA followed by pair-

wise comparisons with Fisher’s least significant test.

3.8. X-ray absorption spectroscopy (XAS)

Iron K-edge X-ray absorption near edge structure (XANES) was performed on samples
prepared from plantlets grown for 0, 48, 72, 96, 120 and 168 hours in the presence of Fe(lll)-
pvd (100 uM) (Supplementary material S1). Roots and shoots from 200 plantlets per sampling
date were separately washed for 30 min under agitation in a buffer as previously described
(Vansuyt et al., 2007), freeze-dried, ground to a fine powder in an agate mortar, and finally

pressed into 5 mm-diameter pellets (1-2 mm thickness).

XAS experiments were performed at the Synchrotron SOLEIL operating at 2.75 GeV (Gif
sur-Yvette, France) on LUCIA beamline (Flank et al. 2006, Vantelon et al. 2016). The X-rays are
produced by an undulator APPLE-type Il and the high-order harmonics are minimized by a low
pass-filter consisting of two Ni-coating Si mirrors. The X-ray beam was monochromatized with
a Si(111) two-crystal monochromator, calibrated using the maximum intensity of the first
derivative of FeO foil (7112 eV). The measurements were done under vacuum (10-7 mbar) and

cryo conditions (N2 cryostat) with a non-focused beam (2 x 2 mm?).
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Supplementary material S4. Normalized Fe K-edge XANES spectra obtained for the selected
Fe reference compounds. Pre-edge structures of iron (Il) and iron (ll) are indicated by vertical
dashed lines. The white line of the two oxidation states (Fe(ll)) and (Fe(lll)) was clearly
different as indicated by the vertical black line (white line of Fe(ll)-nicotianamine ) and the
vertical gray line (white line of Fe(lll)-ferritin).

From bottom to top: Fe(ll) NA-nicotianamine chelated to ferrous iron (Fe(ll), in solution),
Fe(lll) Ferritin-ferritin chelated to ferriciron (Fe(lll), in solution), Fe(lll)-pyoverdine, pyoverdine
chelated to Fe(lll), Fe(lll) EDTA-EDTA chelated to Fe(lll), Fe(lll) phosphate-phosphate chelated
to Fe(lll) and Fe(lll) citrate-citrate chelated to Fe(lll).
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In order to optimize signal-to-noise ratio, XANES spectra of the plant samples and of the
most diluted references (Fe(ll)-nicotianamine, Fe(lll)-pvd and Fe(lll)-ferritin) were recorded in
fluorescence mode using a 60 mm? Bruker Silicon Drift diode detector whereas XANES spectra
of the more concentrated references (Fe(lll)-EDTA, Fe(lll)-phosphate, Fe(lll)-citrate) were
collected in transmission mode using a photo diode. XANES acquisitions were collected in
FlyScan (continuous) mode on 7.05 - 7.3 keV energy range, with an energy step of 0.2 eV and

a counting time of 50 ms/step.

The following Fe reference compounds (all in solid state unless noted) were used:
nicotianamine chelated to ferrous iron Fe(ll), solution in methanol (pH 7), ferritin chelated to
ferric iron Fe(lll), commercial solution (pH 5.5-5.7 as indicated by the supplier), pvd chelated
to Fe(lll), EDTA chelated to Fe(lll), phosphate chelated to Fe(lll), citrate chelated to Fe(lll), and
metallic Fe, Fe(0). Solid standards were diluted with pure microcrystalline cellulose (powder)
to a concentration compatible with the detection range and pressed into 5 mm-diameter
pellets. For commercial liquid standards, a drop was placed between two thin ultralene® films
in a special sample holder designed for the LUCIA set up and instantly frozen with liquid
nitrogen. Purity was >99% for all the reagents except nicotianamine (95%). All compounds
were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) except for nicotianamine
(LGC standards, Molsheim, France). The reference spectra are presented in supplementary
material S4. The position of the beam on the pellets was changed between each scan to limit
radiation damage. Depending on the Fe concentration, 10 to 80 quick scan spectra were
recorded and averaged to optimize the signal-to-noise ratio (average spectra). No radiation
damage was observed during these successive data collections. XANES spectra were corrected
for background absorption by subtracting a linear function before the edge and normalized
using a linear or to-degree polynome and the program package ATHENA (Ravel and Newville,

2005).

