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Résumé

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.), est une constituante majeure de 1’écosystéme
méditerranéen, jouant un role culturel et industriel important dans le pourtour méditerranéen.
Cependant, ces dernieéres décennies connaissent un déclin du taux de réussite des plantations de
caroubiers, notamment en condition d’irrigation limitante. La conservation de cette espece est
donc fortement dépendante de notre capacité a améliorer sa résistance face a I’aggravation des
périodes de sécheresse. L’utilisation des champignons mycorhiziens arbusculaires, a été
proposée comme une stratégie prometteuse pour améliorer la tolérance du caroubier face a la
sécheresse. Cependant, les mycorhizes ne représentent qu’une partie du microbiote bénéfique
pour la croissance des plantes, et les cortéges microbiens natifs, par exemple associ€¢s aux
plantes pionnicres de I’habitat du caroubier, pourraient représenter des sources microbiennes

bénéfiques pour la survie du caroubier face au changement climatique.

Les objectifs de ce travail sont (1) la caractérisation du microbiote du sol dans différents habitats
associés au caroubier au Maroc, et la détermination de leur spécificité en lien avec les
composantes végétales, (2) d’évaluer leur impact sur la croissance et résistance du caroubier en
utilisant ces sols comme bio-inoculants. Les hypothéses sont (1) que le microbiote du sol est
structuré au sein d’un habitat par la diversité floristique associée et que (2) les spécificités du
microbiote du sol et des racines sont des déterminants majeurs de la croissance du caroubier et

de son niveau de résistance a la sécheresse.

Les résultats ont montré une prédominance des actinobactéries, protéobactéries et ascomycetes
dans deux habitats majeurs du caroubier, marquée par des divergences fonctionnelles entre le
Nord et le Sud. L’utilisation comme bio-inoculant de microbiotes du sol associés a différentes
composantes végétales des habitats a caroubier a montré des performances similaires entre le
microbiote natif du caroubier et ceux associ€¢s a l'orge et au genét blanc. Par contre, le
microbiote natif du caroubier a conféré une faible résistance face a des conditions de sécheresse,
a I'inverse de celui provenant du pistachier lentisque. Les performances de croissance en
condition non limitante en eau pourraient étre liés a I’action conjointe de mycorhizes et de
rhizobia, alors que la résistance a la sécheresse semble étre conférée principalement par ’action
de champignons endophytes de type DSE (dark septate endophytes), et potentiecllement de
mycorhizes. Le pistachier lentisque apparait comme une cible prometteuse pour améliorer la
résistance des caroubiers a la sécheresse en développant l'ingénierie de microbiotes naturels

(transplantation de microbiotes du sol ou gestion des microbiotes du sol par couvert végétal).

Mots clés : Caroubier, compromis, inoculation, microbiota, mycorhize, sécheresse



Abstract

The carob tree (Ceratonia siliqgua L.), is a major component of the Mediterranean ecosystem,
playing an important cultural and industrial role in the Mediterranean area. However, in recent
decades the success rate of carob tree plantations has been declining, particularly under limited
irrigation conditions. The conservation of this species is therefore highly dependent on our
ability to improve its resistance to the worsening of drought periods. The use of arbuscular
mycorrhizal fungi has been proposed as a promising strategy to improve the tolerance of the
carob tree to cope with drought. However, mycorrhizae represent only a part of the beneficial
microbiota for plant growth, and native microbial communities, for example associated with
pioneer plants in the carob tree habitat, could represent beneficial microbial sources for the

survival of the carob tree in a climate change context.

The objectives of this work are (1) to characterise the soil microbiota in different habitats
associated with the carob tree in Morocco, and to determine their specificity in relation to the
major plant components, (2) to assess their impact on the growth and resistance of the carob
tree by using these soils as bio-inoculants. The hypotheses are (1) that the soil microbiota is
structured within a habitat by the associated floristic diversity and (2) that the specificities of
the soil and root microbiota are major determinants of the growth of the carob tree and its level

of resistance to drought.

The results showed a predominance of actinobacteria, proteobacteria and ascomycetes in two
major carob tree habitats, characterised by functional divergences between North and South.
The use as a bio-inoculant of the soil microbiota associated with different plant components of
carob habitats has shown similar performances between the native carob microbiota and those
associated with barley and white broom. By contrast, the native carob microbiota conferred
little resistance to drought conditions, unlike that of the lentisk tree. Growth performance in
non-water-limiting conditions could be linked to the joint action of mycorrhizae and rhizobia,
while the improvement in drought resistance seems to be conferred mainly by the action of DSE
(dark septate fungal endophytes), and potentially to mycorrhizae. The lenstik tree could be a
promising target for improving carob tree resistance to drought by developing natural
microbiote engineering (transplanting soil microbiotes or soil microbiote management by plant

cover).

Key-words : Carob tree, drought, inoculation, microbiota, mycorrhizae, trade-off



udla

L 132 anli Cumy cans siall a1 yaall s g1 sSoY Uil Ll U 5 o(WSkons L ) ) g pA0) 5 yn yia
Aaraa g Chg ok 8 Aala i ol a3 Aol )l A a1 4 5Y) 840l V) as Lege Lielia g
cilind) dga) g (B oy Al Lo glie et 31508 (520 o S JSE) diadh )5 g sill 13a e Jalial) ol 13g)
OP Y el aleadd g Al da sl (el 320 5 Apa) jiulS Adalall 4 jaall by pladll ) 58 Q5 eGlandl 128 8
I (el laal) o s 5 Sl (Jial s o Ll sl w5 Sl o T 5 s Canad 6 Y1 atla
aill g AN aglia Jal e @l asm s Sadl) (e G13A IS ) (S e Al g ol IS5 Jasi 5 Al

Lalid)

b U Leahadiuly g Al Aaglias sai e b il sl (2) cchlilall i Say (sl Lo Lgina sl
(2) O el Laleaal) Glal) g g JUR (e € IS5 2oy 4 5il) (8 2a sl o gm g sSaal) OF (1) (A el jil)
iliadl atie lie 5 a5 Al B ad gad (8 (i N daaall (a ) eaadl g 4 il s il 6 g jSaall Dla puas

e AL Ot ) ol g (B Oatiannne Sl 5 L S g5 g claSL ST e JS g dlgale Jeanall iliill & jelal
dglie il il Calidey Jagi jall il o gy Saa alainl edal LS o ginll g Jladll (g al s il s (il
bl asm s Saall 8 (JiBall (B i 5 endll Jagi sal) o s s Saall Cms s A 3 nil el asn g Saal) O
s AN saielalday ) oSy g nallidai sall o s s pSaall (aSe o ccaliall Cog plal B A glia iy ol g AN S il
syl ) Gl a5 i) e gl Lag el 35 Aol iy aal il il o )l Jaaly sl sl Al 3
Janll A e Ciliall o Al lasil Aa gl Gruaatl 2ol g Caon g el jliie) (e Adalall 5080 il pladll Ly )

Ao el paball o g s jSaall e

@L«J\A\.@AY\ ¢ sSaal) ceﬁjﬁ‘g}ﬂ\ﬁﬁ:@M\Qwﬁ\



Sommaire

INtroduction @ENETALE ............vviiiiiiiieeeee e e e e e e e e naaaaaes 30
Chapitre I Synthése bibliographique ...........oooeiiiiiiiiiiiie e 35
RESUIME .ottt e e e e et e e e e e e e e 36
INETOAUCTION ...ttt e e ettt e e ettt e e e stabeeeeennteeaeanes 37
I.  Réponse des plantes au déficit hydrique ..........c.eevvveiiieeiiiiiiiieeeeeeeeee e, 40
1. Flux d’eau et résistance au déficit hydrique...........cceeveeeeeieiiiiiiiieeeeeeeeeee e, 41
2. Régulations hormonales des plantes au déficit hydrique ..........ccocvvveeeeeeeiiiciiiiiieeeenn. 42
II. Meécanismes d’action des champignons mycorhiziens impliqués dans la modification du
statut hydrique de 1a PIante ..........cceeeiiiiiiie e 44
1. Transpiration €t photOSYNTNESE ......c..vvvviiiiiieeeiiiiiiiiieee e e e e e e e e 44
2. Régulation hormonale ..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e 46
3.  Contrdle de la croissance racinaire €t aCrienNne .............coccueeeeeeriiiieeeeriiieeeenriiieeeeeenees 47
4. Régulation des transferts d’€au..........cccuvviiiiieieeeieiiiiieeee e 48

I1I. Potentiel et limitation des champignons mycorhiziens arbusculaires pour I’ingénierie

¢cologique en condition de déficit hydrique ...........oeevveeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 57
CONCIUSION ©F POISPECIIVES ..eeireieeeiiiiiiiireeeeeeeiiittieeeeeeeeseasearreeeeeeeeessassssasreaeeeeessssssssneaaeeseens 59
Chapitre II Les communautés bactériennes et fongiques du sol différent dans leur importance
comme indicateur microbien des habitats marocains @ Caroubier .............ccceecveeeeeniieeeeennnee. 60
RESUIME .ttt e e ettt e e e ettt e e e et e e e e bbeeeeeanen 61
INETOAUCTION ...ttt ettt e e ettt e e e st e e e e ebbeeeeeanen 63
[.. Materials and methods .........ccooiiiiiiii e 64
1. Study sites and sOil SAMPIING ....cceeiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e 64
2. DNA extraction, gene amplification and SEqUENCING ..........cevvrvvriirireeeeeiiiiiiiiieeeeeennn. 64
3. DAtA PIOCESSINZ. . eeeeeeeriiiiiiirteeeeeeeaiitttteeeeeeeesaasartaeeeeeeeeaaasssssaaeeeesesssassssnaaeeeesesnnnnnes 65
4. SEALISTICS uuvveeeeeiiit ettt ettt e e ettt e e ettt e e et e e e e bbbt e e et e e e 66
ILo RESUIES ..ttt e et e e e et e e e s bbeee e e 67
1.  Global composition of belowground microbiota............cceeeuvriiiieeeeeeriiiiiiireeeeeeeeens 67
2. Habitat-related miCrobiota taXa ........ccoevuiiiiiiiiiiiiiiiice e 69
3. Soil properties-related microbial taxa ...........cocccuviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 74
4. Plant-related mIiCrobiota taXa.......ccuueeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 75
5. Characteristics of Glomeromycota COMMUNILY ............cceerriiuriiireeeeeeerniiiiiieeeeeeeennnnns 75
I DISCUSSION ettt e ettt e e ettt e e et e e e e aabbeeeeenaneeee 79
[00] 1 16d L1 1 10 s USSR PPSRP 82



RESUIME ..o e et 84

INETOAUCTION ...t ettt e e ettt e e ettt e e e snbeeeeeenbaeeaeanes 86
[.. Materials and Methods.........ccoooiiiiiiiiiiii e 88
1. Study site and SOl SAMPIING ....eeeriiiiiiiiiiiiie e 88
2. Carob growth eXPerimMeNnts ...........ccceeeeiuriiiiieeeeeeeeiiirieeeeeeeeeereiaraeeeeeeeeeeeenennaseeeeeeeans 88
3. Carob growth, nutrition, physiology and mycorrhizal parameters...................ccceeunen. 89
4. DNA extraction, gene amplification, SEQUENCING...........eeeeeeerriiirvirrreeeeeeeriiiireereeeaeenns 90
5. DAta PIOCESSINZ..eeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeiiittreeeeeeeesassartteeeeeeeeaaaasssssaeeeeesasasssssssaeaeeesessnnnses 91
0. SEALISTICS ..vvteeeeiiiiee ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e e e bbbt e e e ettt e e e e eanbee e e e aanb e e e e e enbeeeeeeannes 91
IL. RESUILS ..ttt e e e ettt e e e et te e e e 93
1. Characterisation of soil-based bio-inoculants (SOBIOS)..........ccceeveeeeviiiiiiiiiieeeeeee, 93
2. Impact of SOBIOs on carob growth (WATER) .........uvviiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 95
3. Impact of SoBIOs on carob drought resistance (WATER vs DROUGHT)................. 96
4. Impact of SOBIOs on root microbiota features (WATER) ......cccovvvviiiiieiiiiiiiieeee, 99
5. Impact of drought on root microbiota features (WATER vs DROUGHT) ............... 104
ML DIISCUSSION ittt et e ettt e e ettt e e ettt e e e et e e e e easbaeeeeeneaee 109
CONCIUSION ...ttt e e ettt e e et e e e et e e e e eebeeeeaanes 112
Conclusion ZENETale €t PEIrSPECIIVES. ...uuiiiieeeericiiiiiieeeeeeeeeiitreeeeeeeeeeearaereeeeeeesennnnareeeeeeeeas 113
Références bibliographiqUes .........cooiiiiiiiiiiieeieeeeee e e e e e e e 113
AATITIEXEC ..ottt ettt e e ettt e e e e e ettt e et e e e e e naeaeeas 144

17



Liste des figures

Figure I. Localisation des deux habitats (nord « Rif » et sud « Ourika ») sélectionnés pour

<01 T (PSPPSR 34
Figure I.1. Les stratégies de réponse (esquive, évitement, tolérance et recouvrement) des
plantes au déficit hydrique. Figure modifiée a partir de (Chen et al., 2016). ..........cceveunnnneene. 40
Figure 1.2. Effet des CMA dans la résistance des plantes au stress hydrique......................... 45

Figure II.1. Phylum level distribution of (A) bacterial and (B) fungal communities among plant
species from the South and North habitats ..............ceoiveiiiiiiiiiiiiieee e 68

Figure I1.2. Microbiota structure analysis from plant species of the North (red) and South (blue)
RADTEALS ...t e et e e et e e et e e e e e 70

Figure I1.3. Principal component analysis of soils collected under different plant species from
North and South habitats based on soil Properties ...........ccceeeeeevuiiiiieeeeeeeiiiiieee e, 74

Figure II.4. Comparison of (A) bacterial and (B) fungal community membership (Venn
diagram analysis) among C. siliqua and P. lentiscus from both the North and South habitats.

............................................................................................................................................. 76
Figure IL.5. Glomeromycota genus distribution among plant species from the North and South
NADTEALS. ..ottt e et e e et e e e e bt e e e e 77

Figure I1.6. Bipartite interaction network formed by Glomeromycota (genus taxonomic level;
lower boxes) and major plants species (upper boxes) in the North (A) and South (B) habitats

Figure IIL.1. Flowchart of experimental procedures from the sampling of native soils from
South Moroccan carob habitats to the setup of carob growth experiments inoculated with native
soils (SoBio) under WATER (no water deficiency) and DROUGHT (water deficiency)
[670) 1 B 1 101 O TSSO PP PRSP 89

Figure II1.2. Hierarchical clustering analysis of native soils based on the OTUs composition
of the bacterial (A) and fungal (B) COMMUNILIES .......cceeeviiiiiiiiiiiieeeeeeiiieee e 94

Figure II1.3. Box plots for growth and mycorrhizal parameters measured on five months old
carob plantlets under no Stress CONAILIONS ...........uvvviirieeeiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e eereaeeeeeeeeas 96

Figure I11.4. Comparison of carob growth, physiology and mycorrhizal colonisation inoculated
with different SoBIOs under WATER and DROUGHT conditions. Principal component
analysis of the 10 main carob parameters. (A) Top panel indicate each carob individual and
colours the type of SoBIO. The individuals are grouped by SoBIO origin and WATER or
DROUGHT CONAIIONS ...ttt ettt ettt e e ettt e e ettt e e e eabaeeeeeeaieaeeaeaaes 97

Figure IILS. Plot interaction effect between WATER and DROUGHT conditions considering
the use of SoBIOs for shoot height (A), root collar diameter (B), shoot dry weight (C), root dry
weight (D), root / shoot ratio (E), mycorrhizal arbuscular content (F) and vesicular content (G),
total chlorophyll (H), relative water content (I) and stomatal conductance (J). ..................... 98

Figure II1.6. non-metric multidimensional scaling (nMDS) analysis of (A) bacterial and (B)
fungal community structures under WATER conditions .............ccoeveviiiiiiieeeeeeniiiiiiiieeeeenn, 100

Figure IIL.7. Volcano plots illustrating the differences in carob root bacterial OTU patterns
associated with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqua
SoBIO used as reference (WATER condition) ..........cooeeeiiiiiiiiieeeiiiiiiiieeee e 102

18



Figure III.8. Volcano plots illustrating the differences in carob root fungal OTU patterns
associated with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqua
SoBIO used as reference (WATER condition) ..........cccoeeovviiiiiiieeeiiiiiiieeee e 103

Figure II1.9. Distribution of root bacterial (A-B) and fungal (C-D) richness and diversity of
carob seedlings inoculated with SoBIOs. The water status is indicated in dark blue for WATER

and pale blue for DROUGHT. ...........ooiiiiiii e e 104
Figure II1.10. non-metric multidimensional scaling (nMDS) analysis of (A) bacterial and (B)
fungal community structures under DROUGHT condition............ccocecvviireeeeeeeiiiciiiiieeeenn. 105

Figure III.11. Volcano plots illustrating the differences in carob root bacterial OTU patterns
associated with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqua
SoBIO used as reference (DROUGHT condition) ..........ccuvvvieieeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiieeeee e 107

Figure III.12. Volcano plots illustrating the differences in carob root fungal OTU patterns
associated with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqua
SoBIO used as reference (DROUGHT condition) ..........ccevvveeieeeeeniiiiiiiiiieeeeeeeeiiiieeeee e 108

19



Liste des tableaux

Tableau I.1. Cofits / bénéfices entre les champignons mycorhiziens arbusculaires et les plantes

............................................................................................................................................. 39
Tableau I.2. Liste d’expérimentations utilisant des CMA (avec ou sans co-inoculation avec des
bactéries rhizosphériques) pour évaluer la réponse des plantes au stress hydrique.................. 50

Table I1.1. List of microbial indicator taxa associated with the North or South habitats........ 71

20



Sommaire des annexes

Figure 1.S1. Caroubier multi-centenaire dans une parcelle agricole (Raguza, Sicile) .......... 145
Figure L.S2. Aire de répartition du caroubier (adapté d’apres Quézel and Médail, 2003) .... 146

Table II.S1. Alphadiversity characteristics of soil microbiota associated with major plant
species of North and South carob habitats..............ceeeeeeeiiiiiiiiiiiieeee e 149

Table I1.S2. Soil physico-chemical characteristics related to plant species ...........ccceeeee..... 150

Table II.S3. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with Moroccan carob
NADIEALS!D) ..ottt 151

Table I1.S4. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with Moroccan carob habitats?)

Figure I1.S1. Comparison of (A,B) bacterial and (C,D) fungal community membership (Venn
diagram analysis) among plant species from (A,C) North and (B,D) South carob habitats. For
each venn category, the number of OTUs is indicated. VG, Vachellia gummifera; CA, Cistus
albidus; CS, Ceratonia siliqua; GA, Globularia alypum; LD, Lavandula dentata; PL, Pistacia
lentiscus; RM, Retama MONOSPEIIA. ...........cccccuuueeeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeessaeeaeeeeeessnsnssseeeaaeeens 155

Figure I1.S2. Mycorrhizal spore density in soils associated with plant species in North and
South carob habitats. Vg, Vachellia gummifera; Ca, Cistus albidus; Cs, Ceratonia siliqua; Ga,
Globularia alypum; Ld, Lavandula dentata; Pl, Pistacia lentiscus; Rm, Retama monosperma.

........................................................................................................................................... 156
Figure I1.S3. Endomycorrhizal species isolated form the different plant soils associated with
C. siligua in south and NOTth Of MOTOCCO. .....uuviiiiiiieeeeiciieeeee e 157

Figure I1.S4. The dominant endomycorrhizal morphotypes isolated from the different plant
soils associated with C. siligua in south and north of Morocco...........ccccvvvveeeeeenecciiiiieenennn. 158

Figure I1.S5. Endomycorrhizal species isolated form the different plant soils associated with
C. siligua in Ourika valley (IMOTOCCO).....ccciiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiieee e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeeeas 159

Figure I1.S6. The dominant endomycorrhizal morphotypes isolated from the different plant
soils associated with C. siligua in Ourika valley (MOT0OCCO). .....cccevvveiiriiiiieeeeeeeiiiieeeeeeenn 160

Figure I1.S7. Mycorrhizal roots of C. siligua representing different structures: vesicles (V),
hyphae (H), arbuscules (A) and SPOTES (S). ..vvviieeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiiie e e e e e e e e e e e 161

Figure II1.S1. Hierarchical clustering analysis of native soils based on the phylum composition
of the bacterial (A) and fungal (B) communities. The native soils were sampled under six plant
species (C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba) representative
of natural carob habitats and carob-based traditional agrosystems (A). Relative abundance of
microbial taxa at the phylum level were loglp transformed before clustering (Euclidean
distance, Ward’s method). Heatmaps were split in 3 soil origin clusters and 3-4 microbiota
CIUSTETS. ettt ettt e ettt e e sttt e e e e abt e e e e e bbbt e e e eabbeeeeeabaeeeeenaes 162

Figure I11.S2. Membership analysis of soil bacterial OTUs among SoBIOs from six origins C.
siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba. .....................ccc....... 163

Figure II1.S3. Membership analysis of soil fungal OTUs among SoBIOs from six origins, C.
siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba. ......................ccc....... 164

21



Figure II1.S4. Taxonomic composition of bacterial community at (A) the phylum and (B-F)
genus levels for each SoBIO origin, C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H.
VULGATC, V. JADQ. ......oooeeeeiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e st aaaa e e e e e e e e nnnenaaaeeas 165

Figure IIL.SS. Taxonomic composition of fungal community at (A) the phylum and (B-F)
genus levels for each SoBIO origin, C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H.
VULGATC, V. JADQ. .....ooooeeeeiiiiee ettt e e e e e e e e e e et aa e e e e e e e e e nenaaeeeas 166

Figure II1.S6. Heatmap of Spearman Rho correlations among the 23 main carob measured in
WATER condition. The number in each square correspond to R estimated by Spearman
correlation. White square indicates no significant correlation (P > 0.05). SH, shoot height (SH);
RCD, root collar diameter; NL, number of leaves; NLF, number of leaflets; SFW, shoot fresh
weight; SDW, shoot dry weight; RFW, root fresh weight; RDW, root dry weight; RDW_SDW,
root / shoot ratio; SRN, secondary root number; TRA, total root area; PRL, primary root length;
RWC, relative water content; GLW gradual loss of water; COND, stomatal conductance;
CHL A, chlorophyll A; CHL B, chlorophyll B; T CHL, total chlorophyll content; MS,
membrane stability; MY F, mycorrhizal colonization frequency; MY I, mycorrhizal
colonization intensity; MY AC, mycorrhizal arbuscular content; MY VC, mycorrhizal
VESICULAT COMEEIIE. ...uvvviiiieeeeeiiiiiee e e e e e ettt e e e e e et eeeeeeeeeessntaaaeeeeeeeeesssssnsaseaaaeeeessnnnnes 167

Figure II1.S7. Taxonomic composition of carob root bacterial community at (A) the phylum
and (B-F) genus levels associated with SoBIO origins, C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma,
G. alypum, H. vulgare, V. faDQ. ...............ccooeeeouueiieieeeeeeiciiieeeee e e eeeaaaaeaea e 168

Figure II1.S8. Taxonomic composition of carob root fungal community at (A) the phylum and
(B-F) genus levels associated with SoBIO origins, C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G.
alypum, H. VUlare, V. fADQA. .............ccccuuueiiiieeeieicciieiee e eeeeeeieee e e e saaeaa e e e e e e eeaaaeeeas 169

Figure IIL.S9. Estimation of selection rate of bacterial (A-F) taxa in the carob roots from the
SoBIOs; C. siliqgua (A), P. lentiscus (B), R. monosperma (C), G. alypum (D), H. vulgare (E),
V. faba (F). For each category, the number and percentage of OTUs are indicated. ............. 170

Figure IT1.S10. Estimation of selection rate of bacterial (A-F) taxa in the carob roots from the
SoBIOs; C. siliqgua (A), P. lentiscus (B), R. monosperma (C), G. alypum (D), H. vulgare (E),
V. faba (F). For each category, the number and percentage of OTUs are indicated. ............. 171

Table ITI.S1. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with Moroccan carob
haAbItAIS™) ..ottt 172

Table IIL.S2. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with Moroccan carob
habItALS™) ..ottt 174

Table III.S3. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with carob roots without
WALET SEEESS!) ..ottt 176

Table III.S4. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with roots without water
SETESSI) Lottt ettt ettt s e 179

Table II1.S5. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with carob roots under water
stress CONAION) ... ..o 181

Table II1.S6. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with carob roots under water
Stress CONAItION) ..........oiiiiiiiicc ettt 184

22



Liste des publications

Article 1 :
H. Khassali, A. Baumel, F. Mahé, E. Tournier, P. Tisseyre, Y. Prin, L. Ouahmane, H. Sanguin,
2020. The belowground bacterial and fungal communities differed in their significance as

microbial indicator of Moroccan carob habitats. Ecological indicators 114, 106341.

https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.106341 (publié).

Article 2 :
H. Khassali, A. Baumel, F. Mahé¢, E. Tournier, P. Tisseyre, Y. Prin, L. Ouahmane, H. Sanguin,
2020. Differential implication of mycorrhiza and dark septate endophytes in growth-drought

resistance trade-offs in carob trees. New phytologist (en cours de préparation).

Liste des communications

S5émes Journées Francophones des Mycorhizes (06/2018) Dunkerque/France

Hamza Khassali, Alex Baumel , Frédéric Mahé, Estelle Tournier, Yves Prin , Lahcen
Ouahmane , Hervé Sanguin. Evaluation des performances d’inoculums microbiens natifs pour

I’optimisation des itin€raires culturaux du caroubier. (communication orale).

11éme édition du Printemps de Baillarguet (06/2019) Montpellier/France

Hamza Khassali, Alex Baumel , Frédéric Mahé, Estelle Tournier, Yves Prin , Lahcen
Ouahmane , Hervé Sanguin. La tolérance au stress hydrique du caroubier peut elle s’expliquer

par la composition de son microbiote racinaire ? (communication orale).

S5émes Journées Francophones des Mycorhizes (06/2018) Dunkerque/France

Pierre Tisseyre, Hamza Khassali, Alexandre Geoffroy, Estelle Tournier, Christine Le Roux,
Stefano La Malfa, Magda Bou Dagher-Kharrat, er al. Caractéristiques biotiques et abiotiques
des agro-écosystemes méditerranéens a base de caroubiers le long d’un gradient climatique

Nord-Sud. (communication affichée).

Sfécologie2018 (10/2018) Rennes/France

Frédéric Mah¢, Pierre Tisseyre, Estelle Tournier, Hamza Khassali, Christine Le Roux ,

Alexandre Geoffroy, Pascal Mirleau, et al. What are the ecological drivers of symbiotic

23



microbiome assemblages? The case of an antic affair between an iconic Mediterranean fruit

tree and its symbiotic microbiome. (non participation, communication affichée).

3émes Harlan International Symposium (06/2019) Montpellier/France

Hervé Sanguin, Frédéric Mahé, Lahcen Ouahmane, Hamza Khassali, Estelle Tournier, Pierre
Tisseyre, Alexandre Geoffroy, et al. In the intimacy of an old Mediterranean affair between a
fruit tree and a microbiota: perspectives in conservation and agroecology. (non participation,

communication orale).

International Phytobiomes Conference (12/2018) Montpellier/France

Hervé Sanguin, Frédéric Mahé, Lahcen Ouahmane, Pierre Tisseyre, Estelle Tournier, Hamza
Khassali, Christine Le Roux, ef al. The human-driven impacts on a long-term afair between an

iconic Mediterranean fruit tree and its microbiome. (non participation, communication

affichée).