A fingerprint approach was used to simulate the experimental spectra averaged from
samples by linear combination of the reference iron compounds spectra using Athena
software. The best match between the fitted model spectra and the experimental spectrum
was estimated from the lowest reduced chi value (x2) and R-factor as determined using the
program package ATHENA in Demeter 0.9.20 system (Newville 2001; Ravel and Newuville,

2005). The iron valence was also estimated by examining the pre-edge structure (Wilke et
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al., 2001). EO edge energy was chosen as the maximum of the data first derivative.
Spectra were background corrected using a linear regression fit through the pre-edge region
[E0-22 eV; EO-8 eV] and a polynomial regression fit through the post-edge region [E0+28
(+/-3) eV; E0+42 eV], aiming at a horizontal post-edge signal. The fractional contribution of
each reference spectrum to the fit was then directly related to the proportion of iron species
in the plant samples. A precision of 10 % on the relative proportion of the different
contributions is expected from the method (Avoscan et al. 2009). Therefore, combinations
that explained less than 10% of the fit were not considered which generally limited the
number of components to 4. Eo edge energy was chosen as the maximum of the data first
derivative. Spectra were background corrected using a linear regression fit through the pre-
edge region [Eo—-22 eV; Eo-8 eV] and a polynomial regression fit through the post-edge region
[Eo+28 (+/-3) eV; Eo+42 eV], aiming at a horizontal post-edge signal. Linear combination
fittings were performed with Athena over the [Eo-10 eV, Eo+30 eV] range on normalized bulk
XANES; relative proportions of the components, were forced to sum to 100 %. Linear
combination fittings were done considering or not the presence of Fe(0), which is considered
to be an artifact created by sample irradiation with high intensity synchrotron X-rays (Terzano

etal., 2013).

3.9. Statistical analyses

Pearson’s chi-square test and one-way ANOVAs, followed by pair-wise comparisons with
Fisher’s least significant test, were performed using XLSTAT (XLSTAT 19.02, Addinsoft, Paris,

France).
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Table 1. Compared effect of Fe(lll)-pvd and Fe(lll)-EDTA supply on iron concentration (ug g'1
DW) measured colorimetrically using bathophenanthroline in roots and shoots and whole
plant of A. thaliana.

Roots Shoots Whole plant
Fe(lll)-pvd 98.7+13.8, 76.9%2.0, 80.8+3.9,
Fe(Ill)-EDTA 85.4+15.6ap 77.418.7, 80.9+4.7,
No-Fe-added 73.5+£11.7 64.1+8.7, 76.1+13.3,

Within a given column, means with the same letter are not significantly different (p < 0.05)
based on one-way ANOVA followed by Fisher's least significant difference test.

Fe(111)-pyoverdine Fe(111)-EDTA

Figure 1. Representative transmission electron microscopy (TEM) images showing general
morphology and ultrastructure of root cells of A. thaliana supplemented with Fe(lll)-pvd (50
uM) or Fe(ll1)-EDTA (50 uM). (A, B) Transmission electron micrographs of cross-sectioned roots
of A. thaliana showing the general morphology of root cells of A. thaliana supplemented with
Fe(Ill)-pvd (A) or with Fe(lll)-EDTA (B). (C, D) Areas delimited by the black rectangles on A and
B presented at higher magnification showing vesicles (marked with arrowheads) localized
between PM and CW in root cells of A. thaliana supplemented with Fe(lll)-pvd (C) and Fe(lll)-
EDTA (D). (E, F) Details of root cells of A. thaliana supplemented with Fe(lll)-pvd showing the
presence of numerous vesicles in the cytoplasm close to the vacuole (E, white asterisk) and
near the plasma membrane (F, black asterisk). Cy, cytoplasm; CW, cell wall; Gc, golgi complex;
N, nucleus; PM, plasma membrane; RE, reticulum endoplasmic; V, vacuole.
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4, Results

4.1. Effect of Fe(lll)-pvd and Fe(lll)-EDTA on plant iron content and root ferric reductase
activity

The roots iron concentration of plants supplemented with Fe(lll)-pvd was significantly
higher than that of No-Fe-added control (Tablel). No significant difference was observed in
shoots and whole plant iron concentration between plants supplemented or not with iron
(Table 1). Compared to the No-Fe-added control, the increased iron concentration in roots of
plants supplemented with iron Fe(lll)-pvd wasn't associated with a significant increase of root

ferric reductase activity. Root ferric reductase activity of No-Fe-added control plants

4.2. Effect of Fe(lll)-pvd and Fe(lll)-EDTA on root ultrastructure and presence of vesicles

At low magnification (tissue level), the TEM images of root cell sections from plantlets
supplemented with Fe(lll)-pvd and Fe(lll)-EDTA showed the usual shape with large central
nuclei, many small vacuoles, a fine unbroken plasma membrane with adherence to the cell
wall (Fig. 1A and 1B, respectively). The cell wall was uniform in thickness. Cells showed a
classic pattern of cell division or elongation, with dense cytoplasm and numerous active
organelles (mitochondria, Golgi complex, endoplasmic reticulum) regardless of the treatment.
At higher magnification (cellular level), the TEM images from plants supplemented with Fe(lll)-
pvd showed numerous vesicles located in the cell wall, intercellular spaces (Fig. 1C and 1E),
cytoplasm (Fig. 1E), and closely associated with the plasma membrane (Fig. 1F). Vesicles were
also detected in plants supplemented with Fe(lll)-EDTA (Fig. 1D) but at a significantly lower
frequency as indicated by the comparison of vesicle counts on TEM images in the presence of

Fe(lll)-pvd and Fe(lll)-EDTA (Fig. 2).