24



Liste des abréviations

ABA : Abscisic Acid (Acide Abscissique)
AMF : Arbuscular Mycorrhizal Fungi
ANR : Agence Nationale de la Recherche
BB : Bituminaria bituminosa

BGPI : Biologie et génétique des interactions plante-parasite

BioMAgE : Biotechnologie Microbienne, Agrosciences et Environnement

BSA : Bovine serum albumin

C : Carbone

CA : Cistus albidus

CAC : Capacité Au Champ

CaCOs : Carbonate de Calcium

CEC : Capacité d’Echange Cationique

CK : Cytokinines

Cm : Centimetre

CMA : Champignons Mycorhiziens Arbusculaires
COND : Stomatal Conductance

CS : Ceratonia siliqua

d’NTP : désoxyriboNucléotide Tris-Phosphate
DES : Dark Septate Endophytes

Df : Degrees of Freedom

DNA : Deoxyribonucleic acid (Acide DésoxyriboNucléique)
DSI : Dissimilarity Index

ECM : Ectomycorhize

FAO : Food and Agriculture Organization

FC : Field Capacity

G : Gramme

GA : Globularia alypum

GRSP : Glomalin-Related Soil Proteins

25



H»0: : Hydrogen peroxide (Le peroxyde d'hydrogéne)
HC : Hierarchical Clustering

HCL : Acide Chlorhydrique

HOMOVA : Homogeneity of Molecular Variance
HYV : Hordeum vulgare

INRA : Institut national de la recherche agronomique
ITS : Internal Transcribed Spacer ou espaceur intergénique transcrit
K : Potassium

Kg : Kilogramme

KOH : Hydroxyde de potassium

LD : Lavandula dentata

LSTM : Laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditerranéennes
M : Metre

Mg : Milligramme

Mg?" : Magnésium

MIP : Major Intrinsic Proteins

M1 : Millilitre

Mm : Millimetre

Mn?* : Manganése

MPa : Mégapascal

MSI : Membrane Stability Index

MY _AC : Mycorrhizal Arbuscular Content

MY _VC : Mycorrhizal vesicular Content

N : Azote

ND : Not Defined

NM : Northern Morocco

NMDS : Non-Metric Multidimensional Scaling

NS : Non Significant

OM : Organic matter

26



OTU : Operational Taxonomic Unit

P : Phosphore

PCA : Principal Component Analysis

PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction de Polymérisation en Chaine)
PERMANOVA : Permutational Multivariate Analysis of Variance
PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria
PH : Potentiel Hydrogéne

PHC : Partenariat Hubert Curien

PL : Pistacia lentiscus

P-VALUE : Probability value

PVPP : Polyvinylpolypyrrolidone

RCD : Root Collar Diameter

RDW : Root Dry Weight

RDW_SDW : Root/Shoot ratio

RM : Retama monosperma

RNA : Ribonucleic acid

RPM : Rotation Par Minute

RWC : Relative Water Content

SDW : Shoot Dry Weight

SH : Shoot Height

SLs : Strigolactones

SM : Southern Morocco

SoBIO : Soil-Based-Bio-Inoculant

T_CHL : Total Chlorophyll Content
Taq : Thermus aquaticus

UMR : Unité mixte de recherche
VB : Vicia faba

VG : Vachellia gummifera

XIP : X Intrinsic Proteins



Glossaire

Ajustement osmotique : est un mécanisme effectif de résistance a la sécheresse dans une
stratégie de bas potentiel hydrique de la plante. Il joue un role dans I’adaptation des plantes a
la déshydratation, principalement par le maintien de la turgescence et la protection de fonctions

cellulaires. Source : (Blum, 2017).

Aquaporine : est une classe de protéines membranaires, exprimées au niveau des membranes
plasmiques dans de nombreux types de cellules impliquées dans le transport des fluides. Source

: (Verkman, 2002).

Conductance stomatique : est la mesure du flux de vapeur d’eau sortant (ou de dioxyde
carbone CO2 entrant) d’une feuille a travers ses stomates. Généralement exprimée en

mmol/m?/s. Source : (Pietragalla and Pask, 2012).

Essence forestiére : terme forestier correspondant a 1’espeéce botanique d’un arbre. Qui
présente un intérét en sylviculture, ces especes peuvent étre autochtones ou exotiques. Source :

(Rajemison, 2013).

Glomaline : une glycoprotéine produite par les champignons mycorhiziens arbusculaires,
mesurée de manicre opérationnelle dans les sols en tant que protéine du sol liée a la glomaline

(GRSP), il est fortement corrélé avec la stabilité¢ des agrégats du sol. Source : (Rillig, 2004a).

Habitat : représente un environnement écologique occupé et habité par un ensemble des étres
vivants et leurs interactions et l'ensemble des éléments physiques ou chimiques dans un

€cosystéme. Source : https:// www.aquaportail.com/definition-887-habitat.html.

Potentiel hydrique : est une mesure de I’avidité en eau d’un compartiment biologique. Le
potentiel hydrique noté ¥ représente donc le potentiel de 1’eau a quitter un compartiment donné.
Et suivant les lois de la thermodynamique, 1’eau se déplace toujours en descendant le gradient
de potentiel hydrique : « H sol > H racine > H tige > H feuille > H air. Source » : (Bertrand,

2009).

Résistance : c’est la combinaison d’un ensemble des processus génétiques, protéiques,
métaboliques qui interagissent pour permettre le maintien de la croissance, du développement

et de la production. Source : (Hsissou, 1994).
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Stress hydrique : situation dans laquelle la demande en eau dépasse les ressources en eau

disponibles, ce qui limite le fonctionnement de la plante. Source : (Farooq et al., 2009).

Symbiose : Association biologique, durable et réciproquement profitable, basé¢ sur la

coexistence réguliere entre deux organismes vivants. Source : (Smith and Read, 2009).

Tolérance : est I’aptitude de la plante a surmonter une dégradation de son état hydrique et
supporter des niveaux de déficit hydrique élevés, mais n'autorise que la survie, donc l'attente de

conditions favorables pour reprendre la croissance. Source : (Vartanian and Lemée, 1984).

Unité taxonomique opérationnelle moléculaire (en anglais Operational Taxonomic Unit
OTU) : représente un organisme (individu), un groupe taxonomique (par exemple une espece
ou a un genre), un groupe avec des relations évolutives non définies qui partagent un ensemble
de caractéres observés. Dans le cas des analyses moléculaires, une OTU est un regroupement
de séquences nucléiques basées par exemple sur leur similarité. Cette standardisation
internationale permet de comparer des données moléculaires a I’échelle de populations ou de
communautés mais elle n’a pas forcément une signification biologique. Différents types de

regroupements sont actuellement proposés. Un seuil de 97% de similarité est couramment

utilisé en microbiologie. Source : http://www.drive5.com/usearch/manual/otu_definition.html.
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Introduction générale

La durabilité des écosystemes et agrosystémes méditerranéens est fortement menacée par
I’accélération des pressions climatiques et anthropiques (Cramer et al., 2018; Thiébault and
Moatti, 2016). Les changements climatiques affectent notamment la disponibilité¢ des
ressources en eau, avec une raréfaction des ressources en eau et un allongement des périodes
de sécheresse (Polade et al, 2014). Les conséquences au niveau des plantes sont une
augmentation des situations de déficit hydrique, facteur majeur limitant leur croissance et
développement. Le déficit hydrique est estimé comme la cause principale de perte au niveau

des cultures, dépassant celles causées par I’ensemble des agents pathogénes (Gupta et al., 2020).

Les plantes terrestres sont en situation de déficit hydrique lorsque la quantité¢ d'eau transpirée
par les feuilles excéde celle absorbée par leurs racines. Pour répondre a cette contrainte, les
plantes disposent de plusieurs stratégies impliquant de nombreuses fonctions phénologiques,
morphologiques, physiologiques et moléculaires (chapitre I). Cependant, la capacité des
plantes a résister au déficit hydrique varie beaucoup suivant les especes végétales, notamment
vis-a-vis de I’intensité et la durée du stress. Par conséquent, le changement climatique devrait
induire dans le temps des modifications importantes de la dynamique des communautés
végétales par remplacement des espéces, modification de leur abondance locale et parfois par

extinction des especes les plus vulnérables (Bussotti et al., 2014).

Dans le cas des plantes cultivées, plusieurs stratégies ont ¢été mises en place pour améliorer la
réponse des plantes au stress hydrique. La sélection et ’amélioration génétique des plantes reste
la piste privilégiée, avec parmi les cibles les plus prometteuses les voies de signalisation
hormonales en raison notamment de leur role dans ’osmorégulation (contrdle de la pression
osmotique et transpiration) et la croissance et architecture des racines (exploration du sol pour
les ressources en eau) (Gupta et al., 2020; Khan et al., 2018). Cependant, la sélection et
I’amélioration génétique sont des processus longs et coliteux pouvant se révéler insuffisants
face a des changements environnementaux rapides. L’amélioration des interactions avec des
microorganismes bénéfiques, notamment au niveau racinaire constitue un champ

d’investigation plus récent mais trés prometteur (de la Fuente Cant6 et al., 2020).

Les racines des plantes hébergent une grande diversité de microorganismes (microbiote) jouant
un role crucial dans la croissance et la santé des plantes, ainsi que dans la dynamique des

communautés végétales (Bever et al., 2012; Bulgarelli et al., 2015; de la Fuente Canté et al.,
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2020; Hardoim et al., 2015; Mendes et al., 2013). Le microbiote racinaire résulte principalement
d’un processus de sélection en deux étapes, avec une premiere sélection de taxa microbiens du
sol a la rhizosphere puis de la surface racinaire a I’intérieur des racines (Bulgarelli et al., 2013).
Une acquisition directe des microorganismes a partir de la graine ou de la phyllosphere semble
possible mais peu démontrée (Mitter et al., 2017; Shade et al., 2017). Néanmoins une
transmission verticale entre différents endospheres dans du cas de plantes clonales a €té mis en

¢vidence (Vannier et al., 2019, 2018).

Des interactions complexes se mettent en place entre la plante et le microbiote racinaire pour
faire face a des épisodes de sécheresse, avec des modifications a court terme des interactions
permettant d’accroitre la résistance des plantes a la sécheresse, et des modifications sur le long
terme pouvant préfigurer de réponses plus efficaces lors de nouveaux épisodes de sécheresse
(de Vries et al., 2020). Les performances d’un microbiote dans des conditions hydriques
optimales peuvent ou non étre affectées dans un contexte de déficit hydrique (Porter et al.,
2019). Parmi les différentes composantes du microbiote racinaire, les champignons, notamment
les champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA), semblent jouer un réle plus important que
les bactéries dans la résistance des plantes au déficit hydrique (Porter et al., 2019). Les CMA
sont largement étudiés pour leur réle dans les transferts d’eau entre le sol et la plante et
I’amélioration de la résistance des plantes au stress hydrique (Chapitre I). Néanmoins, des
impacts neutres ou négatifs sont parfois observés (Andreo-Jimenez et al., 2019; Sendek et al.,
2019). La variabilit¢ des effets des CMA peut étre intrinseque aux CMA (diversité,
composition, ordre de colonisation, ...) (Thonar et al., 2014; Werner and Kiers, 2015), a la
génétique de la plante (Martin-Robles et al., 2018), mais aussi aux interactions avec d’autres
membres du microbiote (Bournaud et al., 2018; Rillig et al., 2014; Svenningsen et al., 2018).
De ce constat, les stratégies d’ingénierie écologique basées sur I'utilisation d’inoculum mono-
souche peuvent se révéler peu efficace, expliquant en partie leur faible acceptation dans les
pratiques agricoles. D’autres contraintes sont avancées allant de la formulation a la survie et la
dispersion du microorganisme introduit (Hart et al., 2018; Rodriguez and Sanders, 2015;

Sessitsch et al., 2019).

Dans le présent travail, nous avons utilis€ un modele d’étude original pour décrypter le réle du
microbiote racinaire dans la résistance des plantes a la sécheresse, le caroubier (Ceratonia
siliqua L., Leguminosae) et son microbiote. Le caroubier est une composante importante des
foréts thermophiles du bassin méditerranéen, largement exploité et domestiqué depuis

I’antiquité pour I’alimentation humaine et animale (Battle and Tous, 1997; Ramon-Laca and
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Mabberley, 2004; Zohary, 2002). La production mondiale de caroube (fruit du caroubier) est
estimée a 145.000 tonnes (FAO, 2018), et est principalement localisé¢ dans quelques pays du
pourtour Méditerranéen. Le Maroc est actuellement le deuxiéme producteur avec presque
22.000 tonnes de caroubes produites (FAO, 2018). Au Maroc, le caroubier est caractérisé par
une grande diversité d’habitats (semi-naturel, vergers, systemes agroforestiers traditionnels) et
une grande amplitude climatique du nord au sud du pays (Baumel et al., 2018). Il est considéré
comme une source de revenus stables pour la population locale, et participe au développement
de I’économie régionale et nationale (Sbay, 2008). Le caroubier apparait aussi comme un
modele clé pour développer des programmes performants d'afforestation/restauration des terres
marginales (Dominguez et al., 2010; Manaut et al., 2015). Sa présence dans une large diversité
d’habitats Méditerranéens ainsi que sa relative résistance aux carences nutritives et hydriques,
fait du caroubier un modele clé pour une agriculture et une production alimentaire durable.
Alors que le caroubier est une des especes cibles du programme gouvernemental de
développement de I’agriculture marocaine nitié en 2008

(http://www.maroc.ma/fr/content/plan-maroc-vert)., la production et les terres exploitées par le

caroubier ont diminués de 7 et 25% respectivement, entre les années 2000 et 2018 (FAO, 2018),
Les raisons de ce déclin sont en partie des limitations dans 1’organisation de la filiére, qui au
niveau du territoire peut s’expliquer par une politique de conservation et gestion des
agroécosystemes a caroubier peu efficace (utilisation des terres, désertification, urbanisation),
ainsi qu’a I’échec de programmes d’afforestation en raison d’une forte mortalité lors des
plantations. En plus de son intérét écologique et économique pour le Maroc, le choix de
travailler sur le caroubier a aussi ét¢ motivé (1) par le manque de programmes portant sur
I’amélioration de la résistance des arbres au stress hydrique, en comparaison des
investissements mis en place pour ’amélioration de la nutrition minérale et de la résistance a
des ravageurs et pathogeénes (Mercado-Blanco et al., 2018), et (2) par la nécessité d’acquérir de
nouvelles connaissances sur la réponse des especes dioiques face aux modifications de leur

environnement dues aux changements climatiques (Hultine et al., 2016).

Les travaux présentés dans le mémoire de these ont été articulés autour d’un objectif majeur
qui est la caractérisation des liens entre la composition du microbiote associé au caroubier dans
son milieu naturel et la valeur adaptative du caroubier en terme de compromis performance /
résistance afin de tenir compte de ’incertitude li€ au changement climatique ; favoriser la
performance au détriment de la résistance peut avoir de lourdes conséquences pour la culture

de plantes pérennes a longue durée de vie comme le caroubier. Grace a des cultures
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expérimentales de jeunes plantules de caroubier et I’analyse par metabarecoding du microbiote
associées aux racines de caroubier nous avons proposé I'hypothése principale selon laquelle le
microbiote naturellement associé au caroubier devrait étre le plus efficace pour améliorer sa
croissance et sa résistance dans un contexte de déficit hydrique. Pour tester cette hypothese, des
sols natifs de plusieurs espéces végétales naturellement associés au caroubier et connus pour
leur importance écologique dans les habitats de caroubier au nord et au sud du Maroc (Figure
I) ont été échantillonnés et caractérisés (Chapitre II). L’objectif étant de déterminer les
potentialités microbiologiques au sein des habitats a caroubier. Les sols des habitats de
caroubier dans le sud du Maroc ont ensuite été privilégiés en raison d une proportion plus élevée
de microorganismes présentant des propriétés bénéfiques vis-a-vis de stress abiotiques
(Chapitre II), et testés comme bio-inoculants microbiens sur le caroubier dans des conditions

non limitantes en eau ou de sécheresse (Chapitre III).
Ce mémoire de these sera présenté sous la forme de trois chapitres :

Le premier chapitre « Role des champignons endomycorhiziens dans la résistance des
plantes au déficit hydrique » est une synthese bibliographique qui a pour objectif de présenter
un ¢tat de l’art des connaissances acquises sur le réle des champignons mycorhiziens

arbusculaires dans la résistance des plantes face au déficit hydrique.

Le second chapitre « Les communautés bactériennes et fongiques du sol different dans leur
importance comme indicateur microbien des habitats marocains a caroubier » est une
¢valuation de la diversit¢ du microbiote du sol associ¢ a différentes espéces végétales
caractéristiques d’habitats a caroubier, dans deux régions du Maroc ‘sud’ et ‘nord’. Ce travail
a fait 'objet d’un article intitulé « The belowground bacterial and fungal communities
differed in their significance as microbial indicator of Moroccan carob habitats » publié

dans le journal Ecological indicators (https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.106341).

Le troisiéme chapitre « Role différentiel des mycorhizes et des champignons endophytes du
type DSE dans les compromis croissance-résistance a la sécheresse chez le caroubier »
présente une expérimentation en conditions controlées, dans laquelle nous avons testé
I’efficacité de différents inoculums natifs d’habitats a caroubier, dans ’amélioration de la
croissance du caroubier et de sa résistance a des conditions limitantes en eau. Ce travail fera
I’objet d’un article intitulé « Differential implication of mycorrhiza and dark septate
endophytes in growth-drought resistance trade-offs in carob trees » pour une soumission

au journal New Phytologist.
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Figure I. Localisation des deux habitats (nord « Rif » et sud « Ourika ») sélectionnés pour 1’étude.
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Chapitre I

Synthése bibliographique

Role des champignons endomycorhiziens dans la

résistance des plantes au déficit hydrique
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Résumé

Les plantes sont exposées a une multitude de contraintes environnementales limitant leur
productivité et leur croissance. Le déficit hydrique constitue I'une des contraintes les plus
importantes, avec d’ores et déja une pression accrue en raison des changements climatiques.
Pour faire face a ces contraintes, les plantes disposent de plusieurs stratégies leur permettant de
modifier ’acquisition et 1’utilisation des ressources en eau. Ces différentes stratégies différent
suivant les espeéces végétales mobilisant une large gamme de processus physiologiques.
Cependant, ces processus peuvent se révéler insuffisant suivant I’intensité et la durée du stress
hydrique. Afin de pallier ce probléme, la majorité des plantes ont développé au cours de leur
évolution une association symbiotique avec des champignons mycorhiziens arbusculaires
(CMA) qui leur ont permis d’optimiser leur réponse face au déficit hydrique. Les CMA
permettent a la plante de modifier son statut hydrique par une amélioration de 1’absorption de
molécules d’eau via son réseau d’hyphes mais aussi en modifiant directement la physiologie de

plante.

Le présent chapitre est une synthése bibliographique visant a (1) présenter les différentes
stratégies développées par les plantes pour répondre a des modifications de ressources en eau,
(2) détailler les différents modes d’action des CMA dans la régulation du statut hydrique des
plantes, (3) fournir un état des lieux des différentes stratégies mises en place pour décrypter les
effets des CMA dans la réponse des plantes au stress hydrique et (4) exposer les perspectives
de I'utilisation des CMA en ingénierie écologique pour optimiser la réponse des plantes face a

la sécheresse.
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Introduction

Les plantes disposent de plusieurs stratégies pour faire face a un stress hydrique se traduisant
par des modifications phénologiques, morphologiques, physiologiques, biochimiques et
moléculaires. Cette capacité de réponse intrinseque au stress hydrique est cependant variable
suivant les especes végétales et leur évolution (Bezerra-Neto et al., 2019; Kooyers, 2015;
Pittermann, 2010). Les plantes ont aussi développé au cours de leur évolution différents types
d’interaction avec des champignons dits mycorhiziens leur permettant entre autres d’adapter
leur nutrition hydrique lors de variations du régime hydrique jusqu’a la mise en place d’une

résistance lors du stress hydrique prolongé (Augé, 2001).

La symbiose mycorhizienne résulte d’une association durable basée sur des échanges
réciproques entre les racines des embryophytes et certaines espéces de champignons
appartenant aux phylums des Basidiomycota et Ascomycota et le sous-phylum des
Glomeromycotina. La structure symbiotique se nomme communément mycorhize et est le lieu
des échanges entre les deux partenaires (Smith and Read, 2009). La symbiose mycorhizienne
est une innovation cruciale clé¢ dans I’évolution et 1’adaptation des plantes aux milieux
terrestres. Elle permit aux plantes de mieux s’adapter a leur environnement, notamment dans
des écosystemes présentant un déficit hydrique et/ou nutritionnel, certaines especes végétales
ne pouvant croitre normalement sans ce partenaire fongique (Gobat et al., 2003). On distingue
généralement 4 principaux types : les endomycorhizes a arbuscules (72 % des plantes
vasculaires), les ectomycorhizes (2%), les endomycorhizes orchidoides (10%) et les
endomycorhizes éricoides (1,5 %) (Brundrett and Tedersoo, 2018). Les deux premiers types

d’associations mycorhiziennes constituent les symbioses les plus étudiées :

- Les champignons ectomycorhiziens (ECMs), qui se répartissent au sein des Ascomycetes et
des Basidiomycetes, développent un manteau fongique et un réseau de Hartig autour des
cellules végétales racinaires. Dans cette association, le champignon ne pénétre pas a I’intérieur

des cellules de I’hote.

- Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) ou endomycorhiziens, appartiennent aux
Glomeromycota (Gloméromycetes). Ils réalisent une colonisation intracellulaire des cellules
veégétales racinaires en formant des structures arbusculaires au sein des cellules. Cette symbiose
est la plus ancienne (Brundrett and Tedersoo, 2018) et la plus répandue dans les écosystemes

naturels et cultivés (Tedersoo and Nara, 2010).
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La symbiose avec des CMA sera I’objet central de cette synthése bibliographique et nous
examinerons les récentes avancées sur les mécanismes par lesquels les mycorhizes peuvent
améliorer la résistance des plantes au déficit hydrique, et ouvrant des pistes d’application basées

sur I'utilisation du potentiel des CMA dans I’environnement ou en agriculture.

Les CMA sont considérés comme des ¢léments clés dans les processus biologiques régissant la
durabilité et le fonctionnement des écosystémes (Gianinazzi et al., 2010; Read and Perez-
Moreno, 2003; Rillig et al.,, 2019). Cette association symbiotique plante/champignon est
généralement percue comme exclusivement bénéfique sous estimant la réalité¢ de I’interaction
basée sur un équilibre cofts / bénéfices (Fitter, 1991); Tableau I.1). Les cofits / bénéfices les
plus évidents dans la symbiose mycorhizienne concernent le statut nutritif des deux partenaires
(Tableau I.1). En effet, les CMA mobilisent et acheminent des nutriments (Ex : N, P, K...)
ainsi que des ressources en eau jusqu’a la plante (Smith and Read, 2009), et en retour la plante
fournit au champignon une source d’énergie sous forme de sucres (Smith and Read, 2009). Les
mécanismes mis en jeu par le CMA dans les transferts d’eau et la régulation de la réponse des
plantes au stress hydrique restent cependant moins caractérisés que ceux impliqués dans les
transferts de nutriments. Les CMA jouent aussi un réle important dans la succession végétale
(Rillig, 2004a) et la structuration du sol (Rillig and Mummey, 2006), ainsi que dans
I’amélioration de la résistance des plantes face aux agressions des pathogénes ou a des toxines

du sol (Akhtar and Siddiqui, 2008; Miransari, 2011a) (Tableau L.1).
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Tableau I.1. Coftts / bénéfices entre les champignons mycorhiziens arbusculaires et les plantes

Plante

CMA

Bénéfices

Coiits

Améliore I’absorption des nutriments
(Smith and Read, 2009)

Améliore la  production  des
phytohormones (Basu et al., 2018)

Améliore la résistance face aux

agressions des pathogenes (Basu et al.,
2018)

Améliore la résistance au stress
abiotiques (hydrique, salin, toxines de
sol, température et froid) (Begum et
al., 2019)

Utilisation de 5 a 20% du carbone fix¢é
par photosynthese (Douds et al., 2000)

Augmentation du coflit énergétique
avec la colonisation par des CMA
tricheur (Fitter, 2006; Redman et al.,
2001)

Mycorhization peut induire une
inhibition de I’initiation de nouvelles
racines (Redman et al., 2001)

Rare  induction de  maladies
dépendante de [D’espece de CMA
associ¢ (Redman et al., 2001)

Fournis  des composés carbonés

directement assimilables (Smith and Read,
2009)

Améliore la germination des spores et la
ramification des hyphes germinatives
(Nagahashi and Douds, 2000)

Le statut nutritif de la plante peut empécher
I’arrivée de nouveaux CMA (Fitter, 2006)
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I. Réponse des plantes au déficit hydrique

Le déficit hydrique est détecté par la plante lorsque la réserve utile en eau est atteinte (c'est-a-
dire la différence entre I'humidité a la capacité au champ et I'humidité au point de flétrissement
permanent), et que la plante doit puiser dans ses réserves. Pour faire face a cette contrainte, les
plantes disposent de plusieurs stratégies pour survivre face a des variations de disponibilité en
eau. Ces différentes stratégies différent selon I’espéce végétale, I'intensité, et la durée des
changements de régime en eau, et reposent sur la capacit¢ de la plante a modifier ses
mécanismes d’acquisition de I’eau, ainsi, qu'a maintenir les fonctions physiologiques de ses
organes (Morgan, 1984). Ces stratégies de réponse vont de la résistance (I’esquive, 1’évitement

et la tolérance) jusqu’au recouvrement post-stress (Figure I.1).

Réponse des plantes au déficit hydrique
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Figure I.1. Les stratégies de réponse (esquive, évitement, tolérance et recouvrement) des plantes au

déficit hydrique. Figure modifiée a partir de (Chen et al., 2016).

L’esquive ou I’échappement, correspond a la capacité de la plante d’accomplir son cycle de
croissance lors de périodes favorables (tel est le cas par exemple des éphémérophytes dans les
régions désertiques). Les stades de développement les plus sensibles (germination, floraison,

fructification...) se réalisent a des périodes ou les risques de stress sont moins forts, ce qui
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permet a la plante de ne pas subir directement les contraintes hydriques (Yildirim and Kaya,

2017).

L’¢évitement correspond a la capacit¢ de la plante a traverser des périodes de stress en
privilégiant la limitation de la perte en eau, avec évitement des phénoménes de déshydratation
des tissus. Les pertes d’eau peuvent étre atténuées par plusieurs mécanismes commencgant par
le controle de la transpiration a travers la régulation stomatique, la diminution du rayonnement
absorbé grace a I’enroulement des feuilles et la réduction de la surface foliaire. Au niveau
morphologique, la plante va augmenter sa croissance racinaire, afin de prospecter des couches

de sol plus profondes, a la recherche de réserves d’eau (Luo, 2010).

La tolérance a la sécheresse est 1’aptitude de la plante a surmonter une dégradation de son état
hydrique et supporter des niveaux de déficit hydrique élevés, en diminuant le potentiel
hydrique, en maintenant la turgescence par I’ajustement du potentiel osmotique et la réduction
de la taille des cellules. Elle comprend également la capacité d’élimination des substances

nocives par I’accumulation des solutés compatibles tels que la proline (Luo, 2010).

Le recouvrement post-stress fait référence a la capacité de récupération de la plante apres une
période de sécheresse sévere par réparation des tissus endommagés et le réajustement du
métabolisme (Schneider et al., 2019). Ce processus peut pendre quelques jours a quelques

semaines (Brodribb et al., 2010), voire plusieurs mois a plusieurs années (Zeppel et al., 2008).

Ses différentes stratégies de réponse au déficit hydrique nécessitent I’intervention d’ une gamme
importante de processus et mécanismes. Nous détaillerons deux grands types de processus, les

flux d’eau et la régulation hormonale.

1. Flux d’eau et résistance au déficit hydrique

Les plantes peuvent controler le stress hydrique a court et a long terme par plusieurs
mécanismes, dont la modification des voies d’entrée et sortie d’eau par ajustement de
I’abondance et activité des aquaporines (Maurel and Chrispeels, 2001). Les aquaporines font
partie de la famille des protéines intra-membranaires MIP (Major Intrinsic Proteins), identifiées
initialement du fait de leur abondance dans les membranes cellulaires. Cette famille regroupe
un nombre important de geénes chez les plantes. Par exemple, il existe 35 génes chez

Arabidopsis thaliana (Johanson et al., 2001), 31 chez Zea mays (Chaumont et al., 2001) et 33
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chez Oryza sativa (Sakurai et al., 2005). Les aquaporines sont des canaux a eau présents dans
la plupart des cellules, dont I’expression et ’activité¢ peuvent étre trés dynamiques sur des pas
de temps extrémement brefs (minutes, voire méme secondes). Elles peuvent réguler la
conductivité hydraulique et augmenter de 10 a 20 fois la perméabilité a 1'eau des membranes
(Javot and Maurel, 2002; Maurel and Chrispeels, 2001). Les aquaporines contribuent a la
réponse des plantes au déficit hydrique, mais les mécanismes restent encore peu caractérisés

(Maurel et al., 2008).

2. Régulations hormonales des plantes au déficit hydrique

Les hormones végétales agissent a faible dose et peuvent circuler rapidement au sein de la plante
pour modifier son état physiologique. Ces phytohormones jouent un réle majeur dans la
croissance et le développement des plantes, mais leur régulation apparait aussi comme centrale
dans la résistance des plantes a différents stress environnementaux comme le stress hydrique
(Peleg and Blumwald, 2011). Quatre types de phytohormones sont principalement impliqués
dans la signalisation en réponse a un stress hydrique, I’acide abscissique (ABA), les cytokinines
(CKs), I’é¢thyléne et les strigolactones (SLs). Elles sont notamment impliquées dans la
régulation de I'ouverture et fermeture des stomates (Schachtman and Goodger, 2008), mais
aussi dans I’interaction avec les CMA (Pozo et al., 2015) (détaillé dans le chapitre suivant). Les
SLs interagissent avec plusieurs phytohormones pour la régulation du développement des
plantes (controle de la taille des plantes, contrdle de la ramification...), et notamment avec
I’ABA lors d’un stress hydrique (Wang et al., 2019). Les SLs sont 1I’'un des principaux facteurs
controlant les concentrations en ABA et/ou leur voie de signalisation (Ferrero et al., 2018). Ces
deux hormones sont toutes deux issues de la voie de biosynthese des caroténoides (Matusova
et al., 2005) et interviennent dans la stratégie d’évitement, qui suppose a la fois de minimiser

les pertes en eau et d'optimiser I'absorption de 1'eau.

L’ABA est une phytohormone centrale dans le maintien du fonctionnement de la plante en
situation de stress (Yu and Jiang, 2009). C’est la phytohormone la plus étudiée dans les cas de
stress abiotiques, notamment hydrique (Peleg and Blumwald, 2011). Lorsqu’un stress hydrique
est détecté par les racines au contact d’une zone du sol desséché (Pirzad et al., 2011), la synthése
d’ABA est alors induite dans les racines (Li and Assmann, 2009) et rejoint les parties aériennes

via les vaisseaux du xyléme (Rodriguez-Gamir et al., 2010). Ce processus prend place avant
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que I’abaissement du potentiel hydrique du sol n’entraine de changement notable du potentiel
hydrique foliaire par la régulation des flux calciques impliqués dans la stimulation d’ouverture
et de fermeture stomatique (Kim et al., 2010). Ceci suggere que ’ABA, qui controle la
fermeture stomatique des feuilles, est un signal racinaire permettant de réduire la transpiration

lors d’un déficit hydrique (Li and Assmann, 2009).

Les SLs sont une famille d’hormones végétales découvertes récemment (Dun et al., 2009). Elles
sont plurifonctionnelles et interviennent dans plusieurs processus physiologiques chez la plante,
comme I’inhibition de la ramification, la sénescence des feuilles et I’architecture du systéme
racinaire (Ruyter-Spira et al.,, 2013). Lors d’un stress hydrique, les SLs vont notamment
controler la fermeture des stomates via le signal ABA (Ha et al., 2014; Y. Zhang et al., 2018).
L’éthyléne est une phytohormone gazeuse. Ce gaz est synthétisé par la plupart des organes
végétaux, mais sa biosynthése augmente lors d'étapes critiques du développement, comme par
exemple lors de maturations des fruits, la sénescence des différents organes des plantes, mais
¢galement en réponse a des variations de l'environnement. Dans le cas du stress hydrique,
I’éthyléne est associé a un retard de croissance et a la formation des cheveux racinaires (Potters
et al., 2009).

Les CKs sont reconnues pour promouvoir la division et la différenciation cellulaire. Elles sont
principalement synthétisées dans les racines, puis transportées par le xyleme. Les CKs
permettent de retarder la sénescence et peuvent jouer un role dans le développement des racines
en réponse au stress hydrique. Ainsi, dans le ralentissement du développement des feuilles.
Elles interviennent dans d’autres processus de résistance au stress hydrique (Alvarez et al.,
2008), notamment via une redistribution des ressources nutritives chez la plante (Peleg et al.,
2011) ou en affectant le processus de la photosynthese/photorespiration (Rivero et al., 2009).
La résistance globale d’une plante au stress hydrique est donc le résultat de nombreuses
modifications phénologiques, anatomiques, morphologiques, physiologiques, biochimiques et
moléculaires qui interagissent pour permettre le maintien de la croissance, du développement
et de la production (Hsissou, 1994). Cependant, ces processus peuvent se révéler insuffisants
suivant I’intensité et la durée du stress hydrique, et d’importants bouleversements indirects sont
observés chez la plante comme la réduction des échanges gazeux (Ahmadizadeh et al., 2011),
de I’activité photosynthétique (Yuan et al., 2004), la diminution de I’alimentation minérale
(Zarik et al., 2016) et de la croissance végétative (Zarik et al., 2016), mais aussi son interaction

avec les CMA.
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II. Meécanismes d’action des champignons mycorhiziens
impliqués dans la modification du statut hydrique de
la plante

Les champignons mycorhiziens peuvent agir a deux niveaux sur le statut hydrique de la plante,
son alimentation hydrique d’une part et sa résistance au stress hydrique d’autre part, deux
aspects sensiblement différents mais difficiles a appréhender (Sanchez-Diaz and Honrubia,
1994). De plus, il est trés complexe de dissocier I’effet de la symbiose mycorhizienne sur
I’alimentation hydrique de I’alimentation minérale (Finlay, 2008). Dans le but d’évaluer I’effet
de la symbiose mycorhizienne sur le statut hydrique d’une plante hote, de nombreuses études
basées sur I'inoculation de CMA ont ¢ét¢ menées dans des conditions limitantes ou non-
limitantes en eau au regard de la plante testée (Tableau 1.2). Ces expérimentations, détaillées
dans la suite de la synthese, soulignent le role de la symbiose mycorhizienne dans la capacité
de réponse des plantes a des variations de régime hydrique, mais aussi la variabilité¢ de
I’intensité¢ et du type de réponse. L’amélioration de la capacité de réponse des plantes
mycorhizées au stress hydrique par rapport aux plantes non-mycorhizées, s’expliquent par la
régulation de 4 mécanismes principaux schématisés dans la Figure L.2: 1- sécrétion hormonale
(ABA, SLs), 2- transpiration et respiration, 3- exploration du sol grace aux hyphes des CMA,

4- flux d’eau via les aquaporines fongiques.

1. Transpiration et photosynthése

La transpiration via la mesure de la conductance stomatique est le paramétre le plus suivi avec
la biomasse dans les expérimentations visant 1’évaluation de I’impact de la mycorhization sur
la résistance des plantes au stress hydrique (Tableau 1.2). La fermeture des stomates
(diminution de la conductance stomatique) est une réponse généralement observée chez les
plantes lors du stress hydrique. Néanmoins, une absence de différences des taux de conductance
stomatique entre les traitements mycorhizés et non mycorhizés peut €tre observée (Ruiz-Lozano
et al.,, 2016). L’absence de différences peut étre due a plusieurs biais expérimentaux comme
une durée de stress ou des conditions de lumiéres non adaptées pour les mesures de la

conductance stomatique ou la faible efficience symbiotique de la souche utilisée.
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Figure 1.2. Effet des CMA dans la résistance des plantes au stress hydrique.
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En condition de stress hydrique, la mycorhization a un effet sur la photosynthése. Deux
parametres principaux permettre d’estimer le niveau de photosynthése, la teneur en
chlorophylle et I’activité photosynthétique. Une augmentation de I’activité photosynthétique a
¢té observée chez la tomate (Quiroga et al., 2017; Ruiz-Lozano et al., 2016), le mais (Barzana
et al., 2012; Quiroga et al., 2017), et la laitue (Ruiz-Lozano et al., 2016) lorsque la plante cible
¢tait mycorhizée. Ces résultats ont été observés pour plusieurs espéces de champignons
mycorhiziens. Chez le pois chiche (Hashem et al., 2019), la tangerine (Q. S. Wu et al., 2006) et
le rosier de damas (Abdel-Salam et al., 2017), la mycorhization a entrainé une augmentation

des teneurs en chlorophylle, favorisant donc les processus photosynthétiques.

2. Régulation hormonale

Comme décrit précédemment (1.2), les phytohormones jouent un role central dans la réponse
des plantes au stress hydrique (Peleg and Blumwald, 2011), mais leur action s’étend bien au-
dela de la régulation des processus physiologiques de la plante. En effet, les phytohormones
sont impliquées dans 1’établissement de la symbiose mycorhizienne. La reconnaissance par les
deux partenaires, végétales et fongiques, de signaux moléculaires contenus dans les exsudats
racinaires et fongiques constitue la premiere étape de 1’établissement de la symbiose
mycorhizienne. Plusieurs composés, dont les phytohormones, contenus dans les exsudats
racinaires sont capables de stimuler la germination des spores, d’induire une ramification des
hyphes et de modifier I’activité métabolique du CMA (Nagahashi and Douds, 2000) (Tableau
I.1). Les SLs sont capables d’induire a de tres faibles concentrations la ramification des hyphes
germinatives chez différentes especes fongiques (Gigaspora margarita, Gigaspora gigantea,
Gigaspora rosea), mais aussi de stimuler la germination des spores de Rhizophagus irregularis
et de Glomus claroideum (Besserer et al., 2006). L’ABA augmente la fréquence et I’intensité
de la colonisation racinaire par les mycorhizes (Herrera-Medina et al., 2007; Ludwig-Miiller,
2010). Réciproquement, la présence du champignon dans les racines engendre des variations
de concentration de différentes phytohormones végétales dont I’ABA (Herrera-Medina et al.,
2007; Martin-Rodriguez et al,, 2016). L’augmentation des concentrations d’ABA est
généralement corrélée positivement avec la présence de champignons mycorhiziens chez de
nombreuses cultures annuelles comme le mais (Quiroga et al., 2017) et la luzerne (Goicoechea

et al., 1997), mais aussi des cultures pérennes comme le citronnier épineux (Zhang et al., 2019).
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L’augmentation des teneurs en ABA induite par la présence des CMA peut avoir par conséquent
des répercussions importantes sur les processus physiologiques comme la transpiration et la
photosyntheése via la fermeture des stomates (voir I.2). Néanmoins, cette relation entre
I’induction de I’augmentation des teneurs en ABA via le CMA et la régulation de I’ouverture
des stomates n’est pas toujours démontrée. C’est le cas chez la tomate et la laitue inoculées avec
Rhizophagus irregularis, ou une augmentation des teneurs en ABA chez les plantes
mycorhizées a été observée, notamment dans le cas d’un stress hydrique trés sévere, mais les
différences dans les taux de conductance stomatique n’était pas significative entre les deux
traitements (mycorhizé et non mycorhizé) (Ruiz-Lozano et al., 2016). La régulation des niveaux
d’ABA via la mycorhization dans le cas d’un stress hydrique a été cependant démontrée chez
différents modéles de plantes cultivées comme le mais (Zea mays) (Quiroga et al., 2017), la
laitue (Lactuca sativa) et la tomate (Solanum lycopersicum) (Ruiz-Lozano et al., 2016). Les
plantes mycorhizées ont montré des taux d’ABA et de conductance stomatique plus élevés au
moment du stress par rapport aux plantes non mycorhizées (Quiroga et al., 2017; Ruiz-Lozano
et al.,, 2016). Cependant, dans la majorité des études référencées dans le Tableau 1.2, la
régulation des niveaux d’ABA par la mycorhization reste un parametre peu évalué. La prise en
compte de ce paramétre de facon plus systématique pourrait pourtant permettre de décrypter
plus finement la réponse de la plante a la mycorhization, notamment dans des situations ou le
fonds génétique des plantes est différent. Chez le mais, il a par exemple été montré que les
génotypes de mais sensibles et tolérants au déficit hydrique présentaient des réponses
sensiblement différentes a la mycorhization, notamment concernant la régulation de la

conductance stomatique (Quiroga et al., 2017).

3. Controle de la croissance racinaire et aérienne

Le suivi de la biomasse notamment aérienne suite a I’inoculation de CMA est I'un des
parametres les plus évalués. Une large gamme des parameétres de croissance, aérienne (hauteur,
biomasse aérienne, diametre au collet, nombre des feuilles et folioles...) et racinaire (longueur
racinaire, biomasse racinaire, ramification...), ainsi que le ratio entre la biomasse aérienne et
fongique sont généralement mesurés dans les expérimentations d’inoculation mycorhizienne
sous condition de stress hydrique (Tableau 1.2). Pour une vaste majorité des parametres, un

effet bénéfique des champignons mycorhiziens sur la croissance est observé en condition de
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stress hydrique (Tableau 1.2), e.g. la hauteur (Oyewole et al., 2017; Q. S. Wu et al., 2006;
Zhang et al., 2019), la longueur racinaire (Abdelmoneim et al., 2014; Essahibi et al., 2017;
Hashem et al., 2019), la surface foliaire (Ansari et al., 2016; Elhindi et al., 2017) et la biomasse
séche aérienne et racinaire (Zhao et al., 2015). Ces effets bénéfiques sont observés chez le
cypres de I’atlas et le caroubier dans des conditions de stress séveres allant jusqu’a 25 % de la
capacité au champ (CAC) (Essahibi et al., 2017; Zarik et al., 2016). Dans la plupart des cas, les
plantes mycorhizées sous stress hydrique ont une croissance aérienne et racinaire plus
importante que celles des plantes non mycorhizées (Augé, 2001). Cependant, on observe une
variabilité¢ dans la réponse pour certains parametres suivant ’espéce de CMA. Par exemple,
I’inoculation par Rhizophagus intraradices a montré un effet positif significatif sur la croissance
de la partie aérienne et racinaire de palmiers, mais pas Funneliformis mosseae. La différence
de réponse pourrait s’expliquer par une colonisation plus importante des racines par R.
intraradices (46%) que F. mosseae), et donc une augmentation des zones d’échanges
(arbuscules), ou de stockage (vésicules). La plus grande capacité de certaines especes de CMA
a développer leur réseau mycélien et donc a augmenter la zone de sol explorée peut-étre aussi

une cause de variabilité de la réponse de la plante au sein des agro-écosystemes (Baslam et al.,

2014).

4. Régulation des transferts d’eau

Dans un contexte de déficit hydrique, les CMA vont exercer un effet temporisateur sur les
ressources en eau disponibles pour la plante en stockant les molécules d'eau dans les parties
extra-matricielles et racinaires et en les diffusant progressivement a la plante (Miiller et al.,
2017). De par ’augmentation de 100 a 1000 fois de I’interface d’échange sol / racines via leur
réseau mycélien (Fortin et al., 2016), les CMA vont étre en capacité d’accéder a des réserves
d’eau présentes dans des pores du sol inaccessible aux racines et donc augmenter les flux d’eau.
Les CMA vont aussi intervenir sur l’alimentation hydrique des plantes en modifiant la
conductivité¢ hydraulique des racines entre autres par 1’activation spécifique d’aquaporines de
plantes (Yooyongwech et al., 2016). La voie de signalisation de I’ABA est de nouveau au cceur
de la régulation de la syntheése et/ou de I’activité des aquaporines par les CMA (Ruiz-Lozano
et al.,, 2009). La conséquence directe de ce mécanisme est une augmentation du potentiel
hydrique et des teneurs en eau dans les feuilles et les racines (Aroca et al., 2008a; Barzana et

al., 2012; Quiroga et al., 2017; Ruiz-Lozano et al., 2006).
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Plus récemment, I’importance des aquaporines fongiques a aussi été suggérée comme un facteur
majeur de 1’alimentation hydrique des plantes (Maurel and Plassard, 2011). Les aquaporines
fongiques sont regroupées en 4 groupes distincts : le groupe I comprend les aquaporines
orthodoxes, qui assurent le transport de 1’eau, le groupe II comprend les aqua-glycéroprotéines
qui assurent le transport de molécules neutres, le groupe III comprend les aquaporines
facultatives fongiques, qui assurent le transport de I’eau et des molécules neutres, et le groupe
IV comprend les XIPs fongiques (fungal X Intrinsic Proteins) qui assurent le transport de 1’eau
(Xu et al., 2013). Ces aquaporines fongiques seraient impliquées dans I’alimentation hydrique,
le transport des nutriments et dans la régulation osmotique lors de la symbiose avec les plantes
(Xu et al., 2013). Ces protéines ont aussi des effets bénéfiques sur le champignon en agissant
sur la pression osmotique, le maintien de la perméabilité a I’eau, la résistance a certains stress
abiotiques lors de la sporulation, et sur le contrdle de la turgescence (Dietz et al., 2011). Les
spécificités fonctionnelles des aquaporines fongiques restent cependant peu caractérisées, et
leur diversité peu explorée chez les champignons mycorhiziens, notamment les CMA (Li et al.,

2013; Xu et al., 2013).

Le potentiel hydrique et les teneurs relatives en eau sont parmi les parametres les plus affectés
lors d’un stress hydrique, et les CMA jouent un role majeur dans la régulation de ces deux
parametres. L’évaluation de la réponse au stress hydrique d’essences foresticres (cypres de
I’atlas et caroubier) a montré un impact négatif global sur les teneurs relatives en eau (TRE) et
le potentiel hydrique. Cependant, des teneurs en eau plus importantes étaient observées pour
les plants mycorhizés comparer aux plants non mycorhizés, et ce quel que soit le régime
hydrique (Essahibi et al., 2017; Zarik et al., 2016). De méme dans le cas de cultures annuelles
(Soja), le potentiel hydrique était négativement impacté chez les plantes non mycorhizées et
mycorhizées, mais dans une moindre mesure dans le cas de ces dernieres (Porcel and Ruiz-
Lozano, 2004). La présence de CMA permettait aux plantes soumises a un stress hydrique de
maintenir un potentiel hydrique similaire a celui observées pour des plantes non mycorhizées
non soumises au stress hydrique (Porcel and Ruiz-Lozano, 2004). Lors d’un stress hydrique, la
symbiose mycorhizienne affecte probablement en premier lieu I’ajustement osmotique des
racines (Wu and Xia, 2006), permettant un maintien d’un gradient favorable au passage de I’eau
du sol aux racines. Cependant d’autres mécanismes interagissant entre eux peuvent aussi
expliquer les effets observés, comme la signalisation hormonale (Aroca et al., 2008a), la

conductance stomatique (Zhu et al., 2012), et la conductivité hydraulique (Augé, 2001).
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Tableau L.2. Liste d’expérimentations utilisant des CMA (avec ou sans co-inoculation avec des bactéries rhizosphériques) pour évaluer la réponse des plantes

au stress hydrique

Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Trifolium alexandrinum Glomus spp. ; Sclerocystis | Simple Environnement controlé 75 ;30% CAC (Meddich et al., 2000)
spp.
Trifolium alexandrinum R. irregularis ; F. mosseae | Double Environnement non contr6lé | ND (Saia et al., 2014)

Trifolium repens

P. putida ; Pseudomonas
Sp. ; B. megaterium ; F.
constrictum ; F.
coronatum ;, C.
claroideum ; F. mosseae

Simple et complexe

Environnement controlé

100 ; 75% CAC

(Marulanda et al.,
2009)

Rosa damascena Complexe mycorhizien Complexe Environnement contr6lé 100 ;75; 50 ;25% (Abdel-Salam et al.,
CAC 2017)
Cupressus atlantica R. manihotis ; R. Complexe Environnement contr6lé 90 ;75;50;25% (Zarik et al., 2016)
aggregatus ; R. CAC
fasciculatus ; Acaulospora
sp.
Glycine max R. intraradices Simple Environnement controlé 100 ; 70% CAC (Porcel and Ruiz-

Lozano, 2004)

Glycine max

B. japonicum ; F. mosseae

Simple et double

Environnement controlé

100 ; 70% CAC

(Porcel et al., 2006)

Glycine max

F. mosseae ; C.
etunicatum ; B. japonicum

Simple et double

Environnement controlé

100 ; 85; 70 ; 60%
CAC

(Aliasgharzad et al.,
2006)

Ceratonia siliqua R. fasciculatus ; R. Simple Environnement controlé 75 ;25% CAC (Essahibi et al., 2017)
intraradices ; F. mosseae
Ceratonia siliqua Complexe mycorhizien Complexe Environnement controlé ND (Boutasknit et al.,
2020)
Pelargonium graveolens R. intraradices ; F. Simple et Double Environnement controlé 100 ; 75; 50% CAC | (Amiri et al., 2017)

mosseae
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Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Phoenix dactylifera R. intraradices ; F. Simple Environnement controlé 75 ;25% CAC (Baslam et al., 2014;
mosseae Benhiba et al., 2015)
Phoenix dactylifera R. clarus ; G. deserticola ; | Simple Environnement controlé 75 ;25% CAC (Faghire et al., 2010)
F. monosporus
Phoenix dactylifera F. monosporus ; R. Simple Environnement controlé 75 ;25% CAC (Meddich et al., 2015)
clarus ; G. deserticola
Olea europaea R. manihotis ; F. mosseae | Simple Environnement controlé 75 ;25% CAC (Fouad et al., 2014)
Olea europaea Complexe mycorhizien Complexe Environnement controlé 95 ;55% CAC (Calvo-Polanco et al.,
2016)
Eleusine coracana R. intraradices ; P. indica | Simple Environnement controlé 100 ; 60 ; 40% CAC | (Tyagi et al., 2017)
Pistacia vera C. etunicatum Simple Environnement controlé 100 ; 50% CAC (Abbaspour et al.,
2012)
Erythrina variegata F. mosseae Simple Environnement contr6lé -0.06 ;-1.20;-2.20 ; | (Manoharan et al.,
-3.40 Mpa 2010)
Tagetes erecta F. constrictum Simple Environnement contr6lé 100 ; 75 ; 50 ; 25% (Asrar and Elhindi,
CAC 2011)
Antirrhinum majus G. deserticola Simple Environnement contr6lé 80 ;60 ;40 ;20% (Asrar et al., 2012)
CAC
Citrus tangerine G. versiforme Simple Environnement controlé 75 ;55% CAC (Q. S. Wuet al., 20006)
Citrus tangerine F. mosseae ; F. Simple Environnement controlé 100 ; 73% CAC (Wu et al., 2007)
geosporum ; G.
versiforme ; C.
etunicatum ; R. diaphanus
Cicer arietinum C. etunicatum Simple Environnement contr6lé -0,03;-0,6;-1,2 (Sohrabi et al., 2012)
Mpa
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Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Cicer arietinum

R. irregularis ; M.

Simple et double

Environnement controlé

75550 ; 25% CAC

(Oliveira et al., 2017)

mediterraneum
Zea mays R. intraradices Simple Environnement controlé 80 ;60 ; 40% CAC (Zhao et al., 2015)
Zea mays R. irregularis Simple Environnement controlé 100 ; 60% CAC (Quiroga et al., 2017)
Zea mays P. fluorescens ; F. Simple et double Environnement non contrél¢ | ND (Ghorchiani et al.,
mosseae 2018)
Zea mays B. thuringiensis ; Simple et double Environnement controlé 100 ; 50% CAC (Armada et al., 2015)
complexe mycorhizien
Zea mays F. mosseae Simple Environnement controlé ND (Abdelmoneim et al.,
2014)
Zea mays C. etunicatum Simple Environnement controlé 75 5 55% CAC (Zhu et al., 2012)
Triticum durum F. monosporus Simple Environnement controlé 80 ;40% CAC (Al-Karaki and Clark,
1998)
Triticum aestivum F. mosseae ; C. Simple Environnement non control¢ | ND (Al-Karaki et al.,
etunicatum 2004)
Allium cepa G. versiforme ; C. Simple Environnement controlé 67, 61.6, 57.5% CAC | (Bolandnazar et al.,
etunicatum ; R. 2007)
intraradices
Knautia arvensis Glomus sp. Simple Environnement controlé 55:45;35;25% (Doubkova et al.,
CAC 2013)
Ipomoea batatas Glomus sp ; Acaulospora | Double Environnement controlé 47.45;17.5% CAC | (Yooyongwech et al.,
sp. 2016)
Lactuca sativa G. deserticola ; R Simple Environnement contr6lé -0.04 ;-0.06 ; -0.10 ; | (Ruiz-Lozano et al.,

fasciculatus ; C.
etunicatum ; F.
caledonium ; G. occultum
; F. mosseae ; R.
intraradices

-0.17 Mpa

1995)
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Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Lactuca sativa F. mosseae ; R. Double Environnement contr6lé 100 ; 75; 50% CAC | (Baslam and
intraradices Goicoechea, 2012)
Lactuca sativa R. intraradices ; P Simple Environnement controlé -0.03 ; -0.3 Mpa (del Mar Alguacil et
mendocina al., 2009)
Lactuca sativa F. mosseae ; R. Simple Environnement controlé 100 ; 70% CAC (Porcel et al., 2006)
intraradices
Lactuca sativa R. intraradices Simple Environnement controlé 100 ; 75% CAC (Aroca et al., 2008b)
Lactuca sativa F. coronatum ; R. Simple Environnement contr6lé 100 ; 80% CAC (Marulanda et al.,
intraradices ; C. 2003)
claroideum ; F.
constrictum ; F.
geosporum ; F. mosseae
Lactuca sativa ;, R. intraradices Simple Environnement contr6lé 100 ; 75; 55% CAC | (Ruiz-Lozano et al.,
Solanum lycopersicum 2016)
Solanum lycopersicum R. intraradices Simple Environnement controlé 100 ; 70% CAC (Aroca et al., 2008a)
Solanum lycopersicum R. irregularis Simple Environnement controlé 100 ; 60% CAC (Sanchez-Romera et
al., 2018)
Solanum lycopersicum F. mosseae ; F. Complexe Environnement non contrélé | 100 ; 50 ; 0% CAC (Bakr et al., 2018)

geosporum ; C.
etunicatum ; C.
claroideum ; G.
microaggregatum ; R.

irregularis
Solanum lycopersicum R. irregularis ; V. Simple et double Environnement controlé 100 ; 60% CAC (Calvo-Polanco et al.,
paradoxus 2016)

Solanum lycopersicum

G. deserticola ; F.
constrictum

Simple

Environnement controlé

100 ; 50% CAC

(Duc et al., 2018)
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Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Solanum lycopersicum R. intraradices Simple Environnement controlé 70 ;35% CAC (Xu et al., 2018)

Solanum lycopersicum F. mosseae ; R. Simple Environnement controlé ND (Chitarra et al., 2016)
intraradices

Lycopersicon esculentum R. intraradices Simple Environnement non contr6lé | ND (Subramanian et al.,

2006)

Zenia insignis

F. mosseae ; R.
intraradices ; G.

Simple et triple

Environnement controlé

75 ;45% CAC

(Zhang et al., 2019)

versiforme
Eriobotrya japonica F. mosseae Simple Environnement controlé 75 ;45% CAC (Zhang et al., 2015)
Poncirus trifoliata G. versiforme Simple Environnement controlé 75 ; 50% CAC (Zou et al., 2017)
Poncirus trifoliata F. mosseae Simple Environnement controlé 75 ;55% CAC (Huang et al., 2017,
Liu et al., 2018, 2016)
Poncirus trifoliata F. mosseae ; G. occultum | Simple Environnement controlé 70 ; 50% CAC (F. Zhang et al., 2018)
Poncirus trifoliata G. versiforme, Simple Environnement controlé 75 ; 55% CAC (Q.-S. Wu et al., 2006)
Glycyrrhiza uralensis R. irregularis Simple Environnement controlé 75 ;55;35% CAC (Xie et al., 2018)
Coffea arabica R. clarus ; C. etunicatum ; | Simple Environnement contr6lé 100 ; 80 ; 60 ; 40% (Moreira et al., 2018)

D. heterogama

CAC

Plukenetia volubilis

G. versiforme ; G.

Simple et double

Environnement controlé

80 ;40% CAC

(Tian et al., 2013)

occultum

Cyclobalanopsis glauca F. mosseae ; R. Simple Environnement controlé 80 ; 40% CAC (Zhang et al., 2014)
intraradices

Populus cathayana R. intraradices Simple Environnement controlé 90 ; 30% CAC (Li et al., 2015)
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Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Sorghum bicolor R. irregularis ; R. Simple Environnement controlé 80 ;35% CAC (Symanczik et al.,
arabicus 2018)

Sorghum bicolor F. mosseae Simple Environnement controlé ND (Sun et al., 2017)

Hordeum vulgare R. intraradices Simple Environnement controlé 70 ;35% CAC (Li et al., 2014)

Sesamum indicum F. mosseae ; R. irregularis | Simple Environnement non contr6lé | 100 ; 70 ; 50% CAC | (Askari et al., 2019)

Dracocephalum moldavica | M. yunnanensis ; C. Simple et double Environnement controlé 100 ; 70 ; 40% CAC | (Ghanbarzadeh et al.,
etunicatum 2019)

Lavandula officinalis ; F. mosseae ; R. irregularis | Simple Environnement non contrélé | 75 ; 50% CAC (Pirzad and

Rosmarinus officinalis ; Mohammadzadeh,

Thymus vulgaris 2018)

Robinia pseudoacacia R. irregularis Simple Environnement controlé 75 ;35% CAC (He et al., 2016)

Linum usitatissimum

F. mosseae ; R.
intraradices ; P. putida

Simple et complexe

Environnement non controlé

ND

(Rahimzadeh and
Pirzad, 2017)

Linum usitatissimum F. mosseae ; R. Simple Environnement controlé 100 ; 70 ; 40% CAC | (Ansari et al., 2016)
intraradices

Digitaria eriantha R. irregularis Simple Environnement controlé 100 ; 60% CAC (Pedranzani et al.,

2016)

Foeniculum vulgare R. intraradices ; F. Simple Environnement non controlé | 80 ; 60 ; 40 ; 20% (Zardak et al., 2017)
mosseae CAC

Sophora davidii F. mosseae ; F. Simple Environnement controlé 75 ;25% CAC (Gong et al., 2013)
constrictum

Cucumis melo R. intraradices ; Glomus Simple Environnement contr6lé 100 ; 80 ; 60 ; 40% (Cakmakci et al.,
spp. CAC 2017)
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Espéce végétale

Nature de I'inoculum‘”

Type d'inoculation®

Systéme expérimentale®

Status hydrique®

Références

Manihot esculenta A.longula ; A. Simple Environnement controlé ND (Sieverding and Toro
myriocarpa ; E. T., 1988)
colombiana ; R.
fasciculatus ; R.
manihotis ; G. occultum ;
D. heterogama
Citrullus lanatus G. versiforme Simple Environnement controlé 75 ;30% CAC (Mo et al., 2016)
Ricinus communis F. mosseae ; R. Simple Environnement controlé ND (T. Zhang et al., 2018)
intraradices
Rosa hybrida R. intraradices Simple Environnement controlé ND (Pinior et al., 2005)
Helianthus annuus F. mosseae ; G. hoi Simple Environnement non controlé | 60 ; 40 ; 20% CAC (Gholamhoseini et al.,
2013)

Oryza sativa

R. intraradices ; A.
brasilense

Simple et double

Environnement controlé

100 ; 50 ; 25% CAC

(Ruiz-Séanchez et al.,
2011)

Nicotiana tabacum

R. intraradices ; F.
mosseae

Simple

Environnement controlé

100 ; 70% CAC

(Porcel et al., 2005)

Fragaria virginiana

F. mosseae ; F.
geosporum

Simple et double

Environnement controlé

100 ; 70% CAC

(Boyer et al., 2015)

(1) Le nom des CMA est adapté selon la classification de (SchiiBBler and Walker, 2010). Le nom des bactéries rhizosphériques est indiqué en gris.