4.3. Localization of pyoverdine and of Fe(lll)-pvd in plants supplemented with the iron
chelate

Three types of methodologies were applied to monitor the fate of pvd and of Fe(lll)-pvd
in planta: (i) nanoscale secondary ion mass spectroscopy (NanoSIMS) and immunoelectron
microscopy (IEM) to localize pvd from Fe(lll)-pvd chelate within the root cells, and (ii) X-ray
absorption spectroscopy near edge structure (XANES) to distinguish the entire Fe(lll)-pvd

chelate from other forms of iron in roots and shoots of A. thaliana.
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60 mFe(lll)-pvd Fe(Ill)-EDTA Figure 2. Histogram showing the frequency
distribution of vesicle counts in root cells of A.

>0 thaliana supplemented with Fe(lll)-pvd (50 uM)
40 or Fe(lll)-EDTA (50 upM). The frequency

distribution of vesicle counts in three classes of
30 I occurrence (Low, from 1 to 2 vesicles per um of

PM; Medium, from 3 to 6 vesicles per um of PM;
High, 7 or more vesicles per um of PM) differed
significantly when A. thaliana was supplemented
with Fe(lll)-pvd or Fe(lll)-EDTA, as compared by
chi-square test (x? =41.57, p=9.38.1019).
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Figure 3. Tracing of °N from '°N-labelled pvd by nanoscale secondary ion mass spectrometry
(NanoSIMS) images in root tip of A. thaliana supplemented with Fe(lll)-pvd* (50 uM). (A)
Schematic representation of the root tip encompassing the three zones (grey rectangles)
subjected to NanoSIMS analysis. (B) Localization of the areas in which >N enrichment was
quantified (delimited by a white line). (C) >N-enrichment expressed as a percentage
calculated from the isotopic ratio °N:!* N for each quantified area (presented in B) and
information about the nature of the corresponding compartment.
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Tracing °N-labelled pvd by NanoSIMS analysis. >N from isotopically labelled
pyoverdine (pvd*) was detected in all three root zones (mature tissue, meristem tissue and
root cap) of 16-day-old plantlets supplemented with Fe(lll)-pvd* (Fig. 3A). NanoSIMS mapping
and the corresponding amounts of isotope in various areas within these three root zones are
shown in Fig. 3B and 3C. The highest >N enrichments (>50%) in these three zones, were
observed in areas composed predominantly of cytoplasm, as compared to the background
5N/4N ratio measured in the embedding resin on the sides of the preparations. No significant

5N enrichment was recorded in vacuoles (Fig. 3B, 3C).

Tracing of pvd by immunoelectron microscopy (IEM). Immunogold labelling of pvd and
analyses by TEM were carried out on the three root zones (mature tissue, meristem tissue and
root cap) of 16-day-old plantlets supplemented with Fe(lll)-pvd, as defined in Figure 3A. The
results revealed the presence of pyoverdine in the mature tissue zone, more specifically in the
conductive vessels and epidermis (Fig. 4), but not in the meristem tissue and root cap zones

(data not shown).

The numbers of gold particles marking pvd per um? of root area in the epidermis, cortex
and central cylinder, were counted on IEM images (Fig. 4B). Gold particles were detected in
all three root tissues. Density of gold particles was higher in the central cylinder and epidermal
cells than in the cortex cells. The strongest labelling in the central cylinder was observed in

the xylem and phloem tissues (Fig. 4B, 4C, 4D, 4E).