(2) Simple, inoculation avec une souche ; Double, inoculation avec deux souches ; Complexe, inoculation avec 3 souches et plus

(3) Environnement contrdlé, pour toutes les expériences qui ont €té effectuées sous conditions contrdlées, serre, chambre de culture, microcosme, mésocosme ;

Environnement

controlé,

concerne

les expériences

(4) CAC, Capacité¢ Au Champ ; Mpa, Mégapascal ; ND, Non Déterminé

qui ont été

effectuées dans

le champ
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III. Potentiel et limitation des champignons mycorhiziens
arbusculaires pour I’ingénierie écologique en condition
de déficit hydrique

De par leur rdle dans I’amélioration de la nutrition hydrique des plantes, 1'utilisation de CMA
comme bio-inoculant dans les stratégies d’ingénierie €cologique constitue une approche
prometteuse pour améliorer la résistance des plantes a la sécheresse (Berruti et al., 2016; de

Vries et al., 2020; Rodriguez and Duran, 2020), mais les évaluations au champ restent encore

rares (Tableau 1.2).

La majorité des applications au champ repose sur 1’évaluation des performances d’une souche
fongique ou d’un assemblage des souches sur I’amélioration du développement et de la survie
d’une plante cible, la production en pépiniéres des combinaisons plante / CMA les plus
efficientes, et leur transfert sur site (Verzeaux et al., 2017). Cette approche présente cependant
plusieurs limitations, la faible efficacité symbiotique en condition naturelle de certaines souches
introduites, leur faible persistance mais aussi leur dispersion, et leur impact environnemental
sur le microbiote indigene (Hart et al., 2018; Rodriguez and Sanders, 2015). Dans le cas de
I’évaluation des performances de ce type d’approche en condition de stress hydrique, trois
limitations majeures sont observées. Premierement, peu d’especes végétales ont été évaluées.
Parmi les ¢études référencées dans le Tableau L2, trois especes végétales (Solanum
lycopersicum, Lactuca sativa et Zea mays) concentrent 25% des évaluations. Deuxi¢mement,
peu de travaux ont été mené jusqu’au transfert des plants mycorhizés sur site et tres rare ont été
les travaux menés directement sur site sans passer par une mycorhization préalable des plants
en pépinieres. Seulement 12% des travaux ont €té mené au champ parmi les travaux présentés
dans le Tableau L.2. Troisiémement, le nombre des especes de CMA testées (25 especes listées
dans le Tableau I.2) est peu représentatif du nombre d’espéces connues, environ 300 especes
(Tedersoo et al.,, 2018). De plus, I’ensemble des especes testées appartiennent quasi-
exclusivement a la famille des Glomeraceae (Tableau 1.2 ; 84% des especes). Une famille
hébergeant principalement des champignons ayant une histoire vie de type rudéral (Chagnon et
al., 2013), caractérisé par une production de spores précoce importante et un taux de croissance
rapide, alors que d’autres familles pourraient sembler plus pertinentes a considérer dans un
contexte de stress, comme la famille des Acaulosporaceae caractérisée par sa forte tolérance au

stress abiotique, ou la famille des Gigasporaceae caractérisée par une forte densité de leur
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réseau mycélien et donc dans les échanges nutritifs. Il convient aussi de citer que I’efficience
symbiotique des CMA different suivant les especes et les hotes. Une étude portant sur le manioc
(Manihot esculenta) a démontré I’effet différentiel d’espeéces de CMA suivant les conditions
hydriques (Sieverding and Toro T., 1988). Sept especes appartenant a trois familles
(Acaulosporaceae, Claroideoglomeraceae, Glomeraceae) ont été évalué, mais alors que cinq
des sept espéces de CMA testées montraient des effets bénéfiques en condition sans stress
hydrique, seulement trois présentaient un bénéfice en condition de stress. Les especes les plus
efficientes en condition de non stress étaient celles les plus performantes en condition de stress
hydrique, mais les parametres affectés étaient différents. La variabilité d’efficience symbiotique
des CMA peut aussi étre dii aux conditions édaphiques et a la capacité d’adaptation des CMA
aux conditions environnementales (Johnson, 2010). Il apparait donc plus pertinent d’utiliser des
especes natives adaptées aux conditions environnementales locales pour optimiser la réponse
de la plante (Frew, 2020). Cependant, [’utilisation de souches de CMA provenant
d’écosystemes aux conditions pédoclimatiques extrémes pourrait permettre de sélectionner des
souches de CMA particuliecrement adaptées a des conditions de stress environnementales
(Rodriguez and Duran, 2020). Par exemple, I’inoculation de sorgho avec une souche de
Rhizophagus arabicus issue d’un écosystéme hyper-aride a permis une amélioration
significative des parameétres physiologiques de la plante hote, notamment en condition de stress
hydrique, par rapport a ceux inoculés avec une souche de Rhizophagus irregularis issue d’un
¢cosysteme tempéré (Symanczik et al., 2018). Les perturbations importantes observées dans le
fonctionnement de la symbiose plante-microorganismes dues aux processus d’amélioration et
de sélection variétale (Porter and Sachs, 2020) sont donc trés certainement amplifiées par le
mode de production d’un grand nombre de cultures dans des zones pédoclimatiques non natives,

avec pour conséquence majeure la perte probable de leurs symbiontes les plus efficients.

Le fonctionnement des plantes est de plus fortement 1i¢ a la complexité des interactions entre
la plante et une large diversité de microorganismes, notamment aux niveaux des racines des
plantes (de la Fuente Canto et al., 2020). De nombreuses interactions bénéfiques entre les CMA
et les bactéries rhizosphériques ont été observées (Miransari, 2011b), mais la mise au point de
bio-inoculant associant ces deux types de microorganismes pour améliorer la résistance des
plantes au stress hydrique restent peu développée (Tableau I.2). De plus, le niveau de
complexité des bio-inoculant reste limité a un nombre restreint d’especes (Tableau 1.2). Parmi
les effets bénéfiques observés dans les interactions CMA / bactéries, les bactéries sont capables

de synthétiser des molécules induisant une augmentation de la quantité des exsudats racinaires
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et une modification de leur composition entrainant une activation des hyphes des CMA, et donc
un taux de colonisation plus élevé (Barea et al., 2005). De plus, ces bactéries produisent des
hormones végétales pouvant influencer directement 1’établissement des CMA ainsi que la
croissance des spores et des hyphes (Barea et al., 2005). Les CMA quant a eux peuvent sécréter
des composés pouvant servir de source d’énergie pour la croissance des bactéries (Andrade et
al., 1997). 1l a été montré par exemple que I’effet bénéfique de I’inoculation de riz (Oryza
sativa) avec une souche bactérienne Azospirillum brasilense n’était significative que lorsque le
riz était mycorhizé avec le CMA Glomus intraradices (Ruiz-Sanchez et al., 2011). De méme la
co-inoculation de mais avec Pseudomonas fluorescens et Funneliformis mosseae permettait une
amélioration de la croissance, nutrition et rendement des plants de mais supérieure a celle
observé dans le cas des plants inoculé avec un seul des deux types de microorganismes

(Ghorchiani et al., 2018).

Conclusion et perspectives

Dans la nature, la croissance et santé des plantes sont souvent contraintes par une multitude de
parametres environnementaux. Le déficit hydrique constitue I’un des facteurs majeurs limitant
la survie des plantes. Pour s’adapter a cette contrainte, ces dernieres ont développé au cours de
leur évolution différentes stratégies. Cependant, ces processus peuvent se révéler insuffisant
suivant I’intensité et la durée du stress hydrique, notamment dans des sols perturbés par des
intrants ou dans le cas d’installation des plantes dans un milieu non natif, dans lesquels les liens

avec des organismes clés de leur croissance, les CMA, sont fortement perturbés.

Les CMA sont en effet des acteurs majeurs dans les interactions plante-microorganisme (Uroz
et al., 2019), notamment dans le controle du statut hydrique de la plante hote (Porter et al.,
2019). Cependant, les effets bénéfiques de cette symbiose sont treés variables, dépendant des
especes de CMA, de I’hote, des conditions pédoclimatiques, mais aussi des interactions avec
les autres membres du microbiote du sol. Le manque de compréhension de I’ensemble de ces
parametres et de leur interaction est un obstacle majeur pour le déploiement des stratégies en
ingénierie écologique basée sur I'utilisation des CMA, et la levée de certains verrous techniques
comme la formulation de bio-inoculant a haute complexité (Finkel et al., 2019; Herrera Paredes
et al., 2018; Kehe et al., 2019), et leur évaluation dans des conditions in situ (Qiu et al., 2019;

Rouphael et al., 2018) constituent des pré-requis.
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Chapitre 11

Les communautés bactériennes et fongiques
du sol difféerent dans leur importance
comme indicateur microbien des habitats
marocains a caroubier
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Résumé

L’optimisation de la réponse d’une espece végétale au déficit hydrique ne peut se faire sans une
connaissance approfondie des interactions que cette espéce établie au sein de son écosystéme
et la détermination des acteurs clés au sein de ces interactions. Les analyses de biodiversité sont
un prérequis menant in fine a la mise en place de politiques efficaces de conservation des
habitats. Cependant, ces enquétes se limitent généralement a la biodiversité aérienne en sous
estimant la biodiversité dans le sol, cette derniére étant pourtant un élément-clé du bon

fonctionnement de la strate végétale, comme démontré dans le chapitre I.

Dans la présente étude, nous nous sommes donc intéressés a 1’identification du microbiote du
sol dans un des habitats emblématiques du pourtour méditerranéen, les habitats a caroubier.
Paradoxalement a son écologie, le caroubier (Ceratonia siliqua) est fortement menacé par les
changements climatiques et I’allongement des périodes de sécheresse en raison d’une stratégie
d’évitement trés consommatrice d’eau, contrairement a 1’olivier (Olea europea) défini comme

tolérant a la sécheresse.

Les sols associés a des caroubiers ainsi qu’a des plantes caractéristiques de son habitat ont été
¢chantillonés dans le sud et le nord du Maroc. Les résultats montrent une prédominance des
actinobactéries, protéobactéries et ascomycetes, parmi lesquels seuls quelques genres
microbiens étaient dominants, a savoir Rubrobacter, Microvirga (bactéries) et Alternaria,
Mortierealla et Fusarium (champignons). L analyse de la structure du microbiote a révélé une
distinction significative entre le nord et sud pour les communautés bactériennes et fongiques,
fortement associée a des propriétés spécifiques du sol (rapport C / N et contenus N-P-K, et
CaCO3, respectivement). Ces différences sont accentuées par une représentativité différente
d’indicateurs microbiens suivant leur régne et de divergences fonctionnelles se traduisant par
une prédominance d’agents pathogenes fongiques dans le nord et des bactéries bénéfiques et
tolérantes au stress dans le sud. Cependant, un microbiote commun de 138 OTU a été mis en
évidence pour l’association Ceratonia-Pistacia, indicateur des zones boisées thermophiles

méditerranéennes.
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Le chapitre a fait I’objet d’un article publié¢ dans le journal Ecological indicators :

Hamza Khassali, Alex Baumel, Frédéric Mahé, Estelle Tournier, Yves Prin, Lahcen
Ouahmane, Hervé Sanguin, 2020. The belowground bacterial and fungal communities differed
in their significance as microbial indicator of Moroccan carob habitats. 114, 106341.

(https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.106341).

Mots clés : biodiversité, Ceratonia siliqua, indicateur microbien, metabarcoding, microbiote
du sol
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Introduction

Carob tree (Ceratonia siligua L., Leguminosae), an important component of Mediterranean
thermophilous woodlands and traditional rural landscapes, are characterized by declining
population levels (Rankou et al., 2017). The major causes are the high urbanization affecting
the Mediterranean coasts where most carob populations are localized, and an abandon of
traditional carob orchards in favor of other fruit sectors (Rankou et al., 2017; Talhouk et al.,
2005). A phytosociological study of Mediterranean carob habitats highlighted their high
floristic diversity, notably in the Western basin where the carob tree meets its maximum
ecological gradient (Baumel et al., 2018). In addition to its ecological importance, carob habitat
conservation could be of great importance for the future since carob tree is known for its
tolerance to marginal soils (Correia and Martins-Lougdo, 2005; Ozturk et al., 2010) and for the
nutritional quality of its fruits as functional food (Papaefstathiou et al., 2018; Stavrou et al.,
2018).

The development of efficient habitat conservation policies and actions needs an integrative view
of the biodiversity that sustains ecosystem functioning. However, shortfalls in knowledge are
observed for belowground biodiversity in the Mediterranean basin (Cameron et al., 2019),
whereas it constitutes, notably soil microbiota, the bedrock on which soil nutrient cycling, plant
productivity and ecological succession are built (Bardgett and Van Der Putten, 2014; van der
Heijden et al., 2008; Wagg et al., 2014). Moroccan semi-natural and traditional agrosystems
have a pivotal role in the conservation of carob genetic resources by sheltering the main
evolutionary lineages found in this tree (Viruel et al.,, 2020). Moreover, Moroccan carob
habitats are divided into two main floristic groups related to distinct edaphic parameters,
climatic conditions and biogeographic history. The North group is close to South Iberian and
North African vegetations, and the South group is at the margin of the carob geographic range
with a vegetation composed of species found nowhere else on carob habitats (Baumel et al.,

2018).

The current study aims at identifying the belowground microbiota associated with carob trees
and major plant components of Moroccan carob habitats. Indicator plant taxa associated with
both the North and South habitats (Pistacia lentiscus), or mainly with North (Cistus albidus) or
South (Vachellia gummifera, Globularia alypum) (Baumel et al., 2018) were selected. In

addition, Lavandula dentata and Retama monosperma were selected for their known beneficial

63



properties on soil mycorrhizal potential (Hafidi et al., 2013; Manaut, 2015; Ouahmane et al.,
2006b).

I. Materials and methods

1. Study sites and soil sampling

Two carob habitats representative of the floristic group 1 (Asparago albi-Rhamnion oleoidis)
and 4 (Senecio anteuphorbii-Arganion spinosae) as defined in Baumel et al. (2018) were
selected, localized respectively in North Morocco (the Rif, 35°17'55.1"N, 5°13'40.0"W), and
South Morocco (the Ourika valley, High Atlas, 31°17'45"'N, 7°42'36""W). Soil samples were
collected in April 2017 in close contact with the roots of carob trees (C. siliqgua) or six other
plant species (Vachellia gummifera (Willd.) Kyal. & Boatwr. 1806; Cistus albidus L.;
Globularia alypum L.; Lavandula dentata L.; Pistacia lentiscus L.; Retama monosperma Boiss.
1840) localized 2 m around carob trunks. For each plant species, 3—5 kg of soil samples at 20
cm depth from five individuals, mixed and sieved through a 2 mm mesh. The soil under C.
siliqua and P. lentiscus were sampled in both sites, L. dentata, C. albidus in the North site, and
G. alypum, R. monosperma and V. gummifera in the South site. All soil samples were stored at
4 °C before processing. Soil properties were determined by the Laboratory of soil analysis

(INRA, Arras, France) (Table I1.S2, see the annexe, p 150).

2. DNA extraction, gene amplification and sequencing

Total DNA was extracted from 500 mg of soil using the FastDNA SPIN kit for soil (MP
Biomedicals Europe, Illkirch, France) according to manufacturer’s instructions. DNA purity
was improved by adding 40 mg of Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) during the first step of
DNA extraction, and an additional washing step with 5.5 M guanidine thiocyanate before the
use of the washing buffer SEWS-M. DNA extractions were done in duplicate and stored at —20
°C for further analysis.

Amplification of a 16S rRNA gene sub-region and the internal transcribed spacer ITS2 were

performed for bacterial and fungal communities, respectively. All amplification products were

64



analyzed using paired-end Illumina MiSeq sequencing (2 x 300 bp) performed by GetPlaGe
(Genotoul, Castanet-Tolosan, France). The 16S was amplified by polymerase chain reaction
(PCR) wusing the primers V3F (5-TACGGRAGGCAGCAG-3') and V4R (5'-
GGACTACCAGGGTATCTAAT-3") (Almet al., 1996), and ITS2 with the primers ITS86F (5'-
GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3") (Turenne et al, 1999) and ITS4 (&5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990). The forward and reverse primers
were modified prior to first round amplification by adding the adaptor sequences P5-1 (5°-
ctttccctacacgacGCTCTTCCGATCT-3’) and P7-1 (5’-ggagttcagacgtgtGCTCTTCCGATCT-
3”), respectively, which are needed for the second PCR round. The first PCR round was carried
out in a final volume of 25 pl containing 1X Green GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Charbonnieres, France), 0.4 uM of each primer, 200 uM of each dANTP, 2 ul of 1/100 DNA
extract, and 1 unit of GoTaq® DNA Polymerase (Promega), with the following cycling
conditions. The thermal cycling was carried out with a denaturation step of 94°C for 3 min; 20
cycles (16S) or 35 cycles (ITS2) 0of94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 45 s; a final elongation
step at 72°C for 10 min. To improve recovery and to limit PCR bias, six amplification products
(three per DNA extract; two DNA per plant species) were pooled, evaporated using a vacuum
concentrator and resuspended in 50 ul of sterile water. Amplification products were single-
multiplexed using a home-made 6 bp index added to the reverse primers with a second 12-cycle
PCR using the forward primer P5-2 (5°-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTctttcectacacgac-3’) and the reverse primer
P7-2 (5°-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GTGACTggagttcagacgtgt-3’). The
resulting PCR products (e.g. for 16S amplification, P5-2 + P5-1 + V3F + 16SrDNA region +
V4R + P7-1 + P7-2) were purified, spiked with PhiX (15%), and loaded onto the Illumina

MiSeq cartridge according to the manufacturer’s instructions.

3. Data processing

[llumina sequencing, base calling and demultiplexing were carried out using RTA v1.18.54,
MCS 2.6 and bcl2fastq2.17. Paired reads were assembled with vsearch v2.11.0 (Rognes et al.,
2016) using the command fastq mergepairs and the option fastq allowmergestagger. Primer
clipping was performed with cutadapt v1.9 (Martin, 2011) allowing a 2/3-length partial match

for forward and reverse primers. Only reads containing both primers were retained. The
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expected error per read was estimated with vsearch’s command fastq_filter and the option
eeout. Each sample was then dereplicated, i.e. strictly identical reads were merged, using
vsearch’s command derep fulllength, and converted to FASTA format. To prepare for
clustering, the samples were pooled and further dereplicated with vsearch. Files containing per-
read expected error values were also dereplicated to retain only the lowest expected error for

each unique sequence.

Clustering, chimera detection and taxonomic assignment were performed as detailed in
Maghnia et al. (2017). The ribosomal database SILVA v132 (Quast et al., 2012) and a custom
version of the ITS database UNITE v7 (Kodljalg et al., 2013) were used for the bacteria and
fungi, respectively. Up to that point, reads without primers, reads shorter than 32 nucleotides
and reads with uncalled bases (“N’’) have been eliminated. To create the final OTU (Operational
taxonomic Unit) table, additional filters were applied to keep only non-chimeric OTUs, with an
expected error per nucleotide below 0.0002, OTUs containing more than 3 reads or seen in 2
samples. All 16S OTUs assigned to chloroplastic or mitochondrial sequences were excluded.

Similarly, ITS OTUs not assigned to fungal reference sequences were excluded.

4. Statistics

Tables were transformed using the R tidyverse package version 1.2.1 (Wickham et al., 2019a)
and the plots were generated using the R ggplot2 package version 3.0.0 (Wickham, 2009).
Global rarefactions for microbiota data were performed, based on the samples with the smallest
sizes, down to 6,340 reads per sample for 16S and 10,457 reads per sample for ITS with R
vegan package version 2.5-2 (Oksanen et al., 2016) using the rrarefy() function.

Community structure analysis was performed either by hierarchical clustering (HC) using the
hclust() function from the stat package (R Core Team, 2017) or nonmetric multi-dimensional
scaling (NMDS) implemented in the metaMDS() function from the R package vegan. HC was
based on the Ward’s method and euclidean distances from community data standardized by the
Hellinger method using the decostand() function from the R package vegan. NMDS was based
on Bray-Curtis dissimilarity index. Significance in community structure differences was

assessed using PERMANOV A in the adonis() function from the R package vegan. Multivariate
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dispersion (HOMOVA) was estimated using the betadisper() function and permutest() as it can
affect PERMANOVA results.

The variability of soil samples based on the abiotic parameters was estimated by principal
component analysis (PCA) using the dudi.pca() function from the ade4 package (Chessel et al.,
2004). The correlations between the soil properties and principal components were estimated
using s.corcircle() function from the package ade4. The best subset of soil properties with
maximum (rank) correlation with the microbiota structure was estimated for bacterial and

fungal communities using the bioenv() function from the R vegan package.

Community membership among plant species and between habitats were assessed using Venn
diagram analysis with the R package VennDiagram version 1.6.20 (Chen, 2016). Because of
their importance in plant ecology, the specificity of interactions between Glomeromycota taxa
and plant species was evaluated and visualized using the p/otweb() function from the R package
bipartite version 2.11 (Dormann et al., 2009). The levels of nestedness (weigthed NODF-based
index) and specialisation (H2 index) were retrieved using the networklevel() function from the

R package bipartite.

The significance of microbial taxa association with respect to habitat types (North and South),
defined as microbial indicator, was determined using the indicator value (IndVal) index, as
implemented in multipatt() function from the R package indicspecies version 1.7.6 (De Caceres
and Legendre, 2009). Two different probabilities were calculated, i.e. “A” (specificity),
representing the probability of a sample to be defined by a habitat, given that the microbial taxa
has been detected, and “B” (sensitivity) representing the probability of finding the microbial

taxa in different samples characterized by a given habitat.

II. Results

1. Global composition of belowground microbiota

Higher ranges of bacterial community richness (2,080 = 188 OTUs) and diversity (shannon
index 6.7 £ 0.2) were observed when compared to the fungal community (richness 647 + 209
OTUs; shannon index 4.1 = 0.9) (Table II.S1, see the annexe, p149). Lower levels were
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obtained for the fungal community in the South (richness 557 £ 169 OTUs; shannon diversity
3.7 £ 0.3) compared to the North (richness 760 + 218 OTUs; shannon diversity 4.8 + 1.0), but
not for the bacteria (Table II.S1, see the annexe, p 149). The bacterial community was
dominated by Actinobacteria (52% of sequences) and Proteobacteria (32%) (Figure IL.1A;
Table I1.S3, see the annexe, p 151), and the fungal community by Ascomycota (71%), except
for C. albidus (Basidiomycota, 69%) (Figure 11.1B; Table I1.S4, see the annexe, p 153). Only
1% of microbial OTUs were found in all samples, and 60% only in one sample. The most
dominant bacterial OTUs (top 10% of most abundant; present in 2/3 of samples) belonged for
62% to Actinobacteria and 28% to Proteobacteria (Table 11.S3, see the annexe, p 151)
whereas the remaining 10% were split among seven other phyla. The most dominant fungal
OTUs belonged mostly to Ascomycota (89%), Mortierellomycota (8%) and Basidiomycota
(2%) (Table 11.S4, see the annexe, p 153). The top genera (> 5%) were Rubrobacter and
Microvirga for bacteria, and Mortierella, Alternaria and Fusarium for fungi, but a large part of

sequences were not identified, 36% and 54%, respectively.
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Figure II.1. Phylum level distribution of (A) bacterial and (B) fungal communities among plant species
from the South and North habitats.
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2. Habitat-related microbiota taxa

Microbiota structure analysis revealed a significant North/South pattern for the bacterial
(Figure I1.2B, P < 0.0202) and fungal (Figure I1.2D, P < (0.0345) communities, with only 3%
of bacterial OTUs and 20% of fungal OTUs shared between both habitats (Figure I1.S1, see the
annexe, p 155). However, HC and NMDS analyses revealed a higher similarity of bacterial
community associated with C. albidus in the North (Figure IL.2A, 2B) than with those
associated with plant species in the South. To a lesser extent, the fungal community of P.
lentiscus in the South was strongly dissimilar from those associated with the other plant species
of the same habitat (Figure IL.2C, 2D). Indicator species analyses revealed significant
contrasted results between the North/South habitats and bacterial/fungal microbial taxa (Table
II.1). The North was characterized by 17 fungal indicator taxa, notably Pestalotiopsis,
Pleurostoma, Spirosphaera, and one bacterial taxa, whereas the South was characterized by 11
bacterial indicator taxa, notably Kocuria and Naasia, and no fungal indicator taxa (Table I1.1).
The functional assignment of the microbial indicators also showed functional divergences with
a predominance of fungal pathogens in the North and stress-tolerant plant-beneficial bacteria in

the South.
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Figure I1.2. Microbiota structure analysis from plant species of the North (red) and South (blue)
habitats. Two methods were used to visualize the bacterial (A, B) and fungal OTU (C, D) community
structures, hierarchical clustering (A, C) and non-metric multidimensional scaling (B, D). Vg, Vachellia
gummifera; Ca, Cistus albidus; Cs, Ceratonia siliqua; Ga, Globularia alypum; Ld, Lavandula dentata;
Pl, Pistacia lentiscus; Rm, Retama monosperma. Differences in community structure between the North
and South habitats were assessed by PERMANOVA. R2 and p-values from PERMANOVA are
indicated on non-metric multidimensional scaling (B, D). Heterogeneity of data dispersion (HOMOVA)

between North and South habitats were non-significant.
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Table I1.1. List of microbial indicator taxa associated with the North or South habitats

Locality Taxonomic (genus) assignment Functional assignment (! Probability @ Indicator value @ p-value ¥
(A;B) (Indval.g)
Bacteria
Parafilimonas nd 1.00; 1.00 0.95 *
Fungi
Pestalotiopsis Plant pathogen / Endophyte 1.00; 1.00 1.00 ok
S Pleurostoma, Spirosphaera Undefined Saprotroph 1.00; 1.00 1.00 ok
g Purpureocillium Fungal parasite 0.97; 1.00 1.00 *
j‘a Cylindrosympodium Plant pathogen / Endophyte 0.97; 1.00 1.00 *
Geosmithia nd 0.97; 1.00 1.00 **
Dothiorella Plant pathogen / Endophyte 0.95; 1.00 0.97 *
Macrophomina Plant pathogen / Endophyte 0.93; 1.00 0.97 *
Exophiala Animal pathogen 0.93; 1.00 0.97 *
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Lecanicillium Animal pathogen 0.87; 1.00 0.94 *
Calonectria, Kellermania Plant pathogen 1.00; 0.75 0.87 *
Malassezia, Phaeoacremonium Animal pathogen 1.00; 0.75 0.87 *
Ophionectria, Quadricrura Undefined Saprotroph 1.00; 0.75 0.87 *
Guttulispora nd 1.00; 0.75 0.87 *
Bacteria
Kocuria PGPR, metal resistant, halotolerant 1.00; 1.00 1.00 **
Naasia nd 1.00; 1.00 1.00 **

8

§ Cellulomonas PGPR, nitrogen fixer, lignin degrading, 0.98;1.00 0.99 wox

o

= halotolerant

S

3

2] Rhodocytophaga nd 0.94; 1.00 0.97 *
Rubellimicrobium, Geminicoccus Potential global stress tolerant 0.92; 1.00 0.96 ok
Segetibacter nd 0.90; 1.00 0.95 *

72



Rhodococcus PGPR, metal resistant, hydrocarbon 0.88;1.00 0.94 ok

degrading
Lautropia Potential hydrocarbon degrading 0.87; 1.00 0.93 *
Myxococcus Plant pathogen antagonist, insoluble 0.87;1.00 0.93 *

organic compound degrading
Uncharacterized Beijerinckiaceae nd 0.86; 1.00 0.93 *

No significant fungal indicator ns

(1) For fungi, functional assignment was based on FUNGuild database (http://www.funguild.org/). For bacteria, traits related to plant pathogeny, plant-
promoting effect, soil cycling or stress tolerance based on literrature were indicated (Web of Science, TOPIC:genus name AND TOPIC:soil). nd, not
defined. PGPR, Plant growth promoting rhizobacteria

(2) Probability A indicates the specificity, i.e. the probability that a soil sample belongs to a given habitat given the fact that the taxa has been found.
Probability B indicates the fidelity, i.e. the probability of finding the species in a soil sample belonging to a given habitat

(3) Indval.g indicates the model of association used for the association test

(4) Significance code. ***, P<0.001 ; ** P<0.01;* P<0.05;ns, P>0.05
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3. Soil properties-related microbial taxa

The North/South pattern observed for belowground microbiota is supported by the soil
properties (Table I1.S2, see the annexe, p 152), for which the main component of variance was
organized between North and South (Figure I1.3A) (Axis 1, 61% oftotal inertia; Axis 2, 15%).
The differences were mainly explained by a higher global nutrient status in the North, with
notably higher amount of organic matter and organic C (> 95% of relative contribution along
axis 1). The South was, on the contrary, characterized by lower levels of all parameters
measured, except for total K (> 80% of relative contribution along axis 1) (Figure I1.3B). High
pH levels were observed in both habitats, but intra-habitat variability was observed (> 75% of
relative contribution along axis 2) (Figure I1.3B). The analysis of the best correlation between
a subset of soil properties and the microbiota structure highlighted the C/N ratio (r = 0.61) for
the bacterial community and the association of Total N, CaCO3, Olsen-P, K+ and Total K (r =
0.52) for the fungal community.