Tracing of Fe(lll)-pvd and analysis of Fe speciation by Fe K-edge XANES spectroscopy.
The iron species present in bulk plant samples were determined from the Fe K-edge spectra
XANES of the reference compounds (Fe(ll)-nicotianamine, Fe(lll)-ferritin, Fe(lll)-pvd, Fe(lll)-
EDTA, Fe(lll)-phosphate, and Fe(lll)-citrate). The spectra of the iron reference compounds
were well differentiated and the edges of the two Fe oxidation states (Fe(ll) and Fe(lll)) could
be clearly distinguished (Supplementary material Fig. $S4). Fe K-edge spectra, obtained from
plantlets samples supplemented with Fe(lll)-pvd, could all be fitted using a linear combination
of the iron reference compounds XANES spectra (an example is shown in Supplementary
material Fig. S5 see page 195-196). The XANES spectra recorded on plantlet samples could be
fitted with a linear combination of four of the six reference compounds: Fe(ll)-nicotianamine,
Fe(lll)-ferritin, Fe(lll)-phosphate and Fe(lll)-pvd (Table 2). All corresponding XANES linear fits

are presented in Supplementary material Figure S5 see page 195-196.
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Figure 4. Results of immunoelectron microscopy localization of pyoverdine (pvd) in root cells
of A. thaliana supplemented with Fe(lll)-pvd (50 uM) and representative immunoelectron
microscopy (IEM) images showing immunogold particles marking pvd. (A) Toluidine-blue-
stained cross-section of A. thaliana root presenting the root tissues in which gold particles
were quantified: epidermis, cortex and central cylinder. (B) Histogram showing the amounts
of immunogold particles in cells from these root tissues on IEM images. Error bars represent
the standard deviation; significant differences were determined by one-way ANOVA followed
by Fisher's least significant difference test (**, p < 0.01; NS, not significant p>0.05). (C)
Representative IEM image showing an increased presence of immunogold particles marking
pvd in the central cylinder (root zone corresponding to the one delimited by a black rectangle
in A). (D, E) Areas delimited by black rectangles on C presented at higher magnification. (D)
Cluster of 15-nm colloidal gold particles marking pvd inside a vesicular structure in a xylem
cell (marked with a white arrowhead and magnified in a black rectangle). (E) Five gold particles
marking pvd in phloem parenchyma (marked with a white arrowhead and magnified in a black
rectangle), white asterisks indicate other clusters of gold particles marking pvd. CW, cell wall;
Cy, cytoplasm; Ph, phloem; PhP, phloem parenchym; Xy, xylem.

A B

Epidermis —— - -

NS
Cortex — NS

**

Central cylinder - -

0,0 0,2 04 0,6 08
Gold particles per pm?

202



In roots, at the time of Fe(lll)-pvd supplementation, Fe(lll) and Fe(ll) represented 78%
and 22% of the oxidation states, respectively, and were assigned to two iron species, Fe(lll)-
ferritin and Fe(ll)-nicotianamine (Table 2). After 48 h, the proportion of Fe(lll) decreased (60%)
while that of Fe(ll) increased (40%); Fe(lll)-pvd was detected in addition to Fe(lll)-ferritin,
(Table 2). From 72 h to 168 h, the iron oxidation state was mostly represented by Fe(lll) (84%-
100%). Fe(lll)-pvd was present until the end, while Fe(ll)-nicotianamine and Fe(lll)-phosphate
were detected transiently at 72 h and 96 h, respectively. Fe(lll)-ferritin remained the most

frequently detected form of iron in roots from beginning to end.

In shoots, at the time of Fe(lll)-pvd supplementation, Fe(lll) and Fe(ll) represented 72%
and 28%, respectively, and corresponded to Fe(lll)-ferritin, Fe(lll)-phosphate and Fe(ll)-
nicotianamine (Table 2). From 48 h to 120 h, the proportion of Fe(lll) oscillated between 70%
and 98% and Fe(lll)-pvd was detected in addition to the three iron species initially present
(Table 2). At 168 h, the iron oxidation state was mostly represented by Fe(lll) (85%) which was
chelated to ferritin and phosphate but no longer to Fe(lll)-pvd, while Fe(ll) (15%) remained as
chelated to nicotianamine.

Table 2. Relative representation (%) of four iron species in shoots and roots of A. thaliana at
six different times after supplementation of plants with Fe-pvd as determined by linear

combination fitting (LCF) of Fe K-edge XANES spectra. A precision of +10 % on the relative
proportion of the different contributions is expected from the method (Avoscan et al., 2009).