Globularia alypum

Retama monosperma " Lavandula dentata

Ceratonia siliqua

Axis 2

® i tiscus s K
Pistacia lentiscus —
|

Vachellia gummifera

- ® 3
Ceratonia sifiqua \

Pistacia lentiscus R

2 0 2 4 T L
Axis 1

® North Morocco @ South Morocco

Figure I1.3. Principal component analysis of soils collected under different plant species from North
and South habitats based on soil properties. (A) Structuration of soil samples according their physico-
chemical characteristics. (B) Correlation circle indicating the contribution of each soil property in the

structuration of soil samples.
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4. Plant-related microbiota taxa

In the North, the belowground microbiota associated with P. lentiscus and L. dentata showed
the strongest similarity with C. siliqua (Figure 11.2B, 2D). By contrast, the South was marked
by divergences regarding the closest microbiota components between C. siliqua and the other
plant species. The fungal community associated with R. monosperma in the South showed the
strongest similarity with that of C. siliqgua (Figure I1.2D), whereas the most similar bacterial
community of that of C. siligua were P. lentiscus and V. gummifera (Figure 11.2B). The C.
siliqua -P. lentiscus association, one of the most frequent plant association in Moroccan carob
habitats was more precisely analyzed, revealing a core microbiota of ca. 25% and 20% of the
total bacterial and fungal OTUs, respectively (Figure I1.4). The most dominant bacterial OTUs
(top 10% of most abundant; present in all samples) constituting the core microbiota belonged
mainly to deep-branching actinobacterial taxa, Rubrobacter (Rubrobacteriales),
Solirubrobacter  (Solirubrobacter), and one alphaproteobacterial taxa, Microvirga
(Rhizobiales) (Figure 11.4A). For the fungi, the most dominant OTUs were mainly assigned to
Fusarium (Hypocreales), Mortierella (Mortierellales), Chrysosporium (Onygenales),
Alternaria (Pleosporales), Chaetomium (Sordariales) (Figure 11.4B). Gaiellales and

Capnodiales were composed of unidentified taxa at the genus level.

5. Characteristics of Glomeromycota community

The estimation of Glomeromycota abundance (read numbers) showed higher levels in the North
(Figure IL5), notably for L. dentata (> 250 sequences), but no significant North/South pattern
(PERMANOVA, R?2=019362, P=0.1217) was observed Glomeromycota accounted for 0.03%
to 2.61% of the total soil fungal community depending on the habitat. The analysis of potential
mycorrhizal networks at the habitat level between Glomeromycota (genus level) and plant
species (Figure 11.6) revealed a higher level of nestedness (weighted NODF-based index) in
the North (49.6) compared to the South (29.3), but low levels of specialisation (H2 index), 0.14
and 0.20, respectively. In the North, three genera were associated with only one plant species,
Domonikia with P. lentiscus and Rhizophagus/Funnelifomis with L. dentata. In the South,
Domonikia and Rhizophagus was not detected, and Funneliformis was associated with R.

monosperma. C. siliqgua was associated with the same Glomeromycota genera (i.e.
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Claroideoglomus, Diversispora, Glomus, and Septoglomus), except for Kamienskia only in the
North.
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Figure I1.4. Comparison of (A) bacterial and (B) fungal community membership (Venn diagram
analysis) among C. siliqua and P. lentiscus from both the North and South habitats. For each venn
category, the number of OTUs is indicated. Color pie charts represent the taxonomic distribution (order)
of the most dominant OTUs (top 10% of most abundant; present in all samples) shared between the two
plants. The category “Others” combines taxa representing < 5%. Cs, Ceratonia siliqua; Pl, Pistacia

lentiscus.
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The total number of sequences is indicated above each barplot.

77



g & ) & &
N 4 » Q P § N S
A ¥ S 3 & B & & & & oF
N\ K o ¢ 4 @ @
o &° & © @ 4 @ @ &
&Y @& & @ & 2° W @ o
o @ N Q® @ ¢ & ¢® o°
] s . & o R S N A
R @ & KPR L R NG O 4@ o F
g & o o & o o & &
. @' X © 3 O AR 2
F @ ¥ TR & & N & Q i 3 N
LRy =y PO K O\'Z’\O\ & @ v o® °

Figure I1.6. Bipartite interaction network formed by Glomeromycota (genus taxonomic level; lower boxes) and major plants species (upper boxes) in the North

(A) and South (B) habitats.

78



III. Discussion

The belowground microbiota is a major driver of plant diversity and ecosystem functioning
(Graham et al., 2016; van der Heijden et al., 2008). Recent worldwide surveys revealed their
tremendous diversity (Davison et al., 2015; Delgado-Baquerizo et al., 2018a; Egidi et al., 2019;
Tedersoo et al., 2014), but also pinpointed the lack of data in some part of the world, e.g.
southern Mediterranean regions like Morocco. The current study focused on the belowground
microbiota associated with several plant species representative of Mediterranean thermophilous
carob woodlands in Morocco. The plant species investigated had been mainly assessed for their
mycorrhizal community, (Alguacil et al., 2011; Azcoén-Aguilar et al., 2003; Ferrol et al., 2004;
Manaut et al., 2015; Ouahmane et al., 2012; Torrecillas et al., 2014; Turrini et al., 2010) notably
because of the role of mycorrhiza in ecosystem functioning (Banerjee et al., 2018; Gianinazzi
et al., 2010; Qin et al., 2019; Rillig, 2004b). The Glomeromycota in particular are well known
for their benefits (1) on plant productivity, (2) on tolerance to drought stress and resistance to
pathogens, as well as (3) in the process of plant succession (Smith and Read, 2009). In contrast,

only fragmentary data were available for the other belowground microbiota compartments.

The global composition of the belowground microbiota revealed in this study was congruent
with worldwide surveys at the phylum levels (Delgado-Baquerizo et al., 2018a; Tedersoo et al.,
2014), with  Actinobacteria, = Ascomycota,  Basidiomycota,  Proteobacteria  and
Mortierellomycota as the most dominant taxa. The rhizosphere of C. albidus was remarkably
dominated by Basidiomycota when compared to other plant rhizospheres, probably due to its
preferential association with ectomycorrhizal Basidiomycota (Comandini et al., 2006).
Similarly to the patterns observed in worldwide surveys (Delgado-Baquerizo et al., 2018a;
Egidi et al, 2019), only few OTUs were dominant, mostly belonging to Ascomycota
(Sordariomycetes and Dothideomycetes), Actinobacteria (Actinobacteria, Thermoleophilia and
Rubrobacteria) and Proteobacteria (Alphaproteobacteria). Amongst the plant species
investigated in the current study, the two trees (C. siliqua and P. lentiscus) frequently associated
in Mediterranean thermophilous woodlands (Baumel et al., 2018) shared 24% of OTUs, of
which only 7% were dominant. Rhizobiales, a keystone alphaproteobacterial taxa in forest and
woodland ecosystems (Banerjee et al., 2018), was the second most represented bacterial order
among the dominant OTUs, as well as in the core microbiota between C. siligua and P.

lentiscus. The importance of Rhizobiales in carob functioning remains controversial. Indeed,
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evidence of N-fixing bacteria in carob roots (El Idrissi et al., 1996) has been strongly questioned
(Konate et al., 2007), and neither nodules or N-fixation were observed for field-grown carob
trees (La Malfa et al., 2010). Nevertheless, potential N-fixing Rhizobiales belonging to

Microvirga (Andrews and Andrews, 2017) appeared as predominant taxa in both carob habitats.

A significant North/South pattern was observed for the belowground microbiota, supported by
differences in the soil properties. Soil properties are known as a major driver of belowground
microbiota (Bastida et al., 2019; Delgado-Baquerizo et al., 2018b; Tedersoo et al., 2014) but
specific soil properties differently affects bacterial and fungal communities. Soil pH has been
described as shaping mostly the bacterial community structure, whereas soil nutrient status
(C/N ratio, total N, total P) was more correlated with the fungal community structure (Lauber
et al., 2008; Rousk et al., 2010). Soil pH is undoubtedly the best predictor of bacterial diversity
and biomass (Griffiths et al., 2011; Karimi et al., 2018; Lauber et al., 2009), but it weakly
contributed to the North/South pattern observed in the current study, due probably to a narrow
pH range among soil samples, and rather explaining intra-habitat variabilities potentially related
to differences in plant root exudates (Herz et al., 2018; Wang et al., 2016). In the current study,
C/N ratio was the best predictor of bacterial community structure, whereas the highest
correlation with the fungal community was obtained for N-P-K and CaCO3 contents. The soil
C/N ratio is rather highly correlated with fungal community structure (Lauber et al., 2008;
Thomson et al., 2015), and has been previously described as one of the best predictors of fungal
community structure in the Northern Moroccan forest (Maghnia et al., 2017). Nevertheless, the
soil C/N ratio has been also reported as an important driver, though less significant than pH, of
bacterial community structure (Griffiths et al., 2011), with an increasing significance for
specific bacterial taxa (Karimi et al., 2018; Thomson et al., 2015). P content is generally one of
the most significant soil nutrient parameters, though less significant than C/N ratio, correlated
with fungal community structure (Lauber et al., 2008; Maghnia et al., 2017). On the contrary,
few data is available regarding the contribution of calcium carbonate (CaCO3) content in the
structure of fungal communities, but soil calcium content has been shown as a strong predictor

at the global scale (Tedersoo et al., 2014).

A subset of habitat-related microbial indicators were characterized, emphasizing differences at
the kingdom level, with a higher significance of fungal taxa to characterize the North habitat
and bacterial taxa for the South habitat. In addition, functional divergences highlighted habitat-
related microbial traits with mainly fungal plant/animal pathogens in the North, which may be

related to more favorable climactic (higher humidity) and soil (Higher C-N-P) conditions in the
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North, as suggested in Tedersoo et al. (2014). The South was on the contrary characterized by
bacterial taxa with the ability to both resist to harsh conditions and promote plant growth,
highlighting the potential importance of semi-arid environments as a reservoir of stress-tolerant
plant-beneficial microorganisms, to be considered in future studies of Mediterranean
belowground microbiota. The use of microbiota as species/compositional indicators of
environmental factors have shown its reliability in various environmental and spatial scales
(Bouffaud et al., 2016; Fortunato et al., 2013; Maghnia et al., 2017; Ritz et al., 2009; Stone et
al., 2016) but remains one of the least studied indicator groups (Gao et al., 2015; Schloter et al.,
2017).

Plant host species weakly contributed to microbiota structure compared to the soil properties,
which is in accordance with previous observation in woodlands and grasslands (Bonito et al.,
2014; Kuramae et al, 2011), but plant host effect appeared more important on the
Glomeromycota community. Differences in the composition of Glomeromycota community
related to plant host species as been widely shown in semi-arid ecosystems (Alguacil et al.,
2011; Martinez-Garcia et al., 2011; Sanchez-Castro et al., 2012). Nevertheless, the lack of a
North/South pattern could be explained by the low number of Glomeromycota sequences
retrieved, due, among other things, to the molecular approach used, i.e. a general fungal ITS
marker sequencing rather than a Glomeromycota-specific 18S marker sequencing, which is
known as a potential bias affecting the Glomeromycota abundance, diversity and composition
(Berruti et al., 2017; Lekberg et al., 2018). Glomeromycota was abundant mostly in the
rhizosphere of L. dentata, reaching 3% of the total fungal community, which supports the
promoting effect of L. dentata on the soil mycorrhizal potential (Hafidi et al., 2013; Ouahmane
et al., 2006a). The abundance of Glomeromycota in lavandula-associated soils corresponded to
the top levels observed in soils using general fungal ITS marker sequencing (Clemmensen et
al.,, 2015; Guo et al., 2019; Leff et al., 2015; Orgiazzi et al., 2012; Tedersoo et al., 2014).
Benefits of mycorrhizal symbiosis were demonstrated on carob growth and drought stress
tolerance (Essahibi et al., 2017; Manaut et al., 2015; Ouahmane et al., 2012), but different
effects depending on Glomeromycota taxa was observed (Essahibi et al., 2017), highlighting
the need to better characterize mycorrhizal partners of carob trees. The current results extended
the range of Glomeromycota taxa previously described as associated with carob trees using
older methodologies (Manaut et al., 2015), with notably the detection of Diversispora spp.,
expanding the potentialities of carob habitats as reservoir of mycorrhizal resources to improve

carob afforestation strategies (Manaut et al., 2015). Nevertheless, a deeper investigation of

81



carob habitats and cross-compartment surveys (soils vs roots; Berruti et al., 2017; Varela-
Cervero et al., 2015) are necessary to fully decipher the mycorrhiza community associated with

carob trees.

Conclusion

The current work provided new insights on rarely assessed belowground biodiversity of
Moroccan carob habitats. Microbiota community structure appeared as a relevant variable to
characterize carob habitat heterogeneity in addition to floristic diversity and soil properties.
Taxonomy and function of bacteria and fungi differed in their significance to define the type of
habitat, strengthening the need to survey both bacterial and fungal communities in biodiversity
surveys, and highlighting different microbial reservoirs with functionalities of interest (PGPR,

stress-tolerant bacteria, Mycorrhiza) for biotechnology developments.
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Chapitre 111

Role différentiel des mycorhizes et de
champignons endophytes de type DSE dans
les compromis croissance-résistance a la
secheresse chez le caroubier
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Résumé

Le microbiote racinaire est un des facteurs clés de la croissance et de la santé des plantes,
¢tablissant des interactions complexes avec les plantes pour faire face a une grande diversité de
stress abiotiques. La sécheresse est considérée comme l'un des plus graves stress abiotiques
affectant la croissance de la végétation méditerranéenne et la productivité des cultures. Nous
avons proposé de décrypter les caractéristiques du microbiote racinaire qui sous-tendent la
résistance a la sécheresse chez le caroubier méditerranéen (Ceratonia siliqua), un modele
culturel et économique important dans le bassin méditerranéen, menacé par l'aggravation des
périodes de sécheresse. Les sols échantillonnés sous des plantes connues pour leur importance
¢cologique dans les habitats du caroubier ont été utilisés comme bio-inoculants (SoBIO) afin
de générer différents microbiotes racinaires du caroubier. Les principales hypothéses sont que
le compromis entre la croissance et la résistance a la sécheresse est déterminé par les
caractéristiques du microbiote, et que le microbiote naturellement associ¢ au caroubier devrait
étre le plus performant. Les résultats ont démontré les meilleures performances de croissance
dans des conditions non limitantes en eau du SoBIO natif du caroubier et de deux SoBIO non
natif du caroubier provenant de l'orge (Hordeum vulgare) ou du genét blanc (Retama
monosperma). Les performances de croissance les plus faibles ont été associées a de faibles
niveaux de richesse et de diversité des microbiotes racinaires, mais l'inverse n'a pas ¢été
confirmé. L’association potentielle entre des mycorhizes et des rhizobia bénéfiques pourrait
constituer les acteurs principaux de la croissance des plantes en I'absence de carence en eau. La
sécheresse a faiblement affecté les caractéristiques du microbiote racinaire (richesse, diversité,
structure), mais une faible résistance du caroubier inoculé avec SoBIO natif du caroubier a été
démontrée. En revanche, le SoBIO provenant du lentisque (Pistacia lentiscus) a conféré le plus
haut niveau de résistance a la sécheresse, et le meilleur compromis croissance-résistance a la
sécheresse. De maniere surprenante, le microbiote racinaire dérivé du SoBIO provenant du
lentisque était le plus similaire a celui dérivée du SoBIO natif du caroubier, suggérant qu’un
nombre limité de taxons entrainent des changements majeurs dans la réponse du caroubier,
mettant en exergue l'importance d’endophytes fongiques de type DSE (dark septate fungal

endophytes), en synergie potentielle avec des mycorhizes, pour faire face a la sécheresse.
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Le chapitre fait I’objet d’un article en cours de préparation pour une soumission au journal New
phytologist :

Hamza Khassali, Alex Baumel, Frédéric Mahé, Estelle Tournier, Yves Prin, Lahcen
Ouahmane, Hervé Sanguin, 2020. Differential implication of mycorrhiza and dark septate

endophytes in growth-drought resistance trade-offs in carob trees.

Mots clés : Ceratonia siliqua, compromis croissance / résistance, DSE, microbiote, mycorhize
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Introduction

Drought is considered as one of the most serious abiotic stress affecting Mediterranean
vegetation growth and crop productivity (Allen et al., 2010; Pefiuelas et al., 2001; Sofo et al.,
2012). Loss in crop yield induced by drought has even been predicted as more important than
all pathogens combined, with negative synergistic impacts between drought and disease
(Desprez-Loustau et al., 2006; Gupta et al., 2020; Suzuki et al., 2014). Climate change will
drastically limit water availability, requiring the yield improvement of rain-fed systems and a
higher efficiency of irrigation systems to maintain a the sustainability of freshwater resources
and traditional landscapes (Malek et al., 2018). However, 75 % of water consumption is already
used for agriculture in Mediterranean basin (Xiloyannis et al., 2012), and may rise > 20 % by
2100 (Wada et al., 2013). Among the promising alternatives, the deployment of ecological
engineering based on soil biota has a great potential for agricultural sustainability (Bender et
al., 2016). However, plant breeding and engineering programs remain the prime strategy to
improve cultivated plant responses to drought (Gupta et al., 2020) whereas they may have
resulted in a disruption of interactions between plants and beneficial microbiota (Porter and
Sachs, 2020). Identifying microbiota promoting plant resistance to drought is a major issue for

agricultural sustainability.

Plant functioning is dependent on a complex and diverse assembly of microbes living on or
inside the plant tissue, named the plant microbiota (Bulgarelli et al., 2015; Vandenkoornhuyse
et al., 2015), and root-associated microbiota play a fundamental role in plant growth and plant
health (de la Fuente Cant¢ et al., 2020; Hardoim et al., 2015; Mendes et al., 2013). Complex
feedbacks take place between plant and root-associated microbiota to cope with drought, with
short-term interactions leading to plant drought tolerance, and long-term modifications in plant-
microbiota interactions following a drought episode that may prefigure more efficient responses
(de Vries et al., 2020). The efficiency of beneficial microbiota, notably arbuscular mycorrhizal
(AM) fungi, was estimated to be higher in drought conditions (Porter et al., 2019; Rubin et al.,
2017). However, drought strongly impacts soil and root-associated microbiota (Andreo-
Jimenez et al., 2019; de Vries et al., 2018; Gao et al., 2020), potentially altering the role of

microbiota members (Andreo-Jimenez et al., 2019; Sendek et al., 2019).

In this study, we used an original model to decipher the root microbiota features underpinning
plant drought resistance, based on Mediterranean carob habitat characteristics and soil

microbiota transplantation. The carob tree (Ceratonia siliqua) is a key cultural and economic
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model in the Mediterranean basin largely cultivated for food and forage since the antiquity
(Ramon-Laca and Mabberley, 2004; Zohary, 2002). It is considered as a drought avoider/water-
spender (Gullo et al., 1986; Oliveira et al., 2011) contrary to the olive tree (Olea europea) and
the lentisk tree (Pistacia lentiscus), defined as drought tolerant or with intermediate strategies,
respectively. Consequently, the worsening of drought periods predicted for the Mediterranean
basin (Polade et al., 2014; Thiébault and Moatti, 2016) may particularly affect the survival of
carob trees. The Mediterranean carob habitats are present along various ecological gradients,
constituting an important ecological legacy to be exploited for identifying beneficial microbiota

(Baumel et al., 2018; Khassali et al., 2020).

Based on microbial-stress interaction models proposed by Porter et al. (2019), we hypothesized
that Mediterranean carob habitats might harbour drought-adapted soil microbiota with a high
ecological role in the context of climate change, which may establish a positive synergy with
drought and confer benefits having a greater contribution to plant performance in drought
conditions, rather than a soil microbiota promoting plant performance under optimal water
resource, but with less important role under drought, corresponding to a negative synergy. A
growth-resistance trade-off should therefore be sought the most performant to cope with future
uncertainties. In this ecological context, the soil/root microbiota naturally associated with carob
is expected to be the most suitable to fit a positive synergy with drought due to a beneficial
host-filtering effect. To address these two main hypotheses, native soils were sampled under a
range of plants known for their ecological importance in carob habitats or in traditional carob-
based agroecosystems, and used as bio-inoculants in carob growth experiments subjected to
WATER or DROUGHT conditions. Native soil microbiota from South Moroccan carob
habitats were selected because of (1) probable more efficient interactions with carob trees than
commercial or exotic inoculants (Emam, 2016; Johnson et al., 2010; Maltz and Treseder, 2015),
and (2) their higher proportion of stress-tolerant plant-beneficial microorganisms (Khassali et
al., 2020). Parallel to the analysis of carob responses to SoBIOs in WATER and DROUGHT
conditions, root microbiota was characterized to address its role in the growth-resistance trade-

off.
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I. Materials and Methods

1. Study site and soil sampling

Soil samples were collected in April 2018 from the Ourika valley (High Atlas, Morocco)
(31°17"45" N, 7° 42" 36" W) characterized by a semi-arid Mediterranean climate with hot and
dry summers. In various representative habitats of the valley, six plants, including carob tree
(Ceratonia siliqua), were selected as reservoirs of soil microbiota for the controlled
experiments. Pistacia lentiscus is one of the most frequent plant associated with carob trees
throughout the Mediterranean (Baumel et al., 2018), and Globularia alypum is frequent in
Southern Moroccan carob tree habitats (Baumel et al., 2018). Retama monosperma was selected
because of supposed facilitation processes with carob trees (Manaut, 2015). Hordeum vulgare
and Vicia faba are two main cultures frequently observed in traditional farming in the Ourika
valley associated with carob trees. For each plant species, 10 individuals were selected and c.a
1 kg of soil was collected near the plant roots (20 cm depth). Soil samples (10 kg for each plant
species) were carefully mixed per plant species and sieved through a 2 mm mesh sieve, and

stored at 4 °C before the use of soil subsample as microbial inoculant.

2. Carob growth experiments

Mature seeds of C. siliqgua were collected from local populations all along the Ourika valley.
Seeds were scarified and surface-disinfected with 96% concentrated sulfuric acid for 30 min,
and transferred in distilled water for 48 h. Germinated seeds were transferred into 1-1 pots filled
with 600 g of a river sand/soil mixture (w/w), previously passed through a 2mm sieve and
autoclaved, and supplemented with 100 g of soil subsample (hereafter named soil-based bio-
inoculant, SoBIO). In total, 240 carob seedlings were grown during five months in a shadehouse
under local environmental conditions (Safi, Morocco; 32/18 °C day/night temperature and a
photoperiod of 16h). All seedlings were arranged in a randomized complete block design, with
40 replicates for each SoBIO and watered daily during three months to maintain 75 % of field
capacity (FC). Two hydric conditions were then applied, (1) a WATER condition (no water
deficiency) for which 75 % of FC was maintained for 3 months, and (2) a DROUGHT condition
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(water deficiency) exposed to dry until soil water content reached 30% of FC for 2 months. The
soil water status was monitored by daily weigh-ups, and readjustments were done when
necessary to maintain the two hydric conditions. The flowchart of experimental procedures is

illustrated in Figure IIL.1.

Native soils used as bio-inoculants
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Figure III.1. Flowchart of experimental procedures from the sampling of native soils from South
Moroccan carob habitats to the setup of carob growth experiments inoculated with native soils (SoBio)

under WATER (no water deficiency) and DROUGHT (water deficiency) conditions.

3. Carob growth, nutrition, physiology and mycorrhizal
parameters

Five-month-old carob seedlings were harvested to estimate plant growth, i.e. plant height, root
collar diameter, number of leaves, leaflets number, root fresh weight, root dry weight, shoot
fresh weight, shoot dry weight, secondary root number in the first 15 cm, total root area and
primary root length. Plant nutrition was evaluated by measurement of phosphorus (P),

potassium (K), nitrogen (N) and carbon (C) contents in leaf and roots (Platforms SAME [Multi-
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Elemental Analyses Service] and AIS [Stable Isotope Analyses], UMR BPMP, Montpellier,
France). A range of physiological parameters were measured to evaluate the carob response to
drought. The relative water content (RWC) was estimated according (Rivero et al., 2018); RWC
= (fresh weight — dry weight) / (turgid weight — dry weight) x 100. The stomatal conductance
(gs) was measured on youngest leaves from five different seedlings using a leaf porometer (SC-
1 Leaf porometer, Decagon devices Inc, Meter group, USA), two hours after the light turned.
The chlorophyll content (Chl) was evaluated as described by (Arnon, 1949); Chla+v) = 8.02
ODs63 + 20.20 ODegss. The membrane stability index (MSI) was estimated by measuring
electrolyte leakage according to (Shanahan et al., 1990); MSI (%) = [1-(EC1/EC2)] x100. The
water loss rate (WLR) was computed based on (Clarke and McCaig, 1982); WLR = (FW-
W2h/DW) x (1/FSx120).

Root mycorrhizal colonization was estimated by visual observation according to (Phillips and
Hayman, 1970). Fresh fine roots were carefully washed with tap water, and cleared in 10%
KOH at 90 °C for 2 hours. The roots were treated with 7.5% H>O, for 5 min, and then acidified
in 1% HCI for 5 min. The cleared roots were stained with 8% of ink solution (Sheaffer® Skrip
Black) in lactoglycerol (v/v) at 90 °C for 20 min. Twenty randomly selected fragments of each
condition were used for microscopic observation to determine four mycorrhizal colonization
parameters, the frequency (F%), the intensity (I %), the arbuscular intensity (A %) and vesicular
intensity (V %) according to (Trouvelot et al., 1986); F % = (number of mycorrhized fragments
/ total number of observed fragments) x 100; I % = (95 n5 + 70 n4 + 30 n3 + 5 n2 +nl) / (total
number of observed fragments); A % = (100 mA3 + 50 mA2 + 10 mA1) / 100 ; V % = (100
mV3 + 50 mV2 + 10 mV1) / 100.