Time after Fe-pvd Plant Fe species (%)
supplementation (h) compartment Fe(lll)-ferritin  Fe(ll)-NA Fe(llN)-P Fe(ll1)-pvd
0 Shoots 65 28 8 0
Roots 78 22 0 0
48 Shoots 40 34 7 18
Roots 50 40 0 10
72 Shoots 46 21 19 14
Roots 68 16 0 16
96 Shoots 47 23 17 14
Roots 76 0 12 12
120 Shoots 34 30 17 18
Roots 88 0 0 12
168 Shoots 74 15 11 0
Roots 87 2 0 11
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Figure S5. A. Example of a normalized Fe K-edge XANES spectrum obtained on a shoot sample
48 h after supplementation of Fe(lll)-pvd (solid black line) and of a fit obtained by a linear
combination of Fe(lll)-ferritin, Fe(ll)-Nicotianamine (Fe(ll)-NA), Fe(lll)-pyoverdine, and Fe(lll)-
phosphate reference spectra (dashed red line). The relative contribution of each of the four
Fe reference compounds to the spectrum is shown in brackets on the corresponding reference
spectrum, Fe(lll)-ferritin (red), Fe(ll)-Nicotianamine (Fe(ll)-NA) (purple), Fe(lll)-pyoverdine
(green), and Fe(lll)-phosphate (yellow). The fitting parameter (i.e. R-factor = 0.0038601 and
reduced Chi-square = 0.0003779, obtained using program package ATHENA (Ravel and
Newville, 2005)) indicated the goodness-of-fit. B. Normalized Fe K-edge XANES spectra
obtained on root and shoot samples after supplementation of Fe(lll)-pyoverdine (solid black
line) and their corresponding best fit obtained by a linear combination of reference spectra
(dashed red line) of Fe(lll)-ferritin, Fe(ll)-Nicotianamine (Fe(ll)-NA), Fe(lll)-pyoverdine and
Fe(lll)-phosphate reference spectra (a-n), or of Fe(lll)-ferritin, Fe(ll)-Nicotianamine (Fe(ll)-NA),
Fe(lll)-pyoverdine, Fe(lll)-phosphate and Fe(0) metallic (a’-n’). Fe(0), is considered to be an
artifact created by sample irradiation with high intensity synchrotron X-rays (Terzano et al.,
2013), therefore fits without Fe(0) were used to evaluate respective representation of iron
forms.
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5. Discussion

Evidence for the contribution of pyoverdine to iron nutrition of Arabidopsis was
previously reported by Vansuyt et al. (2007). We further analyzed the mechanisms and
physiology of adaptations underlying plant iron nutrition by Fe(lll)-pyoverdine (Fe(lll)-pvd). An
integrated approach combining X-ray absorption spectroscopy and microscopy observations
was adopted to localize Fe(lll)-pvd in planta and to assess the impact of this chelate on plant

iron status and root cellular morphology.

Direct evidence for the presence of Fe(lll)-pvd iron chelate, in its entirety in roots and
shoots was obtained for the first time. The presence of pyoverdine (pvd) in plant roots was
evidenced by NanoSIMS based on '°N detection and by IEM analyses. In addition, XANES
analyses demonstrated the presence of pvd in the form of iron chelate Fe(lll)-pvd both in roots
and shoots, indicating its uptake as an integral complex internalized in plant roots and then
translocated from root to shoot. These observations represent a major step forward in our
understanding of iron uptake and homeostasis in planta. Indeed, until now, the
measurements obtained after supplementation with Fe(lll)-pvd had solely revealed iron
uptake, based on increased plant iron content, and pvd uptake, based on the detection of pvd
labelling (*>N of pvd labelled with *N-labelled amino-acids and a specific antibody raised
against pvd by ELISA test) (Vansuyt et al., 2007). However, the presence of the entire iron
chelate within the root could be questioned and its potential presence in shoots was even
more elusive. In the study by Vansuyt et al. (2007), the presence of pvd in shoots was only
suggested by N analyses and was not supported by ELISA results. This observation was
confirmed in another study (Trapet et al., 2016) and might have been due to the detection
limit of the ELISA method. Indeed, in both studies, 7 days after pyoverdine input, the N
concentrations in shoots were much lower than in roots, where the pvd was also
immunodetected, indicating that pvd would be much less abundant in shoots than in roots
and below the detection limit of the ELISA test. Nevertheless, the results described by Vansuyt
et al. (2007) and Trapet et al. (2016) might also be explained by the use of labelled amino-
acids from the pvd molecule as a nitrogen source within the plant. Indeed, our results showed,
in agreement with these previous findings, that 7 days after pyoverdine input, Fe(lll)-pvd could
no longer be detected in shoots but was still detected in roots. However, our results also

showed that the iron chelate could still be detected in shoots after 2 and up to 5 days after
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pyoverdine input before falling below the detection limit, which would indicate that Fe(lll)-

pvd had been translocated from root to shoot.