4. DNA extraction, gene amplification, sequencing

Characterization of bacterial and fungal communities were conducted on DNA extracted from
soil-based bio-inoculants and carob roots. Total DNA was extracted either from 500 mg of soil-
based bio-inoculant using the FastDNA SPIN kit for soil (MP Biomedicals Europe, Illkirch,
France) or 50 mg of liquid nitrogen grounded roots using the FastDNA SPIN Kit (MP
Biomedicals) according to manufacturer’s instructions with some modifications. DNA purity
was improved by adding 40 mg Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) during the first step of DNA

extraction, and an additional washing step with 5.5 M guanidine thiocyanate before the use of
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the washing buffer SEWS-M. DNA extractions were done in duplicate and stored at -20°C for

further analysis.

Amplification of a 16S rRNA gene sub-region and the internal transcribed spacer ITS2 were
performed for bacterial and fungal communities, respectively, as described in (Khassali et al.,
2020). All amplification products were analyzed using paired-end Illumina MiSeq sequencing
(2%250 bp) performed by Get-PlaGe (Genotoul, Castanet-Tolosan, France), as described in
(Khassali et al., 2020).

5. Data processing

llumina sequencing, base calling and demultiplexing were carried out using RTA v1.18.54.0,
MCS 2.6.2.1 and bcl2fastq2.20. Paired reads were assembled with vsearch v2.14.1 (Rognes et
al., 2016), and primer clipping was performed with cutadapt v1.11 (Martin, 2011). Clustering
with swarm v3.0.0 (Mahé et al., 2015), post-clustering curation with lulu (Freslev et al., 2017),
chimera detection and taxonomic assignment as detailed in (Khassali et al., 2020). The
ribosomal database SILVA v138 (Quast et al., 2012) and a custom version of the ITS database
UNITE v8.2 (Kdljalg et al., 2013) were used for the bacteria and fungi, respectively.

6. Statistics

Tables were transformed using the R tidyverse package version 1.2.1 (Wickham et al., 2019b)
and the plots were generated mainly using the R ggplot2 package version 3.0.0 (Wickham,
2016) associated with ggplot2 extension (see details below), and assembled using the R package
patchwork version 1.0.1 (Pedersen, 2020).

Multivariate correlation analyses were performed to select a subset of the most representative
carob parameters. Spearman correlations among plant growth, physiology and mycorrhizal
parameters were estimated using the cor() function from the R package stats (R Core Team,
2018), and visualized as heatmaps wusing ggcorrplot() function from the R
Package ggcorrplot version 0.1.3 (Kassambara, 2019). Principal components analysis (PCA)
were performed using the dudi.pca() function from the R package ade4 (Chessel et al., 2004)
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and visualized using ggscatter() from the R package ggpubr (Kassambara, 2020). The
correlations among the different plant parameters and between the plant parameters and
principal components were visualized using fviz pca var() function from the R package

factoextra version 1.0.7 (Kassambara and Mundt, 2020).

The carob tree responses were analysed relatively to the average response of carob trees grown
with the native carob SoBIO and under water condition used here as a reference. The data were
normalized as following: log(p/p.carob.water), where p is the individual value and
p.carob.water the reference. The effect of SoBIOs under water condition were displayed with
boxplots: according to data transformation positive or negative values indicate better or lesser
performance relatively to the carob SoBIO. Linear regression models, using the /m() function
from R package stats, tested the effect of hydric conditions and its interaction with SoBIO on
each selected carob parameter. A significant positive or negative interaction effect indicates a
positive or negative synergy between the drought and the SoBIO effects. As a growth decrease
is expected under drought condition a positive synergy for the growth parameters will indicate
a better resistance brought by a specific SOBIO. Summary and interaction plots between the
water regimes and the type of SoBIO were performed using the summ() and cat_plot() functions

from R package jtools version 2.0.2 (Long, 2019).

Microbiota sequencing data were subjected to global rarefactions, based on the samples with
the smallest sizes, down to 12,828 reads per sample for 16S and 1,711 reads per sample for ITS
with R vegan package version 2.5-2 (Oksanen et al., 2019) using the rrarefy() function.
Diversity (Shannon, inverse Simpson [1/D]), and richness (number of OTUs) were estimated
using the R package vegan. Community structure analysis was performed either by hierarchical
clustering (HC) using the Aclust() function from the R package stats or nonmetric multi-
dimensional scaling (NMDS) implemented in the metaMDS() function from the R package
vegan. HC was based on the Ward’s method and euclidean distances from community data
standardized by the Hellinger method using the decostand() function from the R package vegan.
NMDS was based on Bray-Curtis dissimilarity index from log(1+x) transformed microbiota
data. Significance in community structure differences was assessed using PERMANOVA in
the adonis() function from the R package vegan. Multivariate dispersion (HOMOVA) was
estimated using the betadisper() function and permutest() as it can affect PERMANOVA

results.
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Community membership among plant species was assessed using the upset() function from the
R package UpSetR version 1.4.0 (Conway et al., 2017) and VennDiagram version 1.6.20 (Chen,
2016). Differential OTU abundance analysis was based on generalized linear model (GLM)
approach and quasi-likelihood F-test using g/mQLFit() and gimQLFTest() from the R package
edgeR (Chen, 2016). A pre-filtering of OTUs with low reads number we performed based on a
count-per-million (CPM) filtering and OTUs that have a CPM values above 0.5 in at least 3
replicates / condition were kept. The Depleted index (DI) and Dissimilarity index (DSI) (Xiong
et al., 2020) were used to assess differences in the host-selecting process depending of the
SoilBIO origins. DI = numbers of depleted OTUs / numbers of enriched OTUs. DSI = (numbers
of enriched OTUs + numbers of depleted OTUs) / total OTUs (> 0.5 CPM)].

II. Results

1. Characterisation of soil-based bio-inoculants (SoBIOs)

Hierarchical clustering analysis of SoBIOs revealed OTU clusters representative of one or
several plant types, and different soil origin clusters depending on the kingdom (Figure I11.2).
The soils from C. siliqua and P. lentiscus were in a common cluster regarding the bacterial
community (Figure IIL.2A), but highly differed regarding the fungal community (Figure
I11.2B). At contrary, the SOBIO from H. vulgare and V. faba or G. alypum and R. monosperma
clustered in both cases (Figure II1.2). The C. siligua SoBIO differed from the others mainly by
three OTU clusters, the bacterial OTU cluster N°9 (Figure II1I.2A) composed of 342 genera,
mainly affiliated to unidentified 67-14 (4% of total cluster abundance; Actinobacteria) and
unidentified Sandaracinaceae (3%; Myxococcota), and the fungal OTU cluster N°10 and N°11
composed of 84 and 27 genera, mainly affiliated to Mortierella (10%; Mucoromycota) and
Inocybe (10%; Basidiomycota), respectively. Soil origin clustering was maintained from OTU
to phylum levels for bacteria, but not for fungi (Figure IIL.S1, see the annexe, p 162).
Differences observed at the OTU level between C. siliqua and P. lentiscus origins decreased

whereas it increased between G. alypum and R. monosperma or between H. vulgare and V.

faba.
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bacterial (A) and fungal (B) communities. The native soils were sampled under six plant species (C.
siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba) representative of natural carob
habitats and carob-based traditional agrosystems (A). Relative abundance of microbial taxa at the OTU
level were loglp transformed before clustering (Euclidean distance, Ward’s method). Heatmaps were

split in 3-4 soil origin clusters and 12-14 microbiota clusters.

The C. siligua SoBIO was characterized by the lowest bacterial richness (number of OTUs)
(Figure II1.S2, see the annexe, p 163) but one of the highest fungal richness (Figure I11.S3,
see the annexe, p 164). The H. vulgare and R. monosperma SoBIOs showed in both case the
highest and the lowest richness. The soil origin-specific OTUs constituted the category with the
highest number of bacterial and fungal OTUs, notably for P. lentiscus (Figure 111.S2-S3, see
the annexe, p 163-164). The C. siliqua SoBIO showed 39.43% and 58.2% of specific bacterial
and fungal OTUs, respectively. Only 1.69% of bacterial OTUs and 0.72% of fungal OTUs were
shared among all SoBIOs (Figure II1.S2-S3, see the annexe, p 163-164).

At the taxonomic level, the bacterial community was strongly dominated by Actinobacteria

(41% of total abundance) and Proteobacteria (37%) (Figure I111.S4A, see the annexe, p 165),
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and the fungal community by Ascomycota (79%) and Basidiomycota (12%) (Figure IIL.SSA,
see the annexe, p 166). Nevertheless, taxonomic differences were observed, notably with a
more diverse fungal community at the phylum level for the SoBIOs associated with R.
monosperma and G. alypum (Figure IIL.S5A, see the annexe, p 166). In addition, the
composition in Glomeromycota taxa was remarkably different but with low levels (0% to
0.82%) (Figure IIL.SSF, see the annexe, p 166). No sequence of Glomeromycota was retrieved
in SoBIOs associated with C. siliqua and V. faba.

2. Impact of SoBIOs on carob growth (WATER)

A wide range of plant parameters were monitored on five-month-old carob seedlings inoculated
with the six different SoBIOs and grown in WATER condition (no water deficiency). The plant
parameters were organized in three categories, (1) biomass, (2) physiology and (3) mycorrhizal
parameters. Correlation analysis among all parameters allowed the selection of the 10 most
representative plant parameters (Figure II1.S6, see the annexe, p 167), i.e. shoot height (SH),
root collar diameter (RCD), shoot dry weight (SDW), root dry weight (RDW), root/shoot ratio
(RDW_SDW), relative water content (RWC), total chlorophyll content (T CHL), stomatal
conductance (COND), mycorrhizal arbuscular content (MY _AC) and mycorrhizal vesicular

content (MY _VC).

The estimation of carob growth and mycorrhizal parameters depending on SoBIO revealed that
the different SoBIOs had mostly no or negative impacts on carob seedlings compared to C.
siliqgua SoBIO (Figure IIL.3). Only a positive impact on the root collar diameter (RCD) was
observed with H. vulgare SoB1O compared to C. siligua SoBIO (Figure I11.3B). The G. alypum
SoBIO showed the highest negative effect on carob growth and mycorrhizal parameters among
all SoBIOs when compared to C. siligua SoBIO (Figure I11.3A, C, D, F). The R. monosperma
SoBIO was the only one showing similar effect than C. siligua SoBIO under WATER
conditions (Figure I11.3).
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Figure II1.3. Box plots for growth and mycorrhizal parameters measured on five months old carob
plantlets under no stress conditions, shoot height (A), root collar diameter (B), shoot dry weight (C),
root dry weight (D), root / shoot ratio (E), mycorrhizal arbuscular content (F) and vesicular content (G).
The carobs grown with C. siligua SoBIO were used as reference to normalize the parameters. *,

significant difference (P < 0.05) with the reference.

3. Impact of SoBIOs on carob drought resistance (WATER vs
DROUGHT)

Three-month-old carob seedlings inoculated with the different SoBIOs and grown in WATER
condition (no water deficiency) were subjected to a DROUGHT condition (water deficiency)
for 2 months. Multivariate analyses based on plant parameters of five-month-old carob
seedlings (biomass, physiology, mycorrhizal colonization) were performed to revealed the
overall effect of DROUGHT condition in comparison to carob seedlings maintained in WATER
condition (Figure I11.4). The main component of PCA (Axis; 36.8% of inertia) separated the
carob seedlings according WATER and DROUGHT conditions (Figure III1.4A). The shoot
height (SH), the root / shoot ratio (RDW_SDW) and the mycorrhizal arbuscular content
(MY _AC) are the main carob parameters contributing to the total variability (Figure 111.4B),
and in a lesser extent the stomatal conductivity and the mycorrhizal vesicular content.
Differences in the global carob response were however observed depending on the SoBIO
origin, notably with lower differences for carob seedlings inoculated with P. lentiscus (Figure
II1.4A). In addition, the DROUGHT condition strongly affected the strength and type of

correlations between carob parameters (Figure I11.4C-4D), notably with lower correlations
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among carob growth parameters and stronger negative correlations between carob growth and

physiological parameters.
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Figure I11.4. Comparison of carob growth, physiology and mycorrhizal colonisation inoculated with
different SoBIOs under WATER and DROUGHT conditions. Principal component analysis of the 10
main carob parameters. (A) Top panel indicate each carob individual and colours the type of SoBIO.
The individuals are grouped by SoBIO origin and WATER or DROUGHT conditions. The top marginal
density plot represents the density of samples according to the water status (dark blue for WATER and
pale blue for DROUGHT). The right marginal plot indicates the position of centroids according the
SoBIO for each water status. (B) Left panel indicates the direction and correlation strength of each plant
parameter. Heatmaps of Spearman Rho correlations among the 10 main parameters are indicated for (C)
WATER and (D) DROUGHT conditions. The number in each square correspond to R estimated by
Spearman correlation. White square indicates no significant correlation (P > 0.05). SH, shoot height;
RCD, root collar diameter; SDW, shoot dry weight; RDW, root dry weight; RDW_SDW, root / shoot
ratio; RWC, relative water content; T CHL, total chlorophyll content; COND, stomatal conductance;

MY _AC, mycorrhizal arbuscular content; MY_VC, mycorrhizal vesicular content.
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The interaction analysis between the water regimes (WATER and DROUGHT conditions) and
the SoBIOs revealed a significant negative impact of DROUGHT condition on most of
parameters (using carob seedlings grown in WATER condition and inoculated with the native

carob SoBIO as a reference), but with different intensity depending on the SoBIO (Figure II1.5)
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Figure IIL.5. Plot interaction effect between WATER and DROUGHT conditions considering the use
of SoBIOs for shoot height (A), root collar diameter (B), shoot dry weight (C), root dry weight (D), root
/ shoot ratio (E), mycorrhizal arbuscular content (F) and vesicular content (G), total chlorophyll (H),

relative water content (I) and stomatal conductance (J).

The root collar diameter (RCD) was weakly affected by DROUGHT and the only parameter
not significantly differentially affected by the interaction between DROUGHT and the different
SoBIO compared to carob response inoculated with the carob SoBIO (Figure II1.5B). Carob
seedlings inoculated with the carob SoBIO were drastically negatively impacted by

DROUGHT, notably for the shoot height (SH; 39% average decrease), the root dry weight
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(RDW; 62%), the root / shoot ratio (RDW_SDW; 54%) and the mycorrhizal arbuscular content
(MY_AC; 44%) (Figure III.SA-5D-5E-5F). For SH, all SoBIOs (excepted V. faba)
significantly mitigated the impact of DROUGHT condition compared to the carob SoBIO
(Figure IIL.SA). Three SoBIOs (G. alypum, H. vulgare and V. faba) allowed a better
maintenance of initial RDW than to the carob SoBIO (Figure II1.5D), resulting in a higher root
/ shoot ratio (RDW_SDW) in DROUGHT condition for H. vulgare and V. faba SoBIOs
compared to the native carob SoBIO. In addition, higher root / shoot ratio in DROUGHT
condition compared to WATER condition for H. vulgare SoBIO were observed. Mycorrhizal
arbuscular and vesicular content were highly improved with P. lentiscus SoBIO when
DROUGHT is applied compared to the carob SoBIO (Figure IIL.SF-5G). Only G. alypum
SoBIO showed a negative effect on mycorrhizal vesicular content compared to the carob SoBIO
(Figure II1.5G). Similarly, whereas no or positive effects of SOBIO were globally observed on
carobs in terms of DROUGHT impact mitigation compared with the effect of carob SoBIO,
three SoBIOs (H. vulgare, R. monosperma and V. faba) showed lower performance for the
physiological parameters (Figure SH-5I-5J). On the other hand, only P. lentiscus SoBIO

showed a better mitigation of DROUGHT impact in terms of stomatal conductance.

4. Impact of SoBIOs on root microbiota features (WATER)

Taxonomic composition of carob root microbiota was mainly characterized by the
predominance of Proteobacteria (56%), notably Microvirga spp., for the bacterial community
(Figure II1.S7, see the annexe, 168), and Ascomycota (97%), notably Colletotrichum spp. for
the fungal community (Figure II1.S8, see the annexe, p 169). Relatively low proportions of
Glomeromycota taxa were detected in carob roots (0.02% to 11%) (Figure IIL.S8, see the
annexe, p 169) but higher than those in SoBIOs (Figure IIL.SS, see the annexe, p 166).

Estimation of host-filtering from SoBIOs was assessed by membership analyses between each
SoBIO and the corresponding carob root microbiota. Results showed a low rate of OTUs shared
(9.9 % to 13.0 % for bacteria; 5.2 % to 9.4 % for fungi) compared to that of the root-exclusive
OTUs (30.7 % to 39.9 % for bacteria; 20.3 % to 32.2 %) (Figure II1.S9-S10, see the annexe,
p 170-171). No major difference was observed between the number of OTUs shared between
carob roots and C. siliqgua SoBIOs compared to other SOBIOs. The percentage of soil-exclusive

OTUs was as expected higher (47.9 % to 70.3 %) than the percentage of root-exclusive OTUs
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(20.3 % to 39.9 %), notably for the fungal community (Figure II11.S9-S10, see the annexe, p
170-171).

Community structure analyses revealed significant differences among the carob root bacterial
(PERMANOVA: R?=0.3624, P=0.0001, Figure I1I.6A) and fungal (R>*= 0.3414, P=0.0001,
Figure I11.6B) communities depending on SoBIO origins. Only the pairwise comparisons for
the root bacteria corresponding to the P. lentiscus and C. siliqua or R. monosperma origins were
not significantly different (Pagj > 0.05). For the root fungal communities, non-significant
pairwise comparisons were obtained between P. lentiscus and three other origins, C. siliqua, G.
alypum and R. monosperma, as well as between H. vulgare and V. faba. The root microbiota
corresponding to G. alypum (for bacteria, R> = 0.2971) and H. vulgare (for fungi, R?> = 0.2837)

had the highest dissimilarity with the one naturally associated with carob trees.
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Figure II1.6. non-metric multidimensional scaling (nMDS) analysis of (A) bacterial and (B) fungal
community structures under WATER conditions (no water defficiency) associated with carob roots
inoculated with six SoBIOs (Origin: C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V.
faba). Differences in community structure based on the origin of SoBIO were assessed by

PERMANOVA. HOMOVA was assessed as it can affect PERMANOVA results.

The differential OTU abundance analysis among root microbiota revealed that 3.5 % of
bacterial OTUs (246 out of 6931 OTUs) (Figure II1.7) and 2.2 % of fungal OTUs (14 out of
411 OTUs) (Figure II1.8) were significantly enriched with non-carob SoBIOs compared to the
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native carob SoBIO (as reference). The enriched OTUs were assigned to a total of 127 bacterial
genera mainly belonging to unidentified Saccharimonadales (8%), Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium complex (5%), Mycobacterium (5%), and Devosia
(3%), and 14 fungal genera mainly belonging to unidentified Glomeromycota (36%) and
Setophoma (14%). By contrast, 2.2% of bacterial OTUs (153 out of 6931 OTUs) (Figure I11.7)
and 1.7 % of fungal OTUs (7 out 0of 411 OTUs) (Figure II1.8) were significantly depleted. The
depleted OTUs were represented by 81 bacterial genera, mainly belonging to Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium complex (10%), unidentified Saccharimonadales
(5%), and Streptomyces (4%), and 7 fungal genera belonging to unidentified Pleosporales
(28%) and Talaromyces, Alternaria, and unidentified Microascales, Nectriaceae, Hypocreales
(14% each). Estimation of Depleted Index (DI) showed differential sorting orders according the
SoBIO origins depending on bacteria or fungal with P. lentiscus > R. monosperma > G. alypum
> V. faba > H. vulgare, or G. alypum > R. monosperma > H. vulgare > V. faba (P. lensticus, no
DI), respectively. Differential sorting order were also observed for the Dissimilarity Index
(DSI) with P. lentiscus < R. monosperma < V. faba < H. vulgare < G. alypum for bacteria, P.

lentiscus < G. alypum < R. monosperma < H. vulgare < V. faba for fungi.
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C. siliqua vs P. lentiscus C. siliqua vs R. monosperma C. siliqua vs G. alypum
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Figure IIL.7. Volcano plots illustrating the differences in carob root bacterial OTU patterns associated
with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqgua SoBIO used as reference
(WATER condition). Each point represents an OTU, yellow for the ones significantly enriched
compared to the reference, blue when depleted, and grey for non-significant (ns) differential abundance.
The position along the y-axis represents the fold-change in abundance compared with the reference, and
the x-axis the average OTU abundance (as counts per million, CPM). Only OTUs with CPM > (.5 in at
least 3 replicates / SoBIO were used. The name of taxa is indicated for OTUs with a FC > |5| and a CPM
> 10.
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C. siliqua vs P. lentiscus C. siliqua vs R. monosperma
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Figure I11.8. Volcano plots illustrating the differences in carob root fungal OTU patterns associated

with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqgua SoBIO used as reference

(WATER condition). Each point represents an OTU, yellow for the ones significantly enriched

compared to the reference, blue when depleted, and grey for non-significant (ns) differential abundance.

The position along the y-axis represents the fold-change in abundance compared with the reference, and

the x-axis the average OTU abundance (as counts per million, CPM). Only OTUs with CPM > (.5 in at

least 3 replicates /SoBIO were used. The name of taxa is indicated for OTUs with a FC > |5| and a CPM

> 10.
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5. Impact of drought on root microbiota features (WATER vs
DROUGHT)

A significant impact of SoBIO origin was observed on carob root microbiota richness (bacteria,
P <0.001; fungi, P < 0.05) (Figure II1.9A-9C) and diversity (bacteria, P < 0.001; fungi, P >
0.05) (Figure IIL.9A, 9C). On the contrary, no significant (P > 0.05) impact of DROUGHT
was observed. The lowest levels of richness and diversity were mainly observed for the carob
roots inoculated with the G. alypum SoBIO both in WATER and DROUGT conditions, and in
a lesser extent R. monosperma in DROUGHT condition (Figure I11.9).

IOvA
soi-based bio-roclant 7 = 0.00023 soi-based bio-inoculant P =0 034316

water status: P = 0719382 wates status, P = 062642

S0-based bio-noculant x water status: P = 0 22345 Soil-based bio-inoculant x waler stalus: P =0 862784
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Figure II1.9. Distribution of root bacterial (A-B) and fungal (C-D) richness and diversity of carob
seedlings inoculated with SoBIOs. The water status is indicated in dark blue for WATER and pale blue
for DROUGHT.

Structure analysis of carob root microbiota in DROUGHT condition still revealed major

differences between carob root bacterial (PERMANOVA: R? = 0.3574, P = 0.0001, Figure
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I11.10) and fungal (R?=0.2931, P = 0.0001, Figure I11.10) communities according the origin
of SoBIO. However, whereas some pairwise comparisons, notably between the carob
inoculated with P. lentiscus and C. siligua SoBIOs, were not significantly different under
WATER condition, almost all were significantly different under DROUGHT condition,
excepted for root bacterial community between the carob inoculated with G. alypum and R.
monosperma SoBIOs. The highest dissimilarities between the carob root microbiota inoculated

with the carob SoBIO and the others were observed for R. monosperma.
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Figure II1.10. non-metric multidimensional scaling (nMDS) analysis of (A) bacterial and (B) fungal
community structures under DROUGHT condition (water deficiency) associated with carob roots
inoculated with six SoBIOs (Origin: C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V.
faba). Differences in community structure based on the origin of SoBIO were assessed by

PERMANOVA. HOMOVA was assessed as it can affect PERMANOVA results.

For each SoBIO, significant changes in structure were observed from WATER to DROUGHT
conditions for the root bacterial community structure (PERMANOVA; soil-based bioinoculant:
R? = 0.2662, P = 0.0001; water status: R> = 0.02680, P = 0.0053; soil-based bioinoculant x
water status: R? = 0.08611, P = 0.0129), notably for two SoBIOs origins G. alypum (P.q =
0.0169) and H. vulgare (Pagi = 0.0169). On the contrary, no significant change was observed
for the root fungal community structure (PERMANOVA; soil-based bioinoculant: R? = 0.2242,
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P =0.0001; water status: R>=0.0177, P = 0.1876; soil-based bioinoculant x water status: R? =
0.08197, P =0.1553).

Analysis of differential OTU abundance among root microbiota following DROUGHT
revealed a decrease of the global number of significantly enriched OTUS with 2.3% of bacterial
OTUs (158 out of 6830 OTUs) (Figure I11.11) and 0.6% of fungal OTUs (3 out 0f 472 OTUs)
(Figure I11.12), but similar for depleted OTUs with 1.8% of bacterial OTUs (126 out of 6830
OTUs) (Figure I11.11) and 2.1% of fungal OTUs (10 out of 472 OTUs) (Figure I111.12). The
enriched OTUs were assigned to a total of 92 bacterial genera mainly belonging to unidentified
Saccharimonadales (9%), Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium complex
(3%), and 3 fungal genera belonging to Setophoma, Talaromyces and unidentified Pleosporales
(33% each). The depleted OTUs were represented by 72 bacterial genera, mainly belonging to
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium complex (11%), Streptomyces (6%),
and unidentified Saccharimonadales (4%), and 9 fungal genera belonging to unidentified
Dothideomycetes (20%), and Colletotrichum, Alternaria, Cladosporium, Fusarium, and
unidentified Microascales, Nectriaceae Hypocreales and Ascomycota (10% each). Estimation
of DI and DSI highlighted the global decrease of OTUs differentially abundant, notably
concerning the root fungal communities, with no significant difference (DI = Na; DSI = 0)
between G. alypum, H. vulgare and V. faba compared to the native carob SoBIO. The P.
lentiscus SoiBIO was related to the highest DSI and lowest DI regarding the fungal community,
due to only two enriched OTUs belonging to Talaromyces sayulitensis and Setophoma
terrestris. For the bacterial communities, DI were sorted as follows R. monosperma > P.
lentiscus > G. alypum > H. vulgare > V. faba, and DSI P. lentiscus < G. alypum < V. faba < H.

vulgare < R. monosperma.
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C. siliqua vs P. lentiscus C. siliqua vs R. monosperma C. siliqua vs G. alypum
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Figure II1.11. Volcano plots illustrating the differences in carob root bacterial OTU patterns associated
with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqgua SoBIO used as reference
(DROUGHT condition). Each point represents an OTU, yellow for the ones significantly enriched
compared to the reference, blue when depleted, and grey for non-significant (ns) differential abundance.
The position along the y-axis represents the fold-change in abundance compared with the reference, and
the x-axis the average OTU abundance (as counts per million, CPM). Only OTUs with CPM > 0.5 in at
least 3 replicates / SoBIO were used. The name of taxa is indicated for OTUs with a FC > |5| and a CPM
> 10.
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C. siliqua vs P. lentiscus C. siliqua vs R. monosperma C. siliqua vs G. alypum
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Figure II1.12. Volcano plots illustrating the differences in carob root fungal OTU patterns associated
with different SoBIOs compared with that associated with the native C. siliqgua SoBIO used as reference
(DROUGHT condition). Each point represents an OTU, yellow for the ones significantly enriched
compared to the reference, blue when depleted, and grey for non-significant (ns) differential abundance.
The position along the y-axis represents the fold-change in abundance compared with the reference, and
the x-axis the average OTU abundance (as counts per million, CPM). Only OTUs with CPM > 0.5 in at
least 3 replicates /SoBIO were used. The name of taxa is indicated for OTUs with a FC > |5| and a CPM
> 10.
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III. Discussion

Root microbiota are major determinants of plant fitness (growth, resistance, survival) (de la
Fuente Cant6 et al., 2020), mitigating the impact of a wide range of abiotic stresses such as
drought (Fitzpatrick et al., 2019). The regulatory role of root microbiota on plant evolution by
adjustment of growth-stress resistance trade-offs has even been suggested (Ravanbakhsh et al.,
2019). Here, native soils originating from main ecological components of Mediterranean carob
habitats were used as microbial inoculants to identify the microbial features underpinning carob
drought resistance and to test whether soil-microbiota-plant interactions naturally occurring in

the environment are the most efficient to cope with adverse abiotic changes such as drought.