Furthermore, our findings suggest that iron chelates of microbial origin could be key
players in plant iron uptake and in plant iron homeostasis in the presence of other sources of
iron. Indeed, No-Fe-added control plants weren't Fe-deficient as indicated by plant iron
concentrations and low values of ferric-reductase activity which did not significantly differed
between plants supplemented or not with iron. In our experimental conditions, Fe(lll)-pvd was
found to be the second or the third most frequently found form of iron in roots whereas the
level of Fe(lll)-citrate, which is involved in long-distance transport in xylem (Rellan-Alvarez et

al., 2010; Alvarez-Fernandez et al., 2014), was below the detection limit.

Our results reinforce the idea that the paradigm whereby plant iron acquisition is based
on two strategies (I and ll), is indeed an oversimplification. For A. thaliana, as for other dicots
and non-graminaceous monocots, strategy | which involves an extracellular reduction process
of Fe(lll) to Fe(ll) followed by Fe(ll) transport across the cell membrane of root epidermal cells,
is an important pathway for plant iron uptake. Vansuyt et al. (2007) observed iron acquisition
from Fe(lll)-pvd and the presence of pvd inside the roots of an A. thaliana mutant with an
impaired Fe(ll) membrane transporter (IRT1), which led to the hypothesis of the existence of
an additional pathway for iron uptake based on internalization of the Fe(lll)-pvd iron chelate.
Our results strengthen this hypothesis by providing, for the first time, evidence of the
internalization of the Fe(lll)-pvd microbial iron chelate by a non-reductive process. Moreover,
the observed increase in ferric-reductase activity in plants supplied with Fe(lll)-pvd, does not
contradict the hypothesis proposed in Yehuda et al., (1996), Nagata et al., (2013) and Radzki
et al., (2013), that iron from microbial ferri-siderophores may be internalized via the strategy
| pathway. Microbial ferri-siderophores are in fact highly diverse, and their very variable
stability (Guerinot and Yi, 1994) is totally dependent on the rhizosphere conditions (Robin et
al., 2008). Thus, the proposition that several mechanisms could be involved in plant iron
acquisition from microbial ferri-siderophores, is not unreasonable. In agreement with this,
Trapet et al. (2016) recorded an increased level of expression of the root surface ferric-
reductase (FRO2) and of the Fe(ll) membrane transporter (IRT1) under iron-deficient

conditions in presence of pvd. They also evidenced the presence of pvd inside plant roots
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indicating that induction of the strategy | pathway and internalization of microbial chelates

might even occur together.

We detected the Fe(lll)-pvd chelate in the cytoplasm of root epidermal cells of A.
thaliana. This suggests that the Fe(lll)-pvd complex internalized by the plant is transported by
the symplastic pathway or by a coupled trans-cellular pathway involving both apoplastic and
symplastic pathways (Barberon and Geldner, 2014). The detection of pvd in the central
cylinder zone (i.e. beyond the Casparian strip) by immunogold labelling, strengthens the
hypothesis that the symplastic pathway is involved in transporting the microbial iron chelate.
Moreover, the immunogold detection of pvd in xylem and phloem tissues and presence of the
Fe(lll)-pvd complex in aerial parts of the plant, as detected by XANES, contribute to evidence
translocation of the iron chelate from root to shoot in A. thaliana. These results suggest that
microbial chelates could be involved in long-distance iron transport in plants and in iron
homeostasis. Although ferritin was by far the commonest form of iron detected, especially in
roots, the ferri-siderophore was detected in proportions comparable to those of another form
of iron known to be essential in iron long-distance transport and iron homeostasis, Fe(ll)-

Nicotianamine (Curie et al., 2009; Schuller et al., 2012; Alvarez-Fernandez et al., 2014).

Significantly more vesicles were observed in the epidermal cells of mature zones of the
root of plants supplied with Fe(lll)-pvd, than in plants supplied with Fe(lll)-EDTA. This
increased presence of vesicles could be the result of endocytosis-mediated Fe(lll)-pvd uptake
by root cells. Indeed, Kazamia et al. (2018) recently evidenced the direct intracellular uptake
of microbial ferri-siderophore by diatoms, unicellular photosynthetic algae, and showed that
the non-reductive uptake of ferri-siderophores was mediated by endocytosis through the

formation of vesicles.

Further studies will be necessary to better understand the role of microbial iron chelates
and to describe the mechanisms involved in their uptake, transport and utilization by plants.
The stability constants of pyoverdines are very high and Fe(lll)-pyoverdines complexes are
stable over a wide range of pH (Robin et al., 2008). Plants might have adapted mechanisms to
benefit from these properties, rather than being challenged, under iron deficient conditions.
Indeed, the long-standing co-evolution of plants and rhizosphere bacteria, encompassing
pseudomonads, has led to reciprocal beneficial interactions (Lemanceau et al., 2017;

Lemanceau et al., 2018). It would be particularly interesting to study the fate and compare
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the impact of this form of iron supply in relation to the pH and Eh properties in different
compartments of the same plant, which are known to vary (Grillet et al., 2014; Krohling et al.,

2015).

Altogether the results obtained in this integrated study mainly based on microscopy
combined with X-ray absorption spectroscopy methodologies, demonstrated that under iron
limited conditions a bacterial ferri-siderophore, Fe(lll)-pvd : (i) is taken up as an integral
complex by epidermal root cells via a non-reductive process associated with increased
presence of vesicles, indicating a possible endocytosis pathway (ii) is transported via the
symplastic or trans-cellular pathway to the central cylinder (iii) is translocated from root to
shoot in A. thaliana and (iv) promotes plant iron nutrition. In addition, significant amounts of
the Fe(lll)-pvd iron form are found for several days in roots and shoots of plants after
supplementation. Overall, these findings suggest that iron chelates of microbial origin could

be key players in plant iron uptake and homeostasis.
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Chapitre IV : Etude du statut en fer et de la morphologie des cellules racinaires d'Arabidopsis thaliana en
présence d'un ferrisidérophore bactérien
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Bilan

Cette étude a permis d'obtenir des résultats qui supportent I'hypothése de
I'internalisation par la plante du complexe ferripyoverdine entier, sans réduction en préalable
a l'acquisition du fer. En effet, les résultats de spectrométrie a rayons X indiquent que le fer
sous la forme du complexe ferripyoverdine serait présent dans les racines mais aussi dans les
parties aériennes de la plante. Ces résultats suggérent donc, de plus, que le chélat bactérien
pourrait étre impliqué dans le transport a longue distance du fer in planta. Les résultats
obtenus avec les autres méthodes vont également dans ce sens. En effet, ils montrent que le
transport de la pvd n'est pas seulement apoplasmigue mais aussi symplasmique. Ills mettent
en évidence le franchissement de la barriere de Caspary de la molécule microbienne et sa
présence dans les vaisseaux conducteurs. En outre, il a été montré que |'apport de fer sous
forme ferripyoverdine est associé a une présence fortement accrue de vésicules a la
périphérie des cellules épidermiques dans les zones racinaires matures. Cette observation
suggere la possible implication d'un mécanisme d'endocytose dans l'internalisation des
ferrisidérophores en accord avec des résultats obtenus récemment avec des diatomées
(Kazamia et al., 2018). Les résultats de cette étude soutiennent donc I'hypothése de
I'existence d'un mécanisme de transport non réductif permettant aux plantes d'acquérir le fer

complexé par des sidérophores microbiens tels que la pyoverdine.
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Chapitre V : Impact de différentes
pyoverdines de Pseudomonas spp.
fluorescents sur I'expression de genes
impliqués dans la nutrition en fer et

'immunité du pois

Manuscrit destiné a étre soumis en version anglaise a une

revue restant a déterminer

La quantité des résultats de ce chapitre étant trés importante, un travail de synthése

supplémentaire est encore nécessaire avant de publier ces données.
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Chapitre V : Impact de différentes pyoverdines de Pseudomonas spp. fluorescents sur I'expression de genes
impliqués dans la nutrition en fer et I'immunité du pois
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Avant-propos

L'étude de I'effet de différentes pyoverdines sur le statut en fer et le ionome de deux
cultivars de pois présentée chapitre 3 a mis en évidence des effets spécifiques variant selon
les types de pvds et les génotypes de pois en présence. Ce travail a aussi montré que le pois
T, tolérant a la chlorose, avait une meilleure aptitude a assimiler le fer apporté sous forme de
ferripyoverdine que le pois S, sensible. Par ailleurs, il a été montré que les pvds influencent
I'immunité des plantes et leur balance croissance défense (Trapet et al., 2016; van Loon et al.,
2008). De méme, l'acquisition du fer via la synthése de composés phénoliques est liée a des
réactions de défenses (Zamioudis et al., 2014; Romera et al., 2019). En conséquence on a
cherché, a travers la présente étude, a mieux comprendre comment les deux cultivars de pois
S et T utilisent les différents ferrisidérophores et les effets produits par |'utilisation de ces
chélats bactériens. Pour cela, l'interaction entre plante et ferripyoverdines a été analysée au
niveau moléculaire par I'étude de I'effet de Fe-pvds sur la transcription de génes du pois en
relation avec le statut en fer et des ferritines présentes dans les plantes correspondantes. Les
interactions entre plante et ferrisidérophores ayant eu des effets différents sur le statut en fer
des plantes, on a également cherché a identifier des génes qui pourraient servir de marqueurs

pour étudier les effets des chélats microbiens.