The characteristics of SOBIOs were in accordance with previous observation in Moroccan carob
habitats in terms of microbiota taxonomic composition and differences considering the soil
origin (Khassali et al., 2020). The proximity of plant species in terms of habitat characteristics,
i.e. cultivated vs semi-natural habitats, appeared as the main driver of differences among
SoBIOs, likely due to soil characteristics (Lauber et al., 2008; Thomson et al., 2015). The
analysis of carob root microbiota originating from the different SoBIOs revealed a maintenance
of microbiota differences observed among SoBIOs, notably for bacteria, suggesting than the
soil microbial reservoir is a stronger determinant of root microbiota compared to the host-
filtering selectivity of carob trees. Root microbiota is proposed as resulting from a two- to three-
step selection process from soil biome (Bulgarelli et al.,, 2013; Xiong et al., 2020) with
acquisition from seeds or phyllospheres being unlikely but not excluded (Mitter et al., 2017;
Shade et al., 2017). The host selection pressure is notably due to the plant rhizodeposition and
plant host genotype (Bulgarelli et al., 2013), as well as intrinsic properties of microbiota
members, e.g. metabolism, cell motility, biofilm production and endophytic colonization
(Bastida et al., 2019). Estimation of selection rates from SoBIOs to carob root revealed low
levels of microbial OTUs shared (c.a. 10 to 13 %), but similar to levels observed in grapevines
(c.a. 10 to 20%) (Deyett and Rolshausen, 2020; Marasco et al., 2018). Results emphasized the
difficulty to trace with certainty the initial niche of the whole root microbiota OTUs (strict
endophyte vs soil-living endophyte), notably due to the successive enrichment-filtering
processes (Bulgarelli et al., 2013; Xiong et al., 2020) and the detection threshold of sequencing

approaches.
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The microbiota origin and features were hypothesized to be strong predictors of carob fitness,
especially the features of microbiota naturally associated with carob trees, but few relations
were supported between microbiota features at the community level and plant responses. The
monitoring of a range of traits (biomass, mycorrhizal colonization) from carob seedlings
inoculated with C. siligua SoBIO showed similar plant responses compared to those inoculated
with H. vulgare and R. monosperma SoBIOs. Microbial inoculant origin-dependent impacts on
plant growth were demonstrated for the tomato model (Gu et al., 2020), with positive impacts
on tomato nutrition with both native tomato-based and non-tomato based inoculants, whereas
tomato growth was positively impacted only by non-tomato-based inoculants. The authors
suggested that the soil inoculant from forest showed the highest performance because of higher
soil potentialities in terms of enzymatic diversity and activity compared to cultivated soils. In
the current study, this hypothesis is moderated supported since H. vulgare SoilBIO was
collected in cultivated soils, whereas R. monosperma SoilBIO derived from natural ecosystems.
Nevertheless, H. vulgare cropping systems corresponded to traditional land-use rather than
intensive, which could have limited the negative impact of agricultural practices on soil
functioning and soil microbiota (Lumini et al., 2010; Williams et al., 2017). Besides, the highest
abundance of Glomeromycota and mycorrhizal colonization was derived from H. vulgare
SoilBIO. The slightly higher benefits of H. vulgare SoilBIO may be due to its effect on root
community structure (highest dissimilarity compared to root microbiota derided from the native
carob SoilBIO), by notably enhancing both the abundance of plant growth-promoting taxa
belonging to the Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium complex and
Glomeromycota. The importance of mycorrhiza carob tree functioning has been previously
evidenced (Cruz et al., 2004; Manaut et al., 2015) and higher mycorrhizal colonization rates, as
observed with H. vulgare SoilBIO, are generally positively correlated with an increase of plant
height and dry biomass in the field [87% of field trials; (Lekberg and Koide, 2005)].
Nevertheless, root microbiota derived from G. alypum SoBIO was also highly dissimilar
compared to the native carob SoilBIO, but leading to major detrimental effects. By contrast, the
impacts may be related to a negative synergy between a low level of mycorrhizal arbuscular

content and the predominance of the phytopathogen Gibberella avenacea.

No significant impact of drought was observed on root bacterial and fungal diversity and
richness, but differences in bacterial structure, notably regarding root microbiota derived from
G. alypum and H. vulgare SoilBIOs. Drought was shown to affect very slightly angiosperm

root bacteria diversity, but significantly in terms of compositional changes (Fitzpatrick et al.,
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2018), enhancing the efficiency of plant growth-promoting rhizobacteria (Rubin et al., 2017).
The low level of drought-induced changes may result of long-term adaptation to drought of soil
microbiota from Southern Moroccan carob agroecosystems, supporting previous insights on the
predominance of stress-tolerant plant-beneficial bacteria (Khassali et al., 2020). However, a
bias due to the bio-inoculant handling method (pooled soil microbiota) cannot be excluded since
it may have altered both the strength and direction of plant—microbiota interactions (Peacher
and Meiners, 2020). The highest stability of plant parameters following the drought was
obtained with the P. lentiscus SoBIO, whereas it induced the lowest dissimilarity at the
community and OTU levels with the root microbiota deriving from the native carob SoilBIO,
both in WATER and DROUGHT conditions. This observation suggested than the benefits in
terms of growth-resistance trade-off may be caused by few members of root microbiota.
Microbiota-based deconstructing approaches demonstrated that a single bacterial genus in a
complex microbiota can be the main actor maintaining plant growth (Finkel et al., 2020) and
health (Kwak et al., 2018). The root microbiota deriving from P. lentiscus SoBIO highlighted
one specific fungal species enriched in DROUGHT condition, Setophoma terrestris, a dark
septate endophyte (DSE). Fungal DSE are frequently observed in environments with strong
abiotic stresses, such as arid and semiarid ecosystems (Jumpponen and Trappe, 1998; Mandyam
and Jumpponen, 2005; Porras-Alfaro and Bayman, 2011), and were shown to confer plant
drought tolerance as well as benefits for plant growth (Li et al., 2019; X. Li et al., 2018;
Newsham, 2011). Nevertheless, the ecological role of DSE remains poorly investigated
compared to AM fungi (Kivlin et al., 2013) and high functional heterogeneity has been
suggested (Knapp et al., 2018). The implication of Glomeromycota is less clear, whereas
mycorrhizal symbiosis has been shown to improve carob drought resistance in controlled
experiments, and AM fungi were proposed as key actors of plant tolerance to stress compared
to bacteria, the latter tending to confer greater plant benefits than fungi in the absence of stress
(Porter et al. 2019). Nevertheless, P. lenstiscus SoBIO was shown as the only SoilBIO related
to increasing mycorrhizal arbuscular and vesicular contents compared to C. siligua SoB1O. A
global decrease of mycorrhizal colonization was observed for all the others. The depletion of
Rhizophagus spp. in favor to unidentified Glomeraceae from WATER to DROUGHT
conditions suggested a higher ability of the latter to colonize carob roots under DROUGHT
condition. Funneliformis mosseae was previously proposed as an efficient mycorrhizal species
to improve carob drought resistance but no F. mosseae sequence was retrieved from carob roots.
Drought has been demonstrated as affecting mycorrhizal symbiosis functioning rather than AM

fungal community composition, which may suggest changes in intrinsic functionalities of
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Glomeromycota deriving from P. lenstiscus SoBIO due to drought. Nevertheless, the use of a
AM-specific sequencing approach could also shed new light on possible Glomeromycota
compositional changes, which could have been underestimated with universal fungal primers,

notably when ITS2 is targeted.

Conclusion

Native carob soil microbiota confers relatively low advantages in terms of growth performances
compared to other soil microbiota origins under optimal water resource, and a very low
resistance to drought. Consequently, the hypothesis of a beneficial co-evolution between carob
trees and its microbiota is not supported. On the other hand, the soil microbiota features are
determinant in the efficiency of plant drought resistance. Two SoBIO conferred a net advantage
in terms of growth-resistance trade-off, (1) H. vulgare SoBIO with a high growth performance
related to the predominance of AM fungi, but at the cost of a moderate resistance to drought
and (2) P. lentiscus SoBIO with moderate growth performances, but a high resistance to drought
related to the predominance of dark septate endophytes. The mechanisms through which the
highlighted taxa help carob trees to cope with drought remain unresolved, but constitute one of
the major challenges to develop realistic strategies in the field. Consequently, Pistacia lentiscus
appears as a promising target for improving carob drought resistance through the development
of natural microbiota engineering (soil microbiota transplants or plant cover-mediated soil
microbiota management). Further progress based on plant drought tolerance traits to investigate
a wider range of plant-microbiota could succeed to most efficient strategies since the selective
advantage of P. lentiscus compared to C. siliqua in terms of drought tolerance traits may be
linked to the recruitment of beneficial taxa conferring higher drought resistance (Kwak et al.,

2018; Y. Liet al., 2018; Lugo et al., 2015; Martin-Robles et al., 2020; Spor et al., 2020).
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Conclusion générale et perspectives

Les écosystemes Méditerranéens sont confrontés a une aggravation des conditions climatiques
(e.g. allongement des périodes de sécheresses), modifiant leur fonctionnement et entrainant une
perte importante de biodiversité (Thiébault and Moatti, 2016). Le caroubier (Ceratonia siliqua
L.), constituant écologique majeur de I’étage thermo-méditerranéen présentant une valeur
socio-économique importante, devrait étre fortement impacté par les changements climatiques.
Plusieurs stratégies ont été proposées dans le but d’améliorer sa résistance face a la sécheresse,
notamment via I’inoculation controlée du caroubier par des souches mycorhiziennes
préalablement sélectionnées (Boutasknit et al., 2020; Essahibi et al., 2017). Cependant,
I’efficacité de ces stratégies a grande échelle peut s’avérer peu reproductible, et d’un colt non
négligeable pour les différentes parties prenantes de la conservation et de I’exploitation du
caroubier. La variabilité d’efficacité de ces approches peut s’expliquer par la sous-estimation
de la complexité des interactions (positives et négatives) s’établissant entre les différentes
composantes du microbiote du sol ainsi qu’avec la plante et son environnement, les mycorhizes
ne représentant qu’une part des microorganismes bénéfiques pour la croissance des plantes
(Finkel et al., 2017). La prise en compte de la complexité biotique régissant le fonctionnement
des €cosystémes terrestres est donc cruciale pour faire face aux challenges que représente

I’amélioration de la résistance des plantes au stress hydrique.

Dans ce contexte, il nous a semblé essentiel d’évaluer la complexité du microbiote associé aux
agroécosystemes a base de caroubiers avec pour objectif son utilisation pour améliorer la
résistance du caroubier a la sécheresse. Les résultats du chapitre II renforcent la nécessité
d’améliorer notre connaissance de la diversité microbienne du sol et des plantes au sein des
agorécosyteémes a caroubiers dans des gradients écologiques afin d’obtenir une carte exhaustive
de la diversit¢ taxonomique et fonctionnelle du microbiote et de ses spécificités
biogéographiques en terme de potentialités, en terme d’adaptation et de résistance a différents
stress abiotiques. Les habitats du caroubier au Maroc ont révélé des spécificités géographiques
en terme de composition microbienne par rapport d’autres biomes dans le monde, mettant en
¢vidence de fortes divergences dans les fonctionnalités du microbiote et leur importance vis-a-
vis aux plantes a I'échelle régionale (chapitre II). Nos objectifs ne se limitaient cependant pas
a ce constat mais visaient la conceptualisation de stratégies en ingénierie écologique basées sur
I’optimisation des interactions caroubierxmicrobiote pour I’amélioration de la résistance du

caroubier a la sécheresse (chapitre III). La gestion et valorisation du microbiote au travers de
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la recherche de communautés bénéfiques au fonctionnement d’un écosystéme donné a rarement
ou partiellement été mise en ceuvre dans les stratégies d’amélioration de la tolérance des plantes
a des stress abiotiques comme la sécheresse. La majorit¢ des études ont focalisé quasi-
systématiquement sur 1’étude d’une ou d’un nombre trés restreint de souches microbiennes, et

I’évaluation de leur bénéfice en milieux controlé (chapitre I).

L’ approche proposé dans le chapitre III, basée sur la valorisation de la diversité du microbiote
du sol associée a différentes composantes de I’agroécosystéme a caroubier a montré des effets
différentiels significatifs de I’origine du microbiote sur la croissance du caroubier. La
contribution de différents acteurs microbiens (mycorhize, champignon endophyte de type DES,
rhizobia, ...) dans la croissance et résistance du caroubier a la sécheresse s’est révélé en fonction
du statut hydrique de la plante et leur origine. Le microbiote natif du caroubier se révélant peu
efficace par rapport a d’autres microbiote pour conférer au caroubier une résistance significative
a la sécheresse, mais performant dans des conditions optimales en ressources en eau. Ces
différentes conclusions tirées du chapitre III nécessitent cependant d’étre confirmé dans des
expérimentations de déconstruction du microbiote afin de valider le role des acteurs identifiés,
et déterminer les mécanismes impliqués par lesquels ces microorganismes permettent

I’amélioration de la résistance du caroubier a la sécheresse.

Ce travail de thése a permis de constituer I'une des base de données les plus exhaustives
concernant la diversité du microbiote associé aux agroécosystemes a caroubier, avec
principalement des informations taxonomiques, mais aussi fournissant des indications
fonctionnelles. Ce travail de thése reste majoritairement exploratoire, et demande a étre affiné,
complété et généralisé, avec des validations au champ, et I’extension des investigations a
d’autres especes végétales afin d’explorer les potentialités microbiennes associées dans des
contextes €cologiques plus vastes. Avant I’évaluation au champ, un premier niveau de
validation pourrait consister dans la mise en place de co-culture caroubier X plantes compagnes,
avec ou non inoculation des taxons bénéfiques candidats, et ’application de différents régimes
hydriques, combinés avec des apports nutritifs variés afin de simuler les caractéristiques de

différents habitats.
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Annexe

L’annexe correspond aux tableaux et figures indiqués comme "matériel supplémentaire" dans

les chapitres II et III.

Les figures et tableaux dans la légende commencant par II correspondent aux chapitres II et

les figures et tableaux commengant par III correspondent aux chapitres III.
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Le caroubier (Ceratonia siliqgua L.)

Description

Le caroubier (Ceratonia siliqua) (Figure 1.S1), est une espece appartenant a la sous-famille des
Caesalpinioideae, de la famille des Fabaceae (Légumineuses). Le genre Ceratonia est
compos¢ de deux especes ; la seconde espece étant Ceratonia oreothauma Hill., présente dans
la péninsule Arabique et corne de I’Afrique. Certains auteurs ont désigné Ceratonia comme
¢tant I'un des genres les plus archaiques des légumineuses (Tucker, 1992), isol¢ des autres
genres de sa famille (Zohary, 1973). Des travaux récents de phylogénétique comparative
montrent que c’est une lignée isolée a la base du clade des Caesalpinioideae avec Acrocarpus
farxinifolius comme plus proche parent (Azani et al., 2017). La divergence entre Acrocarpus et
Ceratonia se serait produit il y a 22 millions d’années, alors que celle entre les deux espéces de

Ceratonia C. siliqua et C. oreothauma, est estimé a 6 millions d’années (Viruel et al., 2020).
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Figure 1.S1. Caroubier multi-centenaire dans une parcelle agricole (Raguza, Sicile).
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Le caroubier se développe comme arbuste ou arbre a feuilles persistantes,et atteindre une
longévité de plusieurs si¢cles. Sa taille est généralement de 8 a 17 m de hauteur, avec des tronc
de 85 cm de diamétre. Il est caractérisé par une croissance trés lente les premieres années et un
systéme raciniar puissant avec une racine pivotante pouvant atteindre atteindre 20 m de

profondeur.

Aire de répartition

Le centre d’origine du caroubier est demeuré longtemps incertain. D’un coté c’est un arbre
assez commun de la végétation pré-forestiere et forestiére thermophille méditerranéenne, ce
qui soutient son indigénat a I’échelle méditerraénne. D’un autre coté, I’importance du caroubier
dans les observations archéologiques de D’antiquité, ainsi que la découverte de Ceratonia
oreothauma Hillc. dans les montagnes de I’Arabie (Oman) et de la Somalie (Hillcoat et al.,
1980) ont conduit a I’hypothése d’un centre d’origine orientale du caroubier, probablement sur
la péninsule Arabique. Selon cette derniere hypothése, la dissémination de I’espéce dans la
bassin méditerranéen aurait été réalisée par les agriculteurs de 1’antiquité et du moyen Age.
Cette hypothese a ¢été réfutée par Viruel et al. (2020), démontrant qu’a [I’échelle
méditerranéenne la divergence génétique des populations de caroubier est incompatible avec
I’hypothese d’une diffusion récente depuis la rive orientale de la Méditerranée. Les résultats
soulignent que dans I’histoire du caroubier, le Sud du Maroc a été trés probablement un refuge

majeur (Viruel et al., 2020).

Figure 1.S2. Aire de répartition du caroubier (adapté d’aprés Quézel and Médail, 2003).
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Le caroubier est aujourd’hui répandu dans tout le bassin méditerranéen (Figure 1.S2). On le
rencontre principalement en Espagne, Portugal, Maroc, Grece, Italie, Turquie, Liban, Algérie,
Tunisie, Egypte, et Chypre. Ces derniéres années, le caroubier a été également introduit dans
plusieurs pays hors du bassin Méditerranéen, et on peut le retrouver en Amérique du Nord
(Californie) ou en Australie par exemple. Au Maroc, il est localisé en association avec 1’olivier,
le lentisque, le thuya ou I’arganier (Baumel et al., 2018), dans les plaines et les moyennes

montagnes du Rif, du Moyen Atlas, du Haut Atlas et de I’ Anti-Atlas.

Importance économique et commercialisation

Le caroubier est un arbre d’importance socio-économique, industrielle et ornementale
indiscutable. 11 est représentatif des systemes agro-sylvo-pastorales, largement exploité et
domestiqué depuis I’antiquité pour I’alimentation humaine et animale (Baumel et al., 2018). En
termes de produits, I’arbre et toutes ses composantes (feuilles, fleurs, fruits, graines, bois,
€corce et racine) sont utiles et utilisables en industrie alimentaire (additif naturel E410 dans les
crémes glacées, mayonnaises, sauces, produits de boulangerie, etc.), ou non alimentaires
(industries pharmaceutiques, cosmétique, photographie, béton, explosifs, peinture, encre,
cirage, textiles et du papier, produits antidiarrhéiques, etc.). Il est considéré comme une source
de revenus stables dont la valeur dépasse de loin celle de la production ligneuse. Comparé aux
céréales et a d’autres especes fruitieres, le caroubier est économiquement plus rentable sur
certains terrains dits marginaux car difficile a cultiver. La production mondiale de caroube (fruit
du caroubier) est estimée a 145.000 tonnes (FAO, 2018), et est principalement localis¢ dans
quelques pays européens du pourtour Méditerranéen (Espagne, Italie, Portugal, Grece et
Chypre). Au Maroc, ou le caroubier occupe une une grande diversité d’habitats (semi-naturel,
vergers, systemes agroforestiers traditionnels) répartie sur une grande amplitude climatique du
nord au sud du pays (Baumel et al., 2018), 22 000 tonnes de caroubes sont produites, faisant du

Maroc le deuxieme producteur de caroube au niveau mondial (FAO, 2018).

Interactions avec les microorganismes du sol

Le caroubier est largement associé et dépendant d’organismes microbiens pour sa croissance et
sa survie. Le caroubier est une légumineuse, et a donc été largement considéré comme un arbre
fixateur d’azote. Ce statut est notamment li¢ a des travaux suggérant la présence de nodosité
raciniare et la présence Rhizobia dans les racines (EI Idrissi et al., 1996). Cependant tous les

travaux récents et observations démontrent le contraire avec I’absence de fixation et I’absence
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de nodosité. Des données sont cependant disponibles concernant la diversité d’endophytes
bactériens dans les racines du caroubier, mais restent encore assez sommaires (Konate et al.,
2017). Par contre, le caroubier est connu pour sa forte dépendance vis-a-vis des symbioses
mycorhiziennes, jouant un rdle dans sa nutrition, sa survie (Manaut et al., 2015), mais aussi
dans ’amélioration de sa résistance au stress hydrique (Boutasknit et al., 2020; Essahibi et al.,

2017; Jadrane et al., 2020).
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Table II.S1. Alphadiversity characteristics of soil microbiota associated with major plant species of

North and South carob habitats

Locality  Plant origin Richness Diversity Diversity
of soil microbiota (observed OTUs) (Shannon) (Inverse
Simpson)
Bacteria
Ceratonia siliqua (Cs) 2103 6.8 243.8
Pistacia lentiscus (P1) 1869 6.4 99.8
. Lavandula dentata (Ld) 1891 6.4 103.6
g Cistus albidus (Ca) 2196 6.9 326.6
éo Fungi
“ Ceratonia siliqua (Cs) 1008 5.5 91.5
Pistacia lentiscus (P1) 698 5.1 52.2
Lavandula dentata (Ld) 494 3.2 5.1
Cistus albidus (Ca) 838 5.2 68.2
Bacteria
Ceratonia siliqua (Cs) 2191 6.9 307.2
Pistacia lentiscus (P1) 2366 7.1 392.1
Globularia alypum (Ga) 1890 6.6 205.0
. Vachellia gummifera (Vg) 2273 6.9 195.0
g Retama monosperma (Rm) 1939 6.7 204.2
i Fungi
5
Z Ceratonia siliqua (Cs) 827 4.4 23.4
Pistacia lentiscus (P1) 507 3.8 13.0
Globularia alypum (Ga) 365 3.5 13.9
Vachellia gummifera (Vg) 511 3.1 5.4
Retama monosperma (Rm) 575 3.5 10.6
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Table I1.S2. Soil physico-chemical characteristics related to plant species

St

= &
2§ O Z M S 2 2 z - g 2 O & N & &
] el —_— < < ~ — = on
i : 3 E E & B ot o 2 o2 & B8 O ¥ 2 2
— z = S & A

S

Cs 124.64 6.06 0.955 122 110 190 18.1 7.96 0.148 0.024 36 7.41 0.991 3.99 9.95
o
3 Pl 90 414 0.998 115 76.2 132 18.4 8.06 0208 0.035 274 7.57 1.74 2.6 6.51
—
o
E Ld 99.58 3.75 1.04 244 70.3 122 18.7 8.23 0.064 0.007 24.6 7.11 0.632 2.65 6.84
=
=}
“ Ca 10622 25 1.09 401 58.1 100 23.2 8.18  0.014 <0.002 174 7.9 1.03 3.92 3.55

Cs 21.76 1.84 2.13 18 19.6 339 10.6 8.11 0.028 0.004 15.5 5.56 0.973 341 2.56
. Pl 32.008  2.19 2.2 0.9 31.9 55.2 14.6 7.59  0.009  0.004 169 328 0.529 8.1 2.01
Q
Q
o
25 Ga 24.66 1.89 2.63 48 18.9 32.6 9.98 8.26 0.021 0.002 11.5 6.55 1.83 7.62 2.43
=
z Vg 33.1 3.03 1.58 15 31.3 54.1 10.3 8.12  0.026 0.003 182 595 0619 5091 3.74
921

Rm 3092 2.08 2.68 76 21.8 37.7 10.5 8.17  0.071  0.006 109 7.09 1.49 7.39 3.83

(1) Measurement units. g / kg for Total C, Total N, CaCO3, Organic C, Organic matter, P olsen, P ass; g/ 100g for Total K; cmol+/kg for CEC, Ca*, K7,
Mn2+’ Mg2+

(2) Vg, Vachellia gummifera; Ca, Cistus albidus; Cs, Ceratonia siliqua; Ga, Globularia alypum; L.d, Lavandula dentata; Pl, Pistacia lentiscus; Rm, Retama

monosperma.
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Table I1.83. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with Moroccan carob habitats”

OTU |Reads |Phylum? Class® Order? Family® Genus® Species®

9 2583 Actinobacteria Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter unc_bacterium
16 678 Actinobacteria Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae Blastococcus uni

34 529 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14 unc_bacterium uni

15 476 Actinobacteria Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae uni uni

99 425 Actinobacteria Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter unc_bacterium
2 417 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhizobiales Xanthobacteraceae uni uni

77 417 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga uni

61 383 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Azospirillales Azospirillaceae Skermanella uni

82 382 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales unc unc_bacterium uni

64 379 Actinobacteria Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter Unc_Rubrobacter_sp
33 341 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales unc unc_bacterium uni

83 323 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus uni

44 310 Gemmatimonadetes | Gemmatimonadetes | Gemmatimonadales | Gemmatimonadaceae unc unc_bacterium
361 294 Gemmatimonadetes | Gemmatimonadetes | Gemmatimonadales | Gemmatimonadaceae unc unc_bacterium
36 273 Actinobacteria Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter uni

54 262 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14 unc_bacterium uni

29 225 Actinobacteria Actinobacteria Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae Pseudonocardia uni

1 224 Actinobacteria Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni

20 219 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Dongiales Dongiaceae Dongia unc_bacterium
68 218 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales unc unc_bacterium uni

45 202 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Sphingomonadales Sphingomonadaceae uni uni

201 201 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhizobiales Xanthobacteraceae Rhodoplanes Unc_Rhodoplanes_sp
10 199 Actinobacteria Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni

65 195 Acidobacteria Acidobacteriia Solibacterales Solibacteraceae Bryobacter metagenome
126 189 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales unc unc_bacterium uni

218 182 Actinobacteria Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter unc_bacterium
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OTU |Reads |Phylum? Class® Order"? Family® Genus®? Species®

105 180 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Azospirillales Azospirillaceae Skermanella uni

48 178 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae Solirubrobacter unc_bacterium
238 175 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14 unc_bacterium uni
284 169 Proteobacteria Deltaproteobacteria | uni uni uni uni

133 168 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14 unc_bacterium uni
309 164 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga uni
70 164 Actinobacteria Acidimicrobiia Microtrichales Ilumatobacteraceae unc unc_bacterium
22 160 Actinobacteria Actinobacteria Propionibacteriales Nocardioidaceae Kribbella uni
212 157 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga Unc_Balneimonassp
135 152 Actinobacteria Thermoleophilia uni uni uni uni

156 144 Proteobacteria Deltaproteobacteria | RCP2-54 unc_bacterium uni uni
52 138 Actinobacteria Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae Actinoplanes uni

107 132 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae Solirubrobacter unc_bacterium
157 130 Actinobacteria Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae Blastococcus unc_bacterium
163 130 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales unc unc_bacterium uni

171 128 Actinobacteria Actinobacteria Corynebacteriales Mycobacteriaceae Mycobacterium uni

174 128 Actinobacteria Acidimicrobiia Microtrichales unc unc_bacterium uni
209 128 Actinobacteria Actinobacteria Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae Crossiella unc_bacterium
3 127 Actinobacteria Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni

85 127 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14 unc_bacterium uni

197 125 Actinobacteria Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter unc_actinobacterium
155 123 Actinobacteria Acidimicrobiia Microtrichales Ilumatobacteraceae unc unc_bacterium
222 123 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus uni
291 122 Proteobacteria Alphaproteobacteria | Azospirillales Azospirillaceae Skermanella unc_bacterium

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 9242 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified

152




Table I1.S4. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with Moroccan carob habitats')

OTU |Reads |Phylum? Class® Order? Family® Genus®? Species®

131 |4656 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Inocybaceae Inocybe Inocybe arenicola

361 4390 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerellaceae uni Mycosphaerellaceae sp
383 3937 Ascomycota Dothideomycetes uni uni uni Dothideomycetes sp

9 2999 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae uni Cladosporiaceae sp

8 2420 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae uni Nectriaceae sp

54 2379 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerellaceae uni Mycosphaerellaceae sp
700 2082 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerellaceae uni Mycosphaerellaceae sp
96 2045 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Tetracladium Tetracladium sp

14 2008 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria sp

813 | 1871 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Lepiota Lepiota cristata

4 1436 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium oxysporum
497 1333 Ascomycota Eurotiomycetes Onygenales uni uni Onygenales sp

37 1238 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Morosphaeriaceae uni Morosphaeriaceae sp
622 | 1226 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Entolomataceae Clitopilus Clitopilus hobsonii
746 | 1171 Ascomycota Eurotiomycetes Onygenales Onygenales fam Chrysosporium Chrysosporium sp

11 1170 Mortierellomycota | Mortierellomycetes | Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella alpina

166 | 1060 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni uni Pleosporales sp

160 | 681 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Didymella Didymella sp

58 677 uni uni uni uni uni Fungi sp

66 657 Mortierellomycota | Mortierellomycetes | Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella alpina

469 |626 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Hygrophoraceae Hygrocybe Hygrocybe sp

44 614 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium spirochaete
1956 | 606 Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae uni Ceratobasidiaceae sp
55 578 Ascomycota Dothideomycetes uni uni uni Dothideomycetes sp
593 |554 Ascomycota uni uni uni uni Ascomycota sp

1968 | 549 Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae Efibula Efibula gracilis

767 | 530 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni uni Pleosporales sp

2005 |524 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales uni uni Helotiales sp

24 497 uni uni uni uni uni Fungi sp
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OTU |Reads |Phylum® Class® Order? Family® Genus® Species®

74 494 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni uni uni

235 493 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae | Purpureocillium Purpureocillium sp

827 |449 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Lepiota Lepiota lilacea