Le travail de génomique transcriptionnelle, de définition des amorces et de qPCR a été
fait avec I'aide de Grégoire Aubert (Ingénieur du au sein du pole GEAPSI). Les discussions ont
aussi été faites en collaboration avec Grégoire Aubert et Angélique Besson-Bard (MC au sein
du pole IPM). Le travail concernant |'extraction et I'analyse des ferritines a été réalisé par
Jordan Rossi, doctorant encadré par Angélique Besson-Bard. En pratique, comme présenté
chapitre 3, les plantes ont été cultivées in vitro et des apports en fer ont été effectués ou non.
Les apports en fer ont été faits sous forme Fe-EDTA ou Fe-pvds. Trois Fe-pvds différentes ont
été apportées : la ferripyoverdine modele Fe-pvdC7R12 et les deux ferripyoverdines issues de
Pseudomonas associés aux pois, Fe-pvd1T et Fe-pvd2S. Des plantes ont été prélevées 6, 12 et
24 heures apres traitement afin de suivre I'expression de génes du pois en cinétique par RT
gPCR. Seize génes ont été étudiés. lls ont été sélectionnés sur la base de deux types de criteres
: (i) leur role décrit dans la littérature dans les stratégies d'acquisition du fer, d'homéostasie
du fer, et dans les réactions de défense, et (ii) un changement important de leur expression

constaté chez Arabidopsis aprés apport de la pvd modéle pvdC7R12 (Trapet et al., 2015).
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1. Introduction

Le fer, micronutriment essentiel pour les étres vivants, est un élément présent en
abondance dans la cro(te terrestre mais sa biodisponibilité dans les sols est faible comparée
aux besoins des organismes qui y vivent (Robin et al., 2008; Lemanceau et al., 2009b). Les
plantes et les microorganismes ont donc développé des systemes actifs d'acquisition du fer.
Les microorganismes synthétisent des sidérophores. Ces petites molécules chélatent le fer de
I'environnement et les complexes ferrisiderophores sont internalisés par les microorganismes
via des transporteurs membranaires spécifiques (Hider and Kong, 2010). Chez les plantes,
deux stratégies d’acquisition du fer ont longtemps été décrites selon un schéma dichotomique
; la stratégie | ou stratégie de réduction utilisée par les dicotylédones et les monocotylédones
non graminées et la stratégie Il ou stratégie de chélation utilisée par les graminées. La
stratégie | repose sur la réduction du fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux (Fe?*) par une réductase
ferrique (FRO2 chez Arabidopsis) et sur l'incorporation de Fe?* par un transporteur
membranaire (IRT1 chez Arabidopsis) (Curie and Briat, 2003; Kobayashi and Nishizawa, 2012).
La stratégie Il repose sur la chélation de Fe3* par des phytosidérophores (PS, dérivés des acides
muginéiques) et sur l'incorporation des chélats Fe3*-PS via des transporteurs appartenant a la
famille YS/YLS ('Yellow Stripe/Yellow Stripe Like') (Curie et al., 2009). Cependant, il a été
montré que la stratégie | peut étre retrouvée chez des plantes dites de stratégie I, et
inversement (Ishimaru et al., 2006; Xiong et al., 2013; Grillet and Schmidt, 2019). De plus les
plantes produisent des composés phénoliques fluorescents (CP) par la voie de synthése des
phénylpropanoides qui participent a l'acquisition du fer par chélation (Fourcroy et al., 2014;
Schmid et al., 2014; Schmidt et al., 2014). MYB72, BGLU42 et PDR9, qui sont respectivement
un facteur de transcription, une béta-glucosidase et le transporteur membranaire ABC
permettant I'excrétion des CP, sont des éléments clés de cette voie d'acquisition du fer qui est
également liée aux réponses de défense de la plante (Palmer et al., 2013; Fourcroy et al., 2014;
Zamioudis et al., 2014). Il a été montré que les complexes Fe3*-CP mobilisent le fer de la
rhizosphére qui peut ensuite étre réduit et internalisé via la stratégie | (Fourcroy et al., 2016).
Les CP ont aussi une activité réductrice et I'hypothése de la formation de complexes Fe?*-CP
internalisés par un transporteur membranaire de chélats ('ICT, Iron Chelate Transporter') a

été avancée par d'autres auteurs (Tsai and Schmidt, 2017a).
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De nombreuses études ont montré que les sidérophores microbiens étaient
particulierement importants dans les interactions plante-microorganismes liées a la
dynamique du fer dans la rhizospheére et dans la plante (Lurthy et al., revue destinée a, ou
soumise a Agron. Sustain. Dev., présentée chapitre 1). Les pvds, sidérophores principaux
synthétisés par 