368 |446 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Pyronemataceae Geopora Geopora sp

48 425 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Humicola Humicola olivacea

1097 390 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni uni Pleosporales sp

1551 1390 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae uni Chaetomiaceae sp

678 |377 Ascomycota Sordariomycetes Microascales Microascaceae Cephalotrichum Cephalotrichum asperulum
13 373 Basidiomycota Tremellomycetes Filobasidiales Piskurozymaceae Solicoccozyma Solicoccozyma aeria

217 |372 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium aphidis
1516 |363 Ascomycota Dothideomycetes Venturiales Venturiaceae uni Venturiaceae sp

2334 |361 Basidiomycota Agaricomycetes Sebacinales Sebacinaceae Helvellosebacina Helvellosebacina sp

1031 |352 Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales | uni uni Botryosphaeriales sp

71 346 Ascomycota Dothideomycetes Dothideales Aureobasidiaceae Aureobasidium Aureobasidium namibiae
653 |345 Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Ganodermataceae Ganoderma Ganoderma adspersum
2684 | 340 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymosphaeriaceae Verrucoconiothyrium | Verrucoconiothyrium prosopidis
2765 |338 uni uni uni uni uni Fungi sp

145 324 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales uni uni Hypocreales sp

1887 |309 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Sporormiaceae Sporormiella Sporormiella megalospora
3072 |306 Basidiomycota Agaricomycetes Geastrales Geastraceae Geastrum Geastrum parvistriatum
110 | 301 Ascomycota Dothideomycetes pleosporales Leptosphaeriaceae Plenodomus Plenodomus biglobosus

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 3287 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified
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VG

Figure I1.S1. Comparison of (A,B) bacterial and (C,D) fungal community membership (Venn diagram
analysis) among plant species from (A,C) North and (B,D) South carob habitats. For each venn category,
the number of OTUs is indicated. VG, Vachellia gummifera; CA, Cistus albidus; CS, Ceratonia siliqua;
GA, Globularia alypum; LD, Lavandula dentata; PL, Pistacia lentiscus; RM, Retama monosperma.
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Figure I1.S2. Mycorrhizal spore density in soils associated with plant species in North and South carob

habitats. Vg, Vachellia gummifera; Ca, Cistus albidus; Cs, Ceratonia siliqua; Ga, Globularia alypum;

Ld, Lavandula dentata; Pl, Pistacia lentiscus; Rm, Retama monosperma.
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Figure I1.S3. Endomycorrhizal species isolated form the different plant soils associated with C. siligua

in south and north of Morocco.
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Figure I1.S4. The dominant endomycorrhizal morphotypes isolated from the different plant soils

associated with C. siliqua in south and north of Morocco.
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Figure I1.S5. Endomycorrhizal species isolated form the different plant soils associated with C. siligua

in Ourika valley (Morocco).
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Figure II.S6. The dominant endomycorrhizal morphotypes isolated from the different plant soils

associated with C. siliqua in Ourika valley (Morocco).
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Figure I1.S7. Mycorrhizal roots of C. siliqua representing different structures: vesicles (V), hyphae (H),

arbuscules (A) and spores (S).
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Figure II1.S1. Hierarchical clustering analysis of native soils based on the phylum composition of the
bacterial (A) and fungal (B) communities. The native soils were sampled under six plant species (C.
siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba) representative of natural carob
habitats and carob-based traditional agrosystems (A). Relative abundance of microbial taxa at the
phylum level were loglp transformed before clustering (Euclidean distance, Ward’s method). Heatmaps

were split in 3 soil origin clusters and 3-4 microbiota clusters.
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Figure I11.S2. Membership analysis of soil bacterial OTUs among SoBIOs from six origins C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V.
faba.
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Figure II1.S3. Membership analysis of soil fungal OTUs among SoBIOs from six origins, C. siliqua, P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V.
faba.
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Figure I11.S4. Taxonomic composition of bacterial community at (A) the phylum and (B-F) genus levels for each SoBIO origin, C. siliqua, P. lentiscus, R.

monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba.
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Figure IILS5. Taxonomic composition of fungal community at (A) the phylum and (B-F) genus levels for each SoBIO origin, C. siliqua, P. lentiscus, R.
monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba.
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Figure I11.S6. Heatmap of Spearman Rho correlations among the 23 main carob measured in WATER
condition. The number in each square correspond to R estimated by Spearman correlation. White square
indicates no significant correlation (P > 0.05). SH, shoot height (SH); RCD, root collar diameter; NL,
number of leaves; NLF, number of leaflets; SFW, shoot fresh weight; SDW, shoot dry weight; REW,
root fresh weight; RDW, root dry weight; RDW_SDW, root / shoot ratio; SRN, secondary root number;
TRA, total root area; PRL, primary root length; RWC, relative water content; GLW gradual loss of
water; COND, stomatal conductance; CHL A, chlorophyll A; CHL B, chlorophyll B; T CHL, total
chlorophyll content; MS, membrane stability; MY F, mycorrhizal colonization frequency; MY I,
mycorrhizal colonization intensity; MY AC, mycorrhizal arbuscular content; MY VC, mycorrhizal

vesicular content.
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Figure I11.S7. Taxonomic composition of carob root bacterial community at (A) the phylum and (B-F) genus levels associated with SoBIO origins, C. siliqua,
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P. lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba.
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Figure II1.S8. Taxonomic composition of carob root fungal community at (A) the phylum and (B-F) genus levels associated with SoBIO origins, C. siliqua, P.

lentiscus, R. monosperma, G. alypum, H. vulgare, V. faba.
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C. siliqua soils C. siliqua roots (CS) P. lentiscus soils C. siliqua roots (PL)

R. monosperma soils C. siliqua roots (RM) G. alypum soils C. siliqua roots (GA)

H. vulgare soils C. siliqua roots (HV) V. faba soils C. siliqua roots (VB)

Figure II1.S9. Estimation of selection rate of bacterial (A-F) taxa in the carob roots from the SoBIOs;
C. siliqua (A), P. lentiscus (B), R. monosperma (C), G. alypum (D), H. vulgare (E), V. faba (F). For

each category, the number and percentage of OTUs are indicated.
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C. siliqua soils C. siliqua roots (CS) P. lentiscus soils C. siliqua roots (PL)

R. monosperma soils C. siliqua roots (RM) G. alypum soils C. siliqua roots (GA)

H. vulgare soils C. siliqua roots (HV) V. faba soils C. siliqua roots (VB)

Figure I11.S10. Estimation of selection rate of bacterial (A-F) taxa in the carob roots from the SoBIOs;
C. siliqua (A), P. lentiscus (B), R. monosperma (C), G. alypum (D), H. vulgare (E), V. faba (F). For

each category, the number and percentage of OTUs are indicated.
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Table IT1.S1. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with Moroccan carob habitats'”

OTU |Reads | Phylum Class Order Family® Genus® Species®

17 877 | Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae uni_Micrococcaceae uni_Micrococcaceae

7 558  |Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae
39 513 | Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae | Blastococcus uni_Blastococcus

23 466 | Actinobacteriota Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter uni_Rubrobacter

18 395 | Actinobacteriota Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter uni_Rubrobacter

100 389 | Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae uni_Micrococcaceae uni_Micrococcaceae
119 373 Proteobacteria Alphaproteobacteria Azospirillales Azospirillaceae Skermanella uni_Skermanella

73 351 | Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae | Blastococcus uni_Blastococcus

109 333 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga uni_Microvirga
126|316 |Proteobacteria Alphaproteobacteria Azospirillales Azospirillaceae Skermanella uni_Skermanella

54 315 | Actinobacteriota Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae | Pseudonocardia uni_Pseudonocardia

&9 299 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae |uni_Sphingomonadaceae |uni_Sphingomonadaceae
136|269 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga uni_Microvirga

120 {263 Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Nitrosomonadaceae MND1 unc_beta proteobacterium
5 247 | Actinobacteriota Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

90 246 | Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus uni_Bacillus

203  |233 | Actinobacteriota Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter uni_Rubrobacter

314 213 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga uni_Microvirga

153 |212 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae | Pedomicrobium uni_Pedomicrobium
104 |200 | Actinobacteriota Thermoleophilia Gaiellales uni_Gaiellales uni_Gaiellales uni_Gaiellales

280 196  |Proteobacteria Alphaproteobacteria Azospirillales Azospirillaceae Skermanella uni_Skermanella

247 176 | Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae | Geodermatophilus uni_Geodermatophilus
229 173 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus uni_Bacillus

319 173 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methyloligellaceae uni_Methyloligellaceae uni_Methyloligellaceae
130|169 | Actinobacteriota Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae | Pseudonocardia uni_Pseudonocardia
316 168 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Azospirillales Azospirillaceae Skermanella uni_Skermanella
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OTU |Reads | Phylum Class Order Family® Genus®? Species®

42 168 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae
213 167 | Actinobacteriota Acidimicrobiia Actinomarinales uni_Actinomarinales |uni_Actinomarinales uni_Actinomarinales
217 167 | Actinobacteriota Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter uni_Rubrobacter

309 166 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales uni_Rhizobiales uni_Rhizobiales uni_Rhizobiales

747 160 | Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae | Modestobacter Modestobacter marinus
296 155 Gemmatimonadota | Gemmatimonadetes Gemmatimonadales | Gemmatimonadaceae |uni_Gemmatimonadaceae |uni_Gemmatimonadaceae
48 155 | Actinobacteriota Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae | Actinoplanes uni_Actinoplanes

320 154 | Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae uni_Nocardioidaceae uni_Nocardioidaceae
107 151 Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales | 67-14 uni_67-14 uni_67-14

110 150 | Actinobacteriota Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteriaceae Rubrobacter uni_Rubrobacter

454 149 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rubellimicrobium uni_Rubellimicrobium
36 147 | Actinobacteriota Thermoleophilia Gaiellales uni_Gaiellales uni_Gaiellales uni_Gaiellales

287 146 | Actinobacteriota Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

61 146 | Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales | 67-14 uni_67-14 uni_67-14

347 143 | Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Nocardioides uni_Nocardioides

24 136 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae
79 135 Proteobacteria Alphaproteobacteria Reyranellales Reyranellaceae Reyranella Reyranella_soli

235 | 133 | Actinobacteriota Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae | Crossiella uni_Crossiella

31 132 | Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Kribbella uni_Kribbella

898 [131 | Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae | Blastococcus uni_Blastococcus

244 129 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methyloligellaceae uni_Methyloligellaceae uni_Methyloligellaceae
271 124 | Actinobacteriota Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae | Actinoplanes uni_Actinoplanes

548 124 | Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae | Blastococcus uni_Blastococcus

93 124 | Proteobacteria Gammaproteobacteria | Steroidobacterales | Steroidobacteraceae | uni_Steroidobacteraceae | uni_Steroidobacteraceae

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 12819 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified
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Table I11.S2. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with Moroccan carob habitats)

OTU | Reads | Phylum Class® Order? Family® Genus®? Species®

8 619 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae uni_Nectriaceae Nectriaceae sp

229 |537 | Ascomycota Leotiomycetes Thelebolales Pseudeurotiaceae Pseudogymnoascus Pseudogymnoascus_pannorum
820 |370 | Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Pyronemataceae Picoa Picoa juniperi

760 |314 | Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiales fam Incertae sedis | Leohumicola Leohumicola_verrucosa

1001 | 295 | Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiales fam Incertae sedis | Leohumicola Leohumicola verrucosa

25 248 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales uni_Capnodiales uni_Capnodiales uni_Capnodiales

9 230 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_flabelliforme
944 |222 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Stephanosporaceae Lindtneria Lindtneria_flava

14 181 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae uni_Didymellaceae uni_Didymellaceae

1151 | 129 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Mycena Mycena_zephirus

38 105 | Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Humicola Humicola grisea

1233 102 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Mycena Mycena_zephirus

168 |95 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Ascochyta Ascochyta_rabiei

19 95 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum_gloeosporioides
260 |94 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Ascobolaceae Ascobolus Ascobolus_sp

2109 |92 Ascomycota Dothideomycetes Dothideales uni_Dothideales uni_Dothideales uni_Dothideales

2216 |91 Chytridiomycota | Rhizophlyctidomycetes | Rhizophlyctidales Rhizophlyctidaceae Rhizophlyctis Rhizophlyctis rosea

7 85 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum_gloeosporioides
115 |82 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Paraphoma Paraphoma_chrysanthemicola
1467 |79 Basidiomycota Agaricomycetes Sebacinales Sebacinaceae Sebacina Sebacina_sp

213 |79 Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota Ascomycota_sp

2700 | 75 Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Sporocadaceae Discosia Discosia_neofraxinea

324 |75 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Metarhizium Metarhizium anisopliae

840 |70 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Leptosphaeriaceae uni_Leptosphaeriaceae | uni_Leptosphaeriaceae

386 |69 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Pyronemataceae Geopora Geopora_sp

35 68 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria uni_Alternaria
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OTU | Reads | Phylum Class® Order? Family® Genus®? Species®

587 |66 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae uni_Chaetomiaceae Chaetomiaceae sp

11 62 Mortierellomycota | Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella_alpina

112 162 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_subcucurbitae
2630 | 61 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Tuberaceae uni_Tuberaceae Tuberaceae sp

86 60 Ascomycota Dothideomycetes Dothideales Dothideaceae Endoconidioma Endoconidioma_populi
1064 |58 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Ascobolaceae Ascobolus Ascobolus_sp

74 57 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Humicola Humicola grisea

18 52 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Neonectria Neonectria_sp

1683 | 50 Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Pyronemataceae Picoa Picoa juniperi

1703 | 50 Ascomycota Sordariomycetes Microascales uni_Microascales uni_Microascales Microascales sp

162 |48 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Stagonosporopsis Stagonosporopsis_dennisii
2526 |47 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

3126 |47 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymosphaeriaceae Montagnula Montagnula_scabiosae
40 |47 Mortierellomycota | Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella_exigua
3156 |46 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Inocybaceae Inocybe Inocybe_griseovelata
3930 |45 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiales fam Incertae sedis | Leohumicola Leohumicola verrucosa
65 45 Ascomycota Dothideomycetes Dothideales Aureobasidiaceae Aureobasidium Aureobasidium_leucospermi
2431 |44 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales uni_Agaricales uni_Agaricales Agaricales sp

1347 |42 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Inocybaceae Mallocybe Mallocybe sp

4002 |41 Basidiomycota Agaricomycetes Sebacinales Sebacinaceae Helvellosebacina Helvellosebacina sp
4873 |41 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Inocybaceae Inocybe Inocybe_griseovelata
302 |40 Mortierellomycota | Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella_elongata
128 |38 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae Gibellulopsis Gibellulopsis_piscis

404 |38 Ascomycota Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | uni_Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | Dothideomycetes sp

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 1107 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified
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Table I11.S3. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with carob roots without water stress'”

OTU |Reads |Phylum® Class Order Family® Genus®? Species®
16 17584 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium
82 14245 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium
5 11695 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces
111 | 10980 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- Rhizobium_rosettiformans
Pararhizobium-Rhizobium
50 10523 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Rhizorhapis uni_Rhizorhapis
186 [9148 | Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales |uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales
97 8793 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Devosiaceae Devosia uni_Devosia
3 6706 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae uni_Rhizobiaceae uni_Rhizobiaceae
170 4410 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas uni_Pseudoxanthomonas
21 4121 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium
44 4109 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium
215 |4006 | Patescibacteria |Saccharimonadia Saccharimonadales | unc Candidatus_ uni_unc_Candidatus_ uni_unc_Candidatus_
Saccharibacteria_bacterium | Saccharibacteria_bacterium Saccharibacteria_bacterium
208 |3964 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium
10 3661 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae Pseudonocardia Pseudonocardia sp. 3-33-9A
35 3657 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces
149 |3465 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium

Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium
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OTU |Reads |Phylum® Class Order Family® Genus® Species®

402 |3138 | Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales |uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales

465 |2986 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae

20 2913 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea uni_Pantoea

1 2879 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Ensifer uni_Ensifer

820 |2642 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium

60 2447 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingomonas uni_Sphingomonas

368 [2271 |Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales |unc_soil bacterium uni_unc_soil bacterium uni_unc_soil bacterium

657 |2204 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingobium uni_Sphingobium

687 [2073 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Cellvibrionales Cellvibrionaceae Cellvibrio uni_Cellvibrio

494 2057 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- uni_Allorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium Neorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium

177 2041 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Lysinimonas unc_Actinobacteridae bacterium

676 |1811 |Patescibacteria |Saccharimonadia Saccharimonadales | uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales

116 |1804 |Proteobacteria |Gammaproteobacteria | Oceanospirillales | Halomonadaceae Salinicola Halomonas_sp. nyl-3

397 |1649 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae uni_Microbacteriaceae uni_Microbacteriaceae

85 1500 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae Pseudonocardia Pseudonocardia_sp. 3-33-9A

22 1456 | Actinobacteriota | Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Nocardioides uni_Nocardioides

45 1433 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

797 |1414 | Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Cellvibrionales Cellvibrionaceae Cellvibrio uni_Cellvibrio

655 |1338 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae Pseudonocardia Pseudonocardia_sp. RI44-
RCaAl106

1006 | 1263 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae [Rhizobium]_sphaerophysae group | Rhizobium_sphaerophysae

487 |1216 | Actinobacteriota | Actinobacteria Corynebacteriales | Mycobacteriaceae Mycobacterium uni_Mycobacterium

99 1210 | Actinobacteriota | Actinobacteria Corynebacteriales | Mycobacteriaceae Mycobacterium uni_Mycobacterium

1060 | 1173 | Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales |uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales

330 |[1160 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobium uni_Hyphomicrobium
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OTU |Reads |Phylum® Class Order Family® Genus® Species®

13 1156 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

182 | 1148 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae Phytohabitans uni_Phytohabitans

328 | 1137 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptosporangiales | Streptosporangiaceae Nonomuraea uni_Nonomuraea

704 | 1131 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingopyxis uni_Sphingopyxis

908 |1114 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- Rhizobium_sp. B2059
Pararhizobium-Rhizobium

9 1106 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae Pseudonocardia uni_Pseudonocardia

163 |1100 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingopyxis uni_Sphingopyxis

845 | 1082 |Proteobacteria |Alphaproteobacteria | Caulobacterales Caulobacteraceae uni_Caulobacteraceae unc_Caulobacter_sp.

529 1079 | Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Spirosomaceae Dyadobacter uni_Dyadobacter

242 1072 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae Actinoplanes Actinoplanes _italicus

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 6930 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified
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Table I11.S4. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with roots without water stress"

OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus®? Species®

7 24363 | Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum_gloeosporioides
19 7699 | Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum_gloeosporioides
39 3921 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Setophoma Setophoma_terrestris

136 | 1936 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Setophoma Setophoma_terrestris

43 1759 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_concentricum

104 |910 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

35 640 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria uni_Alternaria

216 |583 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

92 511 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Gibberella Gibberella_avenacea

15 492 | Ascomycota Sordariomycetes Microascales uni_Microascales uni_Microascales Microascales_sp

197 |483 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae uni_Pleosporaceae Pleosporaceae sp

1157 | 409 Glomeromycota | uni_Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota_sp
172|371 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces_sayulitensis

9 317 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_flabelliforme
1117 296 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_concentricum
754 288 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales uni_Hypocreales uni_Hypocreales Hypocreales_sp

1790 | 237 | Ascomycota Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | uni_Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | Dothideomycetes_sp

1167 | 213 | Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe Diaporthe_helicis

127 1200 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreales_fam_Incertae sedis | Gliocladium Gliocladium_cibotii

77 175 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_betae-kenyensis
18 165 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Neonectria Neonectria_sp

2790 | 159 | Ascomycota Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | uni_Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | Dothideomycetes_sp

2352 | 153 Glomeromycota | uni_Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota_sp

2478 | 151 Glomeromycota | uni_Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni_Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota sp

2685 | 149 Glomeromycota | uni_Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota_sp

777 | 112 | Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces_sayulitensis
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OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus®? Species®

8 105 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae uni_Nectriaceae Nectriaceae sp

150 |96 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

322 |89 Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Macrophomina Macrophomina_phaseolina
1355 | 85 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae uni_Pleosporaceae Pleosporaceae sp

246 |64 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Paraphoma Paraphoma_chrysanthemicola
4416 | 63 Glomeromycota | uni_Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota_sp

4892 |63 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_sojae

4549 |57 Glomeromycota | uni_Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota_sp

1575 |56 Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Exophiala Exophiala_sp

4564 | 53 Glomeromycota | Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Rhizophagus Rhizophagus_sp

705 |52 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreales fam Incertae sedis | Gliocladium Gliocladium_cibotii

29 50 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae uni_Nectriaceae Nectriaceae sp

6360 |50 Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_sojae

3235149 Ascomycota Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | uni_Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | Dothideomycetes_sp

999 |46 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium nematophilum
4017 |45 Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota

671 |45 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_sp

57 44 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_chlamydosporigena
238 |43 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Tetracladium Tetracladium_furcatum

2844 |40 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Paraphoma Paraphoma_chrysanthemicola
31 40 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae Plectosphaerella Plectosphaerella_niemeijerarum
34 39 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Didymella uni_Didymella

4526 |35 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Acericola Acericola_italica

8646 |31 Ascomycota Lecanoromycetes Ostropales Stictidaceae Cryptodiscus Cryptodiscus_pini

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 411 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified
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Table II1.S5. Taxonomic assignment of bacterial OTUs associated with carob roots under water stress condition")

OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus® Species®

6 34518 |uni_Bacteria uni_Bacteria uni_Bacteria uni_Bacteria uni_Bacteria uni_Bacteria

16 28432 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

5 12391 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

50 11100 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Rhizorhapis uni_Rhizorhapis

97 9406 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Devosiaceae Devosia uni_Devosia

44 5837 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

3 5305 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae uni_Rhizobiaceae uni_Rhizobiaceae

21 5251 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

111 [4947 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | Rhizobium_rosettiformans
Pararhizobium-Rhizobium

149 4429 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

35 4288 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

10 3873 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae Pseudonocardia Pseudonocardia_sp. 3-33-9A

177 3508 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Lysinimonas unc_Actinobacteridae bacterium

397 |3204 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae uni_Microbacteriaceae uni_Microbacteriaceae

82 3125 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

170 12969 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas uni_Pseudoxanthomonas

368 |2849 |Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales |unc_soil bacterium uni_unc_soil bacterium uni_unc_soil bacterium

60 2824 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingomonas uni_Sphingomonas

402 |2406 |Patescibacteria |Saccharimonadia Saccharimonadales | uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales

215 | 2305 |Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales |unc Candidatus uni_unc_Candidatus uni_unc_Candidatus_

Saccharibacteria_bacterium | Saccharibacteria bacterium Saccharibacteria_bacterium
22 12197 | Actinobacteriota | Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Nocardioides uni_Nocardioides
85 1904 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae Pseudonocardia Pseudonocardia_sp. 3-33-9A
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OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus®? Species®

328 | 1804 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptosporangiales | Streptosporangiaceae Nonomuraea uni_Nonomuraea

465 | 1767 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae uni_Xanthobacteraceae

1491 | 1713 | Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales | metagenome uni_metagenome uni_metagenome

208 | 1686 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

494 | 1663 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Allorhizobium-Neorhizobium- | uni_Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium Pararhizobium-Rhizobium

13 1627 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

317 |1620 | Actinobacteriota | Actinobacteria uni_Actinobacteria | uni_Actinobacteria uni_Actinobacteria uni_Actinobacteria

1 1586 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae Ensifer uni_Ensifer

487 | 1487 | Actinobacteriota | Actinobacteria Corynebacteriales | Mycobacteriaceae Mycobacterium uni_Mycobacterium

466 | 1479 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

86 1476 | Actinobacteriota | Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Nocardioides uni_Nocardioides

359 |1405 | Actinobacteriota | Acidimicrobiia Microtrichales [lumatobacteraceae uni_[lumatobacteraceae uni_Ilumatobacteraceae

434 11366 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas uni_Pseudoxanthomonas

633 | 1340 |Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales | metagenome uni_metagenome uni_metagenome

163 | 1265 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingopyxis uni_Sphingopyxis

41 1259 | Actinobacteriota | Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces uni_Streptomyces

566 | 1255 |Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Microscillaceae uni_Microscillaceae uni_Microscillaceae

58 1247 | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhizobiales Rhizobiaceae uni_Rhizobiaceae uni_Rhizobiaceae

657 |1236 |Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingobium uni_Sphingobium

31 1226 | Actinobacteriota | Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Kribbella uni_Kribbella

1235 | 1207 | Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales | uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales

48 1199 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae Actinoplanes uni_Actinoplanes

687 |[1199 |Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Cellvibrionales Cellvibrionaceae Cellvibrio uni_Cellvibrio

182 | 1191 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micromonosporales | Micromonosporaceae Phytohabitans uni_Phytohabitans

676 |1181 |Patescibacteria | Saccharimonadia Saccharimonadales | uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales uni_Saccharimonadales

877 | 1175 | Actinobacteriota | Actinobacteria Propionibacteriales | Nocardioidaceae Nocardioides uni_Nocardioides
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OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus®? Species®
677 |1146 | Actinobacteriota | Actinobacteria Pseudonocardiales | Pseudonocardiaceae uni_Pseudonocardiaceae uni_Pseudonocardiaceae
27 1143 | Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Promicromonosporaceae Promicromonospora uni_Promicromonospora

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 6830 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified

183




Table I11.S6. Taxonomic assignment of fungal OTUs associated with carob roots under water stress condition'”

OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus®? Species®

7 29383 | Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum_gloeosporioides
19 4790 |Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum_gloeosporioides
39 3346 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Setophoma Setophoma_terrestris

136 |2014 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Setophoma Setophoma_terrestris

43 1918 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_concentricum
104 |786 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

150 490 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

197 |442 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae uni_Pleosporaceae Pleosporaceae sp

754 |436 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales uni_Hypocreales uni_Hypocreales Hypocreales sp

127 |338 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreales fam Incertae sedis | Gliocladium Gliocladium_cibotii

777 |316 | Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces_sayulitensis
172 298 | Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces_sayulitensis
999 1292 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_nematophilum
216 |247 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales uni_Pleosporales uni_Pleosporales Pleosporales_sp

8 241 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae uni_Nectriaceae Nectriaceae sp

35 192 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria uni_Alternaria

322 |169 | Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Macrophomina Macrophomina_phaseolina
228 |148 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_flabelliforme
9 144 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_flabelliforme
635 |121 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Lasiosphaeriaceae Podospora Podospora_communis

848 | 121 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales uni_Hypocreales uni_Hypocreales Hypocreales sp

671 |108 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_sp

512 | 105 Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae uni_Chaetomiaceae Chaetomiaceae sp

1157 |98 Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota sp

1355 |98 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae uni_Pleosporaceae Pleosporaceae sp

3235 |97 Ascomycota Dothideomycetes uni_Dothideomycetes |uni_Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | Dothideomycetes_sp
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OTU | Reads | Phylum® Class® Order? Family® Genus®? Species®

1790 |89 Ascomycota Dothideomycetes uni_Dothideomycetes |uni_Dothideomycetes uni_Dothideomycetes | Dothideomycetes_sp

1117 |83 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_concentricum

238 |82 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Tetracladium Tetracladium_furcatum

664 |81 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_metachromatica
121 |75 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_flabelliforme
4606 | 65 Glomeromycota | Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae uni_Glomeraceae Glomeraceae sp

138 |63 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_sp

31 61 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae Plectosphaerella Plectosphaerella_niemeijerarum
4017 149 Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota uni_Ascomycota

6582 |47 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreales fam Incertae sedis |Sarocladium Sarocladium_hominis

1226 |46 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_chlamydospora
64 46 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_solani

2352 140 Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota sp

25 39 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales uni_Capnodiales uni_Capnodiales uni_Capnodiales

2478 |38 Glomeromycota | uni_Glomeromycota |uni_Glomeromycota |uni Glomeromycota uni_Glomeromycota | Glomeromycota sp

439 |38 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_metachromatica
2844 |37 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Paraphoma Paraphoma_chrysanthemicola
125 |36 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae Gibellulopsis Gibellulopsis_piscis

1031 |35 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Acericola Acericola_italica

4526 |34 Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Acericola Acericola_italica

4430 |33 Glomeromycota | Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Funneliformis Funneliformis_mosseae

924 |33 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_sp

4542 |32 Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales uni_Capnodiales uni_Capnodiales Capnodiales_sp

525 |32 Basidiomycota | Tremellomycetes Tremellales uni_Tremellales uni_Tremellales Tremellales_sp

(1) Only the 50 most dominant OTUs out of 472 are shown

(2) unc, uncultered. uni, unidentified
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